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1 Einleitung

Die Zellen des menschlichen Korpers enthalten 46 Chromosomen, 44 Autosomen und
zwei Geschlechtschromosomen, die auch Gonosomen genannt werden. Die Ent-
wicklung eines Menschen beginnt mit der Vereinigung einer weiblichen und einer
ménnlichen Keimzelle, deren jeweiliger Chromosomensatz in den Reifeteilungen zuvor
auf die Hélfte reduziert wurde, daB3 heifit von 46 auf 23. Das genetische Geschlecht des
Embryos ist davon abhingig, ob das Spermium bei der Befruchtung ein X- oder ein Y-
Chromosom trdgt. Die weiblichen Geschlechtschromosomen bestehen aus zwei X-
Chromosomen, die minnlichen aus einem X- und einem sehr viel kiirzerem Y-
Chromosom. Im Jahre 1959 ergab die Untersuchung des Chromosomensatzes bei zwei
Erkrankungen des Menschen, dem Turner- und dem Klinefelter-Syndrom, erste
Hinweise darauf, daB3 genetische Faktoren auf dem Y-Chromosom fiir die Festlegung
des ménnlichen Geschlechts bedeutend sind (Jacobs und Strong 1959; Ford et al. 1959;
Welshorn und Russell 1959). Urspriinglich nahm man an, da der Karyotyp des
Menschen stabil sei. Zwei Jahre spéter fanden sich jedoch erste Hinweise darauf, daf3
die Anzahl der Chromosomen in den Kdrperzellen moglicherweise nicht iiber das
gesamte Lebensalter konstant ist und sich insbesondere die Zahl der Geschlechts-

chromosomen veridndern kann (Jacobs und Court Brown 1961).

1.1 Die menschlichen Geschlechtschromosomen

Die Geschlechtschromosomen haben sich vermutlich urspriinglich aus einem homo-
logen Chromosomenpaar zum Z und W der Vogel, sowie zum X und Y der Sdugetiere
entwickelt (Ohno 1967). Wiahrend das Y-Chromosom sich erheblich verkleinert hat,
enthdlt das X-Chromosom weitgehend Genloci urspriinglich autosomalen Charakters.
An primitiven Wirbeltierklassen lassen sich einzelne Entwicklungsschritte nachvollzie-
hen. So besitzen noch heute die meisten Spezies der Fische, Amphibien und Reptilien
morphologisch identische, zytogenetisch nicht unterscheidbare Geschlechtschromo-

somen.



Die Entwicklung des Y-Chromosoms scheint vom Schema her einen dhnlichen Verlauf
wie die Entstehung des W-Chromosoms der Vogel genommen zu haben (White 1973;
Bull 1983; Stearns 1987). Die ersten Schritte hierzu sind vermutlich der Verlust von
autosomalen Genen, eine Ansammlung von geschlechtsbestimmenden Faktoren sowie
eine perizentrische Inversion gewesen. Als weitere Voraussetzung zur Entwicklung
differenzierter Chromosomen war eine weitgehende Verhinderung des Crossing-overs
ndtig, damit in der Meiose keine unbalanzierten Gameten entstehen konnten. Wahrend
die vormals Y-gebundenen Gene verloren gingen, wurden ihre Allele auf dem
urspriinglich  homologen = Chromosom  konserviert. Nur die sogenannte
»pseudoautosomale Region, die im Euchromatin distal von Ypl lokalisiert ist, bildet
wihrend der Meiose im friihen Pachytin den sogenannten synaptomalen Komplex
(Ford und Hamerton 1956; Moses et al. 1975; Solari 1980). Dabei paart sich der kurze
Arm des Y-Chromosoms mit dem distalen Drittel des kurzen Arms des X-Chromosoms
und es kommt zum Crossing-over zwischen den Chromatiden. Die Gene innerhalb der
pseudoautosomalen Region besitzen folglich auch Homologe auf dem X-Chromosom,
wie z. B. MIC 2 Y, das fiir einen monoklonalen Antikorper (12E7) codiert (Goodfellow
et al. 1983), Yg, dem Locus fiir des Blutzellenantigen Yg, das dem Allel Xg entspricht
(Goodfellow und Tippet 1981) und das GM-CSF Rezeptorgen (granulocyte-macro-
phage colony stimulating factor) (Gough et al. 1990).

1.1.1 Das X-Chromosom

Die Entwicklung des X-Chromosoms und des geschlechtsbestimmenden Mechanismus
erklart einige Besonderheiten, wie z.B. die Entstehung des Sex-Chromatins durch die

notwendige Inaktivierung eines X-Chromosoms zur Gendosis-Kompensation.

Eine starke Homologie in der Abfolge der X-gebundenen Gene innerhalb der
placentalen Sdugetiere weist auf eine Konservierung des urspriinglichen X-
Chromosoms hin (Ohno 1967 und 1969). Wihrend die Autosomen des urspriinglichen
Karyotyps durch Briiche und Fusionen stdndigen Umformungen unterlagen, fanden im

X-Chromosom keine substantiellen Verdnderungen mehr statt. Nachdem sich der



geschlechtsbestimmende Mechanismus entwickelt hatte, stabilisierte sich das gesamte
Genom. So betrdgt der DNA-Gehalt aller placentalen Sdugetiere trotz unterschiedlicher
Karyotypen 7.0 x 109 mg DNA pro diploidem Zellkern und das X-Chromosom nimmt
dabei etwa 5% des Genoms ein, wenn man nur den Anteil an euchromatischen Material

betrachtet (White 1973).

Bestimmte X-gebundene Gene liegen folglich beim ménnlichen Geschlecht nur
hemizygot vor, wihrend sie im weiblichen Geschlecht zweifach vorhanden sind.
Dennoch liel sich kein Unterschied in der Menge oder Aktivitit der gebildeten
Genprodukte feststellen, wie z.B. dem X-chromosomal lokalisiertem Gen fiir das
Enzym Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase. Parallel zur Differenzierung der
Geschlechtschromosomen mufte sich vermutlich ein sogenannter ,,Gendosis-
Kompensations-Mechanismus® entwickeln, um das Gleichgewicht der genetischen
Aktivitdt zwischen den Geschlechtern zu erhalten. 1949 entdeckten Barr und Bertram in
den Nervenzellen weiblicher Katzen hoch kondensiertes Chromatin, das entweder am
Nucleolus oder an der Kernmembran anlag. Es wurde Barr-Korperchen oder Sex-
Chromatin genannt und konnte spiter in den Interphasezellkernen somatischer Zellen
bei fast allen weiblichen placentalen und marsupialen Sdugetieren gefunden werden.

Allerdings nie in mannlichen Individuen (Moore und Barr 1953; Barr 1961).

1959 stellten Ohno und Mitarbeiter die Hypothese auf, beim Barr-Koérperchen handele
es sich um ein X-Chromosom im kondensierten (heterochromatischen) Zustand, wéh-
rend das zweite X-Chromosom ebenso wie das restliche Euchromatin wihrend der
Interphase entspiralisiert vorliege (Ohno et al. 1959). Bald darauf konnte nachgewiesen
werden, daB3 das Sex-Chromatin bildende X-Chromosom in der spédten S-Phase repli-
ziert, nachdem die Autosomen und das andere X-Chromosom ihre DNA-Replikation
schon fast beendet haben (Taylor 1960; Grumbach und Morishima 1962; Galton und
Holt 1964).

Da heterochromatische Bereiche der DNA als genetisch inaktiv galten, vermuteten auch
Lyon (1961) und Beutler et al. (1962), dal3 es sich hier aus Griinden der genannten

Gendosis-Kompensation um eine Inaktivierung des X-Chromosoms handeln konnte.



Die Lyon-Hypothese besagt im wesentlichen:

1. In einem frilhen Stadium der embryonalen Entwicklung wird in den Somazellen

weiblicher Saugetiere ein X-Chromosom inaktiviert.

2. Diese Inaktivierung geschieht zufillig, d.h. in den verschiedenen Zellen desselben
Individuums kann entweder das paternale oder das maternale X-Chromosom inaktiv

sein.

3. Der Vorgang der Inaktivierung ist irreversibel und erblich. Alle Tochterzellen einer

Zelle besitzen das gleiche inaktive X-Chromosom.

Als Heterochromatin wurden urspriinglich Chromosomen oder Chromosomenabschnitte
bezeichnet, die im Gegensatz zum Euchromatin wihrend der Interphase, der frithen Pro-
und spdten Telophase als stirker anfarbbare, kompakte Strukturen sichtbar blieben.
Brown priagte 1966 die Begriffe des fakultativen und konstitutiven Heterochromatins,
wobei letzteres die entsprechende Férbeeigenschaft praktisch in allen Zelltypen und
Entwicklungsstadien aufwies. Es besteht - nach heutigem Wissensstand - aus genetisch
inaktiven Polynukleotidsequenzen, meist in hochrepetitiver Form. Konstitutives Hetero-
chromatin wird nicht fiir die Proteinbiosynthese transkribiert; es besitzt aber strukturelle
Aufgaben und ist in vielzelligen Organismen essentiell fiir die Organisation sowohl auf
chromosomaler Ebene als auch in Bezug auf den Interphasekern (Yunis und Yasmineh
1971). Fakultatives Heterochromatin ist nicht aufgrund seiner Basensequenz genetisch
inert, sondern wird nachtriglich in den Zellen inaktiviert. Es ist durchaus moglich, daf3
es sich dabei in unterschiedlich differenzierten Zelltypen um jeweils unterschiedlich
genetisches Material handelt. Das trifft beispielsweise fiir das inaktivierte X-Chromo-
som zu. Generell findet die X-Inaktivierung zwischen dem Morula- und spitem
Blastulastadium statt. Der exakte Zeitpunkt konnte bis heute nicht genau festgelegt
werden. Das Prinzip der Zufilligkeit bei der Inaktivierung (#2 der Lyon-Hypothese)
trifft nicht immer zu. Insbesondere bei strukturellen Aberrationen eines X-Chromosoms

wird in den Somazellen bevorzugt das abnormale X inaktiviert.



Durch die klinischen Befunde bei numerischen X-chromosomalen Aberrationen, wie
dem Turner- (45, X0) und dem Klinefelter-Syndrom (47, XXY), kam man bereits 1965
(Ferguson-Smith 1965) zu der Uberzeugung, daB nicht alle auf dem X lokalisierten
Gene der Inaktivierung unterliegen. Ansonsten miiiten betroffene Individuen klinisch
vollig unauffillig sein. Zwei Genloci konnten gefunden werden, die aktiv bleiben: das
Gen fiir das rote Blutzell-Antigen Xg und das Gen fiir die Steroid-Sulfatase. Beide
liegen am distalen Ende des kurzen Arms des X-Chromosoms. Vermutlich entgehen
gerade diese Gene der Inaktivierung, da sie sich in der médnnlichen Meiose mit der

pseudoautosomalen Region des Y-Chromosoms paaren (Burgoyne1982).

Bei Chromosomenuntersuchungen von Minnern und Frauen in allen Altersstufen fiel
bereits 1961 auf, dafl mit zunehmenden Alter vor allem bei Frauen ein Chromosom der
C-Gruppe (Chromosomen 6-12, X) fehlte (Jacobs und Court Brown 1961; Jacobs et al.
1963). Schon damals wurde der Verdacht geduBlert, da3 es sich dabei vorwiegend um
das X-Chromosom handeln konnte. Erhértet werden konnte der Verdacht durch die
Methode der G-Bianderung (Sumner et al. 1971), bei der das X-Chromosom zweifelsfrei
identifiziert wurde (Galloway und Buckton 1978). So zédhlte man beispielsweise von
jeder Versuchsperson 100 gebidnderte Metaphasen aus, die bei Frauen im Alter von tiber
70 Jahren eine Aneuploidierate von bis zu 8% fiir das X-Chromosom aufwiesen. 1985
beschiftigte sich dann eine Forschergruppe mit der Frage, ob es sich bei dem fehlenden
Chromosom um das aktive oder das inaktive X handelt (Abbruzzo et al. 1985). Unter
der Annahme, dal3 das spétreplizierende X-Chromosom das inaktive darstellt, vermutete
man vor allem den Verlust des inaktiven durch Fehler wéhrend der Mitose. Einige
Studien kamen jedoch zu einer anderen Auffassung und widersprachen dieser
Hypothese. Zum Vergleich wurden dabei auch Untersuchungen am Y-Chromosom der

Mainner durchgefiihrt.



1.1.2 Das Y-Chromosom

Das Y-Chromosom hat sich wéhrend der Evolution aus einem Autosom entwickelt und
sich im Gegensatz zum X-Chromosom erheblich verkleinert. Autosomale Genloci gin-
gen grofitenteils verloren. Es ist eines der kleinsten Chromosomen des menschlichen
Genoms mit ca. 6 x 10’ bp DNA. Nicht das gesamte Y-Chromosom ist fiir die
maéannliche Geschlechtsdetermination erforderlich, sondern nur ein kleiner Bereich von
etwa 35 kb im kurzen Arm. Ein Grofteil des Y-Chromosoms besteht aus konstitutivem

Heterochromatin.

Die Festlegung des gonadalen Geschlechts ist vom Vorhandensein oder Fehlen des Y-
spezifischen Abschnitts SRY (Sex determining region of the Y chromosome) abhéngig,
das das Gen fiir den Testis determinierenden Faktor (TDF) enthilt. Es liegt im Euchro-
matin nahe des Grenzbereichs zur pseudoautosomalen Region. Diese ménnlich deter-
minierende DNA-Sequenz verbleibt normalerweise auf dem Y-Chromosom und wird
nicht in der Meiose durch homologe Paarung auf das X iibertragen. Mutationen in der
Region konnen eine Geschlechtsumkehr bewirken. Betroffene Individuen haben einen

unvollstdndigen weiblichen Phanotyp und XY-Chromosomen.

Die pseudoautosomale Region befindet sich im Euchromatin distal von Ypl im kurzen
Arm. An der pseudoautosomalen Region wird wahrend der Meiose der synaptonemale
Komplex gebildet (Ford und Hamerton 1956; Moses et al. 1975; Solari 1980) Dabei
paart sich, wie erwéhnt, der kurze Arm des Y-Chromosoms mit dem distalen Drittel von

Xp, wobei es zum obligaten Crossing-over zwischen den Chromatiden kommt.

Das Y-Chromosom besteht zu 50-70% aus konstitutiven Heterochromatin, das im
distalen Ende des langen Arms lokalisiert ist. Es umfafit die Bande Yq12 und setzt sich
aus hochrepetitiver Satelliten-DNA zusammen (Gosden et al. 1975). Die Menge an

Heterochromatin variiert individuell.

Verdaut man menschliche, genomische DNA mit dem Restriktionsenzym Haelll und

trennt sie im Agarosegel auf, so werden zwei mit Ethidiumbromid anfarbbare Banden



sichtbar. Die 3.4 kb- und die 2.1-Bande sind Y-spezifisch und stellen jeweils ein repeti-

tives Element dar.

In 4000-6000 Kopien kommt das 3.4 kb-Fragment (DYZ1) auf dem Y-Chromosom vor
(Cooke et al. 1983), so dall die DYZ1-Familie ca. 25-30% der gesamten Y-DNA und
tiber 50% des heterochromatischen Teils umfaf3t. Es enthélt aber nicht ausschlieBlich Y-
spezifische Sequenzen und Burke et al. (1985) fanden heraus, dafl diese Sequenzen
homologe Regionen in den Autosomen 1, 9, und 15 haben. Die Erkldrung hierfiir ist
eine tandemartige Wiederholung des Pentamers 5'-TTCCA-3' (Cooke und Hindley
1979; Deininger et al. 1981).

