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Einleitung

Einleitung

1. Altern auf zellularer Ebene

Altern ist ein komplexer Prozess, der auf dem Zusammenspiel vieler einzelner
Faktoren beruht. Neben biologischen und medizinischen spielen auch
psychologische und soziale Aspekte eine Rolle, die in ihrer Gesamtheit
unausweichliche Veranderungen eines Lebewesens bedingen. Charakteristische
Gewebs- und Organveranderungen flihren zu einem Nachlassen der kdrperlichen
Leistungsfahigkeit und schlieBlich zum Tod.

Dieses Phanomens kann bis heute keine allgemein anerkannte Theorie erklaren.
Dennoch haben einige Erkenntnisse zur Entwicklung einer zellbiologischen
Altershypothese gefihrt.

Bereits 1961 entdeckten L. Hayflick und P. Moorhead, dass bestimmte
menschliche Zellen in Gewebekulturen nur zu einer begrenzten Zahl von
Zellteilungen in der Lage sind und dann absterben, ein Effekt, der spater Hayflick-
Limit genannt wurde (32,33). Die Zahl ist dabei umso geringer, je alter der Mensch
ist, dem die Zellen entnommen wurden. Hinzu kam die Beschreibung des
sogenannten End-Replikations-Problems 1971 durch A. Olovnikov und 1972 durch
J. Watson (73,101). Sie wiesen nach, dass die DNA eukaryonter Chromosomen
aufgrund ihrer linearen Struktur durch DNA-Polymerasen nur unidirektional
verlangert werden kann. Diese inkomplette DNA-Replikation bewirkt, dass immer
dann, wenn Zellen sich teilen, Basenpaare verloren gehen. Die Teilungsfahigkeit
der Zellen wird mit zunehmender Anzahl der durchlaufenen Zellzyklen immer mehr
eingeschrankt, bis es schlieBlich zur Apoptose kommt. Dies scheint daran zu
liegen, dass es mit jeder Mitose zu einer Verkirzung der Telomere kommt, die die

Endabschnitte linearer Chromosomen repréasentieren.
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2. Telomere und ihre Funktionen

Telomere, die bei allen Vertebraten aus mehreren Kilobasen repetitiver DNA der
Sequenz T,AGj3; bestehen (64,67), haben in menschlichen Zellen zahlreiche

unterschiedliche Funktionen.

Im Leptotan fixieren sie jedes Chromosom an der nuklearen Lamina, wodurch die
Chromosomen regelrecht innerhalb des Kerns positioniert werden (62,100). Sie
bilden spezielle Konformationen aus, indem nicht im Doppelstrang fixierte, guanin-
reiche Enden (105) zu Haarnadelstrukturen zurickgefaltet werden (29). Diese
sogenannten T-Loops werden dabei durch verschiedene Proteine, unter anderem
TRF 1 und TRF 2, stabilisiert (39,63,95).

Aus den oben genannten Strukturen formen sich vermutlich Quadruplices,
komplexe, vierstrangige polyG-Regionen, die chromosomale Enden gleichsam
versiegeln (70,75). So kdnnen intakte von geschadigten Chromosomen, zum
Beispiel DNA-Bruchstiicken, unterschieden werden, was entscheidend fir die
Kontrolle des Zellzyklus ist. Die anhand eines dreidimensionalen Modells (74)
entstandene Abbildung 1 zeigt das mdgliche Aussehen dieser Komplexe. Der
komplexe Aufbau dieser Endstrukturen verhindert eine willkirliche Fusion der
terminalen DNA unterschiedlicher Chromosomen (89,95). Zudem kann die
Erbinformation durch Nukleasen weniger leicht enzymatisch abgebaut werden
(82,104).

Es gibt Hinweise darauf, dass Telomere die Transkription subtelomerisch
gelegener Gene beeinflussen kdnnen (25,48) und mit Regulationsmechanismen

innerhalb des Zellzyklus interagieren (82,85,102).
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Abbildung 1: Struktur und Faltung menschlicher Telomere

Kristallines Modell eines intramolekularen DNA-Quadruplex aus
vier parallel angeordneten Strangen bei einer mit dem Intra-
zellularraum vergleichbaren Konzentration an Kaliumionen.

aus (74)

Darlber hinaus spielen Telomere eine wichtige Rolle bei der Replikation der
Chromosomenenden. Sie bestehen beim Menschen aus Hexanukleotiden der
Sequenz T,AG3 und kodieren als Minisatelliten-DNA somit nicht genetische
Informationen. Telomere stellen vielmehr eine Art Sicherheitsabstand dar, der
verhindert, dass das kodierende Genom bei der Replikation sofort angegriffen wird
und verloren geht. Die Integritit des Genoms bleibt hierdurch auch dann

gewabhrleistet, wenn Zellen sich teilen.

Diese Befunde implizieren, dass Telomere im Organismus die Funktion einer
biologischen Uhr Gbernehmen kénnten, die sich auf die Seneszenz von Zellen in
vitro und in vivo auswirkt. Daraus lieBe sich eine umgekehrte Relation zwischen
dem Alter und der Telomerlange ableiten. Das Altern ware somit genetisch

vorprogrammiert.
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3. Dynamik der Telomerlangen

In zahlreichen Studien wurde bereits versucht, einen Bezug zwischen Alter und
Telomerlange herzustellen, um so zu verdeutlichen, dass Telomere am Prozess
der Seneszenz beteiligt sind. Dabei stand fast immer die Erosion der Telomere mit
zunehmendem Alter im Vordergrund.

Einiges deutet jedoch darauf hin, dass das Phanomen der Telomererosion nicht
irreversibel ist. In bestimmten eukaryontischen Zellen existiert eine Telomerase,
die als telomerspezifische Polymerase ausschlieBlich die DNA der Telomere
verlangern kann (8,16,27,28,35,96). Die Telomerldnge bleibt in diesen Zellen
stabil, es kommt nicht zur Apoptose. Besagter Mechanismus kann sogar dazu
fihren, dass eine Tumorzelle entsteht. Auch bei Zellen, die Telomerase nicht
exprimieren, geht man seit kurzem davon aus, dass sie ihre Telomerlange
konstant halten kdnnen. Als potentielle Mechanismen kommen hierbei
Rekombination homologer Chromosomen und Genkonversion in Frage (18,44).
Uberdies wurde ein ,rolling-circle-Modell* beschrieben, bei dem unter Benutzung
eines kreisformigen DNA-Einzelstrangs, der aus repetitiven Telomersequenzen

besteht, rekombinante Telomerverlangerungen erfolgen (68).

Da Telomere also dynamischen Veranderungen zu unterliegen scheinen, stellt
sich die Frage, ob das Alter von Zellen quantitativ zur Lange ihrer Telomere in
Beziehung gesetzt werden kann und ob diese als biologische Uhr allein
verantwortlich fir den Alterungsprozess sind.

Seneszenz ist ein so vielschichtiger Vorgang, dass ein einzelner Mechanismus
wohl nicht in der Lage ist, altersbedingte Veranderungen auf molekularer und
physiologischer Ebene zu erklaren. Die Telomerlangenhypothese postuliert einen
intrinsischen Seneszenzmechanismus, der die Zahl stattgefundener Zellteilungen
erkennen kann und nach einer bestimmten Anzahl von Zellteilungen die
Seneszenz einleitet. Seneszenz kann jedoch auch, unabhangig vom replikativen
Alter der Zellen, durchaus vorzeitig auftreten, was von extrinsischen Faktoren wie
DNA-Schadigung, zellularem Stress und Aktivierung von Onkogenen abhéangt
(51). Zellen scheinen, zumindest in Kultur, stédndig biologischen Stressoren



Einleitung

ausgesetzt zu sein, so dass sich schrittweise Zellschaden anhaufen, bis es

schlieBlich zu Seneszenz kommt.

4. Ziele

Im Folgenden soll geklart werden, ob die Dynamik der Telomerlange
GesetzmaBigkeiten aufweist und ob diese auf Alterungsprozesse zurlickgefiihrt
werden kénnen. Mit Hilfe der T/C-FISH- Methode sollen die einzelnen
Chromosomen daraufhin untersucht werden, inwieweit sie sich in Lange und
Verlauf unterscheiden. Eine weitere Differenzierung der Daten nach Geschlecht
soll Aufschluss dartiber geben, ob geschlechtsspezifische Unterschiede bezlglich
der Telomererosion existieren und ob die unterschiedlichen Altersgruppen hiervon
gleich stark betroffen sind. Darlber hinaus ist zu klaren, ob auch bei menschlichen
Chromosomen Telomerverlangerungen eine Rolle spielen und ob diese den

Prozess der Seneszenz beeinflussen kdnnen.
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Material und Methodik

1. Untersuchungsaufbau

1.1 Untersuchungsmaterialien

Gegenstand der Untersuchung waren insgesamt 205 Personen, die zwischen 0
und 100 Jahre alt waren. Das Probandenkollektiv setzte sich wie folgt zusammen:

Es wurden je 5 weibliche und 5 mannliche Personen pro Dekade untersucht,
wobei die Altersgruppen der Neugeborenen und die der 100-Jahrigen Ausnahmen
bildeten. Bei den Neugeborenen wurden 53 weibliche und 55 mannliche
Probanden bericksichtigt, bei den 100-Jahrigen gab es zwar 5 weibliche, aber nur

2 mannliche Probanden.

Bei den Neugeborenen wurde in Kooperation mit der Abteilung Gynékologie des
Universitatsklinikums Ulm Blut aus der Nabelschnurvene entnommen. Die
10-Jahrigen waren freiwillige Probanden. Bei beiden Gruppen lag das
Einverstandnis der Eltern vor. Das Blut der 20- bis 60-Jahrigen wurde aus
analytischem Uberschussmaterial der Blutspendezentrale Um des DRK zur
Verflgung gestellt. Die Gbrigen Altersgruppen bestanden aus Probanden, die sich

freiwillig fr diese Untersuchung zur Verfigung gestellt hatten.

Folgende Ein- und Ausschlusskriterien wurden berlcksichtigt:

Bei den Neugeborenen lag weder ein pathologischer Schwangerschaftsverlauf
noch eine Risikoschwangerschaft vor. Die 10-Jahrigen waren zum Zeitpunkt der
Untersuchung gesund. Sie waren, abgesehen von gewdéhnlichen Infekten und den
ublichen Kinderkrankheiten, nie krank gewesen. Bei den 20- bis 60-Jahrigen war
das Blut zur Transfusion freigegeben. Die Probanden im Alter von 70 bis 100
Jahren waren ebenfalls gesund und im Laufe ihres Lebens nie schwerwiegend
erkrankt. In keinem der untersuchten Falle wurden chromosomale Aberrationen
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gefunden. Dies hatte, ebenso wie schwerwiegende Erkrankungen, zum

Ausschluss des betroffenen Probanden gefiihrt.

Die Rohdaten der 0- bis 60-jahrigen Personen lagen zu Beginn dieser Arbeit
bereits vor (15,36,77,99). Fir diese Probanden wurde, im Gegensatz zu den 70-
bis 100-Jahrigen, in der vorliegenden Arbeit nur die statistische Analyse

durchgefihrt.

1.2 Blutkultur

Jedem Probanden wurde ungefahr 5 ml Blut mittels eines Natrium-Heparin-
Réhrchens entnommen. Etwa 0,5 ml dieses Vollblutes wurden mit 45 ml
Kulturmedium versetzt, in Kulturflaschen (Falcon, Heidelberg) Uberfihrt und 72
Stunden lang in einem CO;- Brutschrank (Labotect, Géttingen) bei 37 °C inkubiert.
Einmal am Tag wurden die Flaschen geschuttelt, um sedimentierte Zellen zu
resuspendieren. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde fiir eine Stunde
Colcemid (Fluka, Minchen) auf eine Endkonzentration von 0,5 pug pro ml
Kulturflissigkeit zugegeben. Dieser Vorgang fuhrte zu einem Arretieren der Zellen

im Zellzyklus und zu einer Anreicherung von Metaphasen.

1.3 Chromosomenpraparation

Zur Préparation wurde die Zellsuspension 10 Minuten lang in einer Kihlzentrifuge
(Minifuge T, Heraeus, Hanau) bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstands wurde das Zellpellet in hypotoner L&sung resuspendiert und auf 50 ml
aufgeftllt. Nach 5-mindtigem Zentrifugieren bei 1200 rpm wurde dieser Schritt
wiederholt. Insgesamt betrug die Dauer der hypotonen Behandlung in etwa 20
Minuten. Nun wurde bei 4°C tropfenweise Fixativ zugegeben, bis ein Volumen von
5 ml erreicht war. Dies fuhrte dazu, dass die Zellsuspension fixiert wurde.
AnschlieBend flllte man mit weiteren 10 ml Fixativ langsam auf 15 ml auf und
zentrifugierte bei 1000 rpm fir 5 Minuten. Dieser Vorgang wurde mindestens ein

10
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weiteres Mal wiederholt, bis das Zellpellet homogen wei3 aussah. Die Suspension
konnte nun bis zum Herstellen der Praparate bei -20°C aufbewahrt werden.
Zwischen 10 und 20 ul Zellsuspension wurde auf einen Objekttrager aufgetragen.
Nach zehn Sekunden langem Trocknen wurde mit Fixativ nachgewaschen und
das Praparat langsam getrocknet. Dieser Vorgang wurde unter einem
Phasenkontrastmikroskop (Axiolab, Zeiss, Jena) kontrolliert. Um die Objekttrager
endgultig zu trocknen, wurden sie Uber einen Zeitraum von 48 Stunden staubfrei
bei Raumtemperatur gelagert. Eventuell auf den Praparaten vorhandene
Fixativreste wurden in 70-prozentigem Ethanol (Merck, Darmstadt) entfernt. So
konnten sie, luftdicht verschlossen, bis zur Hybridisierung bei -20°C eingefroren

werden.

1.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Fir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde die bereits vorbeschriebene T/C-
FISH-Methode verwendet (9,76,77). Die Praparate wurden zunachst zwei Mal in
TBS gespiilt und anschlieBend 10 Minuten mit Proteinase K (Merck, Darmstadt)
einer Konzentration von 1 : 20 000 in PBS behandelt, um die Zellen anzudauen
und permeabel zu machen. Nach erneutem Waschen in TBS wurden die
Praparate in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70% - 85% - 100%) getrocknet.
Alle folgenden Arbeitsschritte fanden im Dunkeln statt. Auf jeden Objekttrager
wurden 7 pl Hybridisierungslésung aufgetragen. Nach Auftragen der PNA-Sonde
wurden die Objekttrager mit einem Deckglas bedeckt und mit Fixogum
(Marabuwerke, Tamm) versiegelt. Die Praparate wurden exakt 3 Minuten lang auf
einer Heizplatte bei 80°C denaturiert und eine Stunde lang bei Raumtemperatur
hybridisiert. In PBS wurden die Deckglaser dann vorsichtig abgeldst, der
Objekttrager wurde 5 Minuten in TBS mit 0,1% Tween 20 (Merck, Darmstadt) bei
65°C im Schittelbad gewaschen, um PNA-Sonden zu entfernen, die unspezifisch
gebunden hatten. Die Praparate wurden mit TBS-Lésung bei Raumtemperatur
gewaschen, fur 5 Minuten mit DAPI-L6sung gegengefarbt und anschlieBend

zweimalig kurz in Aqua destillata getaucht. Unter Verwendung eines 40 auf 18 mm

11
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groBen Deckglases wurden die Préparate zum Schluss mit circa 30 pl Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, USA) eingedeckt.

1.5 Mikroskopie und Telomerlangenmessung

Abbildung 2: Metaphase einer 90jahrigen Frau

Die Chromosomen PHA-stimulierter peripherer Blutlympho-
zyten wurden mit Cy3-markierter Telomersonde und ebenfalls
Cy3-markierter Zentromersonde hybridisiert (rot fluoreszierend)
und anschlieBend mit DAPI (blau) gegengefarbt.

Ein Fluoreszenzmikroskop (Axioscope 2, Zeiss, Jena) mit separaten Filtern fir
DAPI und Cy3 diente dazu, zur Messung geeignete Metaphasen aufzusuchen und
mit einer CCD-Kamera zu fotografieren. Jedes Fluorochrom wurde als Einzelbild
aufgenommen, anschlieBend wurden beide Bilder mit der Bearbeitungssoftware
Ubereinandergelegt. Das entstandene Bild konnte nachfolgend im Computer digital

mittels der Isis-Telomer-Software weiterverarbeitet werden.

12
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Abbildung 3: Karyogramm eines 70jahrigen Probanden

Die Schwellen, die die Telomersignale begrenzen, sind als
grine Balken dargestellt, die Begrenzung flr die Zentromere

das Chromosoms 2 bilden je zwei rote Balken.

Die Chromosomen wurden getrennt und in ein Karyogramm Uberfihrt. An den p-
und g-Armen der Chromosomen wurden Telomerschwellen gesetzt, das
Zentromer des Chromosoms 2, das als Referenzsignal diente, wurde ebenfalls
durch Schwellen eingegrenzt. Das Programm ermittelte zun&chst die absoluten
Intensitaten fir jedes einzelne Chromosomenende und flr das Zentromer des
Chromosoms 2. Die Fluoreszenzintensitat der Zentromere diente als Referenz.
Samtliche Telomerintensitaten der zugehdrigen Metaphase wurden dann zu
diesem Wert in Verhaltnis gesetzt und ergaben relative T/C-Werte, die in Prozent
des Zentromers ausgedrickt wurden.

Bei jedem beteiligten Probanden wurden zwischen 20 und 30 Metaphasen
aufgenommen. Aus 20 Metaphasen wurden Karyogramme erstellt und die
individuellen Fluoreszenzintensitaten fir jedes Chromosom ermittelt. Diese Werte

bilden den Ausgangspunkt fir nachfolgende Berechnungen.

13
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Aus den ermittelten T/C-Werten kann mittels linearer Regression auBerdem die
korrespondierende Anzahl an Basenpaaren bestimmt werden (76). Die Formel
y = 204x + 2507 liefert fir einen T/C-Wert x die zugehdrige Zahl an Basen-

paareny .

2. Medien und Losungen

Kulturmedium fir Blutkulturen

Dieses Medium setzt sich zusammen aus 400 ml RPMI 1640-Medium ohne
L-Glutamin (Gibco, Gaithersberg, USA), 100 ml fetalem Kalberserum (Seromed,
Berlin), 10 ml L-Glutamin (BioWhittaker, Walkersville, USA) und 5 ml Phytohem-
agglutinin (Biochrom, Berlin). Zuséatzlich werden 5 ml Penicillin/Streptomycin
(BioWhittaker, Walkersville, USA) und 3 ml Amphotericin (Biochrom, Berlin) sowie
250 pl Insulin (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 200 ul Heparin (B. Braun,
Melsungen) hinzugegeben.

Colcemid-Stammiésung

Die Stammlésung enthalt 100 pg Colcemid pro ml TBS und kann bei -20° C
aufbewahrt werden.

Tris-Buffered Saline (TBS)

TBS enthélt 50 mM TRIS/HCI (entspricht in etwa einer Konzentration von 6,05 g/l)
sowie 150 mM NaCl (das heif3t etwa 8,76 g/l) und wird auf einen pH-Wert von 7,6

eingestellt.

Hypotone Losung fiir Blutkulturen

Diese Lésung enthalt jeweils 20 mM KCI (Fluka, Miinchen), 20 mM HEPES (Fluka,
Minchen) und 20 mM NH4Cl (Fluka, Minchen) sowie 0,5 mM EGTA (Serva,
Heidelberg). Sie wird mit KOH (Merck, Darmstadt) auf pH 7,0 gebracht.
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Fixativ

Das Fixativ zur Chromosomenpréparation setzt sich aus drei Teilen Methanol
(Merck, Darmstadt) und einem Teil Essigsaure (Roth, Karlsruhe) zusammen und

wird auf Eis angesetzt. Es kann bei -20 °C gelagert werden.

Hybridisierungslésung

Sie enthalt 14,5 ml TRIS eines pHs von 7,2 , 0,5 ml 1% blocking reagent
(Boehringer, Mannheim) und 35 ml 70% Formamid. Die Endkonzentration der
PNA-Suspension betragt sowohl fir die Cy3-markierte PNA-Sonde, die an das
Zentromer des Chromosoms 2 bindet, als auch fir die PNA-Telomer-Sonde (beide
Dako, Glostrup, Ddnemark) je 2 ng pro pl.

DAPI-L6sung

Die Stammldsung enthalt 100 pug Diaminophenylindolhydrochlorid (Sigma-Aldrich,
Steinheim) pro ml Aqua destillata und wird mit Leitungswasser auf eine

Endkonzentration von 50 ng pro ml verdinnt.

3. Statistische Analyse

3.1 Statistische KenngroBen und Formeln

Um gemessene T/C-Werte zu objektivieren und besser vergleichbar zu machen,
wurden einige statistische KenngréBen ermittelt, die in den Bereich der Lage-,
Streuungs- und FormmaBe gehdéren.

15
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1. LagemaBe

Mittelwert
— 1 n
X =— X.

Der Mittelwert x entspricht dem arithmetischen Mittel von »n unabhangigen

Messungen eines Merkmals x. Er ist kein gegen AusreiB3er robustes Lagemas.

Median

X= x(mj wenn n ungerade

2

X =

N | —

(x[j +x[n+2ﬂ wenn n gerade

2 2

Der Median x teilt als Zentralwert die Beobachtungen in 2 Abschnitte, bei denen

eine Halfte kleiner, die andere Halfte gréBer als der ermittelte Wert ist.

Quantile

Quantile stellen die Grenzen fir Abschnitte gleicher Merkmalshaufigkeit dar.
1.Quartil (0,25-Quantil)

0, =0.25-(x+1)

Begrenzt die unteren 25 Prozent eines Merkmals.

3.Quartil (0,75-Quantil)

0,=075-(x+1)

Begrenzt die oberen 25 Prozent eines Merkmals.

0,, X und Q, teilen die Haufigkeitsverteilung des beobachtete Merkmals in 4

Abschnitte.

16



Material und Methodik

2. StreuungsmabBe

Interquartilsabstand

Iy =05-0,

Der Interquartilsabstand wird aus der Differenz des dritten und des ersten Quartils
berechnet und ist ein relativ robustes MaB.

Standardabweichung

N
N

Die Standardabweichung o ist die Quadratwurzel der Varianz o°. Diese
bezeichnet die mittlere quadratische Abweichung aller Werte x vom

Erwartungswert E(x) = 4 der Grundgesamtheit.

Variationskoeffizient

cv=%100
X

Der Variationskoeffizient driickt die Standardabweichung einer Verteilung in
Einheiten des ihr zugrundeliegenden arithmetischen Mittels aus. Er dient als
relatives und damit vergleichbares MaB fir die Streuung von Verteilungen.

3. FormmaBe

Schiefe

3
Eine Verteilung ist schief, wenn ihre eine Seite langer ist als die andere. Aligemein
kénnen Daten linksgipflig, rechtsgipflig oder symmetrisch verteilt sein. Bei einer
linksgipfligen Verteilung liegt der hdchste Punkt der Verteilung links, der Mittelwert
ist gréBer als der Median, bei rechtsgipfligen Verteilungen ist dies genau
umgekehrt. Eine Normalverteilung hat die Schiefe von Null.
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Kurtosis

X_ 4
kurtz—z( 4,u )—3
o

Die Kurtosis ist ein MaB fur die Art der Verteilung an den Randern. Verteilungen
mit hohen Seitenwerten werden leptokurtisch genannt und weisen eine Kurtosis
auf, die grdBer als null ist, Verteilungen mit weniger ausgepragten Randern
ergeben negative Werte und heiBen platykurtisch. Eine Verteilung, die dieselbe
Kurtosis wie die Normalverteilung aufweist, wird mesokurtisch genannt, der Wert

der Kurtosis ist hier null.

Schiefe und Kurtosis charakterisieren zusammen die Form und den Grad der

Symmetrie einer Verteilung.

3.2 Visuelle Darstellung der MaBzahlen

1. Histogramme

Absolute
Haufigkeit

20000 A
18000
16000
14000 -
12000
10000 |
8000 |
6000
4000 -
2000 +
0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 Nach GroBe
verteilte T/C-Werte

Abbildung 4: Beispiel eines Histogramms

Im Histogramm erfolgt die Einteilung der Daten in bestimmten
Schritten und die Ermittelung der Haufigkeiten, mit der die

Werte innerhalb der Klassen vorkommen.
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Um die Verteilungsform der Daten zu visualisieren, werden Histogramme gebildet.
Nach Einteilung der Werte in Klassen werden die Haufigkeiten aufgetragen, mit
der Werte innerhalb der Klassen auftreten. Die Flache der Rechtecke Uber den
Klassen stellt die relative Klassenhaufigkeit dar. Abbildung 4 zeigt ein solches

Histogramm.

2. Box und Wiskers Plot

In diesem Plot kdénnen die verschiedenen LagemaBe und auch einige
Streuungsmale dargestellt und auf einen Blick abgelesen werden.

100 A
——- e 95. Perzentil bzw. Maximum  ~
2
......... 75. Perzentil = 3.Quartil (Q3) o
Ke]
50 1 ; > :
--------- Mittelwert S
--------- Median = 50%-Quarti @
= 2. Quartil (Q2)
--------- 25. Perzentil = 1. Quartil (Q1)
10 1 i ini
----------- 5. Perzentil bzw. Minimum ~

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Boxplots

Median, Q; und Q; bilden die Boxen. Minimum und Maximum
oder auch, je nach Darstellungsform, 5. und 95. Perzentil
stellen die Antennen dar. Zusatzlich sind Mittelwert und

Spannbreite angegeben.

In den Grafiken der vorliegenden Arbeit werden fur die Boxen die MaBe Median
sowie erstes und drittes Quartil verwendet. Die Antennen werden durch Minimum

und Maximum reprasentiert. Werte, die einen gréBeren Abstand zur Box als 1,5
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Standardabweichungen aufweisen, werden in dieser Darstellungsform der
Ubersichtlichkeit wegen fiir die Antennen nicht beriicksichtigt.

3. Normplot

Dieser Plot Uberprift graphisch, ob Datensatze einer Normalverteilung
unterliegen. Dabei wird eine Stichprobe mit einer Linie verglichen, deren Verlauf
nach den Kriterien einer robusten linearen Anpassung errechnet wird. Die Linie
beinhaltet das erste und das dritte Quartil der verwendeten Daten und wird bis zu
den Enden der Stichprobe hin extrapoliert, um eine mdgliche Linearitat besser

Uberprifen zu kénnen.

Sind die einzelnen Messwerte linear, also entsprechend der eingezeichneten
linearen Anpassung angeordnet, bedeutet dies, dass die Stichprobe normalverteilt
ist. Lassen sie hingegen einen kurvigen Verlauf erkennen, liegt ihnen eine andere

Verteilung zugrunde.

: : : : : : 7 :
_ I I I | | I I | I |
0-99**1***T***r*********7***?***\***3{****71*

I I I I I I v I
099 F-——-1———-—+—-—-I 777%777#777\7;¢+777771#77
e e s e e e e

|
L e e A A e . e e
| | | | e | |
090:@; *********
| | | ~’ | |
| | | | |

Wahrscheinlichkeit

010 - -1+ - - -
Ud |
005 Z# 4 —1-- -

002 +---—r---
001 pf--—-to—-

0.003F ~ =~~~ -~
| |
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
T/C-Werte

Abbildung 6: Schema einer graphischen Normalverteilungspriifung

Die Messwerte im Beispiel sind durch Kreuze gekennzeichnet, die
lineare Anpassung wird durch eine gestrichelte Linie visualisiert.
Man erkennt, dass die einzelnen Messwerte nicht der linearen
Anpassung folgen. Hier liegt somit keine Normalverteilung vor.
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3.3 Statistische Tests

1. Korrelation

Die Korrelation untersucht den Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen.
Der Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient » nach Pearson berechnet sich nach
der Formel
Sy SAP
S8, - \/SAQX '\/SAQ);

r =

SAP ist die Summe der Abweichungsprodukte.
SAP =Y (x,—X)(y; —¥)
SAQ ist die Summe der Abweichungsquadrate.

SAQ, =) (x,—X)°
x und y stellen die beiden untersuchten Merkmale dar.

Das resultierende rist dimensionsunabh&ngig und kann Werte zwischen -1 und 1
annehmen. Ein Betrag um null bedeutet keinen oder einen nur sehr schwachen
Zusammenhang, ein Betrag nahe 1 einen sehr starken. Ein positives Vorzeichen
bedeutet einen gleichsinnigen Zusammenhang der beiden untersuchten
Merkmale, ein negatives Vorzeichen eine gegensinnige Beziehung.