Die zweite und kleinere Y-spezifische Bande ist das 2.1 kb-Haelll-Fragment (DYZ2),
das in ca. 2000 Kopien vorkommt und ungefdahr 10-20% der Y-DNA ausmacht. Durch
die in situ Hybridisierung mit der Sonde pHY2.1 (Cooke et al. 1982) konnte gezeigt
werden, daf} sich diese Sequenz iiber die gesamte Bande Yql12 verteilt (Schmid et al.
1990). Das 2.1 kb-Fragment ist eigentlich Teil einer groBeren Einheit, dem 2.47 kb-
Fragment, welches durch Hinfl in weitere drei Fragmente von 775 bp, 820 und 875 bp
gespalten werden kann. Insbesondere das Fragment mit 775 bp ist sehr GC-reich und
wird wegen der vielen Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme auch als "noisy region" be-
zeichnet. Die beiden anderen sind AT-reich und haben nur wenige Schnittstellen, folg-
lich werden sie "silent regions" genannt. Gerade diese Bereiche mit einem hohen Anteil
an Cytosin sind fiir die vorliegende Arbeit von hohem Interesse, da sehr wahrscheinlich
der heterochromatische Bereich des Y-Chromosoms durch den Einbau des Nukleosid-

analogons 5-Azadeoxycytidin an diesen Stellen hypokondensiert.

Auch fiir das Y- Chromosom postulierten schon 1961 Jacobs und Court Brown, dal3 der
Anteil an aneuploiden Zellen in menschlichen Lymphozytenkulturen mit dem Alter der
Probanden zunimmt. Damals konnte nur festgestellt werden, da3 es sich um ein Chro-
mosom der G-Gruppe (21, 22, Y) handeln miiite. Erst durch die Einfithrung der G-
Béinderung war auch hier eine eindeutige Identifizierung moglich (Galloway und
Buckton 1978). In dieser grundlegenden Arbeit zeigte sich, dal die Anzahl von aneu-

ploiden Zellen im Alter flir beide Geschlechter ansteigt und dabei vor allem



Geschlechtschromosomen betroffen sind. Allerdings gingen auch andere kleine
Chromosomen, wie z.B. die Chromosomen 21 und 22, verloren. Die Resultate waren
jedoch wegen der niedrigen Verlustrate von 2-8%, bei 100 ausgezihlten Metaphasen
pro Individuum, statistisch wenig signifikant. Breite Schwankungen innerhalb einer
Altersgruppe, zwischen verschiedenen Kulturen vom gleichen Individuum und bei

unterschiedlichen Inkubationszeiten erschwerten die Interpretation der Ergebnisse.

1.2 Der Verlust von Geschlechtschromosomen durch Mikronuklei

Nach Einfiihrung der Banderungstechnik konzentrierten sich die Untersuchungen meist
auf den altersabhingigen Verlust der Geschlechtschromosomen. Dabei wurde eine
moglichst groBe Anzahl von Metaphasen ausgezdhlt und dabei nach verloren-
gegangenen Chromosomen gefahndet. Die Methode erwies sich als aufwendig und
storanfdllig, wie bei wiederholten Kulturen und mehrfachen Zdhlungen festgestellt
wurde. So kann beispielsweise schon beim Auftropfen auf den Objekttrager die
Metaphase beschddigt werden und dadurch Chromosomen verlorengehen. Deshalb
glaubten Kritiker, angesichts der hohen Variabilitit der Ergebnisse aus den Lympho-
zytenkulturen, eher an ein zufidlliges Ereignis, das in vitro stattfindet (Wenger et al.

1984).

Die These vom Chromosomenverlust erhielt neuen Auftrieb durch die Entdeckung, daf3
im Alter verstirkt sogenannte Mikronuklei auftreten (Fenech und Morley 1985).
Mikronuklei besitzen eine Kernmembran und sind anscheinend wesentlich kleinere
Teile von Kernen, die nur Bruchstiicke oder ganze Chromosomen enthalten. Dabei han-
delt es sich vermutlich um Kernmaterial, das wihrend der Mitose nicht in die Kerne der
Tochterzellen integriert wurde (Heddle et al. 1978 und 1978b). Beschiddigt man die
DNA vorsitzlich durch Rontgenstrahlung oder Zellgifte, wie z.B. Mitomycin, erhdht
sich die Rate der Mikronuklei signifikant (Miller und Niisse 1993). Thr Auftreten steht
folglich allem Anschein nach in unmittelbarem Zusammenhang mit Chromosomen-

schdden, die z.B. durch Mutagene verursacht wurden. Allerdings muf3 es fiir die Zelle



trotzdem noch moglich sein, einen Zellzyklus zu durchlaufen. Bei zu starker
Schiadigung oder beeintrachtigter Wachstumsrate sinkt selbstverstindlich auch die
Anzahl der Mikronuklei wieder. Ford et al. (1988) stellten die These auf, da3 es sich
bei dem Kernmaterial vorwiegend um ganze Chromosomen handeln miifite. Durch die
nichtradioaktive in situ Hybridisierung mit einer zentromerischen Sonde (aR1), die mit
9 von 23 menschlichen Chromosomen hybridisiert, konnten sie in 32,3% der Mikro-
nuklei zentromerische DNA feststellen. Die Autoren folgerten daraus, dal es sich
deshalb vorwiegend um ganze Chromosomen handeln diirfte. Sie konnten durch eine
"Verzogerung" in der Anaphase — moglicherweise durch eine Fehlfunktion des
Kinetochors — verlorengegangen sein. Beim Betrachten von Mitosen in verschiedenen
Stadien fielen ndmlich immer wieder Chromosomen auf, die gewissermallen in der
Mitte der Aquatorialplatte zuriickblieben, wihrend sich die anderen schon an den beiden
Polen des Spindelapparats befanden. Eine andere Erkldrung wire z.B. auch ein
verldngertes "Aneinanderhaften" von homologen Chromosomen bis in die Metaphase

hinein.

Nachdem mit den Mikronuklei ein Erkldrungsmechanismus fiir den Chromosomen-
verlust gefunden worden war, beschiftigten sich wieder einige Arbeiten mit den Ge-
schlechtschromosomen. Bis zu 72,2% der Mikronuklei aus Lymphozyten von Frauen
im hoheren Lebensalter sollten ein X-Chromosom enthalten (Hando et al. 1994). Die
Forscher untersuchten dabei Zellen, deren Zellteilung mit Cytochalasin B gehemmt
wurde, und die dadurch zwei Zellkerne enthielten. Durch in situ Hybridisierung mit
einer X-spezifischen Gensonde konnten sie die Verteilung der X-Chromosomen in
Tochterkernen und Mikronuklei ermitteln. Andere Methoden ergaben aber eine
wesentlich geringere Rate an X-positiven Mikronuklei (Guttenbach et al. 1994;
Surrallés et al. 1996). Beide Studien zeigten eine Zunahme der Mikronuklei im Alter
um das 3-4fache auf 0,46% aller ausgezihlten Kerne. In den Mikronuklei fand sich
gleichzeitig einen hoherer Anteil an Geschlechtschromosomen bei den iiber 70jdhrigen
Probanden: von 14% bis 30% fiir das Y-Chromosom und von 8% bis 40% fiir das X-
Chromosom (Guttenbach et al. 1994). Inzwischen gilt es als erwiesen, da3 vor allem das
X-Chromosom iiberzufdllig hiufig in den Lymphozyten dlterer Frauen fehlt. Surrallés

und Mitarbeiter entdeckten, dal3 dabei nicht nur — wie vermutet — das inaktive X,



sondern auch das aktive verloren ging. Dieser These widersprachen allerdings die

Arbeiten von Tucker et al. (1996).

Die Aneuploidie des Y-Chromosoms wihrend des Alterns ist im Vergleich zum X
weniger ausgepragt. Koschorz (1992) fand eine Aneuploidierate von bis zu 0,89% aller
Zellkerne in Lymphozyten édlterer Ménner. In durchschnittlich 14% bis 20% der
auftretenden Mikronuklei (Guttenbach et al. 1994) bzw. 13,5% (Nath et al. 1995)
konnte das Y-Chromosom mittels in situ Hybridisierung nachgewiesen werden. Im
Unterschied zum X-Chromosom fanden sich allerdings wesentlich weniger Kinetochore
im Mikronukleus, so daB3 ein Defekt am Kinetochor selbst diese Auffilligkeit erkldren

konnte.

Trotz umfassender Studien zu den Themen Altern und Verlust von Geschlechtschromo-
somen konnten bisher keine schliissigen Erkldarungen dafiir gefunden werden. Ist der
Verlust wirklich spezifisch fiir Gonosomen oder sehen wir das Ergebnis eines Selek-
tionsprozesses, da das Fehlen von groflen Autosomen fiir die Zelle moglicherweise tod-

lich ist?

1.3 Die Wirkung des Nukleosidanalogons 5-Azadeoxycytidin

Das Nukleosidanalogon 5-Azadeoxycitidin wird wiahrend der Replikation anstelle von
Cytosin in alle Arten von DNA und RNA eingebaut. Es konnte erstmals 1964 von Pliml
und Sorm synthetisiert werden. Seine Wirkungsweise entspricht weitgehend dem
Cytidinanalogon 5-Azacytidin, einem Fermentationsprodukt von Streptoverticillium
ladakanus (Hanka et al. 1966), ruft aber seine Effekte schon bei niedrigeren Konzen-
trationen hervor. 5-Azadeoxycytidin wirkt sehr vielfdltig und weist bakteriostatische,
zytostatische, immunsuppressive, antileukdmische und karzinogene Eigenschaften auf

(Fucik et al. 1970; Cihak 1974).
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Der Einbau des Basenanalogons in die DNA erfolgt wihrend der Replikation und er-
setzt Cytosin. In Vertebraten ist Cytosin die einzige Base, die von einer zelleigenen
Methylase methyliert werden kann. Dabei wird eine Methylgruppe von 3-Adenosyl-
methionin auf die Position 5 des Cytosins transferiert (Ehrlich und Wang 1981). Eine
einmal gegebene Methylierung wird bei jeder nachfolgenden Replikation an die Toch-
terzellen weitergegeben (Razin und Riggs 1980). Bei 5-Azadeoxycytidin ist dieser
Schritt jedoch unmoglich, da das C-Atom an Position 5 hier durch ein Stickstoffatom
substituiert ist (Abb. 1).

NH2

z
Z*

HOCH» O

|
OH

Abbildung 1: Strukturformel von 5-Azadeoxycytidin. Das Stickstoffatom an Position 5

des Pyrimidinrings ist mit * gekennzeichnet

Der Einbau von 5-Azadeoxycytidin in die DNA fiihrt somit zu einer deutlichen Hypo-
methylierung des neu synthetisierten DNA-Strangs, wobei dies vermutlich mit der
direkten Einbaumdoglichkeit des Pyrimidinanalogons zusammenhéngt (Jones und Taylor

1981; Creusot et al. 1982). Interessanterweise korreliert die Expression von Genen bei



Wirbeltieren mit dem Grad der Methylierung von Cytosin innerhalb und in der Néhe der
Gen-regulierenden Regionen. Genaktivitdt ist in der Regel mit Abwesenheit oder
reduzierter Methylierung in diesen Bereichen assoziiert (Hypomethylierung), was
beispielsweise auch bei der X-Inaktivierung eine Rolle spielt (Ehrlich und Wang 1981
Razin und Riggs 1980; Mohandas und Shapiro 1983). Im folgenden wird jedoch das
Augenmerk vor allem auf die strukturellen und funktionellen Verdnderungen an

bestimmten Chromosomen gerichtet.

1970 wurde zum ersten Mal berichtet, dafl das Basenanalogon im Lichtmikroskop sicht-
bare Strukturverdnderungen an den Chromosomen in pflanzlichen Wurzelspitzen her-
vorruft (Fucik et al. 1970). Spezifische Chromosomenabschnitte wiesen unterkonden-
sierte Segmente auf. Durch Zugabe von 5-Azadeoxycytidin zu menschlichen Lympho-
zytenkulturen, segmentierten sich die Metaphasechromosomen dhnlich einem R-Banden
Muster (Viégas-Pequinot und Dutrillaux 1976). Dieselben Autoren verwendeten dann
1981 5-Azadeoxycytidin zum gezielten Nachweis GC-reichen Heterochromatins in den

Chromosomen verschiedener Sdugetierspezies (Viégas-Pequinot 1981).

Weitere Untersuchungen mit 5-Azacytidin und 5-Azadeoxycytidin zeigten, dal} die
Wirkung sowohl zeit- als auch dosisabhingig ist. Umfassende Untersuchungen dazu
verdffentlichten Schmid und Mitarbeiter im Jahr 1984. Beispielsweise fithren hohe
Konzentrationen von 10-4 bis 10-5 M zu einer so starken Hypokondensierung, da3 die
Chromosomen wie "pulverisiert" aussehen. Bei mittleren Dosen von 10-> bis 10-6 M
kann man eine Segmentierung erkennen, die der R-Bénderung sehr dhnlich ist und wie
oben erwihnt schon 1976 beobachtet wurde. Versetzt man 7 Stunden vor Abbruch der
Zellkulturen das Kulturmedium mit 5-Azadeoxycytidin, so daB sich die Konzentration
im Bereich von 10-6 bis 10-7 mol/l bewegt, erhilt man sehr spezifische Hypokondensie-
rungen im heterochromatischen Bereich der Chromosomen 1, 9, 15, 16 und Y (Schmid
et al. 1983 und 1984). Diese Hypokondensierungen pragen sich auch in gleicher Weise
bei verdnderter Lokalisation aus, wenn das konstitutive Heterochromatin durch Re-
arrangement innerhalb dieser Chromosomen verlagert oder auf andere transloziert
wurde. Somit konnen durch die Behandlung von Lymphozytenkulturen mit 5-Aza-

cytidin bzw. 5-Azadeoxycytidin beispielsweise Chromosomenaberrationen identifiziert
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werden, bei denen das konstitutive Heterochromatin dieser Chromosomen mitbetroffen

ist.

Ein weiterer Effekt ist die Konservierung somatischer Paarungen des Heterochromatins
vom Interphase- bis ins Metaphasestadium hinein. Die Fusion heterochromatischer
Regionen in den Metaphasechromosomen wird mit dem Begriff der "ektopischen Paa-
rung" bezeichnet. Weiterhin wurde beobachtet, dall diese Chromosomenabschnitte eine
starke Tendenz zeigen, miteinander zu verschmelzen und im Interphasekern grof3e
Chromozentren zu bilden. Uber die mdgliche natiirliche Funktion von somatischen
Paarungen ist wenig bekannt. Moglicherweise stellen sie einen wichtigen Ordnungs-
faktor des Chromatins im Interphasekern dar (Comings 1980). Zusétzlich scheinen sie
eine der Voraussetzungen flir ein ungleiches mitotisches Crossing-over zu sein, das zu
den bekannten Heterochromatinvarianten fiithrt (Kurnit 1979). Weiterhin spielen sie ver-
mutlich eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Translokationsereignissen zwischen
Chromosomen, die auch in der Interphase hiufig miteinander assoziiert sind (Natarajan
und Gropp 1972). Interessant ist, dal in 70 % der Translokationen zwischen dem Y-
Chromosom und einem Autosom das Heterochromatin auf den kurzen Arm eines akro-
zentrischen Chromosoms transloziert wurde. Dabei ist am hédufigsten das Chromosom
15 betroffen (Smith et al. 1979). Grundlegender Mechanismus fiir die Neubildung von
Heterochromatinvarianten ist ein ungleiches mitotisches Crossing-over und der dadurch
bedingte Austausch von Doppelstrang-DNA wihrend der mitotischen Replika-
tionsphase (Kurnit 1979).