Das BestimmtheitsmaB r> berechnet sich aus der Quadrierung des Produkt-

Moment-Korrelationskoeffizienten r .

2. Einfache lineare Regression

Die Regression untersucht den Einfluss eines Merkmals auf ein zweites. Die
EinflussgréBe heiBt unabhdngige Variable und wird mit X bezeichnet,
Y bezeichnet die ZielgréBe und damit die abhéangige Variable.

Die einfache lineare Regression benutzt dafirr die Funktion Y =a +bX .

21



Material und Methodik

a bezeichnet den Y - Achsenabschnitt flir X =0, b die Steigung der Regressions-

geraden und damit den Regressionskoeffizienten.

Der Regressionskoeffizient b berechnet sich wie folgt:

Sy _ SAP
s SAQ,

X

Zur Berechnung des Y - Achsenabschnitts dient die Gleichung
a=Yy—bx
Jede Gerade geht nadmlich durch den Punkt (x,y).

Die auf diese Weise ermittelte Regressionsgerade stellt die bestmdgliche

Anpassung einer Geraden an eine Punktwolke dar.

3. Wilcoxon-Test

Zum Vergleich unterschiedlicher Datenreihen diente in der vorliegenden Arbeit der
Wilcoxon-Test fir verbundene Stichproben. Bei diesem Test muss keine
Normalverteilung vorliegen, da er zu den verteilungsunabhangigen Verfahren
gehort.

Vor Beginn der Berechnungen wurde bei den vorliegenden Daten ein Testniveau
a von 0,05 festgelegt. Durch den Vergleich von a mit dem durch den Test
ermittelten p-Wert, das heiBt der Uberschreitungswahrscheinlichkeit, wird die
Entscheidung zwischen der Null- und der Alternativhypothese getroffen.

Falls der p-Wert kleiner oder gleich « ist, ist der Test signifikant zum Niveau « .
Die Nullhypothese, die besagt, dass die beiden Merkmale sich hinsichtlich ihrer
Zielgr6Be nicht unterscheiden, wird verworfen. Stattdessen nimmt man die
Alternativhypothese an. Diese geht davon aus, dass beide Merkmale in ihrer
ZielgrdBe differieren. Ist der ermittelte p-Wert aber gréBer als «, ist der Test nicht

signifikant, und die Nullhypothese kann nicht verworfen werden.
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4. Lilliefors-Test

Der Lilliefors-Test bewertet die Hypothese, dass ein Datensatz einer Normal-
verteilung folgt. Dazu wird die empirische Verteilung der Daten mit einer
Normalverteilung verglichen, die den gleichen Mittelwert und die gleiche Varianz
wie diese besitzt. Das Testresultat gibt an, ob die Hypothese, dass die Daten einer
Normalverteilung folgen, verworfen werden kann, oder ob die Nullhypothese
beibehalten werden muss. Auch bei diesem Test wurde flir das Testniveau a ein

Wert von 0,05 festgelegt.

3.4 Software

Die Daten wurden mittels Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation) in
Tabellenform Uberflhrt. Samtliche oben beschriebene Rechenoperationen wurden
mit MATLAB Version 6.1 (The MathWorks, Inc.) durchgefihrt. Fir die Grafiken
wurden neben MATLAB die Programme STATISTICA fur Windows Version 6
(StatSoft, Inc.) und CoreIDRAW Version 8.0 (Corel Corporation und Corel
Corporation Limited) verwendet.
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Ergebnisse

1. Altersgruppenspezifische Telomerverkiirzung

1.1 Globale Betrachtung der statistischen KenngréBen

Um die erhaltenen Daten besser analysieren zu kénnen, wurde zunachst der
Aspekt der altersgruppenspezifischen Telomerverkirzung gewahlt. Dazu wurden
alle Werte, die innerhalb einer Altersgruppe, zum Beispiel innerhalb der
Neugeborenen, gemessen wurden, zu charakteristischen MaBzahlen
zusammengefasst, in diesem Fall zum Mittelwert, Median und dem ersten und
dritten Quartil. Die elf so erhaltenen, jeweils zusammengehdrigen Werte wurden
als Punktwolke in ein Diagramm eingetragen, =zusatzlich wurden das
BestimmtheitsmaB und die Gleichung der Regressionsgeraden ermittelt (siehe
Abbildung 7).

Es ergibt sich ein klares Datenverhalten. Sowohl Mittelwert als auch Median
nehmen mit zunehmendem Alter mehr und mehr ab. Dies trifft auch fir das erste
und dritte Quartil zu. For samtliche Datengruppen ergibt sich ein
Korrelationskoeffizient, der relativ nahe bei eins liegt. Es scheint also ein linearer
Zusammenhang zwischen dem Alter und den verwendeten statistischen GréBen
vorzuliegen. Bei naherer Betrachtung fallt zum einen auf, dass die
Regressionsgeraden des Mittelwerts und des Medians nahezu parallel verlaufen,
was auch an der vergleichbaren Steigung zu sehen ist. Diese betragt, auf drei
Nachkommastellen gerundet, fir den Mittelwert 0,284 und fir den Median 0,286.
Zum anderen ist der Abstand zwischen dem ersten Quartil und dem Median sehr
viel kleiner als zwischen dem Median und dem dritten Quartil, wobei das erste
Quartil einen sehr geringen Ausgangswert bei gleichzeitig niedrig negativer
Steigung, das dritte Quartil aber einen hohen Ausgangswert bei vergleichsweise
hoch negativer Steigung aufweist. Mit zunehmendem Alter laufen diese beiden

Regressionsgeraden also mehr und mehr aufeinander zu.
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Abbildung 7: Punktwolken verschiedener statistischer KenngréBen

Zusatzlich zu den Absolutwerten (Punkte) sind die Regressionsgeraden
eingezeichnet. Neben den Gleichungen der Regressionsgeraden ist

nachfolgend auch der Korrelationskoeffizient angegeben.

Mittelwert: y =-0,28x + 46,86 =-0,93
y =-0,29x + 43,04 =-0,94
Qq: y =-0,24x + 32,20 =-0,95

y=-0,33x + 57,19 r=-0,92

Dies wird in Abbildung 8 noch deutlicher. In den Box und Wiskers Plots fur die
einzelnen Altersgruppen sind Median, erstes und drittes Quartil sowie Minimum
und Maximum enthalten. Es ist ein deutlicher GréBenunterschied zwischen der
unteren Halfte der Box, das heiB3t der Distanz zwischen dem ersten Quartil und
dem Median, und der oberen Halfte, also der Distanz zwischen dem Median und
dem dritten Quartil, erkennbar. Die absoluten Distanzen verhalten sich fiir die
einzelnen Altersgruppen natlrlich unterschiedlich, aber immer ist der Abstand
zwischen dem Median und dem drittem Quartil der gréBere von beiden. Auch der
absolute Abstand zwischen dem ersten und dem dritten Quartil, der an der Léange

der farbigen Box zu erkennen ist, wird mit zunehmendem Alter immer geringer.
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Abbildung 8: Box und Wiskers Plots aller Altersgruppen

Fir jede Altersgruppe sind Minimum, Maximum, erstes und
drittes Quartil und Median in Form eines Boxplots mit Antennen

eingezeichnet.

1.2 Globale Datenverteilung

Die beiden Beobachtungen deuten darauf hin, dass die gemessenen T/C-Werte
nicht normalverteilt sind. Objektivierbar wird diese Tatsache durch statistische

Verteilungsprifung.

Die Anwendung des Lilliefors-Tests bestatigt fir ein vorgegebenes a von 0,05 die
Alternativhypothese. Mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit von finf Prozent kann
man also davon ausgehen, dass die vorliegenden Daten nicht normalverteilt sind.
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Auch die graphische Uberpriifung (Abbildung 9) ist nicht mit einer
Normalverteilung vereinbar. Vor allem zu sehr groBen, aber auch zu sehr kleinen
Werten hin weichen die gemessenen T/C-Werte stark von der vorgegebenen
Geraden ab.
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Abbildung 9: Normplot der Globaldaten

Die T/C-Werte sind auf der Abszisse, die Wahrscheinlichkeits-
verteilung auf der Ordinate aufgetragen. Die gemessenen T/C-
Werte sind als graue Kreuze dargestellt, die Normalverteilung

als gestrichelte schwarze Linie.

Die Aussage wird durch ein aus allen gemessenen T/C-Werten ermitteltes
Histogramm (Abbildung 10) visualisiert. Hier sind alle T/C-Werte beriicksichtigt,
die in einem Wertebereich zwischen 0 und 150 liegen. Nach Aufteilung der Werte
in 150 Klassen wurde die relative Haufigkeit bestimmt, mit der die Werte innerhalb

der einzelnen Klassen auftraten.

Die Abbildung macht deutlich, dass es schon bei kleinen Werten zu einem relativ
schnellen Anstieg kommt. Der Verteilungsverlauf der Kurve ist dabei nicht symme-
trisch. Anstatt schnell wieder abzufallen, kommen regelmaBig extrem hohe Werte

vor. Aufgrund der Menge der ausgewerteten Daten - es gingen Uber 235 000
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Werte in diese Kurve ein - ist diese Linksverschiebung mit grdBter Wahrschein-
lichkeit keine zufallige. Starkere AusreiBer treten somit weniger nach unten als
vielmehr nach oben auf. Die statistische Auswertung der Daten ergab eine Schiefe
von 1,22 sowie eine Kurtosis von 5,25 , was in Einklang mit den gemachten

Beobachtungen steht.

Absolute Haufigkeit

T/C-Werte

Abbildung 10: Histogramm der Globaldaten

Es sind alle gemessenen T/C-Werte berilcksichtigt, die in
einem Wertebereich zwischen 0 und 150 liegen. Auf der X-
Achse finden sich 500 Klassen, in die die T/C-Werte unterteilt
sind. Auf der Y-Achse ist die absolute Klassenhaufigkeit

aufgetragen.

1.3 Datenverteilung innerhalb der einzelnen Altersgruppen

Diese Tendenz bestétigt sich auch, wenn man Histogramme der einzelnen
Altersgruppen isoliert betrachtet. Der Ubersichtlichkeit wegen wurde hier die Form
der Kurven durch Naherungsfunktionen bestimmt (Abbildung 11) und auf dieselbe

Hohe normiert, da nur die Art der Verteilung von Interesse war.
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Abbildung 11: Histogramme innerhalb der verschiedenen Altersgruppen

Dargestellt sind N&herungsfunktionen der Histogramme der 0- bis 100-J&hrigen. Die Y-Achse

tragt keine Einheit, da die N&herungsfunktionen auf dieselbe H6he normiert sind. Zudem wurde

eine seitliche Begrenzung der T/C-Werte bis auf 150 vorgenommen.

Das Maximum der gezeichneten Kurven scheint sich mit zunehmendem Alter

immer mehr nach links zu verschieben. Dies wird noch deutlicher, wenn man

einige Kurven auswahlt und Ubereinander legt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Histogrammverlauf mit zunehmendem Alter

Dargestellt sind die Histogramme der Neugeborenen, 10-, 30-,
50-, 60-, 80- und 100-Jahrigen. Sie sind jeweils farbkodiert
(siehe Legende) und auf dieselbe Hdhe normiert.

Eine klare Linksverschiebungstendenz der Kurven st
erkennbar, diese wird mit zunehmendem Alter immer

ausgepragter.

Das beobachte Phdnomen wird ebenfalls deutlich, wenn man die FormmaRe in
Abbildung 13 betrachtet. Die Schiefe wird mit zunehmendem Alter immer gréBer,
was bedeutet, dass sich das Maximum der Verteilung immer mehr nach links
verschiebt. Die Kurtosis nimmt ebenfalls immer mehr zu, die Seitenrander werden
also immer ausgepréagter. Dabei korrelieren Alter und Schiefe beziehungsweise

Kurtosis gut miteinander.
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Schiefe Kurtosis
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Abbildung 13: Verlauf von Schiefe und Kurtosis in Abhdngigkeit vom Alter

Punktwolken fiir Schiefe und Kurtosis der verschiedenen Altersgruppen mit den dazugehdrigen
Regressionsgeraden. Die Gleichungen der Geraden sowie der Korrelationskoeffizient r sind
angegeben. Es sind nur T/C-Werte bis zu einer Obergrenze von 150 beriicksichtigt, um eine
maogliche Verfalschung durch AusreiBer zu minimieren.

1.4 Differenzierung nach einzelnen Probanden

Die Tendenzen, die sich aus dem Uberblick ergaben, bedurften weiterer
Differenzierung. Dies erfolgte durch Auftrennen der Altersgruppen in die einzelnen
Probanden, was differenziertere Kurven fir die Parameter Mittelwert und Median
sowie Q¢ und Qg ergab (Abbildung 14).

Samtliche untersuchten Parameter sind sehr gut mit dem Alter korreliert, und auch
der Unterschied zwischen allen Parametern ist statistisch signifikant (p << 0,05).
Da nahezu finfzigmal mehr Daten als bisher verwendet wurden, ist die Streuung
natUrlich etwas gréBer. Fir die Korrelationskoeffizienten ergeben sich in diesem
Fall niedrigere Werte. Infolge der genaueren Auftrennung weichen auch die
Regressionsgeraden in ihrem Verlauf etwas vom Ergebnis der vorangehenden
globalen Betrachtung ab. Die bisher gemachten Beobachtungen lassen sich
gleichwohl auf diese Untersuchung tbertragen.
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Abbildung 14: Punktwolken verschiedener statistischer KenngréBen

die die durch
Regression ermittelt wurden, sind unten die Gleichungen und

Far farbkodierten Regressionsgeraden, lineare

daneben die Korrelationskoeffizienten angegeben.

Mittelwert: y = - 0,30x + 48,89 r=-0,81
y=-0,31x + 46,49 r=-0,83
Qf1: y =-0,29x + 36,96 r=-0,86
y=-0,33x + 57,94 r=-0,78

Der Ausgangswert von Qs ist hoch, bei einer deutlich gréBeren Steigung als der
des Mittelwerts und des Medians, wahrend der Ausgangswert flir Q; eher niedrig,
seine Steigung allerdings relativ gering ist. So kommt es mit zunehmendem Alter
zu einer Konvergenz der beiden Geraden. Auch die Parallelitdtstendenz der
Regressionsgeraden des Mittelwerts und des Medians wird deutlich. lhre Steigung
ist in etwa gleich, der Abstand zwischen den beiden Geraden betragt ungefahr 2,4
T/C-Werte. Mittelwert, Median, Q1 und Q3 verhalten sich somit quasi identisch.

Fir den Median, der ein gegeniber AusreiBern relativ robuster Parameter ist,
ergibt sich aus der Regressionsgeraden umgerechnet ein mittlerer Ausgangswert
von 12,0 kb bei Neugeborenen, ein Endwert von 5,7 kb bei 100jahrigen sowie eine
jahrliche Abnahme von etwa 63,2 bp.
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2. Chromosomenspezifische Telomerverkiirzung

2.1 Parallelitat von Mittelwert und Median

Vorangehend wurde die Beobachtung gemacht, dass sich Median und Mittelwert
in gleicher Weise veranderten. Um dies zu untersuchen, wurden die Regressions-
geraden von Mittelwert und Median nochmals gesondert analysiert. Dazu wurden
fir jeden Probanden der Mittelwert und der Median jedes einzelnen
Chromosomenarms bestimmt. Diese beiden Werte wurden zunéachst unter

Einbeziehung des Alters der Probanden miteinander verglichen.

Der Vergleich von Mittelwert und Median macht auch hier deutlich, dass beide
Werte mit zunehmendem Alter immer kleiner werden. Dies bestétigt auch die
lineare Regression. Zudem zeigen die Werte eine vergleichbar gute Korrelation in
Bezug auf das Alter (r = -0,74 fir den Mittelwert und r = -0,76 fir den Median). Die
differenzierte Aufschlisselung von Mittelwert und Median jedes einzelnen
Chromosomenarms und Probanden gibt zudem Aufschluss Uber die Parallelitat.

Auf den ersten Blick verlaufen die Geraden relativ gleichférmig, und eine
Parallelitatstendenz ist erkennbar. Diese Ergebnisse sind aufgrund der gréBeren
Datenmengen bezlglich des errechneten Y-Achsenabschnitts im Nachkomma-
bereich natlrlich etwas unterschiedlich, insgesamt aber gut mit den obigen Werten
(siehe 1.4) vergleichbar. Auch hier zeigen sich jedoch geringe Unterschiede in der
Steigung. Einem Wert von ungefahr 48,7 T/C-Werten fir den Mittelwert und 46,7
T/C-Werten fir den Median der Neugeborenen steht bei den 100-Jahrigen ein
Wert von 18,7 T/C-Werten fur den Mittelwert und 15,7 T/C-Werten fir den Median
gegeniber. Die Differenz der T/C-Werte betragt somit in etwa 2 bei den Neuge-
borenen und 3 bei den 100-Jahrigen, was bedeutet, dass die Geraden nicht ganz
parallel sind. Der Wilcoxon-Test liefert beim Vergleich der Datensatze fur
Mittelwert und Median einen hochsignifikanten Unterschied.
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Abbildung 15: Regressionsgeraden fiir Mittelwert und Median

In der Graphik ist neben den Geradengleichungen des
Mittelwerts (rot) und des Medians (orange) der Korrelations-

koeffizient r angegeben.
Das errechnete p ist mit einem Wert von 136107 sehr viel

kleiner als a und zeigt somit einen signifikanten Unterschied

zwischen Mittelwert und Median an.

Die Differenz von ungefahr 2 T/C-Werten stellt insgesamt aber eine recht gute
Néherung dar. Dies zeigt sich in Abbildung 16, in der von den Mittelwerten der
Chromosomenarme der einzelnen Probanden die dazugehérigen Mediane abge-
zogen und in einem Histogramm aufgetragen wurden. Hier ist nur die absolute
Wertedifferenz von Bedeutung, das Alter der einzelnen Probanden wurde in

diesem Fall also nicht berlcksichtigt.

Bei Berechnung der durchschnittlichen Differenz erhdlt man einen Wert von
ungefahr 2,32 T/C-Werten, dies entspricht dem Bereich, in dem auch der Gipfel
des Histogramms liegt. Das Histogramm féllt zu beiden Seiten des Gipfels relativ
schnell und gleichmaBig ab. Die Standardabweichung betragt ungefahr 3,00 T/C-
Werte, nahezu alle Werte liegen somit innerhalb des Bereich, der vom Maximum

aus zu beiden Seiten hin durch die doppelte Standardabweichung begrenzt wird.
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Abbildung 16: Differenz zwischen Mittelwert und Median

Die Differenz zwischen Mittelwert und Median in T/C-Werten
(X-Achse) ist gegen die absolute Haufigkeit der Werte in der
jeweiligen  Kategorie (Y-Achse) aufgetragen und als
Histogramm dargestellt.

2.2 Chromosomenspezifische Betrachtung des Medians

Eine differenzierte chromosomenspezifische Auswertung erfolgte nur fir den
Median, da dieser am wenigsten empfindlich gegentber AusreiBern ist. Hierfr
wurden fir jeden Probanden die Daten eines Chromosomenarms im Median

zusammengefasst.

Das dreidimensionale Auftragen des Medians hinsichtlich gemessenem T/C-Wert,
Alter und Chromosomenarm ergibt eine Punkiwolke, die zeigt, dass es tendenziell
bei allen Chromosomen zu einer Verkleinerung der T/C-Werte mit zunehmendem
Alter kommt. Beim Betrachten der Ebene, die durch diese Punkiwolke gelegt
wurde, macht die Farbkodierung deutlich, wie die T/C-Werte mit zunehmendem
Alter kleiner werden (Abbildung 17). Der rote Bereich zeigt hohe T/C-Werte an,
wahrend die griine Zone niedrige T/C-Werte reprasentiert. Der Ubergang ist gelb
dargestellt. Die Linien auf der X-Y-Ebene sind die Projektionen der
dreidimensional dargestellten Ebene. Zuséatzlich zur Verringerung der T/C-Werte
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mit zunehmendem Alter zeigen diese ebenfalls farbkodierten Projektionen einen

schragen Verlauf. Die am Anfang des Karyogramms liegenden gréBeren

Chromosomen weisen somit im Schnitt etwas hohere Werte als die kleineren

Chromosomen auf, die Ebene liegt also etwas schrag im Raum.

Flachenplot Median

Farbkodierung
der T/C-Werte

B 50
B 44
38
[ 32
m 26
m 20
m 14

Median (in T/C-Werten)

Abbildung 17: Dreidimensionale Punktwolke des Medians

Das Alter ist auf der X-Achse, das betreffende Chromosom auf der Y-Achse und der T/C-Wert auf
der Z-Achse angegeben. Die Chromosomen sind in der Reihenfolge 1p bis 7q, Xp und Xq, 8p bis
22q sowie Yp und Yq angegeben, jeder sechste Chromosomenarm ist beschriftet.

Zusétzlich zu den einzelnen Punkten ist eine farbkodierte Ebene eingezeichnet. Der T/C-Wert,
dem die einzelnen Farben entsprechen, ist der Legende zu entnehmen.

Eine differenzierte Beobachtung ist in dieser Darstellungsform allerdings noch
nicht méglich. Erst die Auftrennung in einzelne Regressionsgeraden erlaubt eine

genaue Verlaufsbeurteilung, da hier fir jeden einzelnen Chromosomenarm der

36



Ergebnisse

Ausgangswert und die Steigung berechnet werden kann und somit genaue
Aussagen uber den Verlauf der einzelnen Chromosomenarme in Bezug auf das

Alter getroffen werden kénnen.

2.3 Regressionsgeraden der einzelnen Chromosomenarme

Um die einzelnen Chromosomenarme prazise vergleichen zu kénnen, wurden die
bereits oben in der dreidimensionalen Grafik vorliegenden Medianwerte
verwendet. Fir jeden Chromosomenarm konnte unter Bezugnahme auf das Alter
und den errechneten T/C-Wert eine Regressionsgerade ermittelt werden, die den
Vergleich mit den anderen erlaubt. Die Korrelationskoeffizienten aller untersuchten
Chromosomenarme lagen durchschnittlich bei r = -0,78 , das gesamte Intervall
liegt zwischen r = -0,69 und r = -0,84 | es ist also in jedem Fall eine deutliche

negative Korrelation zu finden.

Hinsichtlich der Ausgangslange der Chromosomenarme bei Neugeborenen Iasst
sich feststellen, dass hier 12q mit 53,69 T/C-Werten, also etwa 13,5 kb, der
langste und 18p mit 39,19 T/C-Werten und somit 10,5 kb der kiirzeste Arm ist. Im
Alter von 100 Jahren dagegen ist 18q mit 19,51 T/C-Werten der langste und 19p
mit 9,75 T/C-Werten der kirzeste, was einem Wert von ungefahr 6,5 kb
beziehungsweise 4,5 kb entspricht. Durch die Steigung der Regressionsgeraden
kann zudem eine Aussage Uber die Verkirzungsgeschwindigkeiten der
Chromosomenarme getroffen werden. Die gréBte negative Steigung, das heiBt die
schnellste Verkirzungsgeschwindigkeit, weist hier 22p mit einer Steigung von

-0,39 auf, am langsamsten verkirzt sich 18p mit einer Steigung von -0,22.

Aus diesen Werten lasst sich der durchschnittliche Verlust in Basenpaaren pro
Jahr ermitteln, der fir 22p in etwa 80 bp und fur 18p ungefahr 45 bp betragt.
Interessant ist hier, dass 18p bei Neugeborenen zwar der kirzeste Arm ist, aber
gleichzeitig die geringste Verkirzungsgeschwindigkeit aufweist, so dass er bei

100-Jahrigen der achtlangste Arm ist.
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Allgemein unterscheiden sich die einzelnen Chromosomenarme bezlglich ihrer
Steigung zum Teil stark voneinander. Auch ihre durchschnittliche Lange bei
Neugeborenen und 100-Jahrigen ist unterschiedlich. Sie sind weder in ihrem
Absolutwert noch in ihrem Verlauf identisch, so dass ein altersbezogener
Durchschnittswert zunachst nur unter Zuhilfenahme des Ausgangswertes bei
Neugeborenen und der Steigung der Regressionsgeraden ermittelt werden kann.
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Fortsetzung siehe néchste Seite
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Abbildung 18: Regressionsgeraden der einzelnen Chromosomenarme

Die Uberschrift gibt den Chromosomenarm an. Die Regressionsgerade ist blau dargestellt, ihre

Gleichung ist in der Grafik angegeben. Oberhalb der Regressionsgeraden liegende Werte sind

tarkis, unterhalb liegende griin dargestellt.
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Zusétzlich wurde nun aber die Art der Beziehung zwischen dem Y-Achsen-
abschnitt, also der durchschnittlichen Ausgangslange bei Neugeborenen, und der
Steigung der Regressionsgeraden untersucht. Aus der Korrelation ergibt sich flr
diese Daten ein Korrelationskoeffizient r von - 0,80. Somit besteht ein relativ
starker Zusammenhang zwischen der Ausgangslange und der Steigung der
Regressionsgeraden. Je gréBer also die Ausgangslange eines Chromosomen-
arms ist, umso gréBer ist dem Betrag nach im Allgemeinen auch seine Steigung.
Umgekehrt weisen diejenigen Chromosomenarme, die bei den Neugeborenen
kirzere Telomere haben, in der Regel eine geringere Steigung auf. Auch diese
Beziehung zwischen Y-Achsenabschnitt und Steigung der einzelnen Chromo-
somenarme lasst sich mittels linearer Regression beschreiben, es resultiert die
Formel y = - 79,54 x + 21,59, wobei x die Steigung des Chromosomenarms und y
den dazugehdrigen Y-Achsenabschnitt reprasentiert.

Obwohl auf den ersten Blick keine GesetzmaBigkeit erkennbar war, besteht eine
Beziehung zwischen der durchschnittlichen Ausgangslange der Telomere eines
Chromosomenarms und seiner mittleren Verkirzungsgeschwindigkeit. Dieser ist
dergestalt, dass es bei bezlglich ihrer Ausgangslange langeren Telomeren zu
einer schnelleren Verkirzung, bei den im Neugeborenenalter aber bereits

kirzeren zu einem langsameren Langenabfall kommt.

2.4 Boxplots der Chromosomen

Die einzelnen Chromosomenarme wurden auch hinsichtlich ihrer LagemaBe
verglichen. Dazu wurden Boxplots verwendet, in denen Median, erstes Quartil,
drittes Quartil sowie Minimum und Maximum dargestellt sind, wobei alle
Messwerte verwendet wurden, die fir die einzelnen Chromosomenarme vorlagen.
Die Boxplots wurden nach der GréBe ihres Medians geordnet. Beziglich des
Medians wies 4q mit 43,7 T/C-Werten den hdéchsten T/C-Wert auf (siehe
Abbildung 19). Den mit Abstand kleinsten T/C-Wert hatte dagegen der
Chromosomenarm 19p mit 31,2 T/C-Werten.
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Abbildung 19: Boxplots der einzelnen Chromosomenarme

Eingezeichnet sind Median, Q1, Q3, Minimum und Maximum. Der Median, nach dem die
einzelnen Chromosomenarme geordnet sind, ist in rot dargestellt. Die X-Achse enthalt die

Beschriftung der Chromosomenarme, auf der Y-Achse sind die T/C-Werte aufgetragen.

Zudem fielen die der GréBe nach geordneten Medianwerte fast kontinuierlich ab.
GrdBere Spriinge zwischen den benachbarten Chromosomenarmen konnten nicht
beobachtet werden. Die Werte fir Q; und Qs verhielten sich sehr &hnlich, auch
hier war der Chromosomenarm 19p mit 20,2 respektive 42,9 T/C-Werten der
kirzeste. Den héchsten Wert fir Q4 besaBB dagegen 12q mit 27,9 T/C-Werten, den
héchsten Wert fir Qs 13q mit 58,9 T/C-Werten. Die Unterschiede zu 4q waren hier

jedoch nur marginal (im Bereich von etwa 0,1 T/C-Werten).