Wihrend der Interphase liegen somatische Paarungen zwischen dem Heterochromatin
der Chromosomen 1, 9, 15, 16, und Y im Kern der Lymphozyten vor. Durch die Ein-
wirkung von 5-Azadeoxycytidin bleibt die somatische Paarung bis weit in die Meta-
phase hinein erhalten (Schmid et al. 1983), was somit ein verldngertes "Aneinander-

haften" bewirken konnte.
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1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Mikronuklei enthalten Chromosomen oder -bruchstiicke, die wiahrend der Mitose nicht
in die Tochterkerne integriert wurden. In der vorliegenden Arbeit soll erdrtert werden,
ob das Auftreten von Mikronuklei eine mogliche Erklarung fiir den bereits 1961 von
Jacobs und Mitarbeitern postulierten Zusammenhang zwischen Aneuploidie und Alter

darstellt.

Im ersten Schritt wurde 5-Azadeoxycytidin zur Lymphozytenkultur hinzugegeben. 5-
Azadeoxycytidin wird, wie zuvor erwédhnt, bei der Replikation anstelle von Cytosin in
die DNA eingebaut und verhindert die Methylierung des neu entstandenen Strangs. Ziel
dieser spezifischen Schidigung sollte nicht nur die Beobachtung der verdnderten Mikro-
nuklei-Rate sein, sondern auch, ob — im Vergleich zu fritheren Publikationen — Unter-
schiede in den verschiedenen Altersstufen und zwischen den Geschlechtern auftreten

wirden.

Im zweiten Schritt wurde der Inhalt der aufgetretenen Mikronuklei untersucht. Viele der
bisherigen Studien lieferten Hinweise darauf, da3 es sich vorwiegend um den Verlust
von Geschlechtschromosomen handeln konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser
These durch das Untersuchen von Lymphozytenkulturen gesunder Probanden aus drei
Altersstufen nachgegangen. Der Nachweis erfolgte mittels nichtradioaktiver in situ
Hybridisierung durch X- bzw. Y-spezifische DNA-Sonden. Mit dieser Methode konnte
genauer Uberpriift werden, ob im Interphasekern oder im Mikronukleus ein bestimmtes
Chromosom vorhanden ist oder nicht. Zu leicht wird beispielsweise beim Auswerten
von Metaphasen ein Chromosom durch das Auftropfen auf den Objekttriger versprengt

und dann félschlich als Aneuploidie gedeutet.

Die vorliegende Arbeit soll weiter Aufschlu3 dariiber geben, ob die Aneuploidie im
hoheren Lebensalter aktiv durch einen erhdhten Verlust liber Mikronuklei zustande
kommt oder nur die Summe aller Verlustereignisse wéahrend des Lebens darstellt.
Denkbar wire eine Selektion, wie sie von Hando und Mitarbeitern (1994) in Betracht

gezogen wurde. Er stellte die These auf, dal moglicherweise jedes Chromosom das
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gleiche Risiko habe, in der Mitose durch Fehlverteilung verloren zu gehen. Somit gin-
gen alle Chromosomen mit gleicher Haufigkeit verloren, fehlende Geschlechtschromo-
somen wiirden jedoch die Funktion der Zelle und ihr Weiterleben weniger beeintréachti-

gen. Aus diesem Grund fénden sich dann im Alter vermehrt Zellen ohne Gonosomen.

Letztlich soll das Ergebnis dieser Arbeit neue Anhaltspunkte hinsichtlich der Entste-
hung und des moglichen Mechanismus fiir den Chromosomenverlust durch Mikronuklei
und zytogenetischer Verdnderungen im Alter liefern. Ein Vergleich der Ergebnisse mit
den bisher veroffentlichten Arbeiten kann Aufschlu3 dartiiber geben, ob die Einwirkung
von 5-Azadeoxycytidin spezifisch den Verlust der Geschlechtschromosomen beeinfluft

und neue Phinomene auftreten.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Gingige Chemikalien (Reinheitsgrad p.a., falls nicht anders erwihnt) und Verbrauchs-
material stammen von den Herstellern GIBCO®, Merck, Roth, Serva, Sigma oder vom
ortlichen Handel fiir Laborbedarf. Zusitzliches Material von anderen Firmen wird
eigens angegeben. Standardmethoden, soweit nicht gesondert referiert, sind von

Sambrook et al. (1989) ibernommen worden.

Agfa: Agfaortho-25-Filme

Apotheke der Medizinischen Klinik der Universitit Wiirzburg:

Didthylather
Assistent®: Histokitt®
Boehringer: BSA (Bovines Serum Albumin), Streptavidin-Meerrettich-

Peroxidase, Blocking Reagent

Fresenius-AG: Ampuwa® (Aqua pro injectione, steril und pyrogenfrei)

Fluka: Formamid

GIBCO®: RPMI 1640 Medium, fotales Kilberserum (FKS), Colcemid®
(Colchicin), Penicillin/Streptomycin Gemisch, Phytohdm-
agglutinin (PHA)

Marabu®: Fixogum®
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Sigma: Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate (=Tween 20)

2.2 Medien und Lésungen

Fiir das Ansetzen von Puffern und Losungen wurde ausschlielich destilliertes Wasser

(Ampuwa®) verwendet. Sie wurden steril gehandhabt oder autoklaviert, falls nétig.

DAB-Losung: 0,5 mg DAB (Diaminobenzidin)
5 ul 30-35 % H,0,

1 ml 1 xPBS

Dilution Buffer (5 X)) 5xPBS
5 % BSA (Bovines Serum Albumin)
25 mM EDTA

Fixativ: 3 Teile Methanol

1 Teil Eisessig

Giemsalosung: 2 ml Giemsalosung (Merck)

98 ml Sorensen Phosphatpuffer (pH 6,88)

Hypotone Lsung: 0,075 M KCl

PBS: 0,15 M NaCl
0,05 M NaHPO,

Calcium- und Magnesiumfrei

RPMI-Kulturmedium: 970 ml Ampuwa®
27 ml NaHCO4

Trockenpulver RPMI
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RPMI-Komplettmedium: 200 ml RPMI-Kulturmedium
38 ml inaktiviertes, fotales Kilberserum (FKS)
(Inaktiviert bei 56°C fiir 30 Minuten)

2,0 ml Penicillin/Streptomycin Gemisch

Sorensen PO4-Puffer: 11 mM KH,POy4
6 mM Na,HPO,4 x 12H,0 (pH 6,88)

SSC (20 x): 3 M NaCl
0,3 M Na-Citrat

2.3 DNA-Sonden

Biotin gehdrt neben Digoxigenin im Zuge der nicht radioaktiven in situ Hybridisierung
zu den sensitivsten Rezeptormolekiilen (Burns et al. 1985). Durch seinen Einbau in die
Sonden-DNA kann es anschlieend iiber biotinbindende Proteine wie Avidin und
Streptavidin nachgewiesen werden. Die sehr hohe Affinitdt der Avidine zu Biotin sorgt
hierbei fiir die Bestindigkeit der Komplexe. Zur Markierung der DNA-Sonden mit
Biotin wurden hier das Random Priming und die Nick Translation eingesetzt (Feinberg
und Vogelstein 1983 und 1984). Mit Hilfe des Spot Tests wurde vor Durchfiihrung der

Experimente tiberpriift, ob ein Biotineinbau auch tatsidchlich erfolgt war.

Zur in situ Hybridisierung des Y-Chromosoms wurde die DNA-Probe pHY2.1 (Cooke
et al. 1982) verwendet. Es handelt sich bei dieser Probe um ein 2.1 kb Fragment, wel-
ches unter stringenten Bedingungen ausschlieBlich an die 2,1 kb Haelll-Fragmente in
der Heterochromatinregion im langen Arms des Y-Chromosoms bindet. In diese Probe
wurde, wie erwihnt, durch Nick-Translation Biotin (Biotin-16-dUTP) eingebaut. Die
biotinylierte DNA-Sonde wurde vom Labor bereits fertig zur Verfiigung gestellt. Der
Nachweis des X-Chromosoms wurde durch Hybridisierung mit den Proben pXBR oder

BamX7 gefiihrt. Beide Proben binden an perizentromerische Sequenzen des
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X-Chromosoms (Yang et al. 1982; Willard et al. 1983). Die X-spezifischen Sonden

wurden ebenfalls biotinyliert vom Labor zur Verfligung gestellt.

2.4 Probanden und Zellmaterial

Alle Untersuchungen erfolgten an Blutlymphozyten. Von insgesamt 120 freiwilligen
und klinisch gesunden Probanden wurden aus 3-5 ml heparinisiertem Vollblut jeweils
zwei Lymphozytenkulturen angelegt. Die Blutproben wurden anonymisiert weiter

verarbeitet.

Die Probanden wurden aus drei Altersstufen ausgewahlt: 0-5 Jahre, 30-35 Jahre und 60-
65 Jahre. In jeder Altersstufe befanden sich 20 weibliche und 20 mannliche Probanden.

Die Verteilung wird hier zur besseren Ubersicht tabellarisch dargestellt:

Alter Anzahl der Probanden und Geschlecht

0 - 5 Jahre 20 weiblich 20 mannlich
30 - 35 Jahre 20 weiblich 20 mannlich
60 - 65 Jahre 20 weiblich 20 mannlich

2.5 Anlegen einer Lymphozytenkultur (Methode nach Pfeiffer 1974)

Zu 10 ml des komplettierten und auf 37°C vorgewédrmten RPMI-Mediums wurden 0,8
ml heparinisiertes Vollblut in sterile 50 ml Zellkulturflaschen gegeben. Um das Zell-
wachstum zu stimulieren wurden 150 ul des Mitogens Phytohdmagglutinin (PHA von

GIBCO®) hinzugefiigt. Von jeder Versuchsperson wurden mindestens zwei Zellkultu-

ren angelegt.

Alle Kulturen wurden bei 37°C fiir insgesamt 72 Stunden in einem Brutschrank inku-

biert. Genau sieben Stunden vor Abbruch wurde jeweils eine der Zellkulturen mit
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5-Azadeoxycytidin versetzt. Die Konzentration von 5-Azadeoxycytidin im Medium be-
trug 1,82 X 10-6 mol/l. Die andere Kultur diente als Kontrolle. Sowohl Zeitpunkt der
Zugabe als auch Konzentration basierten auf Erfahrungen und Analysen von M. Schmid
und Mitarbeitern (Schmid et al. 1984), die in ihren Studien eine moglichst grole Anzahl
von Hypokondensierungen im Heterochromatin der Chromosomen 1, 9, 15, 16 und Y
erreichen wollten. Zusitzlich flihrte der Autor eigene Verdiinnungsreihen an sechs
exemplarischen Versuchspersonen aus allen Altersstufen durch, um ein Maximum an
Hypokondensierungen zu erzielen. Gleichzeitig beeintrichtigte die genannte Kon-
zentration die Wachstumsrate der Lymphozyten am geringsten. Zur genauen Aus-

wertung wird auf den Ergebnisteil der Arbeit verwiesen.

2.6  Priparation und Féarbung von Interphasekernen und Metaphasechromosomen

50 Minuten vor Abbruch der Zellkulturen wurden 80 pl Colcemid®, ein Spindelgift
(Colchicin), in die Kulturflaschen gegeben, um die Chromosomen in der Metaphase zu
arretieren. Nach dieser Einwirkzeit wurden die Kulturen in Zentrifugenréhrchen
tiberfiihrt und fiir 8 Minuten bei 1400 U/min (=276 g) zentrifugiert. Dann wurde der
Uberstand abgesaugt und es erfolgte die Resuspendierung des Zellsediments mit der auf
37°C vorgewidrmten, hypotonen Losung. Diese Zellsuspension wurde anschlieBend fiir
fiinf Minuten im Wasserbad bei 37°C aufbewahrt. Danach wurden die Rohrchen erneut
fiir 8 Minuten bei 1400 U/min zentrifugiert. Nach Abnehmen der hypotonen Phase
wurde das Zellsediment rasch und griindlich mit frisch angesetztem, eiskaltem Fixativ
auf dem Schiittler vermischt und auf 10 ml aufgefiillt. Die so fixierten Zellen muflten
dann fiir mindestens 12 Stunden bei einer Temperatur von 4°C autbewahrt werden.
Nach dieser Zeit wurden die Zellen noch zwei Mal mit frischem, eisgekiihlten Fixativ
gewaschen und jedesmal bei 1600 U/min fiir sechs Minuten zentrifugiert. SchlieBlich
entnahm man Zellen in soviel Fixativ, da3 eine triibe Suspension entstand und tropfte
diese auf 6-10 saubere, nasse Objekttriger auf. Da eine zu groBe Auftropthéhe eine
Versprengung von Chromosomen oder Mikronuklei zur Folge haben konnte, wurden

alle Priparate gleich behandelt und aus etwa fiinf bis sieben Zentimetern aufgetropft.
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Nachdem die Objekttrager einige Stunden an der Luft trocknen konnten, wurden sie
entweder gefiarbt, oder bei -20°C in der Tiefkiihltruhe zur Weiterverarbeitung
aufbewabhrt.

Die Giemsafarbung ist die konventionelle Standardfarbung fiir Chromosomen und Zell-
kerne. Sie wurde bei jeder Zellkultur durchgefiihrt, um den Mitoseindex bestimmen zu
konnen. Gleichzeitig wurde das Auftreten von Hypokondensierungen und Mikronuklei
beachtet und ausgewertet. Ein Préparat wurde fiir fiinf Minuten in einer 5%igen
Giemsa-Losung geférbt, anschlieBend in destilliertem Wasser abgespiilt, an der Luft
getrocknet und ausgewertet. Falls erforderlich, erfolgte nach der Farbung eine dauer-
hafte Eindeckung mit Histokitt® und einem Deckglidschen. Bei der Weiterverarbeitung
zeigte es sich, daB die Hybridisierungergebnisse am exaktesten waren, wenn die
Chromosomenpréparate nach dem Auftropfen fiir etwa ein bis zwei Wochen in der

Tiefkiihltruhe aufbewahrt worden waren.

2.7 In situ Hybridisierung

Mit in situ Hybridisierung bezeichnet man ein Verfahren, das den Nachweis bestimmter
DNA-Sequenzen in Zellkernen und Chromosomen erlaubt. Dieser Nachweis wurde mit
markierter Proben-DNA nach einer leicht verdnderten Methode von Ambros und

Schweizer (1987) durchgefiihrt (siehe auch Schmid et al., 1990).

2.7.1 Denaturierung der Chromosomenpriparate

Ein Ansatz von 70%igem, deionisiertem Formamid (Fluka®) in 2 x SSC wurde mit HCI
oder NaOH auf pH 7,0 eingestellt und in einem Wasserbad auf 70°C erwarmt. Nachdem
die Priparate fiir ein bis zwei Wochen tiefgekiihlt gelagert worden waren, wurden sie im
70°C warmen Formamid fiir ca. 15-60 Sekunden denaturiert und anschlieBend durch

eine aufsteigende Alkoholreihe mit 70, 80, 90 und 100% Ethanol bei -20°C gefiihrt. Der
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Erfolg der Denaturierung wurde dann anhand der Chromosomenmorphologie im
Phasenkontrastmikroskop iiberpriift. Damit die Interphasekerne sicher hybridisieren
konnten, muflte eine deutliche Denaturierung der Metaphasechromosomen sichergestellt
sein. Daher erfolgte die Denaturierung so lange, bis die Chromosomen sichtbar
aufgequollen waren. Aus jeder Altersstufe wurden jeweils flinf Praparate von weib-

lichen und fiinf von méannlichen Probanden zufillig ausgewéhlt und hybridisiert.