Auch Abbildung 20 zeigt die Kontinuitat im Abfall der LagemaBe. Hier wurden nur
Median sowie die dazugehdrigen Werte fir Qs und Qs eingezeichnet. Die Werte
liegen sehr nahe an den Geraden, die den durchschnittlichen Verlauf der Werte
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beschreiben. Alle Medianwerte liegen, abgesehen vom gréBten und kleinsten
Wert, praktisch vollstandig auf der Geraden, und auch bei den korrespon-
dierenden Werten fiir Q; und Qg3 finden sich sehr wenige gréBere Spriinge. Diese
Tatsache bilden die Korrelationskoeffizienten zwischen den nach GrdBe des
Medians geordneten Chromosomenarmen und den entsprechenden LagemaBen
sehr gut ab. Es resultiert ein r von -0,99 fir den Median sowie jeweils -0,98 fir Qq
und Q. Alle Korrelationskoeffizienten liegen also nahezu bei eins, was flir ein sehr
hohes MaB an Konkordanz zwischen Median und den anderen beiden

KenngréBen spricht.
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Abbildung 20: Veranderung von Q; und Q3 bei fallendem Median

Auf der X-Achse sind die Chromosomenarme, auf der Y-Achse der dazugehdrige T/C-Wert
dargestellt. Das erste Quartil ist in blau, der Median in orange und das dritte Quartil in griin einge-

zeichnet. Die dazugehdrigen Geraden haben die gleiche Farbe.

Im Anhang finden sich auBerdem Boxplots, die sowohl nach den Chromosomen-
armen als auch nach Alter aufgetrennt sind. Der Verlauf der Boxplots der
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Chromosomenarme im Vergleich ist mit zunehmendem Alter insgesamt sehr
ahnlich. Bezuglich der Form der Boxen und ihrer Zuordnung zu den einzelnen
Altersgruppen bestehen keine grdoBeren Unterschiede. Eine lineare Anpassung
dieser Daten mittels Regressionsanalyse erfolgte bereits, so dass die oben
durchgeflihrte globale Betrachtung am sinnvollsten erschien.

3. Getrennte Betrachtung mannlicher und weiblicher
Probanden

3.1 Betrachtung aller Chromosomen
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Abbildung 21: Normplots fiir Mdnner und Frauen

Der Normplot flir die Daten der mannlichen Probanden ist links, der fiir die weiblichen Probanden
rechts dargestellt. Die Daten (blau beziehungsweise rot) weichen stark von der ermittelten
Normalverteilung (schwarz) ab.

Nachdem alle Werte in ihrer Gesamtheit bereits auf Normalverteilung hin
untersucht wurden (siehe 1.2), wurden die Daten der mannlichen und die der
weiblichen Probanden jetzt getrennt ausgewertet. Die Daten sind hier, wie aus den
Normplots ersichtlich ist, ebenfalls nicht normalverteilt. Auch der Lilliefors-Test
bestatigt die Alternativhypothese.
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Abbildung 22: Histogramme fiir Ménner und Frauen

Histogramm flir Daten der méannlichen (links) und der weiblichen Probanden (rechts). Die T/C-
Werte sind auf der X-Achse in Kategorien eingeteilt, die absolute Haufigkeit der Werte findet sich
auf der Y-Achse.

Auch die Histogramme lassen dies vermuten. Fir die FormmaBe ergab sich bei
den méannlichen Probanden eine Schiefe von 1,10 und eine Kurtosis von 4,13 , bei
den weiblichen eine Schiefe von 1,32 und eine Kurtosis von 6,13. Im Vergleich
dazu wurde ohne eine Differenzierung nach Geschlecht eine Schiefe von 1,22 bei
einer Kurtosis von 5,25 ermittelt.

Diese MaBe sind hier also fir mannliche und weibliche Probanden unterschiedlich.
Interpolation, Normierung und Ubereinanderlegen der Kurven (Abbildung 23)
visualisieren die Abweichung der Histogramme von der Normalverteilung und den
Geschlechtsunterschied in der Verteilung der T/C-Werte, der auch statistisch
hochsignifikant ist. Interessanterweise sind aber trotz der unterschiedlichen
FormmaBe die linken Seiten der Kurven fir Manner und Frauen nahezu

deckungsgleich.

Die beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Telomerlange
scheinen also nicht darauf zu beruhen, dass kirzere Telomere unterschiedlich
haufig vorkommen, sondern darauf, dass langere Telomere bei Frauen haufiger

sind.
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Abbildung 23: Schematischer Histogrammvergleich

Verlauf der Histogramme der mannlichen (blau) und der
weiblichen Probanden (rot), dargestellt in auf dasselbe
Maximum normierten Kurven. Die T/C-Werte sind auf 200
limitiert. AuBerdem ist eine theoretische Normalverteilung
eingezeichnet (schwarz gestrichelte Linie) und der p-Wert

angegeben.

3.2 Vergleich der mannlichen und der weiblichen Medianwerte

Zum Vergleich mannlicher und weiblicher Probanden wurde der Median jedes

Chromosomenarms sowohl nach Alter als auch nach Geschlecht differenziert.

Hieraus resultierten 4738 Medianwerte fir weibliche und 4896 Medianwerte fur

mannliche Probanden.

Lineare Regression ergab eine Geradengleichung von y = -0,30x + 47,38 bei

Frauen und y = -0,33x + 46,04 bei Mannern, wobei der Unterschied zwischen den

beiden Geraden auch statistisch signifikant ist. Bei Frauen ist der Ausgangswert
um einiges grdoBer als bei Mannern, und auch die Steigung der Geraden ist

weniger negativ. Folglich divergieren die beiden Regressionsgeraden mit

zunehmendem Alter immer mehr.
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Abbildung 24: Geschlechtsspezifische Regressionsgeraden des Medians

Regressionsgeraden der Medianwerte, getrennt nach mannlichen
(blau) und weiblichen Probanden (rot). In der Abbildung sind die
Gleichungen  der  Regressionsgeraden, der  dazugehdrige

Korrelationskoeffizient r und der p-Wert angegeben.

Der durchschnittliche pangenomische T/C-Wert von 50-jahrigen Frauen betragt
zum Beispiel 32,3 , dies ist ein Wert, der bei Mannern bereits in einem Alter von
41,9 Jahren erreicht wird. In einem Alter von 80 Jahren kommen Frauen im Schnitt
auf einen T/C-Wert von etwa 23,2. Manner, die in etwa dieselbe Telomerldnge
aufweisen, sind nur 69,6 Jahre alt. Die Differenz zwischen der durchschnittlichen
Telomerldnge der mannlichen und der weiblichen Probanden belauft sich auf etwa
2,65 T/C-Werte bei 50-, 3,43 bei 80-, sowie 3,95 bei 100-Jahrigen. In
Basenpaaren ausgedriickt, betragt der Unterschied in der Telomerlange bei
Frauen und Mannern im Alter von 50 Jahren noch 540 bp, bei 80-Jahrigen bereits
700 bp. Bei 100-Jahrigen ist der Unterschied zwischen Mannern und Frauen auf
etwa 800 bp angestiegen. Frauen verlieren durchschnittlich 62 bp pro Jahr, bei

Méannern sind es dagegen 67 bp.
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Die pangenomische Telomererosion ist bei Mannern also in jedem Alter stéarker
ausgepragt als bei Frauen, und auch der Absolutwert ihrer durchschnittlichen

Telomerlange ist geringer.

3.3 Chromosomenspezifische Betrachtungen

Unter Einbeziehung der chromosomalen Zuordnung erhélt man fir oben genannte
Daten weitergehende Informationen tber den Verlauf des Medians. Analog zu 2.2
wurden auch hier zunachst dreidimensionale Punktwolken gebildet, die allerdings
fir méannliche und weibliche Probanden getrennt ausgewertet wurden. Durch
diese Punktwolken wurden Ebenen gelegt, eine rote flr die Daten der weiblichen
sowie eine blaue fur die der mannlichen Probanden. Um den Verlauf der beiden
Ebenen im Vergleich besser erkennen zu kénnen, wurde in dieser Darstellung auf

das Einzeichnen der Punkte selbst verzichtet.

Der Verlauf der Ebenen (Abbildung 25) zeigt, zunachst, dass Frauen tendenziell
héhere T/C-Werte aufweisen als Manner, die rote Ebene also in Z-Richtung
durchweg héher liegt als die blaue. Die beiden Ebenen verlaufen dabei aber nicht
parallel. Schon die Werte fir den Median bei Neugeborenen sind, chromosomen-
bezogen, unterschiedlich. Die groBeren Chromosomen weisen im Schnitt bereits
bei Neugeborenen héhere Werte auf als die kleineren, wobei der Abfall der T/C-
Werte von den groBen zu den kleinen Chromosomen bei Mannern geringer ist als
bei Frauen, so dass beide Ebenen schrag im Raum liegen, in der
Y-Achse aber zusatzlich nach hinten hin konvergieren. Diese Tendenz setzt sich
bis zu den 100-Jahrigen fort. Mit zunehmendem Alter kommt allerdings noch eine
zweite Komponente hinzu. In Richtung der X-Achse fallen die beiden Ebenen
namlich ebenfalls unterschiedlich steil ab, die Ebene der weiblichen Probanden
verlauft flacher als die der mannlichen. Beziglich des Altersaspektes divergieren

die beiden Ebenen also.

Insgesamt werden somit Unterschiede in der Lage der beiden Ebenen deutlich,
die sowohl die absoluten T/C-Werte als auch den Altersverlauf sowie

chromosomale Gesichtspunkte betreffen.
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Abbildung 25: Dreidimensionaler Verlauf des Medians bei Mannern und Frauen

Die X-Achse gibt das Alter der Probanden, die Y-Achse das betreffende Chromosom und die Z-
Achse den entsprechenden T/C-Wert an. Die Chromosomen sind in der Reihenfolge 1p bis 79, Xp
und Xq, 8p bis 22q sowie Yp und Yqg angegeben, jeder sechste Chromosomenarm ist beschriftet.

Die blaue Ebene entspricht dem Verlauf des Medians bei mannlichen, die rote dem bei weiblichen
Probanden.

Die Ebenen kdnnen somit schon eine orientierende Beurteilung des

chromosomenspezifischen Verlaufs der Medianwerte mannlicher und weiblicher
Probanden liefern. Genauere Aussagen lassen sich allerdings erst durch separate,

nach Geschlecht differenzierte Regressionsgeraden fiir jeden Chromosomenarm
machen.
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3.4 Regressionsgeraden mannlich und weiblich

Das Geschlecht der untersuchten Probanden bildete auch hier die Grundlage fir
eine  Auftrennung des untersuchten Kollektivs. Die Daten jedes
Chromosomenarms wurden sowohl fir die Manner als auch flur die Frauen als
Punkte unter Einbeziehung des Alters und der dazugehérigen T/C-Werte
aufgetragen. Mittels linearer Regression wurden Ausgleichsgeraden ermittelt, die
dann bezuglich ihres Verlaufs bei Mannern und Frauen direkt verglichen werden

konnten.

Auch hier ist die erwartete negative Beziehung zwischen Telomerlange und Alter
zu finden. FOr weibliche Probanden kdénnen chromosomenspezifische
Korrelationskoeffizienten von durchschnittlich -0,76 gefunden werden, mit einem
maximalen r von -0,84 und einem minimalen von -0,65, fir ma&nnliche Probanden

liegen die Werte durchschnittlich bei -0,8, maximal bei -0,86 und minimal bei -0,71.

Generell liegen die aus den Regressionsgeraden bestimmten Werte bei
weiblichen Neugeborenen hdher, wobei bei dem Chromosomenarm 22q der
Abstand mit 5,42 T/C-Werten, also in etwa 1100 bp am héchsten ist. Eine
Ausnahme bildet nur 11q, das bei den mannlichen Neugeborenen mit 51,0 T/C-
Werten 0,27 T/C-Werte hdher liegt, was einer Basenpaardifferenz von 55,1 bp
entspricht. Bei den 100-Jahrigen liegen die Werte flr Frauen immer héher, der
gréBte Unterschied besteht bei 5p mit 6,8 T/C-Werten und somit in etwa 1387 bp,
der geringste bei 22g mit 0,42 T/C-Werten beziehungsweise 85,7 bp.

Die Verklrzungsgeschwindigkeit, die sich Uber die Steigung der Regressionsge-
raden bestimmen lasst, ist bei den weiblichen Probanden in der Regel geringer als
bei den méannlichen. Nur bei 22g und, in weitaus geringerem AusmafBe, 1p zeigt
sich bei mannlichen Probanden ein flacherer Verlauf der Regressionsgeraden.
Eine weitere Ausnahme bilden 13qg und 22p, hier laufen die Regressionsgeraden
bei mannlichen und weiblichen Probanden weitgehend parallel.
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Abbildung 26: Geschlechtsspezifische Regressionsgeraden der Chromosomenarme

Die Uberschrift gibt den Chromosomenarm an. Die Regressionsgerade fiir mannliche Probanden
ist in blau gehalten, die fir weibliche in rot. Ihre Gleichung ist in der Grafik angegeben.
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Wenn man die Absolutlangen der Chromosomenarme betrachtet, ist bei weibli-
chen und bei mannlichen Neugeborenen 12q mit 54,65 T/C-Werten, also 13,66 kb,
beziehungsweise 52,8 T/C-Werten, also 13,3 kb, jeweils der mit Abstand langste
Arm. Der kirzeste Chromosomenarm ist bei beiden Geschlechtern ebenfalls
identisch, namlich 18p mit 40,0 respektive 38,4 T/C-Werten, also 10,7 beziehungs-
weise 10,3 kb. Bei den 100-Jahrigen zeigt sich diese Koharenz jedoch nur noch
zum Teil. Auch hier ist sowohl bei Frauen als auch bei Mannern 18q mit 22,5 und
17,5 T/C-Werten (7100 bp und 6080 bp) der langste Chromosomenarm. Der
kirzeste Arm dagegen differiert bei den beiden Geschlechtern, bei den weiblichen
Probanden ist es 19p mit 11,3 T/C-Werten (4810 bp), bei den mannlichen
hingegen 17p mit 7,9 T/C-Werten (4190 bp), wobei 19p der zweitklirzeste Arm ist.

Was die durchschnittlichen Verkirzungsgeschwindigkeiten anbelangt, verklrzt
sich bei Frauen 18qg mit einer Steigung von -0,2 am langsamsten; dies entspricht
einem jahrlichen Basenpaarverlust von etwa 41 bp. Die gréBte Verklrzungs-
geschwindigkeit weist 22p mit einer Steigung von -0,39 auf, also einem Verlust
von fast 80 bp pro Jahr. Bei den Mannern erodieren dagegen die Telomere des
Chromosomenarms 18p mit einer Steigung von -0,23 am langsamsten sowie die
des Chromosomenarms 17g mit einer Steigung von -0,4 am schnellsten. Dies
bedeutet umgerechnet einen Basenpaarverlust von 46,9 bp beziehungsweise 81,6
bp pro Jahr.