2.7.2 Der Hybridisierungsansatz

Der Hybridisierungsansatz setzte sich aus 50% oder 60% Formamid mit 2 X SSC, 5-
10%igem Dextransulfat und 6-20 ng DNA-Probe pro Objekttrager zusammen. Dieser
Ansatz variiert flir die jeweilige Probe ein wenig, geméll der zuvor durchgefiihrten
Austestung im Labor. Die Denaturierung der DNA-Sonden erfolgte getrennt von den
Priparaten in einem Heizblock bei 75°C fiir fiinf Minuten. AnschlieBend wurde der
gesamte Hybridisierungsmix sofort flir einige Minuten in Eis gekiihlt, um eine

Renaturierung der DNA-Strange zu verhindern.

Der denaturierte Hybridisierungsansatz wurde auf die vorbereiteten Chromosomen-
priparate gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und mit Fixogum®-Kleber gegen
Austrocknung eingefafit. Danach wurden sie in eine feuchte Kammer gegeben und iiber

Nacht in einen 37°C warmen Brutschrank gestellt.

2.7.3 Nachweis der Hybridisierung mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase

Zum Waschen der Prédparate fiir den Ansatz mit der Y-Sonde wurden zwei Losungen
bestehend aus 2 x SSC und 1 X SSC mit pH 7,0 bei Raumtemperatur bereitgestellt. Nach

dem Entfernen der Deckgldaschen wurden die Objekttrager jeweils 10 Minuten in beiden

Losungen auf dem Schiittler gewaschen.
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Bei den X-spezifischen Proben pXBR und BamX7 muflte anders verfahren werden. Sie
wurden zuerst zweimal hintereinander fiir je 7 Minuten in frischer 2 X SSC-Losung mit
50- bzw. 60%igem Formamid bei pH 7,0 und 45°C im Schiittlerwasserbad gewaschen.
Der Gehalt an Formamid entsprach dem jeweiligen Hybridisierungsansatz der Probe.
Danach kamen sie wieder fiir 15 Minuten ins Schiittlerbad mit 2 x SSC und anschlie-

Bend fiir die gleiche Zeit in 0,1 X SSC bei jeweils 45-55°C Temperatur.

Die folgenden Schritte waren wieder fiir alle DNA-Proben gleich. Nach den ersten
Waschgédngen wurden alle Préparate fiinf Minuten in 1 X PBS/ 0,05% Tween und in 1 X

PBS bei Raumtemperatur auf dem Schiittler geschwenkt.

Fiir jeden Objekttriger wurden 200 ul Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Losung an-
gesetzt. Dazu wurden je 40 pl 5X dilution buffer, 160 ul H,O und 0,2 pl Streptavidin-

Meerrettichperoxidase gemischt, auf die Objekttrigern verteilt und mit einem Deck-

gliaschen versehen.

Nach einer Stunde Inkubation bei 25°C wurden die Priparate in 1 X PBS/0,05% Tween
einmal abgespiilt und dann in frisch zubereitetem 1 X PBS/0,05% Tween nochmals fiir
fiinf Minuten auf dem Schiittler bei Raumtemperatur gewaschen. Gleich darauf wurden
300 pl der frisch angesetzten DAB-Losung auf jeden Objekttriger gegeben, wobei das
H,0, erst unmittelbar zuvor zur DAB-L6sung hinzugefiigt worden war. Nach einer
Inkubationszeit von 10-12 Minuten kamen die hybridisierten Préparate in destilliertes
Wasser. Sie wurden dann fiir 15-45 Sekunden in Giemsaldsung geférbt, getrocknet und

mit Histokitt® dauerhaft eingedeckt.

Die Nachweisreaktion fiir die Hellfeldmikroskopie beruht darauf, dafl das Streptavidin-
Peroxidase-Konjugat eine sehr hohe Affinitit zu Biotin besitzt. Es entsteht eine ko-
valente Bindung mit 4 Bindungsstellen. Durch Zugabe von Diaminobenzidin (DAB)

und H,O, als Reaktionsausloser entsteht ein brauner Niederschlag, der im Phasenkon-

trast gegeniiber der blau-violetten Giemsafarbung sehr gut zu erkennen ist.
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2.8 Mikroskopie und fotografische Dokumentation

Die Auswertung und Auszidhlung aller Praparate erfolgte am Phasenkontrastmikroskop
"Axioskop" der Firma Zeiss. Alle hybridisierten Mikronuklei wurden mit der Kamera
MC 100 und Agfaortho-25-Filmen fotografiert. Fotografische Beispiele finden sich
unter 3.2.1 auf Seite 35.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Studie konzentriert sich auf den Verlust von Geschlechtschromosomen
durch Mikronuklei. Das Thema Aneuploidie im Alter war schon in mehreren Arbeiten
Gegenstand der Untersuchung, wobei die Ergebnisse teilweise auf der Auswertung von
Metaphasen oder auf eine geringe Anzahl von Probanden bzw. Mikronuklei beruhte.
Deshalb versucht diese Arbeit mit insgesamt 120 Versuchspersonen in drei Altersstufen
und durch Zugabe von 5-Azadeoxycytidin einen Beitrag zur Kldrung der beobachteten

Phinomene zu leisten.

3.1 Die Anzahl der aufgetretenen Mikronuklei

Ein Ziel des ersten Schrittes war es, mit 5-Azadeoxycytidin die Rate der Mikronuklei in
der Lymphozytenkultur zu erhéhen. In vorausgehenden Studien fand sich eine Zunahme
der Mikronuklei-Rate im hoheren Alter bis auf 0,46% aller Zellkerne. Bei der mikro-
skopischen Auswertung von 2000 Zellkernen pro Objekttriager bedeutete dies, dafl nur 9
Mikronuklei vorliegen. Obwohl die Hybridisierung eine prizise und gut reproduzierbare
Methode darstellt, bewegen sich die Ergebnisse am Rande des Fehlerbereichs. Einige
Studien werteten deshalb bis zu 5000 Zellkerne pro Individuum aus (Guttenbach et al.
1994). Trotzdem bleibt die Zahl der Mikronuklei zwischen 10 und 20, die der hybridi-

sierten zwischen 1 bis maximal 4.

Aus diesem Grund wurde sieben Stunden vor Abbruch der Zellkulturen jeweils eine

Kultur pro Versuchsperson mit 5-Azadeoxycytidin versetzt, so dafl die Konzentration

im Kulturmedium 1,82 x 10-6 mol/l betrug. Die andere Kultur diente als Kontrolle. So-
wohl der Zeitpunkt als auch die Konzentration basierten auf Erfahrungen und Analysen
von M. Schmid und Mitarbeitern (1984), die in ihren Studien eine moglichst grofle An-
zahl von Hypokondensierungen im Heterochromatin der Chromosomen 1, 9, 15, 16 und
Y erreicht hatten. Eigene Verdiinnungsreihen, die an sechs Versuchspersonen aus den

jeweiligen Altersstufen vorgenommen wurden, wiesen bei dieser Vorgehensweise eine
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maximale Anzahl an Hypokondensierungen auf. Gleichzeitig blieb die Wachstumsrate
weitgehend unbeeintrachtigt. Nachdem das spontane Auftreten von Mikronuklei im
Bereich von 1-5 pro 1000 untersuchten Zellkernen liegt, wurden in jeder Altersgruppe

nur einige Kontrollprdparate zum orientierenden Vergleich ausgewertet.

3.1.1 Auswertungskriterien

Wie eingangs erwihnt, sind Mikronuklei wesentlich kleinere Teile von Zellkernen, die
einzelne Chromosomen oder moglicherweise Bruchstiicke enthalten. Sie besitzen eine
Kernmembran. Nach dem bisherigen Kenntnisstand handelt es sich um Kernmaterial,
das wihrend der Mitose nicht in die Tochterzellkerne integriert wurde (Heddle et al.
1978 und 1978b). Insgesamt wurden von jeder Versuchsperson 2000 Zellkerne auf
Mikronuklei untersucht. Alle Priparate wurden anonymisiert und ohne Wissen um das
Alter oder Geschlecht des Probanden ausgewertet. Um weitgehend gleiche

Bedingungen zu schaffen, bestanden folgende Auswertungskriterien:

1. Zur Kontrolle der Wachstumsrate wurde der Mitoseindex bestimmt. Auf 100 aus-
gewertete Zellkerne muflten zwei bis fiinf Metaphasen vorliegen (d.h., ein Mitose-

index von 2-5%), damit die Zellkultur gewertet werden konnte.

2. 50% der Metaphasen mufiten mindestens eine sichtbare Hypokondensierung der
Chromosomen 1, 9, 15, 16 und Y in der Giemsa-Standardfiarbung aufweisen. Diese
Kontrolle sollte die Wirkung von 5-Azadeoxycytidin auf die Lymphozytenkultur
nachweisen.

3. Férbung und Struktur der Mikronuklei muften den Tochterzellkernen dhneln.

4. Die GroBBe des Mikronukleus durfte % der Grofie des benachbarten Zellkerns nicht

uberschreiten.
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5. Der Mikronukleus durfte nicht mehr als einen Kerndurchmesser vom benachbarten
Zellkern entfernt sein, dessen fehlendes Kernmaterial er beinhaltete. Bei noch

sichtbarem Zytoplasma wurde auf eine Zytoplasmabriicke geachtet.

Zur Wertung und anschlieBenden Hybridisierung kamen nur einwandfreie Priaparate die
alle oben stehenden Bedingungen erfiillten. In Zweifelsfillen wurde ein zweiter Be-
trachter hinzugezogen und bei fortbestehender Unsicherheit das Préparat nicht gewertet.

3.1.2 Die Mikronuklei-Rate bei Frauen und Minnern

Von den mit 5-Azadeoxycytidin behandelten Priaparaten wurden 2000 Zellkerne
ausgezihlt und auf Mikronuklei geachtet. Zur besseren Ubersicht wird hier das Ergebnis
graphisch dargestellt. Bei den Frauen ergab sich folgende Verteilung:

Weiblich

Mikronuklei/1000
30,00 7

25,00+

20,00+

15,00+

10,00+

5,00

0,00+

0-5 Jahre 30-35 Jahre 60-65 Jahre

Abbildung 2: Die Mikronuklei-Rate bei Frauen in den drei Altersstufen, bezogen auf
1000 Zellkerne. Der grau schraffierte Bereich markiert das Intervall + eine Standard-
abweichung um den Mittelwert. Einzelwerte im Anhang: Tabellen Nr. 1-3, Seite 67-69

27



In der Altersgruppe von 0-5 Jahren traten bei weiblichen Versuchspersonen durch-
schnittlich 8,74 Mikronuklei bezogen auf 1000 Kerne auf. Die Standardabweichung
betrug 3,94%o. Der grau schraffierte Bereich in Abbildung 2 kennzeichnet das Intervall
von einer Standardabweichung nach oben und unten um den Mittelwert, in dem 68%
der Werte liegen. Verglichen mit den Werten flir das spontane Auftreten von Mikro-
nuklei aus eigenen Kontrollen und zu denen, die Guttenbach und Mitarbeiter 1994

untersuchten, entsprach dies einer Erhohung auf das 2,9 bis 8,4fache.

Bei den 30 bis 35jdhrigen Frauen stieg die Rate sehr deutlich an, mit einem Mittelwert
von 16,92%o bezogen auf 1000 ausgezdhlte Lymphozytenkerne (8,5 mal mehr als in den
Kontrollkulturen). Allerdings ergab sich auch eine hohere Standardabweichung von
7,58%0. Damit lagen also mehr als zwei Drittel der Werte in dem Intervall zwischen

9,34 und 24,50%o (grau schraffierter Bereich um den Mittelwert).

Bei gleicher Methode erhohte sich der Mittelwert fiir die 60 bis 65jdhrigen Frauen auf
19,37%o. Hier streuten die Einzelwerte von 12,77 bis 25,97%o innerhalb einer Standard-
abweichung nach oben bzw. nach unten. Verglichen mit der Steigerung der
Mikronuklei-Rate, die wir zwischen den Altersgruppen 0-5 und 30-35 Jahre beobachtet
haben, fillt dieser Anstieg deutlich geringer aus. Hinsichtlich der Streuung um den
Mittelwert besteht offensichtlich ein groBer Uberlappungsbereich mit den Werten der 30
bis 35jdhrigen Frauen. Es ergab sich somit kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen diesen beiden Altersstufen. Trotzdem setzte sich der Trend zu einer hoheren
Mikronuklei-Rate im Alter fort, indem der Mittelwert von 16,9 auf 19,4%o (gerundet)
anstieg. Die Wirkung von 5-Azadeoxycytidin erhohte die Mikronuklei-Rate um das 4,4
bis 5,3fache gegeniiber unbehandelten Kontrollen in dieser Altersstufe (Guttenbach et

al. 1994).

Bei den méinnlichen Versuchspersonen ergab sich folgende Altersverteilung:
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Mannlich

Mikronuklei/1000
30

25+
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0-5 Jahre 30-35 Jahre 60-65 Jahre

Abbildung 3: Die Mikronuklei-Rate be1 Mannern in den drei Altersstufen, bezogen auf
1000 Zellkerne. Der grau schraffierte Bereich markiert das Intervall + eine Standard-
abweichung um den Mittelwert. Einzelwerte im Anhang: Tabellen Nr. 4-6 , Seite 70-72

Erstaunlicherweise zeichnete sich bei den ménnlichen Probanden ein ganz ahnliches
Bild wie bei den Frauen ab. So lag der Wert fiir die Neugeborenen und bis 5jahrigen mit
8,46%o fast genauso niedrig wie bei den Frauen. Auch die Streuung im Bereich von 4,42
bis 12,50%o, innerhalb des Intervalls einer Standardabweichung um den Mittelwert,
entsprach mehr oder weniger der weiblichen. Im Vergleich zu den eigenen, un-
behandelten Kulturen und gegeniiber den Literaturangaben, hat sich hier der Wert
ebenfalls um das 3,3 bis 4,2fache erhoht (Guttenbach et al. 1994).

Auch hier konnte wiederum bei den 30 bis 35jahrigen Ménnern ein recht starker
Anstieg der Mikronuklei-Rate beobachtet werden. Der Mittelwert betrug 17,75%o, mit
einer Streuung von 11,05 bis 24,45%o innerhalb der ersten Standardabweichung. Durch
5-Azadeoxycytidin traten bis zu 10,7mal mehr Mikronuklei auf als in den eigenen
Kontrollkulturen.
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Mit 19,51%0 verlief die Entwicklung bei den 60 bis 65jdhrigen ménnlichen Versuchs-
personen dhnlich wie die in der weiblichen Altersgruppe. Auch die Standardabweichung
war nahezu identisch. Im Intervall zwischen 12,96 und 26,06%0 lagen wieder mehr als
zwei Drittel der Werte. Folglich hat sich auch hier durch Zugabe von 5-Azadeoxy-
cytidin die Rate fiir das Auftreten von Mikronuklei um das 4,1fache im Vergleich zu
anderen Studien (Guttenbach et al. 1994) und um das 5,6fache im Vergleich zu den

eigenen Kontrollen erhoht.