Es besteht also sowohl bei Mannern als auch bei Frauen ein erheblicher
Unterschied in den Verklrzungsgeschwindigkeiten der einzelnen Chromosomen-

arme.

Wie bereits unter 2.3 wurde auch jetzt die Art der Beziehung zwischen dem
Ausgangswert bei Neugeborenen und der ermittelten Steigung untersucht. Diese
beiden Werte wurden fir jeden Chromosomenarm miteinander verglichen, bei
Frauen also jeweils 46 Werte in jeder der beiden Kategorien, bei Mannern durch
das Y-Chromosom jeweils 48 Werte. Fir die weiblichen Probanden ergab lineare
Regression bei einem Korrelationskoeffizienten r von -0.81 eine Geradengleichung
von y = -79.91x + 23.22, bei den mannlichen Probanden wurde auf dieselbe
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Weise bei einem r von - 0.83 die Gleichung y = -78.75x + 20.127 ermittelt. x gibt
dabei jeweils die Steigung, y den Y-Achsenabschnitt des betreffenden

Chromosomenarms an.

Die beiden so ermittelten Geraden flankieren die unter 2.3 beschriebene. Die der
weiblichen Probanden lauft etwas oberhalb und gleichzeitig steiler, die der
mannlichen Probanden etwas unterhalb und gleichzeitig flacher. Insgesamt sind
die Unterschiede aber eher gering ausgepragt.

Um Geschlechtsunterschiede, die in diesen beiden Geradengleichungen zum Aus-
druck kommen, besser objektivieren zu kénnen, wurden auch die Differenzen der
Ausgangslange bei mannlichen und weiblichen Probanden, also den beiden Y-
Achsenabschnitten, und die Differenzen der Steigung bei Mannern und Frauen

beziglich der einzelnen Chromosomenarme verglichen.

Es resultierten wiederum 46 Werte flir jeden Bereich, denn das Y-Chromosom
wurde aufgrund des fehlenden korrespondierenden Chromosoms bei den Frauen
nicht in die Betrachtung einbezogen. Es konnte ein Korrelationskoeffizient r von
-0,81 ermittelt werden. Die Regressionsgerade wird hier durch die Formel
y = -39.20x + 2.39 beschrieben. Y gibt dabei die Differenz des Ausgangswertes
bei Neugeborenen in T/C-Werten, x die Differenz in der Steigung der einzelnen
Chromosomenarme an, wobei die Werte fur Manner immer von denen fir Frauen
abgezogen wurden. Bereits kleine Veranderungen in der Differenz der Steigung
bei Mannern und Frauen sind also mit relativ groBen Unterschieden in der

Absolutlange eines Chromosomenarms verbunden.

Insgesamt zeigen diese Betrachtungen, dass die Steigung und die absolute
Telomerlange bei Neugeborenen in den flir jeden Chromosomenarm ermittelten
Regressionsgeraden keine vollig unabhangigen GrdBen sind. Sie kdnnen vielmehr
zueinander in Beziehung gesetzt werden. Die Beziehung ist fir das
Gesamtkollektiv sowie fir Manner und Frauen jeweils unterschiedlich. Auch diese

Unterschiede sind mittels linearer Regression erfassbar.
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3.5 Boxplots fir mannliche und weibliche Probanden

Hierauf wurden Box und Wiskers Plots dazu benutzt, um die LagemaBe Median,
erstes Quartil, drittes Quartil sowie Minimum und Maximum darzustellen. Analog
zu 1.1 wurden fir diese zunachst alle Messwerte verwendet, hier allerdings
zusatzlich getrennt nach Geschlecht, um eventuell vorliegende Geschlechtsunter-
schiede erkennen zu kénnen. Dies gibt einen Uberblick tiber die Altersdynamik bei

Mannern und Frauen.
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Abbildung 27: Altersgruppenspezifische Boxplots von Mannern und Frauen

Fir jede Altersgruppe sind fir weibliche (rote Boxen) und mannliche
Probanden (blaue Boxen) Minimum, Maximum, erstes und drittes Quartil

und Median eingezeichnet.

Der Median liegt, ebenso wie das erste und das dritte Quartil sowie die Maxima,
bei Frauen bis auf wenige Ausnahmen (Altersgruppe der 10- und der 80-Jahrigen)
héher als bei Mannern. Der GréBenunterschied zwischen dem unteren, kleineren
und dem oberen, gréBeren Kompartiment der Box ist bei Frauen im Allgemeinen
ebenfalls starker ausgepragt. Dies spricht daflir, dass bei Frauen zum einen
generell héhere T/C-Werte vorkommen als bei Mannern, zum anderen aber auch
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der Prozentsatz, in dem diese hohen Werte im Vergleich zur Gesamtzahl der
gemessenen Werte vorkommen, im Vergleich zu Mannern héher liegt. Im
Altersverlauf werden die Boxplots und ihre Antennen bei Frauen und Mannern
kleiner. Die niedrigen Werte der 100-jahrigen Manner mit sehr kleiner Box und
sehr kleinem Interquartilsabstand sind durch die geringeren Fallzahlen dieser
Altersgruppe bedingt. Der Verlauf der durch die Box und Wiskers Plots
visualisierten Werte scheint bei Mannern allerdings kontinuierlicher zu sein und im

Vergleich zu den Frauen weniger starken Schwankungen zu unterliegen.

AnschlieBend wurden, wie unter 2.4, alle Messwerte chromosomen- und ge-
schlechtsspezifisch verarbeitet. Die einzelnen Boxplots der mannlichen und der
weiblichen Probanden wurden anschlieBend anhand der GréBe ihres Median
sortiert (Abbildung 28).

Der Median ist bei den Frauen fast immer gréBer als bei den Mannern. Eine
Ausnahme bilden nur die Chromosomenarme 3p, Xp, 13qg, 18p und 22p, bei
denen der Median fur die mannlichen Probanden etwas hdher liegt, was aber nur
im Fall von 3p und Xp statistisch signifikant ist. Auch das erste und das dritte
Quartil ist bei den weiblichen Probanden in der Regel héher, ausgenommen sind
hier 49, Xp, Xq, 13q, 16g und 20q im Hinblick auf das erste sowie 4q, Xp, und 18p
im Hinblick auf das dritte Quartil. Nur der Chromosomenarm Xp liegt also
hinsichtlich aller drei Werte bei Mannern héher als bei Frauen. Ansonsten gilt fr
nahezu alle Werte unabhangig von der Art des betrachteten Lagemales, dass der
Absolutwert bei Mannern niedriger ausfallt. Bezlglich der Reihenfolge der
Chromosomenarme, geordnet anhand des Absolutwertes ihres Medians,
existieren nur marginale Unterschiede. Bei beiden Geschlechtern ist der
Chromosomenarm 4q mit 43,88 T/C-Werten bei Frauen beziehungsweise 43,56
T/C-Werten bei Mannern der langste. Der kirzeste Arm ist ebenfalls identisch,
namlich 19p mit 31,51 T/C-Werten fiir die weiblichen respektive 30,89 T/C-Werten
fir die mannlichen Probanden. Der zweitklrzeste Arm, 17p, ist mit 32,50 bei
Frauen und 31,75 bei Mannern ebenfalls noch gut von den Gbrigen Werten zu

unterscheiden.

56



Ergebnisse

110 rrrrrrrr -1 1o~ 1r 1+ @1+ 1 © 1 © 1 @ 11+ © 1T 11T T T T
100 r ) -
CIS B

80 -

60~ 1 A

50 -

T/C-Wert

40 .

30~ A

0
49 3p 129 Yp 18g 1q 149 2p 11q 159 4p 59 Yg 9p 14p 16q 18p 6p 2q 17q 22p 20q 21q 17p
139 Xp 5p 79 6q 10g 1p 8p 10p 89 Xq 3q 9q 11p 7p 20p 15p 13p 12p 19q 22q 16p 21p 19p

Chromosomenarm

110\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

100 _

80 -

70~ -

50 3

T/C-Wert

401~ 7

20

| | I
4gq 139 129 1p 7q 189 10q 4p 8q 10p 159 Xq 6p 14p 9q 13p 7p 2q 12p 21p 16p 20q 17p
5p 3p 2p 6q Xp 14g 1q 11q 3q 8p 59 11p 9p 16q 17g 15p 20p 18p 21q 199 22p 22q 19p

Chromosomenarm

Abbildung 28: Chromosomenspezifische Boxplots fiir Mdnner und Frauen

Die Boxplots fur mannliche Probanden (Abbildungsteil a) befinden sich oben und sind in blau
gehalten, die fur weibliche Probanden (Abbildungsteil b) liegen darunter und sind rot dargestellt.
Samtliche Chromosomen wurden bericksichtigt, sie wurden fir Manner und Frauen getrennt nach

der GroBe ihres Medians geordnet.
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Insgesamt sind alle Chromosomenarme, die bei den Frauen zu denen mit
gréBeren T/C-Werten zahlen, bei den Mannern derselben Gruppe zuzuordnen.
Dies gilt umgekehrt auch fir die Chromosomen mit kiirzeren Telomeren. Die
Reihenfolge der Zuordnung griindet sich zudem im mittleren Bereich teilweise auf
minimale Differenzen der T/C-Werte, die zuweilen im Bereich der zweiten
Nachkommastelle anzusiedeln sind, so dass Unterschiede in der Reihenfolge der
Chromosomenarme beim Vergleich von Méannern und Frauen vor allem im
mittleren Bereich nicht Uberzubewerten sind. Das erste und die letzten beiden
Chromosomen, die sich fir Frauen und Manner kongruent darstellen, sind im
Vergleich zu den Ubrigen deutlich abgrenzbar und weisen auch deutlich héhere

beziehungsweise niedrige Werte als die tibrigen Chromosomenarme auf.
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Abbildung 29: Chromosomenarmprofil bei Mdnnern und Frauen

Zusétzlich zu den Boxplots fiir mannliche (blau) und weibliche Probanden (rot) ist im Hintergrund
der Verlauf des Medians der Chromosomenarme zu sehen. Die rote Linie stellt den Verlauf bei
Frauen, die blaue den bei Méannern dar. Die X-Achse bezeichnet den Chromosomenarm, die Y-
Achse gibt links den T/C-Wert und rechts den korrespondierenden Wert in Kilobasen an.

Einen Uberblick tiber das Chromosomenarmprofil bei Mannern und Frauen gibt
Abbildung 29. Diese bestétigt, dass das chromosomale Profil bei Mannern und
Frauen abgesehen von den generell niedrigeren Werten der mannlichen
Probanden praktisch identisch verlauft. Im direkten Vergleich stehen nicht nur die
GréBe der Boxen, sondern auch die Medianwerte eindeutig in Beziehung

zueinander.
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Die Betrachtung der Gonosomen zeigt, dass weder das X-Chromosom bei Frauen
noch das X- beziehungsweise Y-Chromosom bei Mannern bezlglich ihres alters-
spezifischen Verlaufs und ihrer Absolutlange eine auBergewdhnliche Stellung
einnehmen, abgesehen davon, dass der Median von Xp bei Frauen etwas
niedriger liegt als bei Mannern ( 40,8 versus 42,1 T/C-Werte). Die Tendenz des
etwas niedrigeren Medians von Xp bei Frauen lasst sich allerdings nicht generell
bestatigen. Bei genauerer Betrachtung aller Boxplots, die flir das X-Chromosom
bei Mannern und Frauen vorliegen (siehe Anhang), findet sich eine Abweichung
von Xp gemaR der obigen Beobachtungen nur bei mannlichen 10-Jahrigen sowie

in der Altersgruppe der 80-jahrigen Manner.

Es fallt aber auf, dass bei Mannern Xp und Yp sowie Xq und Yq relativ nahe
beieinander liegen. Deshalb wurde fir eine gesonderte Betrachtung der
Gonosomen in Abbildung 30 aus den im Anhang befindlichen Boxplots fir Manner
und Frauen die Geschlechtschromosomen der Neugeborenen sowie der 50- und
der 90-Jahrigen herausgegriffen. So ist ein Ubersichtlicher Vergleich mannlicher
und weiblicher Daten moglich. Die Abbildung bestatigt die signifikanten
Unterschiede im chromosomenspezifischen Verlauf bei Mannern und Frauen, die
jeweils dargestellten p-Werte sind alle deutlich kleiner als das erforderliche
Signifikanzniveau o von 0,05. Auch die Konkordanz zwischen den Telomeren von
Xp und Yp sowie Xq und Yq bei den Daten der mannlichen Probanden wird
deutlich. Sowohl zwischen den p- als auch zwischen dem g-Armen bestehen lber
alle Altersgruppen hinweg sehr starke positive Korrelationskoeffizienten (r = 0,96
fir die p-Arme beziehungsweise r = 0,95 fUr die g-Arme), was stark flr einen
gleichartigen Verlauf von X-und Y-Chromosom spricht. Dies trifft auf die absoluten

T/C-Werte ebenso zu wie auf die Altersdynamik.
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Abbildung 30: Boxplots der Gonosomen

Exemplarische Boxplots fir Neugeborene, Fiinfzig- und Hundertjahrige unter Differenzierung nach
Geschlecht. Die Daten der mannlichen Probanden sind in blau, die der weiblichen Probanden in
rot dargestellt. Die Uberschrift der einzelnen Késten gibt den Chromosomenarm an, neben den
links aufgetragenen absoluten T/C-Werten findet sich rechts auch der entsprechende Wert in kb.

Far den p-und g-Arm des X-Chromosoms wurden die Daten zudem auf signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Geschlechtern hin untersucht. Die resultierenden p-Werte sind jeweils

zusammen mit der Altersgruppenbezeichnung angegeben.

Da im GréBenverlauf der Telomerldnge der unterschiedlichen Chromosomen in
Abbildung 19 und Abbildung 28 sowohl global als auch nach Geschlechtern
getrennt keine GesetzmaBigkeit gefunden werden konnte, wurde die Gesamtheit
der gemessenen Werte pro Chromosomenarm beziehungsweise Chromosom zu
einem Median zusammengefasst und dann anhand ihrer physikalischen Lange in
Mb, ihrer genetischen Lange in cM oder ihrer Rekombinationsrate, das heiBt des
Quotienten aus genetischer Lange und physikalischer Lange in cM/Mb
nach (42,66) geordnet.