Die Bewertung der Kontrollkulturen war allerdings problematisch. Die Ergebnisse
konnten wegen der geringen Anzahl von Mikronuklei lediglich als Orientierungspunkt
dienen, da beim mikroskopischen Auswerten ein Mehr oder Weniger von beispielsweise
zwei Mikronuklei auf 1000 Kerne die Ergebnisse bereits stark verdnderte. Sowohl in der
vorliegenden Arbeit als auch im Vergleich mit der Studie von Guttenbach et al. (1994b)
standen jedoch eine Erhohung der Mikronuklei-Rate auf das 2,9 bis 10,7fache durch
5-Azadeoxycytidin auBBer Frage.

3.1.3 Der direkte Vergleich innerhalb der Altersgruppen

Bereits durch den Vergleich von Abbildung 2 und 3 wird sichtbar, dafl die Mikronuklei-
Rate bei beiden Geschlechtern anscheinend auf dhnliche Weise mit dem Alter ansteigt.
Zur besseren Beurteilbarkeit werden hier nochmals die Werte der jeweiligen Alters-
gruppen direkt nebeneinander dargestellt. Zuerst die Altersgruppe der Neugeborenen

und bis zu 5 Jahre alten Probanden:
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0-5 Jahre

Mn/000

30+

weblich m dnnlich

Abbildung 4: Die Mikronuklei-Rate bei Frauen und Miannern in der Altersstufe 0-5
Jahre, bezogen auf 1000 Zellkerne. Der grau schraffierte Bereich markiert das Intervall
+ eine Standardabweichung um den Mittelwert. Die Werte sind auf eine Dezimalstelle

gerundet; Mn = Mikronuklei. Einzelwerte im Anhang: Tabelle Nr. 1 und 4, Seite 67 und
70

Sowohl der Mittelwert als auch der grau schraffierte Streuungsbereich von einer Stan-
dardabweichung erscheinen identisch. Im t-Test fand sich kein signifikanter Unter-
schied. Die Werte in dieser Abbildung wurden auf eine Stelle hinter dem Komma

gerundet.

Mit geringen Unterschieden fiel der Vergleich innerhalb der 30 bis 35jdhrigen

Probanden aus:
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30-35 Jahre
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Abbildung 5: Die Mikronuklei-Rate bei Frauen und Ménnern in der Altersstufe 30-35
Jahre, bezogen auf 1000 Zellkerne. Der grau schraffierte Bereich markiert das Intervall
+ eine Standardabweichung um den Mittelwert. Die Werte sind auf eine Dezimalstelle
gerundet; Mn = Mikronuklei. Einzelwerte im Anhang: Tabelle Nr. 2 und 5, Seite 68 und
71

Die beiden Mittelwerte unterschieden sich nur um 0,9 %o, auch der Streuungsbereich
deckte sich weitgehend: fiir Frauen ist er mit den Werten zwischen 9,3 und 24,5%o ein
wenig grofler als bei den Miannern, mit Werten bei 11,1 bis 24,5%o. Die groBere
Standardabweichung bei den Frauen kénnte die leichte Differenz beim Mittelwert
erkldren. Statistisch fand sich im t-Test kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Mittelwerten.

Offensichtliche Ubereinstimmung ergab sich erneut bei den 60 bis 65jahrigen Pro-

banden:
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60-65 Jahre

weiblich m &annlich

Abbildung 6: Die Mikronuklei-Rate bei Frauen und Mannern in der Altersstufe 60-65
Jahre, bezogen auf 1000 Zellkerne. Der grau schraffierte Bereich markiert das Intervall
+ eine Standardabweichung um den Mittelwert. Die Werte sind auf eine Dezimalstelle
gerundet; Mn = Mikronuklei. Einzelwerte im Anhang: Tabelle Nr. 3 und 6, Seite 69 und
72

Aus Abbildung 6 ist ersichtlich, daB3 die Mittelwerte sehr geringfiigig, namlich nur um
0,14%o0, voneinander abwichen. Bei der Standardabweichung betrug die Differenz sogar
nur 0,05.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl kaum Unterschiede hinsichtlich des Mi-
kronuklei-Werts innerhalb einer Altersgruppe bestanden. Der bisher in der Literatur
postulierte Unterschied zwischen Frauen und Ménnern konnte in dieser Arbeit unter
Wirkung von 5-Azadeoxycytidin nicht nachvollzogen werden. Anhaltspunkte fiir eine
hohere Mikronuklei-Rate bei Frauen traten nicht auf und bestétigten damit die Ergebnis-
se von Guttenbach et al. (1994).
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3.1.4 Das verstirkte Auftreten von Mikronuklei im hoheren Lebensalter

Mit zunehmendem Lebensalter stieg die Rate an Mikronuklei. Bei beiden Geschlechtern
bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den O bis 5jdhrigen und beiden dlteren
Altersstufen, also sowohl gegeniiber den 30 bis 35jdhrigen als auch den 60 bis
65jdhrigen. In beiden Vergleichen kann im t-Test die Wahrscheinlichkeit p < 0,001
nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dal sich die Mittelwerte signifikant
unterscheiden. Der Sprung von den 30 bis 35jdhrigen zu den 60 bis 65jdhrigen fiel dann
allerdings mit einem Zuwachs von 2,45%0 bzw. 1,76%o geringer aus und erreichte das
Signifikanzniveau nicht. Trotzdem blieb auch hier der Trend erkennbar. LaBt man
einmal probehalber die Geschlechtsunterschiede auBer acht und zdhlt Werte von Frauen
und Miénnern zusammen, so betrdgt der Wert der 30-35jdhrigen 17,34%o und steigt auf
durchschnittlich 19,44%o bei den 60-65jiahrigen. Das Signifikanzniveau erreicht jedoch
lediglich p < 0,17. GewiBheit wire moglicherweise nur durch die Untersuchung einer
noch groferen Zahl von Probanden oder einer weiteren Altersstufe, beispielsweise von

80-85jdhrigen, zustande gekommen.

3.2 Der Anteil der Mikronuklei mit Hybridisierungssignal

Nachdem mit 5-Azadeoxycytidin die Anzahl der Mikronuklei gesteigert werden konnte,
wurde in einem zweiten Schritt deren Inhalt untersucht. Mit X- bzw. Y-spezifischen
Gensonden sollte das Vorhandensein von Geschlechtschromosomen nachgewiesen wer-

den.

3.2.1 Auswertungskriterien
Die Auswertung erfolgte am Phasenkontrast-Mikroskop, wodurch die braunen Hybridi-

sierungssignale noch deutlicher hervortraten. Insgesamt wurden mindestens 4000 Zell-

kerne pro Proband untersucht und ausgezihlt. Zusétzlich zu den unter 3.1.1 angefiihrten
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Kiriterien, wurden nur Priaparate gewertet, deren Kerne gleichmiBig hybridisiert waren.
Das lie} sich auch an den Signalen in den Metaphasen iiberpriifen. Be1 starker Kreuz-
hybridisierung mit anderen Chromosomen, was insbesondere bei den X-Sonden verein-
zelt vorkommen konnte, wurden die Praparate verworfen und neue angefertigt. Bei
Mikronuklei mit Signal wurde selbstverstindlich auf die umliegenden Kerne geachtet.
Nur wenn diese regelrecht hybridisiert waren, konnte der Mikronukleus in die Statistik
aufgenommen werden. Alle Mikronuklei mit Signal wurden fotografiert (Abb. 7-9).

!
"

Abbildungen 7 bis 9: Beispiele mit Zellkernen, Mikronuklei und Chromosomen; die

Hybridisierungssignale sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

3.2.2 Der Nachweis des X-Chromosoms in den Mikronuklei der Frauen

Von insgesamt 581 ausgewerteten Mikronuklei aller weiblichen Probandinnen wiesen
32 ein Signal auf. Das entspricht einem Anteil von 5,51 % (Einzelwerte finden sich im
Anhang, Tabellen Nr. 7 und 8, Seite 73 und 74). Jeweils dreimal trat ein Mikronukleus
mit 2 Signalen auf. Einmal waren im benachbarten Zellkern ebenfalls zwei Signale
nachweisbar, in den beiden anderen Fallen nicht. In der statistischen Auswertung wur-
den die oben genannten Fille einfach als Mikronukleus mit Signal gewertet. Aufge-
schliisselt nach den einzelnen Altersgruppen stellt sich die Situation der Mikronuklei
mit X-Chromosomen auf folgende Art dar:
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Anteil der Mikronuklei it Signal
bei Frauen

14,07

Mn mit Signal in %

Abbildung Nr. 10: der Nachweis des X-Chromosoms in den Mikronuklei der Frauen,
bezogen auf 100 Mikronuklei; Mn = Mikronuklei; Einzelwerte im Anhang, Tabelle Nr.
7 und 8, Seite 73-74

Aus Griinden der besseren Vergleichbarkeit wurde hier in der Abbildung der gleiche
Malstab wie bei der nachfolgenden Auswertung der mannlichen Praparate gewaihlt.
Obwohl sich im Diagramm eine leichte Zunahme der Hybridisierungssignale mit
hoherem Alter anzudeuten scheint, ist dieser Trend statistisch nicht signifikant. Bei
durchschnittlich 194 ausgewerteten Mikronuklei pro Altersstufe, von denen im Schnitt
jeweils 11 ein Signal enthielten, ergdbe ein Mehr von beispielsweise zwei Mikronuklei
mit Signal schon eine Erhohung des Anteils von 1,0% innerhalb der Altersgruppe. Im
Vergleich der einzelnen Priaparate untereinander fand sich eine Streuungsbreite von 0
bis 4 Mikronuklei mit Signal (bzw. entsprechend 0 bis 9,76% anteilig). Die mittlere
Standardabweichung von 1,125 bei den Mikronuklei mit Signal bedeutet - in
Prozentwerte umgerechnet - Schwankungen von + 2,9% im Anteil. Diese Angaben
beziehen sich auf durchschnittlich 38,7 ausgewertete Mikronuklei pro Priparat. Das
bedeutet, da3 der Anteil mit Signal zwischen 2,6% (gerundet) und 8,4% variieren kann.
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Einen Anstieg des Anteils an X-Chromosomen in Mikronuklei lieB sich somit in dieser
Studie fiir das hohere Alter nicht schliissig nachweisen.

3.2.3 Der Nachweis des Y-Chromosoms in den Mikronuklei der Manner

In den Prdparaten der mannlichen Probanden konnten 726 Mikronuklei mit insgesamt
78 Hybridisierungssignalen fiir das Y-Chromosom ausgewertet werden. Der Anteil der
Mikronuklei mit Signal lag bei insgesamt 10,74% und damit deutlich hoher als bei den
Frauen. Nach Altersgruppen aufgeschliisselt ergab sich das folgende Bild:

Anteil der Mikronuklei mit Signal
bei Mannern

7

Mn mit Signal in %

0-5 30-35 60-65
Alter in Jahren

Abbildung Nr. 11: der Nachweis des Y-Chromosoms in den Mikronuklei der Méanner,
bezogen auf 100 Mikronuklei; Mn = Mikronuklei; Einzelwerte finden sich im Anhang,
Tabelle Nr. 9 und 10, Seite 75-76

In der Altersgruppe der 30 bis 35jdhrigen Manner fand sich mit knapp 9 % der nied-
rigste Anteil von Mikronuklei mit Signal. Auch hier war die Streuungsbreite zwischen
den einzelnen Priparaten grofl. Die Standardabweichung von 2,484 Mikronuklei mit
Signal betrug umgerechnet 5,13% (be1 48,4 auswertbaren Mikronuklei pro Priparat).
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Damit variierte der Anteil von 5,6% bis 15,9% fiir + eine Standardabweichung um den
Mittelwert. Die Schwankungen zwischen den oben aufgefithrten Werten der ver-
schiedenen Altersstufen lagen erneut in den gegenseitigen Streuungsbereichen und
waren damit statistisch nicht signifikant. In dieser Studie konnte deshalb ein Ansteigen
von Y-Chromosomen in den Mikronuklei der élteren Probanden unter Einwirkung von

5-Azadeoxycytidin nicht schliissig bewiesen werden.

3.3 Der Anteil aller hybridisierten Mikronuklei im direkten Vergleich zwischen den
Geschlechtern

Beim direkten Vergleich zwischen Frauen und Minner ergab sich ein iiberraschendes
Bild. In der Abbildung Nr. 12 wurden alle Werte ohne Beriicksichtigung der ver-

schiedenen Altersstufen zusammengefal3t:

Anteil aller Mikronuklei mit Signal
nach Geschlecht getrennt

12,0%-

10,0%

8,0%r

6,0%

4,0%

Mn mit Signal in %

Abbildung Nr. 12: der Anteil aller hybridisierten Mikronuklei im direkten Vergleich
zwischen beiden Geschlechtern, bezogen auf 100 Mikronuklei; Mn = Mikronuklei;
Einzelwerte und eine Aufschliisselung nach Altersgruppen finden sich im Anhang,

Tabelle Nr. 7 und 9, Seite 73 und 75
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Auf den ersten Blick féllt auf, da3 der Anteil der Mikronuklei mit Hybridisierungssignal
bei den Ménnern nahezu doppelt so hoch ist wie bei den Frauen. Dies ist verbliiffend, da
in den Zellkernen der Ménner nur ein Y-Chromosom vorliegt. Im Gegensatz dazu

enthalten die Kerne der Frauen jedoch zwei X-Chromosomen.
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4 Diskussion

4.1 Die Aneuploidierate in Blutlymphozyten im Alterungsprozef3

Seit 1961 Jacobs und Mitarbeiter zum ersten Mal postulierten, da3 der Anteil der aneu-
ploiden Zellkerne in Lymphozyten mit dem Alter ansteigen wiirde, ist man diesem
Phanomen auf der Spur. Eine genaue Identifikation der fehlenden Chromosomen war
damals nicht moglich. Vor allem im Alter zwischen 45 und 64 Jahren fehlte bei
Mainnern hiufig ein Chromosom aus der G-Gruppe, bei Frauen aus der C-Gruppe. Als
Erklarungsmodell konnte zu diesem Zeitpunkt nur iiber den Verlust von

Geschlechtschromosomen spekuliert werden.

Erneuten Auftrieb erhielt die Diskussion, nachdem mit den Béinderungstechniken
Methoden zur eindeutigen Identifikation von Chromosomen verfiigbar waren.
Fitzgerald und McEwan (1977) sowie Galloway und Buckton (1978) ermittelten als
eine der ersten Forschungsgruppen eine Haufung hypoploider Zellen nach dem 55. Le-
bensjahr. Besonders hdufig fehlte ein Gonosom. Bei Ménnern handelte es sich dabei um
das Y-Chromosom, bei Frauen um das — vermutlich inaktive — X-Chromosom. Die
Auswertung von Karyogrammen erwies sich jedoch als storanfillig. Auffallend oft gin-
gen gerade die kleinen, akrozentrischen Chromosomen verloren, die beim Auftropfen
auf den Objekttriger leicht versprengt werden konnen. Aufgrund dieser Kritik an der
Auswertung hielten Wenger und Mitarbeiter (1984) die Hypoploidie fiir ein reines ,,in
vitro Ereignis®, bei dem bevorzugt kleine Chromosomen fiir die Auswertung verlo-
rengingen. Allerdings trifft diese Eigenschaft jedoch fiir das mittelgro3e X-Chromosom
nicht zu. Wenger analysierte in ihrer Arbeit retrospektiv insgesamt 1 500 klinische Falle
und dabei im Durchschnitt jeweils nur 19 Metaphasen pro Fall. Das Durchschnittsalter
betrug neun Jahre, das mediane Alter war vier Jahre. Angesichts dieser Angaben und
der vergleichsweise geringen Rate an Mikronuklei in dieser Altersstufe von 8,5 bis 8,7
Promille (gerundet, sieche Abbildung 4, S. 31), wie sie in der vorliegenden Arbeit festge-

stellt wurde, konnte Wenger nur zu diesem verfilschten Ergebnis gelangen. Eine
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Hypoploidie der Gonosomen mit zunehmendem Alter kann heutzutage nicht mehr

ernsthaft abgestritten werden.