Die Korrelation der globalen Mediane der Chromosomen mit ihrer physikalische
Lange ergibt nach (66) mit einem r von 0,7 beziehungsweise nach (42) mit einem r
von 0,76 einen positiven Zusammenhang zwischen den beiden Parametern,
dasselbe gilt fir die Chromosomenarme, wobei der Korrelationskoeffizient hier bei
0,57 liegt. Aus der Verwendung der genetischen Lange der Chromosomen geht
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ebenfalls eine positive Korrelation mit r = 0,74 hervor. Das Aufsplitten anhand der
genetischen Lange in Chromosomenarme und zusatzlich in mannliche und
weibliche Probanden lasst die Korrelationskoeffizienten allerdings sinken, sie
liegen dann nur noch bei 0,43 fir die mannlichen und 0,45 fir die weiblichen
Probanden. Aus der Untersuchung der Medianwerte und der dazugehdrigen
Rekombinationsraten schlieBlich ergibt sich mit -0,82 eine starke negative
Korrelation. In Abbildung 31 sind exemplarisch die Medianwerte der Chromosomen
gegen ihre physikalische Lange aufgetragen. Sie veranschaulicht den relativ
starken positiven Trend.

Zwischen den p- und den g-Armen der Chromosomen konnte global kein
signifikanter Unterschied im Verhalten ihrer Medianwerte festgestellt werden. Die
Telomere der p-Arme sind also nicht generell kiirzer als die der g-Arme desselben
Chromosoms. Signifikante Unterschiede ergeben sich erst dann, wenn der p-Arm
eines Chromosoms mit dem dazugehérigen g-Arm verglichen wird, und auch dann
ist nur in einigen Fallen der p-Arm kirzer als der g-Arm (siehe Abbildung 29) .

Zusammengefasst besteht also die Tendenz, dass mit zunehmender
physikalischer, aber auch genetischer Lange der Chromosomen beziehungsweise
Chromosomenarme die L&énge der korrespondierenden Telomere ebenfalls
zunimmt, und umgekehrt bei zunehmender Rekombinationsrate die Telomerlange

abnimmt.
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Abbildung 31: Korrelation von Median und Chromosomenlénge
Scatterplot der T/C-Werte (X-Achse) und der physikalischen
Lange der Chromosomen in Megabasen (Y-Achse). Die Chro-
mosomen sind durch farbige Punkte gekennzeichnet und mit

inrer Nummer beschriftet.
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4. Phanomen der hohen Fluoreszenzintensitaten

4.1 Manifestation verstarkter Telomersignale

Die Histogramme fir Manner und Frauen unter 3.1 zeigen, dass bei beiden Ge-
schlechtern teilweise extrem hohe T/C-Werte vorkommen, die bei Frauen haufiger
sind als bei Mannern. Als morphologisches Korrelat dazu konnten bei der
Betrachtung der aufgenommenen Metaphasen zum Teil extrem starke Signale
einzelner Chromosomenarme beobachtet werden. Diese waren am besten bei den
alteren Probanden zu sehen, die pangenomisch kirzere Telomere aufweisen.
Meist traten die starken Hybridisierungssignale nur bei einem einzigen
Chromosom innerhalb einer Metaphase auf, wahrend die Gbrigen Chromosomen
altersentsprechende T/C-Werte aufwiesen. Das Phanomen dieser starken Signale
konnte in den anderen Metaphasen desselben Probanden im Allgemeinen nicht
beobachtet werden.

Da extrem lange Telomere zudem keinen Chromosomenarm bevorzugt betrafen,
schien es sich hier um zufallig verteilte Einzelereignisse zu handeln, die aus einem
Verlangerungsmechanismus hervorgegangen sein koénnten. Oft trat das
Phdnomen an beiden homologen Chromatiden des p- oder g- Arms eines

Chromosoms auf.

In Abbildung 32 sind solche Variationen der Telomerlange bei 70-bis 100-Jahrigen
zu sehen, bei denen beide homologen Chromatiden betroffen sind. Ihr T/C-Wert
Uberschreitet den der anderen Chromosomen um ein Vielfaches, so dass die
anderen Signale daneben kaum mehr sichtbar sind. Dennoch kénnen sie
mikroskopisch erfasst und von der Computersoftware ausgewertet werden.
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Abbildung 32: Verstarkte Fluoreszenzsignale an homologen Chromatiden

Am Beispiel einer 70-jahrigen Frau (a), eines 80-jahrigen Mannes (b), eines 90-jahrigen Mannes
(c) sowie einer 100-jahrigen Frau (d) sind erhéhte Fluoreszenzintensitaten visualisiert. Der weiBBe
Pfeil kennzeichnet diese im Vergleich zu den Ubrigen Chromosomen Uberdurchschnittlich hohen
T/C-Werte, R markiert das Zentromer des Chromosoms 2, das als Referenz dient.

Es gab aber auch Falle, in denen nur ein Chromatid des p- und/oder g-Arms eines
Chromosoms ein verstarktes Signal aufwies. In Abbildung 33 ist deutlich zu sehen,
dass der T/C-Wert bereits zwischen den Schwesterchromatiden desselben
Chromosoms erheblich variieren kann. Hier sind die kirzeren Telomere optisch
ebenfalls kaum zu erkennen, aber trotzdem sind die korrespondierenden T/C-
Werte messbar. Neben den Chromosomen, die ungleiche Signale zeigen, gibt es
in derselben Metaphase Chromosomen, bei denen die Signale an den
Schwesterchromatiden identisch sind.
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Abbildung 33: Variationen der Fluoreszenzintensitat bei Schwesterchromatiden

An einigen Chromosomen finden sich stark unterschiedliche Fluoreszenzsignale, an anderen sind
vier gleich starke Signale zu sehen. Bezlglich der Variationen ihrer Fluoreszenzintensitat

besonders auffallende Chromosomen sind durch Pfeile gekennzeichnet.

4.2 Statistische Auswertung hoher T/C-Werte

Um die beobachteten AusreiBer in der Fluoreszenzintensitat zu objektivieren,
deren Detektion stark von der durchschnittlichen Intensitat der T/C-Werte
abhangig war, erfolgte fir jede Altersgruppe und jeden Chromosomenarm eine
Registrierung aller T/C-Werte, die mehr als die doppelte Standardabweichung
tber dem Median der untersuchten Gruppe lagen. Es wurde kein absoluter T/C-
Wert, sondern die Abh&ngigkeit vom Median gewahlt, da die absoluten T/C-Werte
sich altersabhangig verandern. Fir den Vergleich der Altersgruppen wurden die
Werte auBerdem in Bezug auf die GroBe der Stichprobe angepasst, da fir die
einzelnen Altersgruppen zum Teil unterschiedlich viele Probanden vorhanden

waren.
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Die Auswertung ergab zum einen in Kohdrenz mit obigen Histogrammen, dass bei
globaler Betrachtung der Werte flir Manner und fir Frauen die Zahl der Werte, die
zwei Standardabweichungen Uber dem Median der Daten lagen, fir Frauen bei
4920, bei Mannern dagegen nur bei 4675 lag. Obwohl diese Werte in
Abhangigkeit vom Median ermittelt wurden, kamen bei Frauen h&ufiger héhere
Werte vor. Zum anderen lag der durchschnittiche Wert, den diese T/C-Werte
aufwiesen, bei Frauen hoher. Einem Wert von 100.30 fir die weiblichen
Probanden stand ein Wert von 94,84 fir Manner gegenuber.

Was die altersabhangige Verteilung der erh6hten T/C-Werte anbelangt, konnte bei
Betrachtung der Abweichung in Standardabweichungen anders als in Abbildung

12 keine besondere Praferenz festgestellt werden (Abbildung 34).

Es gab keine Altersgruppe, bei der im Vergleich zu den anderen Uberdurch-
schnittlich viele starke Signale vorkamen. Auch der Vergleich der ermittelten
prozentualen Werte zwischen Mannern und Frauen ergab keinen Anhalt auf
geschlechtsspezifische Unterschiede in der Verteilung dieser AusreiBBer. Die
einzige Gruppe, bei der relativ wenige dieser hohen Werte vorkamen, war sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen die der Neugeborenen.
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Verteilung hoher T/C-Werte in Abhangigkeit von den Altersgruppen

a) bei Ménnern
5%

1%

10%

b) bei Frauen

9%
10%
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Abbildung 34: Verteilung hoher T/C-Werte bei Mannern und Frauen

In den Kreisdiagrammen der mannlichen (oben) und der weiblichen (unten) Probanden entspricht
die Beschriftung der einzelnen Segmente den untersuchten Altersgruppen. AuBerhalb der
Segmente ist jeweils die prozentuale Haufigkeit dargestellt, mit der Werte innerhalb der
Altersgruppen auftreten, die die Grenze der Summe aus Median und doppelter

Standardabweichung Uberschreiten.
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Die Daten wurden auBerdem nach chromosomenspezifischen Gesichtspunkten
ausgewertet. Hier bestatigt sich die Vermutung, dass Uberdurchschnittlich hohe
T/C-Werte bei den einzelnen Chromosomenarmen unabhéngig von deren
Absolutlange zufallig verteilt zu sein scheinen.

Die Haufigkeit der von starken Signalen betroffenen Chromosomenarme liegt
jeweils in einer GréBenordnung von etwa 2%. Auch mittels eines
Balkendiagramms (Abbildung 35) zeigt sich eine recht zufallige Verteilung der
Daten, die mehr als zwei Standardabweichungen tUber dem zugehdrigen Median
lagen, auf die einzelnen Chromosomen. Die Datenverteilung weist nur sehr
wenige gréBere Schwankungen, wie zum Beispiel bei beiden Geschlechtern fiir

den Chromosomenarm 10p, auf.

Verteilung hoher T/C-Werte in Abhangigkeit vom Chromosomenarm
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Abbildung 35: Chromosomenspezifisches Balkendiagramm fiir hohe T/C-Werte

Im Balkendiagramm wird der Teil der Daten verwendet, der gréBer ist als die Summe des
jeweiligen Medians und der dazugehdrigen doppelten Standardabweichung. Die Anzahl der
Werte, auf die dieses Kriterium zutrifft, sind auf der Y-Achse aufgetragen, die unterschiedlichen
Chromosomenarme in Gblicher Reihenfolge auf der X-Achse. Bei der farblichen Unterscheidung

der Balken determiniert blaue Farbe die mannlichen, rote die weiblichen Probanden.
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4.3 Endoreduplikation

Trotzdem kdénnte man bei Betrachtung der Bilder zunachst dazu neigen, das
Phanomen als einen Hybridisierungsfehler anzusehen. Um ein Artefakt auszu-
schlieBen, wurden die Chromosomen von Lymphozyten nach einer Endoredup-
likation betrachtet.

Hierbei handelt es sich um das Endprodukt einer Dysregulation des Zellzyklus, bei
der dieser nicht regelrecht in einer Mitose endet. Statt dessen schlieBt sich
unmittelbar ein weiterer Zyklus an, der so zu Tetraploidie der Zelle fihrt, wobei die
entstandenen Chromosomen nahe beieinander liegen (Abbildung 36a) . Die vier
nebeneinanderliegenden homologen Chromatiden entsprechen dabei drei
Generationen und stammen von einem einzelnen Chromatid ab. Die Reihenfolge
der Aneinanderlagerung von Schwester- und Tochterchromatiden (Abbildung 36b)
ist dabei variabel, da die dreidimensionale Anordnung durch das Spreiten der

Chromosomen zerstort wird.

Bei Endoreduplikationen ist aufgrund der Abstammung der Tochterchromatiden oft
eine auffallende Ahnlichkeit in der GréBe der Telomere benachbarter
Chromosomen zu sehen. Dies gilt auch dann, wenn bereits die
Schwesterchromatiden eines einzelnen Chromosoms in ihrer Telomerlange
erheblich voneinander abweichen, wie dies an normalen Metaphasen beobachtet
wurde. Wenn sehr starke Signale an zwei der vier Telomere in vergleichbarer
Intensitat vorkommen, wére es méglich, dass dieses starke Signal im Rahmen der
zweiten DNA-Replikation der Endoreduplikation an die nachste Generation
weitergegeben wurde, also bereits einen Zellzyklus vor der eigentlichen
Endoreduplikation vorhanden war. Ist nur ein Telomer betroffen, kénnte eine
Verlangerung wahrend der S-Phase stattgefunden haben, die der Endo-
reduplikation direkt vorausging.
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a) Verlauf einer Endoreduplikation

G2 Mitose G2 Endoreduplikation
Zellzyklus
S G1 S G1

b) Aus der Endoreduplikation entstandene Chromatiden

Generation
1 12 3123

Chromatid Chromosom Endoreduplikation

Abbildung 36: Schematische Darstellung des Vorgangs einer Endoreduplikation

a) Verlauf einer Endoreduplikation (rechts) im Vergleich mit einem
reguléren Zellzyklus (links)
b) Abstammung der 4 Chromatiden, die im Verlauf einer Endore-

duplikation entstehen.
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Abbildung 37 zeigt einzelne Chromosomen einer sporadischen Endoreduplikation
bei einer 40-jahrigen Frau, die teilweise sehr starke Telomersignale im Sinne einer
moglichen Telomerverlangerung zeigt. Diese Signale kommen bei den
Chromosomenarmen 2p, 5q, 69, and 10p jeweils doppelt vor, was fir eine
Verlangerung vor der zweiten DNA-Replikation der Endoreduplikation spricht. 19q
dagegen weist ein einzelnes starkes Signal auf, eine Verlangerung kénnte also

nur in der vorhergehenden S-Phase stattgefunden haben.

Abbildung 37: Chromosomen nach einer sporadischen Endoreduplikation

Die jeweiligen Chromosomen, hier isoliert aus der Metaphase einer 40-
jahrigen Frau, sind durch die unten im Bild stehende Nummer

bezeichnet.

Im Rahmen einer Endoreduplikation kénnen also Chromosomen auftreten, die
ebenso wie die unter 4.1 beschriebenen Metaphasen unterschiedliche Signale
aufweisen. Im Gegensatz zu diesen Metaphasen kann aber eine
Endoreduplikation Aussagen Uber drei Generationen gleichzeitig treffen. Wenn
also wie oben bei einem Chromosomenarm zwei schwache und zwei starke
Signale auftreten und beide sich hinsichtlich ihrer Lange kohéarent verhalten,
spricht dies eher fir eine Replikation der ungleich langen Telomere, die im
Rahmen eines selektiven, letztlich noch undefinierten, jedoch nicht Telomerase-
vermittelten, Verlangerungsmechanismus entstanden sein missen, als flr ein

Artefakt oder einen Hybridisierungsfehler.