4.2 Der Chromosomenverlust durch Mikronuklei erhoht sich im Alter

Fenech und Morley (1985) beobachteten, dall es mit zunehmendem Alter unter DNA-
schddigenden Einfliissen, wie Rontgenstrahlen oder Mitomycin, zu einer erhdhten Rate
von Mikronuklei kommt. Damals fanden die Forscher einen ungefahr vierfach erhéhten
Anstieg von Mikronuklei in der Lymphozytenkultur eines 80jdhrigen Mannes im
direkten Vergleich zu der eines Neugeborenen. Das Maximum an Mikronuklei zeigte
sich nach 72 bis 96 Stunden Inkubationszeit. Bei zu starker Schiadigung oder ver-
minderter Wachstumsrate sank die Anzahl wieder. Um die Entstehung der Mikronuklei
erkldaren zu konnen, diskutierten die Forscher ein fehlerhaftes Anheften des Spindel-
apparats an das Zentromer. Dies, so Fenech und Morley, konnte das Zurtickbleiben — im
Englischen ,,Jagging* — von Chromosomen wéhrend der Anaphase bedeuten und zur
Bildung eines Mikronukleus fiihren. Das Resultat wére ein Chromosomenverlust. Seit
langem ist bekannt, daB3 eine Verdnderung der Anzahl der Chromosomen in der Zelle
die Entstehung von malignen Tumoren begiinstigen kann (Yunis 1983). Somit bestiinde
moglicherweise ein direkter Zusammenhang zwischen erhohter Krebswahrschein-

lichkeit und dem Verlust von Chromosomen mit zunehmendem Alter.

Inzwischen hat sich der sogenannte Mikronukleus-Assay in Zusammenhang mit der
CREST-Férbung und der Fluoreszenz in situ Hybridisierung als standardisierte Methode
zur Testung mutagener Substanzen etabliert (Miller und Niisse 1993; Schuler et al.
1997). Das Auftreten von Mikronuklei steht in unmittelbarem Zusammenhang mit
Chromosomenaberrationen oder beeintrachtigten DNA-Reparaturmechanismen, die sich
anscheinend im hoheren Alter verstirken. Vergleichende Arbeiten zeigten eine gute
Korrelation zwischen dem Mikronuklei-Assay und der Untersuchung auf Chromo-
somenaberrationen (Miller et al. 1997). Die Mikronuklei-Rate stellt deshalb ein wert-

volles Mal} zur Messung der Gentoxizitét einer Substanz dar.
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Die erhohte Rate an hypoploiden Zellkernen im Alter ist sicherlich teilweise die Folge
des Chromosomenverlusts liber Mikronuklei wéhrend vorausgegangener Zellteilungen.
Weiterhin spielt im héheren Lebensalter — wie bereits erwéhnt — eine verminderte
Féhigkeit zur Reparatur der DNA eine wichtige Rolle. Unter dem EinfluB des
mutagenen 5-Azadeoxycytidins kommt es zu einer Verstirkung und dem vermehrten
Auftreten von Mikronuklei. Bei beiden Geschlechtern fand sich in der Analyse ein
deutlicher Anstieg der Mikronuklei-Rate zwischen den 0-5jdhrigen und den beiden
alteren Altersstufen (s. Abbildung 2 und 3, Seite 27 und 29 im Ergebnisteil). In allen
Féllen wies der t-Test darauf hin, daf3 sich die Mittelwerte hoch signifikant voneinander
unterscheiden. Zwischen den 30-35jdhrigen und den 60-65jdhrigen fiel der Zuwachs an
Mikronuklei mit einem Anstieg von 16,9 auf 19,4%o0 bzw. von 17,8 auf 19,5%. geringer
aus. Statistisch gesehen war dieser Anstieg aufgrund der relativ groflen Standard-
abweichung jedoch nicht signifikant. Trotzdem blieb auch hier der Trend erkennbar und
setzte sich tendenziell fort. Letzte GewiBheit konnte moglicherweise durch die Unter-
suchung einer groBeren Zahl von Probanden oder einer hdheren Altersstufe, bei-
spielsweise der 80-85jihrigen, zustande kommen. Die Uberpriifung dieser Hypothese
muf} einer nachfolgenden Arbeit iiberlassen bleiben. Zusitzlich sollte hier erwihnt
werden, dal} die Wachstumsrate, kenntlich am Mitoseindex, im Alter durchschnittlich
niedriger liegt, wie groBere Studien zeigten (Bani 1993). Bei einer geringeren
Wachstumsrate treten jedoch weniger Mikronuklei auf. Somit wird die Rate an
Mikronuklei im hoheren Alter unterschétzt. Trotzdem fand sich in dieser Studie eine
hohere Verlustrate zwischen der jeweils jliingeren und der jeweils dlteren Altersstufe.
Zusammenfassend sprechen die vorliegenden Daten daher fiir eine erhdhte Verlustrate
im Alter. Folglich resultiert die gonosomale Hypoploidie nicht allein aus einem
gleichméBigen Verlust iiber Jahre hinweg und der Summation dieser gleichmiBig
verteilten Verlustereignisse, sondern auch direkt durch das verstirkte Auftreten von Mi-
kronuklei. Das konnte durch zunehmend inkompetente Reparaturmechanismen der

DNA verursacht sein.
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4.3 Mogliche Ursachen fiir das iiberproportionale Fehlen der Geschlechtschromosomen

im Alter

Mehrere Arbeiten stellten das Fehlen der Geschlechtschromosomen im Alter fest. Das
wirft die Frage auf, ob eine Selektion stattfindet, die zu diesem Ergebnis fiihrt.
Beispielsweise wire es moglich, dall alle Chromosomen gleich hdufig verlorengingen,
der Verlust eines grolen Autosoms allerdings zum Zelltod fithren wiirde. Folglich
wiirden nur diejenigen Zellen iiberleben, die kleine Chromosomen verloren hétten oder
Chromosomen, die fiir den jeweiligen Zelltyp nur wenig relevante genetische Infor-
mationen enthielten. Es leuchtet ein, dal ein Blutlymphozyt den Verlust eines X- oder
Y-Chromosoms leichter kompensieren konnte, als den Verlust eines grolen Autosoms.
Das Chromosoms 1 enthélt beispielsweise etwa 20% der genetischen Information im
menschlichen Genom. Das menschliche Y-Chromosom beinhaltet aber nur eine geringe
Anzahl von Genen, wie das Gen flir den Testis determinierenden Faktor (Su und Lau
1993) in der SRY-Region (sex determing region of the Y-chromosome), das Gen fiir
das H-Y-Antigen und andere in der pseudoautosomalen Region. Keines davon scheint

fiir den Lymphozyten {liberlebenswichtig zu sein.

Fiir den bevorzugten Verlust des X-Chromosoms hat es bereits mehrere Thesen gege-
ben. Abbruzzo und Mitarbeiter behaupteten 1985, dal es sich bei dem verlorenen X
tiberwiegend um das inaktive handeln wiirde. Um dies festzustellen, wurde der Repli-
kationsstatus des X-Chromosoms mittels einer modifizierten Labeltechnik mit 5-
Bromodeoxyuridin bestimmt. Von den 36 X-hypoploiden Zellen bei 1 244 ausgewerte-
ten Zellen, enthielten 33 das aktive X-Chromosom. Das entspriache 91,7% aller X-
hypoploiden Zellen. AuBlerdem fanden sich 22 Zellen mit dem Karyotyp 47,XXX von
denen 17 (77,3%) zwei inaktive X aufwiesen. Als Erklidrung fiir das beobachtete Pha-
nomen kam aus Sicht der Autoren Nondisjunction und die sogenannte ,,premature
centromere division®, also die verfriihte Aufteilung des Zentromers in der Metaphase, in
Frage. Diese Vermutung stammte von Fitzgerald und McEwan (1977), die eine fehlende
Einschniirung bzw. ein Auseinanderstehen zwischen den beiden Chromatiden des X-
Chromosoms bemerkten hatten und somit auf ein fehlerhaftes Zentromer schlossen.

Nach dieser Theorie soll die verfrilhte Aufteilung zum ,Liegenbleiben eines
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Chromatids mit nachfolgender Fehlverteilung oder zum vollstindigen Verlust des X-
Chromosoms fiihren. Im letzteren Fall entstiinde dann ein Mikronukleus. Die Fehlfunk-
tion des Zentromers wiirde sich mit zunehmendem Alter stirker ausprigen. Verant-
wortlich dafiir kdnnte moglicherweise das, um das Zentromer gelegene, Heterochroma-
tin sein, insbesondere beim inaktiven X-Chromosom. Bei der Untersuchung von X-
Chromosomen mittels Cd-Bianderungstechnik wurden vor allem bei dlteren Frauen ver-
starkt defekte, d.h. Cd-negative, Zentromere gefunden (Nagakome et al. 1984). Bei
Mainnern hingegen nicht. Damit schlossen die Autoren auf das inaktive X. Eine zweite,
elegante Methode benutzte Tucker et al. (1996). Er wertete die Lymphozytenkulturen
von zwei Frauen aus, die beide eine balanzierte Translokation zwischen dem
Chromosom 9 und dem X-Chromosom aufwiesen. Die Frauen waren phénotypisch
unauffallig, bei beiden war das X mit der Translokation das aktive Chromosom. In der
Auswertung enthielten 44,2% aller aufgetretenen Mikronuklei ein X, davon beinhalteten
wieder liber 83% das inaktive X-Chromosom. Mittels in situ Hybridisierung fiir den
translozierten Teil des Chromosoms 9 und fiir das X konnte er ndmlich das aktive X im
Zellkern nachweisen. Es ist jedoch sicherlich nicht zulédssig, von diesem Spezialfall auf
den Regelfall zu schlieBen. Wahrscheinlich war wegen des Gendosiseffekts das
Uberleben der Zelle nur durch Aufrechterhaltung der balancierten Translokation
moglich. Unter dieser Annahme konnten also nur Zellen weiterleben, bei denen das
inaktive X verloren ging. Weiterhin muf} kritisiert werden, daf} die Forschungsgruppe
das Zellgift Cytochalasin B in den Zellkulturen beniitzte, das den Mechanismus der

Kernteilung beeintrachtigt.

Etliche Autoren diskutierten auch den Mechanismus der Nondisjunction, der aus der
Meiose bekannt ist, als mogliche Ursache fiir die Fehlverteilung des X-Chromosoms
wéhrend der Mitose (Fitzgerald und McEwan 1977). Eine Parallele schien plausibel, da
Miitter im Alter liber 35 Jahre eine erhohtes Risiko fiir ein Kind mit Trisomie 21 haben.
Nowinski und Mitarbeiter (1990) untersuchten eine groBe Anzahl von Erwachsenen,
Eltern von Kindern mit Trisomien oder mit gehduften Aborten sowie Verwandte von
Patienten mit Down-Syndrom (Trisomie 21). Sie fanden jedoch hinsichtlich der
Aneuploidie keine Unterschiede zur Kontrollgruppe aus der Normalbevolkerung.

Nondisjunction in der Meiose korrelierte folglich nicht mit der Nondisjunction oder
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Aneuploidie in der Mitose. Die Forschergruppe stellte nach Auswertung von 47 361
Metaphasen eine umfassende Analyse aller vorgefundenen Chromosomenaberrationen
auf, wobei es sich hauptsidchlich um hypodiploide Karyotypen handelte. Der Verlust
von Autosomen war gering und korrelierte mit der Grofe der Chromosomen dahin-
gehend, dall bevorzugt kleine Chromosomen fehlten. Auffallend war jedoch, dal3 bei
Frauen, im Vergleich zu gleich groen Autosomen der C-Gruppe, wiederum verstirkt
das X-Chromosom im Alter vermif3t wurde. Dies war aber unabhédngig davon, ob die
Frau ein Kind mit Trisomie oder hdufige Fehlgeburten gehabt hatte. Die Werte fiir das

Y-Chromosom bei den Méannern konnten nicht eindeutig interpretiert werden.

Die bisher vorgestellten Theorien konnten die Hypoploidie fiir das Y-Chromosom nicht
ausreichend erkldren. Die Arbeitsgruppe um J. Nath (1995) machte dafiir fehlerhafte
oder fehlende Kinetochore am Y-Chromosom verantwortlich, deren Vorhandensein er
mit Antikdrpern nachzupriifen versuchte. AuBlerdem diskutierte er Defekte im Spindel-
apparat und Mangel an Tubulin als Ursache fiir die Entstehung von Mikronuklei und
damit den Verlust des Y-Chromosoms. Sowohl diesen als auch allen anderen Erkli-
rungsversuchen ist gemeinsam, daf3 sie keinen schliissigen Beweis fiir eine spezielle
Bevorzugung der Geschlechtschromosomen bei der Entstehung von Mikronuklei zu
liefern vermogen. Warum sollten ausgerechnet die Gonosomen besonders hdufig von
Defekten am Zentromer, am Kinetochor und Fehlern im Spindelapparat betroffen sein?
In der vorliegenden Arbeit konnte aber durch Zusatz von 5-Azadeoxycytidin die Rate an
Mikronuklei mit eingeschlossenem Y-Chromosom {iberproportional gesteigert werden.
Inwiefern verdnderte 5-Azadeoxycytidin die Chromosomen und wie entstand der er-

hohte Chromosomenverlust?

4.4 Die Wirkung von 5-Azadeoxycytidin auf die Hypoploidie der Geschlechts-

chromosomen, insbesondere auf das Y-Chromosom

Unter der Annahme, daf} alle Chromosomen mit der gleichen Wahrscheinlichkeit

zufdllig verloren gingen, wiirde die Wahrscheinlichkeit fiir den Verlust eines X-
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Chromosom 2/46 betragen, da zwei X-Chromosomen bei insgesamt 46 Chromosomen
vorhanden sind. Voraussetzung wire, da3 es sowohl zwischen dem aktivem als auch
dem inaktivem keinen wesentlichen Unterschied hinsichtlich des Verlustrisikos gébe.
Diesem Gedankengang wird zuerst fiir die Werte der Frauen nachgegangen. Der rech-
nerische Erwartungswert wire 4,35%, das entsprache 25,3 Mikronuklei mit Signal bei
581 ausgewerteten Mikronuklei. Tatsdchlich fanden sich jedoch 32 Mikronuklei mit
Signal und somit mehr. Bei einer Streuungsbreite von 2,6% bis 8,4% (plus bzw. minus
eine Standardabweichung um den Mittelwert von 5,5%) kann hinsichtlich der einzelnen
Priparate somit lediglich von einer Tendenz zum bevorzugten Verlust des X-Chromo-
soms unter Einwirkung von 5-Azadeoxycytidin gesprochen werden. Bei dieser breiten
Streuung sind nicht nur der gemeinsame Mittelwert, sondern auch die Werte fiir die
jeweiligen Altersstufen nicht signifikant verschieden vom Erwartungswert 4,35%, wenn
die gleiche Standardabweichung vorausgesetzt wird. Es ist statistisch aufgrund der
groflen Streuung nicht zu beweisen, daBl der beobachtete Wert von 5,51% vom
Erwartungswert flir den zufélligen Verlust des X-Chromosoms (= 4,35%) signifikant

verschieden ist.

Fiir das Y-Chromosom, das nur einmal im Genom vorhanden ist, wire der Wert fiir den
zufdlligen Verlust unter gleichen Voraussetzungen 1/46, folglich 2,17%. Das entspréiche
15,8 Mikronuklei mit Signal bei 726 beobachteten Mikronuklei. Auf den ersten Blick
fallt auf, daB sich die Situation fiir die Werte der ménnlichen Probanden vollig anders
darstellt. In dieser Studie wurde ein Wert von 10,74% beobachtet, also 78
Hybridisierungssignale fiir das Y-Chromosom bei 726 Mikronuklei. Dieses Ergebnis
war damit fast flinfmal hoher als der hypothetische Erwartungswert fiir den zufilligen
Verlust. Folglich liegt das Y-Chromosom unter dem Einflu von 5-Azadeoxycytidin

iiberzufallig hdufig in Mikronuklei vor.

Li und Mitarbeiter konnten bereits 1970 zeigen, daB3 sowohl 5-Azacytidin als auch das
Nukleosidanalogon 5-Azadeoxycytidin in alle Arten von DNA und RNA eingebaut
werden. Der Einbau des Basenanalogons in die DNA erfolgt wihrend der Replikation
und ersetzt Cytosin. Wie eingangs erlédutert, ist bei Vertebraten Cytosin die einzige Base

im DNA-Strang, die von einer zelleigenen Methylase methyliert werden kann. Dabei
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wird eine Methylgruppe von 3-Adenosylmethionin auf die Position 5 des Cytosins
transferiert (Ehrlich und Wang 1981). Eine einmal gegebene Methylierung wird bei
jeder nachfolgenden Replikation an die Tochterzellen weitergegeben (Razin und Riggs
1980). Bei 5-Azadeoxycytidin ist dieser Schritt jedoch unmdglich, da das C-Atom an
Position 5 durch ein Stickstoffatom ersetzt wurde. In der Einleitung wurde bereits
erwahnt, dal die Zugabe von 5-Azadeoxycytidin zum Kulturmedium etwa sieben
Stunden vor Abbruch der Zellkulturen einige sehr spezifische Hypokondensierungen im
heterochromatischen Bereich der Chromosomen 1, 9, 15, 16 und Y bewirkt (Schmid et
al. 1983 und 1984). Besonders im Bereich des Heterochromatins befindet sich vermehrt
Cytosin im DNA-Strang, sie wird deshalb auch als ,,GC-reiche® Region bezeichnet.
Diese Hypokondensierungen mit 5-Azadeoxycytidin konnen auch bei verdnderter
Lokalisation wiedergefunden werden, wenn z. B. die Region durch Rearrangement

innerhalb dieser Chromosomen verlagert oder auf andere transloziert wird.

Wihrend der Interphase liegen bekanntlich somatische Paarungen zwischen dem
Heterochromatin der Chromosomen 1, 9, 15, 16, und Y im Kern der Lymphozyten vor.
Das konstitutive Heterochromatin ist in der Interphase hochkondensiert und muf3 vor
oder wihrend der S-Phase (Replikation) zuerst dekondensieren, um iiberhaupt repliziert
werden zu konnen. Vermutlich besteht in beiden Stadien (Interphase und Replikation)
ein enger mechanisch-physikalischer Kontakt, moglicherweise auch nach der Dekon-
densation. Erst nach der Replikation, wenn das Heterochromatin erneut kondensiert,
verliert sich dieser Kontakt durch den Zug des Spindelapparats. Wird aber 5-Azadeoxy-
cytidin zugegeben und in die DNA eingebaut, kann der heterochromatische Bereich
genannter Chromosomen nach der Replikation vermutlich nicht mehr kondensieren
(Schmid et al. 1983). Damit bleibt die somatische Paarung bis weit in die Metaphase
hinein erhalten. Als Ursache wird eine sterische Behinderung von DNA-bindenden-
Proteinen oder -spezifischen Enzyme diskutiert. Insbesondere der Ubergang von B-
DNA in Z-DNA wird durch eine Methylierung des Cytosins an der Position 5 erleichtert
und damit von 5-Azadeoxycytidin erschwert (Fujii et al. 1982; Hodges-Garcia und
Hagerman 1992).
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Eine zweite Moglichkeit erschlieBt sich bei genauerer Betrachtung der Methylierung auf
molekularer Ebene. In der DNA der Sédugetiere liegen 3-5% des Cytosins in methy-
lierter Form vor (Holliday und Grigg 1993). Dieses Muster der Methylierung scheint
eine wichtige Rolle bei der Expression und beim Imprinting der Gene zu spielen. Nach
einer These von Stopper und Mitarbeitern (1997) verursacht eine fehlerhafte Methy-
lierung die Dysfunktion einiger DNA-bindender Proteine. Topoisomerasen sind
Enzyme, welche die rdumliche Struktur der DNA bestimmen und verdndern. Es ist
bekannt, dafl eine Hemmung der Topoisomerase II die Trennung der Chromatiden
wihrend der Mitose nachhaltig stort (Downes et al. 1991). Inhibitoren der Topo-
isomerase II, wie z.B. Etoposid oder Camptothecin, wirken zusammen mit 5-Aza-
deoxycytidin synergistisch (Lopez-Baena et al. 1998). Es liegt daher der Verdacht nahe,
dal durch 5-Azadeoxycytidin und das verdnderte Methylierungsmuster die
Topoisomerase II gehemmt wird. Diese Inhibition verhindert wiahrend der Anaphase die
Trennung der Chromatiden in Zellen von Sdugetieren und Hefen, unabhéngig von
anderen Chemotherapeutika (Clarke et al. 1993). Das deckt sich wiederum mit unserer
Beobachtung der sogenannten ,,somatischen Paarung* fiir die Chromosomen 1, 9, 15,
16 und Y, die unter Einwirkung von 5-Azadeoxycytidin bis weit in die Metaphase

hinein erhalten blieben.

1988 stellten Haaf et al. fest, dal sich mit einer relativ hohen Konzentration von 5-
Azadeoxycytidin im Kulturmedium (10-> M, 2 Stunden vor Kulturabbruch) auch beim
inaktiven, spétreplizierenden X-Chromosom des Menschen eine Hypokondensation
erreichen 1afBt. Allerdings geschieht dies nur bei etwa 5% aller Metaphasen. Einige Jahre
spéter gelang es, zwischen dem aktiven und dem inaktiven X-Chromosom genauer zu
unterscheiden. Es war iiberwiegend das inaktive X, dessen Kondensation sich durch 5-
Azadeoxycytidin hemmen lieB (Haaf et al. 1993). Bereits damals &uBlerte Haaf die
Vermutung, dall der Grad der Kondensierung etwas mit der Inaktivierung und deren
Aufrechterhaltung zu tun haben konnte. Weiterfiihrend kann angenommen werden, daf3
sich diese Information iiber die Aktivitit des X-Chromosoms auch im Ausmal} der

Methylierung ausdriickt.
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4.5 Fehlverteilung von Chromosomen durch Hypomethylierung der DNA

Demethylierung des Genoms wird als ein erster Schritt bei der Entstehung von Krebs
diskutiert (Fearon und Vogelstein 1990; Laird und Jaenisch 1996). Hypomethylierung
der DNA tritt hdufig bei Neoplasien und in kultivierten Zellen unter dem Zusatz von
karzinogenen Substanzen auf (Spruck et al. 1993). Abwesenheit von Methylgruppen
wird mit Aktivitdt der Genabschnitte in Verbindung gebracht, Hypermethylierung mit
Inaktivitdt. 1992 gelang es einer Arbeitsgruppe um Lee in Brustkrebszellen ein in-
aktives Gen fiir Zellwachstum und Differenzierung der S100-Familie durch Zugabe von
5-Azadeoxycytidin wieder zu aktivieren. Verdnderungen in der Methylierung scheinen
eine der Voraussetzung fiir die Vielzahl von strukturellen und numerischen Chromoso-

menaberrationen in Krebszellen zu sein.

DNA-Hypomethylierung fiihrt zur strukturellen Verdnderung der Chromosomen, im
Lichtmikroskop. Dies konnte mit 5-Azadeoxycytidin induziert werden. Andererseits
besteht sie beispielsweise auch bei Patienten mit ICF-Syndrom (Immunodeficiency,
Centromeric Instability und Facial Abnormalities). Beim ICF-Syndrom entdeckte man
1995 Hypokondensierungen in den heterochromatischen Abschnitten der Chromosomen
1, 9 und 16. Zusétzlich treten bei dieser seltenen Erkrankung gehduft Mikronuklei auf,
die diese Chromosomen enthalten (Stacey et al. 1995). Auch hier fanden sich in der
spaten Anaphase Chromosomen, die aneinander hafteten, bzw. in der Telophase nicht in
die neu entstandenen Tochterzellkerne integriert wurden und einen Mikronukleus bil-
deten. In der Arbeit von Stacey wurde bereits die Vermutung geduBert, daf3 in den 77%
der Mikronuklei, die kein Signal fiir die Chromosomen 1,9 und 16 enthielten,
moglicherweise die Chromosomen 15, Y oder das inaktive X vorliegen konnten. Ein
Jahr frither war ein verdndertes Methylierungsmuster im konstitutiven und fakultativen
Heterochromatin von ICF Patienten beschrieben worden (Miniou et al. 1994). Diese
Beobachtungen deckten sich mit den Ergebnissen von Guttenbach und Mitarbeitern
(1994). Sie stellten unter dem EinfluB von 5-Azadeoxycytidin eine Héufung von
Mikronuklei fest, in denen sich durch in situ Hybridisierung die Chromosomen 1, 9, 15,

16 und Y nachweisen lielen. Damals stellte die Autorin die These auf, dal} eine direkte
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Korrelation zwischen hypokondensiertem Heterochromatin und dem Verlustrisiko des

Chromosoms mit Einschluf} in einen Mikronukleus bestehen miifite.

Die zytogenetischen Erkenntnisse konnten auch auf molekulargenetischer Ebene nach-
vollzogen werden. In embryonalen Stammzellen der Maus, in denen das Gen fiir die
Methyltransferase homozygot fehlte und dadurch Hypomethylierungen verursachte,
stieg die Mutationsrate flir zwei beispielhafte Gene signifikant an (Chen et al. 1998). Es
handelte sich dabei um das Hprt-Gen (Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase) und
das Transgen einer integrierten viralen Thymidinkinase. Eine der Hauptursachen der
beobachteten Deletionen waren entweder die mitotische Rekombination oder der
komplette Chromosomenverlust. Hernandez und Mitarbeiter fanden 1997 im Chromo-
som 1 unter dem EinfluB von 5-Azadeoxycytidin eine Vielzahl von zytogenetischen
Rearrangements, mit teilweise mehrarmigen Chromosomen, Deletionen, Transloka-
tionen und Inversionen, vorwiegend in der perizentromerischen Region. Die be-
obachteten Phidnomene erinnerten an das ICF-Syndrom oder an genetische Ver-
anderungen bei der Tumorentstehung. Das Methylierungsmuster der DNA wird bei der
Zellteilung normalerweise an die Tochterzelle weitervererbt. Die Maintenance-
Methylase methyliert den neu entstanden DNA-Strang entsprechend der Vorlage
(Holliday und Grigg 1993). Allgemein liegt die DNA inaktiver Gene in stirker
methylierter Form vor. Zusammen mit DNA-bindenden Proteinen scheint die
hohergradige Methylierung der DNA eine dauerhafte Inaktivierung zu bewirken und
spielt wahrscheinlich auch bei der Kondensierung des weiblichen X-Chromosoms eine
wichtige Rolle (Riggs und Pfeifer 1992; Tate und Bird 1993). Desweiteren gibt es
Hinweise darauf, dal3 wihrend der Mitose neben der korrekten Kondensation zusétzlich
bestimmte Steuerungsgene notwendig sind, um eine fehlerfreie Trennung der
Chromatiden zu gewihrleisten (Ouspenski et al. 1999 und 2000). Interessanterweise
behindert sowohl ein Mangel bzw. Fehlen als auch eine zu hohe Expression dieser Gene
die Aufteilung der Chromosomen in der Anaphase. Damit konnten Verdanderungen in
der Methylierung genannter Gene - und damit ein zuviel oder zuwenig - die fehlerhafte

Aufteilung der Chromosomen und die Bildung von Mikronuklei verstarken.
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Daraus ergibt sich die SchluB3folgerung, dafl die Stabilitdt und Funktionsfdhigkeit des
Genoms in engem Zusammenhang mit der Methylierung des Cytosins in Steuerungs-
genen, CG-reichen Abschnitten (Cross und Bird 1995) und Heterochromatin steht.
Hypomethylierung fiihrte in dieser Studie zum verstirkten Verlust des Y- Chromosoms,
welches einen hohen Gehalt an konstitutivem Heterochromatin aufweist. Durch den
Einbau des Nukleosidanalogons 5-Azadeoxycytidin konnte der DNA-Strang nicht mehr
methyliert werden. Wahrscheinlich verursachte das die Hemmung DNA-bindender
Proteine und der Topoisomerase II, einem Enzym, das wéhrend der S-Phase und der
Replikation beim ,,Ein- und Auspacken der DNA eine entscheidende Rolle spielt. Als
Folge der Inhibition fanden sich in der Metaphase Chromosomen mit Hypokon-
densierungen im heterochromatischen Bereich. Genau diese Bereiche scheinen bis spit
in die Anaphase hinein aneinander zu haften. Dadurch kommt es zum ,,lagging®, zum
Zuriickbleiben, von homologen, somatisch gepaarten Chromosomen und nachfolgend
zur Fehlverteilung. Der Verlust eines Chromosoms duflert sich dann in der Bildung
eines Mikronukleus und einer hypoploiden Tochterzelle. Das Auftreten von hyper-
ploiden Zellen wurde nur selten beobachtet (Galloway und Buckton 1978; Nowinski et
al. 1990), so daB3 der konsekutive Verlust von Chromosomen iiber Mikronuklei anschei-
nend im Vordergrund steht. Wahrscheinlich verursachen im hoheren Alter zunehmend
fehlerhafte Reparaturmechanismen in der Cytosin-reichen DNA den verstarkten Verlust
von Chromosomen mit Heterochromatin. Die Folge davon ist, da3 sich im Alter gehduft

Mikronuklei und hypoploide Zellen finden.

Das héufigere Fehlen von Geschlechtschromosomen im Alter kann wahrscheinlich
durch mehrere Phinomene erkliart werden: beide Chromosomen enthalten Heterochro-
matin; das inaktive X-Chromosom fakultatives und das Y-Chromosom konstitutives. 5-
Azadeoxycytidin verhindert die Methylierung und damit die Kondensation des Hetero-
chromatins. Das gilt besonders fiir das Y, trifft aber auch fiir das inaktive X zu. Aus der
Arbeitsgruppe um M. Schmid fanden sich Hinweise darauf, da 5-Azadeoxycytidin
auch spezifisch auf das spétreplizierende, inaktive X-Chromosom wirkt (Haaf et al.
1993). Die Arbeiten von Tucker et al. (1996) und Surrallés et al. (1996) haben dies
ebenfalls gezeigt. Wir konnen somit vermuten, da3 es sich bei den 5,5% Mikronuklei

mit Hybridisierungssignal fiir das X-Chromosom vorwiegend um inaktive X handelte.
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Beweisen 1dt sich das im nachhinein nicht. Trotzdem scheint sich die Zugabe von 5-
Azadeoxycytidin stirker auf das Y-Chromosom auszuwirken, da bei den Médnnern der
Anteil mit Signal 10,7% betrdgt. Die Griinde hierfiir liegen moglicherweise am
Zeitpunkt der Zugabe und damit am Ausmal} des Einbaus in die DNA. Als weitere
Ursache fiir den bevorzugten Verlust der Gonosomen spielt sicherlich auch Selektion
eine Rolle. Beim Y oder im Fall des inaktiven X-Chromosoms handelt es sich um wenig
relevante genetische Informationen fiir den Lymphozyten. Der Verlust groferer
Chromosomen wird von der Zelle meist nicht iiberlebt oder kann bei der Tumor-

entstehung eine Rolle spielen (Hernandez et al. 1997).

Insgesamt entstanden in der vorliegenden Arbeit tendenziell mehr Mikronuklei in den
hoheren Altersstufen. Dadurch gingen natiirlich auch vermehrt Geschlechtschromoso-
men verloren, die hdufiger als erwartet in den Mikronuklei vorlagen. Das traf vor allem
auf das heterochromatinreiche Y-Chromosom zu. Ein mit dem Alter ansteigender
Prozentsatz von Gonosomen in den Mikronuklei konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Zusammenfassend kann man behaupten: Die Hypoploidie der Geschlechts-
chromosomen findet sich im Alter haufiger, weil sie in der Mitose aufgrund ihres
Gehalts an Heterochromatin, bei fehlerhafter Methylierung und bei zunehmend
inkompetenten Reparaturmechanismen, bevorzugt verloren werden. Thr Fehlen wurde
zum anderen, vermutlich wegen ihres relativ geringen Informationsgehalts, von der

Zelle besser tiberlebt.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphozytenkulturen gesunder weiblicher und
mannlicher Probanden aus drei verschiedenen Altersgruppen untersucht. Die Frage-
stellung war, ob im Alter wihrend der Kernteilung mehr Chromosomen verloren gehen
und inwieweit es sich dabei um Geschlechtschromsomen handelt. Unter Einwirkung
von 5-Azadeoxycytidin, einem Nukleosidanalogon, ergab sich in den hoheren Alters-
gruppen ein verstirktes Auftreten von Mikronuklei. Mikronuklei besitzen eine Kern-
membran und enthalten Chromosomen oder -bruchstiicke, die wiahrend der Mitose nicht
in die Tochterzellkerne integriert wurden und dadurch verlorengehen. Bei der Auswer-
tung der Ergebnisse fanden sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen Frauen und
Minnern innerhalb der Altersgruppen. Das Auftreten von Mikronuklei erhohte sich aber
durchschnittlich von 8,5 pro 1000 ausgewerteten Zellkernen (= %o) bei 0-5jdhrigen
méinnlichen Probanden, iiber 17,8%o bei den 30-35jdhrigen, bis auf 19,5%o in der Alters-
gruppe der 60-65jdhrigen Mianner. Bei den Frauen fand sich eine entsprechende Steige-
rung von 8,7%o (0-5jdhrige), iiber 16,9%o0 (30-35;jdhrige), bis hin zu 19,4%0 bei den 60-
65jdhrigen. Somit erklirt sich die Hypoploidie im hdheren Lebensalter nicht allein
durch die Summe aller Chromosomenverluste wihrend vorausgegangener Zellteilungen
sondern auch direkt durch eine erh6hte Verlustrate, ersichtlich im verstarkten Auftreten
von Mikronuklei. Als Erkldrung dafiir kommen zunehmend inkompetente Reparatur-

mechanismen der DNA in Betracht.

Im zweiten Schritt wurde mittels in situ Hybridisierung der Inhalt der Mikronuklei
untersucht, um mit spezifischen DNA-Sonden die Geschlechtschromosomen nachzu-
weisen. In den Mikronuklei der Frauen fand sich dabei zu 5,5% ein X-Chromosom, bei
den Ménnern mit 10,7% iiberzufillig hdufig ein Y-Chromosom. Zwischen den einzel-
nen Altersstufen dnderte sich der Anteil an Gonosomen nicht wesentlich. Der hohe
Prozentsatz von Y-Chromosomen in den Mikronuklei der Ménner scheint sich aus dem
Zusatz von 5-Azadeoxycytidin zur Lymphozytenkultur zu erkldren. Es ist bekannt, daf3
bei bestimmten Konzentrationen spezifische Hypokondensierungen im Cytosin-reichen,
heterochromatischen Bereich der Chromosomen 1, 9, 15, 16 und Y entstehen, die im

Lichtmikroskop sichtbar sind. Die Substanz wird als Nukleosidanalogon wéhrend der
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Replikation in die DNA eingebaut und verhindert deren Methylierung, da das Kohlen-
stoffatom an Position 5 des Pyrimidinrings durch ein Stickstoffatom substituiert ist. Aus
diesem Grund kommt es zur Unter- bzw. Hypomethylierung des DNA-Strangs, was
wahrscheinlich eine Hemmung der Topoisomerase II verursacht. Dieses Enzym spielt
wiahrend der Synthese- und Replikationsphase beim ,,Aus- und Einpacken* des DNA-
Strangs eine entscheidende Rolle. Als Folge der Hemmung des Enzyms und
moglicherweise auch anderer DNA-bindender Proteine, die bei der Kondensation
benotigt werden, beobachtet man in der Metaphase Hypokondensierungen in den
genannten heterochromatischen Bereichen. Genau in diesen Bereichen haften die
Chromosomen bis in die Anaphase aneinander. Das fiihrt zum Zuriickbleiben und damit
zur Fehlverteilung von homologen, somatisch gepaarten Chromosomen. Der Verlust
eines Chromosoms &uflert sich dann in der Bildung eines Mikronukleus bzw. einer
aneuploiden Tochterzelle. Hypomethylierungen fiithren folglich zum {iberproportionalen
Verlust von Chromosomen, die Cytosin-reiches Heterochromatin enthalten. In dieser
Studie traf das fiir das sowohl fiir das Y-Chromosom mit konstitutivem als auch teil-

weise fur das inaktive X-Chromosom mit fakultativem Heterochromatin zu.

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kommen zusammenfassend drei
mogliche Ursachen fiir den altersabhédngigen Verlust der Geschlechtschromsomen in
Betracht. Erstens erhoht sich insgesamt die Rate an Mikronuklei im Alter, vermutlich
durch zunehmend inkompetente Reparaturmechanismen. Zweitens sind die Gonosomen
deshalb hdufiger vom Verlust betroffen, weil sie einen hohen Gehalt an Cytosin im
Heterochromatin aufweisen. Bei Fehlern in der Methylierung des Cytosins werden die
Topoisomerase II und andere DNA-bindende Proteine gehemmt. Daraus resultiert
wihrend der Mitose eine falsche ,,Verpackung® bzw. eine fehlerhafte Trennung und ein
Aneinanderhaften der Chromosomen, weshalb sie bevorzugt verlorengehen. Als dritte
und letzte Ursache muf3 auch die Selektion genannt werden, da die Zelle das Fehlen der
Gonosomen aufgrund ihres relativ geringen Informationsgehalts wahrscheinlich besser
tiberlebt als den Verlust eines groBen Autosoms (z.B. der heterochromatinreichen
Chromosomen 1, 9, 15 und 16). Die erhohte Hypoploidierate im Alter kann somit
teilweise eine Folge des Verlustes von Geschlechtschromosomen aus vorausgegangenen

Mitosen sein.
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7 Anhang: Tabellen und Diagramme

Tabelle Nr. 1
Préparate: weiblich 0-5 Jahre

Mit 5-Azadeoxycytidin Kontrollen

Préaparate-Nr. Mikronuklei in %o |Praparate-Nr. Mikronuklei in %o
Nr. 170 16,5 Nr. 164 5,0
Nr. 164 15,0 Nr. 162 0,0
Nr. 172 14,5 Nr. 170 2,0
Nr. 100 14,0 Nr. 172 5,0
Nr. 155 12,5

Nr. 84 11,2

Nr.174 10,5

Nr. 23 8,5

Nr. 87 8,5

Nr.169 8,0

Nr. 86 7,5

Nr. 158 7,0

Nr. 160 6,0

Nr. 168 5,5

Nr. 162 5,5

Nr. 153 5,5

Nr. 16 5,0

Nr. 107 4,5

Nr. 151 4,5

Nr. 137 4,5

Mittelwert 8,74

Standardabweichung 3,94
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Tabelle Nr. 2
Préparate: weiblich 30-35 Jahre

Mit 5-Azadeoxycytidin Kontrollen

Préaparate-Nr. Mikronuklei in %o | Priparate-Nr. Mikronuklei in %o
Nr. 37 32,7 Nr. 43 1,0
Nr. 33 32,0 Nr. 31 2,0
Nr. 29 31,4 Nr. 33 3,0
Nr. 105 21,5

Nr. 108 21,0

Nr. 102 19,5

Nr. 82 18,0

Nr. 35 17,5

Nr. 123 15,5

Nr. 15 15,5

Nr. 98 15,0

Nr. 59 14,5

Nr. 65 13,0

Nr. 97 12,0

Nr. 51 11,5

Nr. 43 10,7

Nr. 57 10,7

Nr. 89 10,0

Nr. 58 9,0

Nr. 31 7.4

Mittelwert 16,92

Standardabweichung 7,58
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Tabelle Nr. 3

Préparate: weiblich 60-65 Jahre

Mit 5-Azadeoxycytidin Kontrollen

Préaparate-Nr. Mikronuklei in %o | Priparate-Nr. Mikronuklei in %o
Nr. 126 36,5 Nr. 116 4,0
Nr. 2 30,0 Nr. 145 2,0
Nr. 145 27,0 Nr. 141 3,0
Nr. 80 24,5 Nr. 149 55
Nr. 73 23,5

Nr. 125 23,5

Nr. 133 20,5

Nr. 116 21,0

Nr. 22 18,3

Nr. 34 18,0

Nr. 141 17,0

Nr. 124 17,0

Nr. 140 16,0

Nr. 115 16,0

Nr. 132 14,5

Nr. 150 14,0

Nr. 119 14,0

Nr. 117 14,0

Nr. 139 13,5

Nr. 149 8,5

Mittelwert 19,37

Standardabweichung 6,60
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Tabelle Nr. 4

Prédparate: méannlich 0-5 Jahre

Mit 5-Azadeoxycytidin Kontrollen

Préaparate-Nr. Mikronuklei in %o |Praparate-Nr. Mikronuklei in %o
Nr. 23 21,4 Nr. 166 5,0
Nr. 159 14,0 Nr. 112 1,0
Nr. 171 11,5 Nr. 106 1,5
Nr. 165 11,0

Nr. 106 11,0

Nr. 153 9,5

Nr. 111 9,0

Nr. 152 8,5

Nr. 112 8,5

Nr. 78 8,0

Nr. 129 8,0

Nr. 157 6,5

Nr. 134 6,5

Nr. 30 6,3

Nr. 156 5,5

Nr. 161 5,5

Nr. 83 5,0

Nr. 101 5,0

Nr. 136 4,5

Nr. 110 4,0

Mittelwert 8,46

Standardabweichung 4,04
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Tabelle Nr. 5

Prédparate: méannlich 30-35 Jahre

Mit 5-Azadeoxycytidin

Kontrollen

Préaparate-Nr.

Mikronuklei in %o |Praparate-Nr.

Mikronuklei in %o

Nr. 176 33,5 Nr. 41 1,0
Nr. 36 31,0 Nr. 25 2,0
Nr. 75 25,0 Nr. 36 2,0
Nr. 27 22,5

Nr. 25 22,0

Nr. 71 21,5

Nr. 15 19,0

Nr. 30 18,0

Nr. 39 17,8

Nr. 53 16,5

Nr. 41 15,7

Nr. 54 15,5

Nr. 46 15,3

Nr. 50 15,0

Nr. 62 14,0

Nr. 24 13,7

Nr. 60 11,5

Nr. 92 11,0

Nr. 61 9,0

Nr. 63 7,5

Mittelwert 17,75

Standardabweichung 6,70
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Tabelle Nr. 6

Prédparate: méannlich 60-65 Jahre

Mit 5-Azadeoxycytidin

Kontrollen

Préaparate-Nr.

Mikronuklei in %o |Praparate-Nr.

Mikronuklei in %o

Nr. 40 35,3 Nr. 40 5,5
Nr. 103 30,0 Nr. 45 2,0
Nr. 77 26,5 Nr. 64 3,0
Nr. 122 25,5
Nr. 26 25,0
Nr. 118 24,5
Nr. 45 21,9
Nr. 127 21,0
Nr. 81 19,5
Nr. 67 18,5
Nr. 117 16,5
Nr. 47 16,4
Nr. 104 16,0
Nr. 93 14,5
Nr. 114 14,5
Nr. 69 14,0
Nr. 119 14,0
Nr. 28 13,5
Nr. 64 12,0
Nr. 52 11,0
Mittelwert 19,51
Standardabweichung 6,55
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Tabelle Nr. 7
(zu Abbildung Nr. 10 und Abbildung Nr. 12)

zu: 3.2.2 Der Nachweis des X-Chromosoms in den Mikronuklei der Frauen

Alter Priparat Nr. Mn mit Signal  Mn gesamt Anteil in %
0-5 16 0 25 0,00%
162 2 36 5,56%
164 3 38 7,89%
170 1 21 4,76%
174 2 59 3,39%
30-35 29 4 41 9,76%
31 2 27 7,41%
35 1 28 3,57%
37 1 32 3,13%
38 3 69 4,35%
60-65 34 3 34 8,82%
116 4 52 7,69%
117 2 43 4,65%
141 2 41 4,88%
149 2 35 5,71%
Summe 32 581 5,51%
Mittelwert 2,133 38,733
Standardabw. 1,125 13,030

Mn = Mikronuklei
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Tabelle Nr. 8

(zu Abbildung Nr. 10)

zu: 3.2.2 Der Nachweis des X-Chromosoms in den Mikronuklei der Frauen
Aufschliisselung nach den Altersgruppen: Mikronuklei mit Signal in %

(bezogen auf die Gesamtanzahl der aufgetretenen Mikronuklei)

Altersgruppe 0-5 Jahre 30-35 Jahre 60-65 Jahre
Mn/1000 8,95 10,37 10,51
Mn mit Signal/ 4.47 5,51 6,34
100 Mn

(Mn = Mikronuklei)
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Tabelle Nr. 9
(zu Abbildung Nr. 11 und Abbildung Nr. 12)

zu: 3.2.3 Der Nachweis des Y-Chromosoms in den Mikronuklei der Méanner

Alter Priparat Nr. Mn mit Signal  Mn gesamt Anteil in %
0-5 30 2 26 7,69%
106 5 42 11,90%
110 3 43 6,98%
111 5 33 15,15%
112 6 59 10,17%
30-35 24 6 41 14,63%
25 2 35 5,71%
27 3 37 8,11%
36 7 65 10,77%
41 4 67 5,97%
60-65 26 8 45 17,78%
28 11 42 26,19%
40 7 65 10,77%
122 6 75 8,00%
104 3 51 5,88%
Summe 78 726 10,74%
Mittelwert 5,200 48,400
Standabw. 2,484 14,515
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Tabelle Nr. 10

(zu Abbildung Nr. 11)

zu: 3.2.3 Der Nachweis des Y-Chromosoms in den Mikronuklei der Méanner
Aufschliisselung nach den Altersgruppen: Mikronuklei mit Signal in %

(bezogen auf die Gesamtanzahl der aufgetretenen Mikronuklei)

Altersgruppe 0-5 Jahre 30-35 Jahre 60-65 Jahre
Mn/1000 8,21 10,65 11,93
Mn mit Signal/ 10,34 8,98 12,59
100 Mn

(Mn = Mikronukle1)
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