71



Diskussion

Diskussion

1. Beurteilung der Methodik und der Rohdaten

Da die Messung der Telomerlange von Chromosomen in der Forschung heute
einen hohen Stellenwert einnimmt, wurden diesbezliglich zahlreiche Methoden

entwickelt, die jeweils unterschiedlichen Ansatzen folgen.

Die Standardmethode besteht in einer Southern-Blot-Hybridisierung der Telomer-
sequenzen mit telomerspezifischen Sonden, wozu Enzyme mit bestimmten
Restriktionsschnittstellen in der subtelomerischen DNA verwendet werden. Hierbei
wird allerdings nur der Durchschnitt der Telomerlangen aller Chromosomen aller
untersuchten Zellen gemessen, eventuelle Variationen in der Telomerlange
unterschiedlicher Zellen oder Chromosomen kdnnen also genausowenig erkannt
werden wie Chromosomenbriiche oder -translokationen. Zudem kann die
Verteilung der subtelomerischen DNA-Sequenzen variieren, was Einfluss auf die
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Proben haben kann. Um das Problem der
Chromosomenbriiche zu vermeiden, wurde der Slot-Blot-Assay entwickelt (10).
Dieser unterschiedet sich insofern von der oben genannten Methode, als er den
relativen Gehalt an Telomer-DNA misst und weitaus weniger Material als die
herkbmmliche Southern-Blot-Hybridisierung bendtigt. Weitere Modifikationen
bestehen unter anderem in dem Einbeziehen des Zentromers (71), in der Ver-
wendung der Pulsfeldelektrophorese (19), in der Hybridisierung von DNA in
Lésung (24) sowie in der Messung enzymatischer Farbreaktionen unmittelbar in
Zellpellets (21). Der relativ neue PCR-basierte Ansatz (12) erlaubt eine schnelle
Telomermessung direkt aus der DNA von Proben. Durch eine Abwandlung, die
STELA-Technik (4) ist sogar die Messung von Einzeltelomeren mdglich.

Die quantitative Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (47,61) erlaubt ebenfalls die
Vermessung individueller Telomere an einzelnen Chromosomen. Die Telomer-
messung erfolgt mit telomerspezifischen PNA-Sonden an Metaphasechromo-

somen. Zusétzlich erfolgt eine Messung der Fluoreszenzintensitaten von DNA-
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Plasmiden, die unterschiedlich hohe Anteile an Cy3-markierter PNA aufweisen
und als Referenz dienen. Die Messung der Gesamtfluoreszenzintensitat eines
Kerns in der Interphase (17) ist unabhangig von proliferierenden Zellen. Man
erhélt Fluoreszenzwerte flr bestimmte Zellpopulationen und vermeidet gleichzeitig

Zellkultur und eventuelle Selektion.

Eine Kombination der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit der Flow-Zytometrie
(37,81) macht schnell durchfihrbare Messungen von Zellen in Suspension
moglich, allerdings kénnen auch mit dieser Methode nur Aussagen Uber den
Gesamtfluoreszenzgehalt von Zellen gemacht werden. Eine zuséatzliche
Antikérperfarbung  (Multicolor Flow-FISH) erlaubt die Identifikation von

Leukozytenuntergruppen und die Bestimmung ihrer Telomerlange (3,43,94).

Vergleichbar mit der hier verwendeten Methode der T/C-FISH sind bezlglich
deren Zielsetzung, der Messung von individuellen Chromosomenarmen, nur die
STELA-Technik sowie die quantitative Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung.

Bei der PCR-basierten STELA-Technik wird mit chromosomenspezifischen
Primern gearbeitet, die bei bekannten Polymorphismen in der subtelomerischen
Region auch allelspezifisch sein kénnen (4). Die Methode hat den Vorteil, dass
keine Kultur der Zellen nétig und eine schnelle Analyse mdglich ist, allerdings
wurde sie bisher nur fur die kurzen Arme der Geschlechtschromosomen etabliert.
Ungeklart ist, ob alle Chromosomen der Analyse in dieser Form zugéanglich sind.
Eine differenzierte chromosomenspezifische Messung aller Telomere ist bisher

also nicht gesichert.

Die Methodik der quantitativen Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist prinzipiell mit
der T/C-FISH vergleichbar, problematisch ist allerdings die getrennte Messung der
Proben und der Referenzplasmide. Diese kann durch Hybridisierungsfehler,
Fluoreszenzunterschiede, unspezifische Hintergrundfarbungen und Nachlassen
der Fluoreszenzintensitat (fading-Effekt) einen Vergleich erschweren. AuBerdem
sind die Plasmide im Gegensatz zu den Telomeren proteinfrei, was sich in
starkeren Fluoreszenzsignalen und somit ebenfalls verfalschenden Effekten

auswirken kann.
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Die hier verwendete T/C-FISH-Methode hat den groBen Vorteil, dass sie
individuelle Chromosomen vermessen kann, ohne dass WNachteile wie
unspezifische Hintergrundfarbungen oder fading-Effekte zum Tragen kommen, da
sich die Referenz innerhalb der einzelnen Metaphase befindet. Durch die sichere
quantitative Bindung der PNA-Sonde erfolgt sowohl eine sensitive als auch eine
spezifische Messung der Telomere. Nachteilig ist allerdings der gréBere
Zeitaufwand im Vergleich zur Flow-Zytometrie. Zusétzlich ist die Methode ab-
hangig von Metaphasen, also einer Zellkultur. Mégliche Effekte in vitro werden
aber so gering wie mdglich gehalten, da die PHA-stimulierten Metaphasen bereits
nach 72 Stunden prépariert werden, was dem Maximum des Auftretens der ersten
Metaphase in Kultur entspricht (54). Da keine Bestimmung der Lymphozyten-
untergruppen erfolgt, die unterschiedliche absolute Telomerlangen (58,59,79,103)
und unterschiedliche Telomerlangendynamik (56,59,80,90) aufweisen und die sich
zudem mit zunehmendem Alter verandern (40), kénnte dies theoretisch Einfluss
auf die Rohdaten haben. Praktisch hat dies allerdings nur eine geringe Bedeutung,
da die verwendeten Kulturbedingungen klar das Wachstum von PHA-aktivierten
CD8 T-Zellen favorisieren. Darlber hinaus kénnen fir das Zentromer des
Chromosoms 2 als hochrepetitive Sequenz potentielle Polymorphismen nicht aus-
geschlossen werden, die bedeuten, dass die Kopienzahl der Sequenz zwischen
den einzelnen Individuen variiert und somit aus de facto gleich langen Telomeren
fir verschiedene Personen unterschiedliche T/C-Werte resultieren. Bei den
Messungen bestatigte sich dies aber nicht, es konnten keine gréBeren Abwei-

chungen des Zentromers beobachtet werden.

Zu berUcksichtigen ist auBerdem, dass die Daten durch unterschiedliche
Untersucher erhoben wurden und untersucherabhangige Faktoren eine Rolle
spielen kdnnten. Auch liegen fir die verschiedenen Altersgruppen unterschied-
liche Fallzahlen vor, die im Falle der Neugeborenen aus 53 weiblichen und 55
mannlichen ausgewerteten Probanden und im Falle der 100-jahrigen Manner nur
aus zwei Probanden bestehen. Die Uberpriifung des Verlaufs der Werte und der
dazugehdrigen Standardabweichungen zeigt dennoch eine starke Koharenz. Trotz
der unterschiedlichen Untersucher finden sich keine starkeren Abweichungen. Die
einzige Ausnahme bildet die Altersgruppe der 50-Jahrigen, die generell sehr hohe

Werte und damit auch eine relativ hohe Standardabweichung aufweist.
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2. Vergleich der Ergebnisse mit denen anderer Arbeiten

2.1 Geschlechtsunabhangige Telomerverkirzung

Was die Untersuchung der Telomerlange von Chromosomen peripherer Blut-
lymphozyten anbelangt, werden sehr oft nur Angaben Uber die durchschnittliche
Lange der Telomere gemacht, wobei die Durchschnittswerte je nach Studie zum
Teil um 13 kb (20) oder auch um 6,5 kb (86,90) betragen und innerhalb dieses
Intervalls ebenfalls viele unterschiedliche Werte zu finden sind (11,22,23,59,65).
Der Mittelwert der Daten dieser Arbeit betragt umgerechnet 10,6 kb, liegt also
innerhalb dieses Intervalls. Der Vergleich wird durch die starken Schwankungen
allerdings sehr erschwert.

Die zum Teil sehr starken Variationen sind dadurch bedingt, dass zum einen
unterschiedliche Altersgruppen untersucht werden und keine Altersanpassung
erfolgt, zum anderen unterschiedliche Methoden zur Anwendung kommen, die die
Werte in eine bestimmten Richtung beeinflussen kénnen .

Deshalb werden im nachfolgenden Teil nur Studien bertcksichtigt, die die
Telomerlangendynamik mit zunehmendem Alter beschreiben. Dies geschieht
gréBtenteils mit Hilfe von Regressionsgeraden beziehungsweise Kurven, die einen
unterschiedlichen Verlauf zeigen. Es erfolgt zusatzlich eine Auftrennung nach der

verwendeten Messmethode, um einen besseren Vergleich zu ermdglichen.

Viele Autoren verwenden Southern Blots, um die Telomerlange der einzelnen Pro-
banden zu quantifizieren. Die Mehrzahl von ihnen beschreibt ihre Ergebnisse im
Altersverlauf durch lineare Regression (Abbildung 38, erste bis achte Re-
gressionsgerade) (11,22,31,65,79,86,93,97), wobei die ermittelten Korrelations-
koeffizienten in ihrer GréBenordnung untereinander vergleichbar sind. Der Verlauf
der linearen Regression unterscheidet sich je nach Autor allerdings zum Teil
erheblich. Es gibt Geraden mit hohen Ausgangswerten bei Neugeborenen (11,93),
die auch eine etwas hdéhere Steigung aufweisen, und solche, die geringere
Ausgangswerte haben, aber etwas flacher verlaufen (22,31,79,86,97). Die
Angaben Uber die jahrliche Abnahme in Basenpaaren schwankt zwischen
durchschnittlich 22 und 41 bp (31,65,79,86,97). Einige Autoren (Abbildung 38,
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neunte und zehnte Regressionsgerade) wahlen dagegen einen segmentierten

beziehungsweise polynomischen Kurvenverlauf.

Die Gruppe um Frenck (20) unterscheidet mehrere Phasen der Telomer-
verklrzung. Einem sehr schnellen Telomerverlust in der Kindheit folgt hier ein
Plateau bis ins junge Erwachsenenalter, dann ein zunehmender altersabhéngiger
Telomerverlust. Fir diese Aussage werden aber Mittelwerte innerhalb einer
Altersgruppe gebildet, wodurch ein direkter Vergleich mit anderen Arbeiten nicht
moglich ist. Eine zweite Studie (79) folgt demselben Ansatz, fasst aber zusatzlich
unterschiedliche Altersgruppen in einem Mittelwert zusammen, so dass eine
grafische Darstellung im Rahmen von Abbildung 38 nicht erfolgen kann. Es
werden jingere Personen bis 31 Jahre untersucht, wobei es im ersten Lebensjahr
mit einem jahrlichen Verlust von etwa 700 bp zu einer sehr schnellen
Telomerverkirzung kommt, dem sich ein Plateau bis zum zehnten Lebensjahr und
dann ein relativ kontinuierlicher Abfall von etwa 20 bp pro Jahr anschlieBt, wobei
diese Unterschiede in der Telomerlangendynamik aber keine statistische Signi-
fikanz erreichen. Ein weiterer Autor (106) kann ebenfalls bei Kindern in den ersten
drei Lebensjahren mit Verlusten von 270 bp pro Jahr eine sehr schnelle Abnahme
der Telomerlange beobachten. Einem etwas anderen Ansatz folgt ein Artikel, der
eine Anpassung mittels polynomischer Regression vornimmt (38). Auch hier
unterscheidet sich die jahrliche Abnahme der Telomerlange altersabhéngig. Bei
Personen unter 40 Jahren betragt sie 84 bp, dann 41 bp.
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Abbildung 38: publizierte Telomerverkiirzungen (Methode: Southern Blot)

Dargestellt sind Regressionsgeraden von Publikationen, die zur Messung der Telomerlange in
unterschiedlichem Lebensalter Southern Blots verwendeten. Das Alter ist auf der X-Achse, die
Telomerlange in kb beziehungsweise der T/C-Wert auf der Y-Achse aufgetragen. Die Re-
gressionsgeraden sind farbkodiert und mit Nummern versehen, die Legende gibt die
dazugehdrige Publikation und dahinter, falls in der Studie ermittelt, den jeweiligen
Korrelationskoeffizienten an. Die oberen acht Studien verwenden im Gegensatz zu den beiden
unteren eine lineare Darstellungsform. Die gestrichelte schwarze Linie reprdsentiert die im

Rahmen dieser Arbeit aus allen Medianwerten ermittelte Regressionsgerade.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse, die mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
gewonnen wurden (Abbildung 39), muss ebenfalls der Ansatz der linearen

Regression von dem eines segmentierten Verlaufs unterschieden werden.

Martens et al. sowie Son et al. verwenden lineare Regression, wobei die Gruppe
um Martens quantitative Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung verwendet und auf
eine jahrliche Abnahme von etwa 33 bp bei etwas hdéheren Ausgangswerten
kommt (59), die Gruppe um Son mittels Flow-Zytometrie eine etwas geringere
jahrliche Abnahme von 26 bp bei niedrigeren Ausgangswerten feststellt (90). Das
Prinzip der segmentierten Auswertung mittels Flow-Zytometrie findet Verwendung
in der Arbeit von Rufer et al.. Einem starkeren Abfall im frGhen Kindesalter um
1000 bp im ersten Lebensjahr schlieBt sich eine langsamere Abnahme der
Telomerlange um 59 bp pro Jahr an.
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Abbildung 39: publizierte Telomerverkiirzungen (Methode: FISH)

Dargestellt sind die Regressionsgeraden von Publikationen, die altersabhdngige Telomerver-
kdrzung mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung quantifizieren. Das Alter ist auf der X-Achse,
die Telomerlange in kb beziehungsweise der T/C-Wert auf der Y-Achse aufgetragen. Die Re-
gressionsgeraden sind farbkodiert und mit Nummern versehen, die Legende gibt die dazu-
gehorige Publikation an. Die gestrichelte schwarze Linie reprasentiert die im Rahmen dieser

Arbeit aus allen Medianwerten ermittelte Regressionsgerade.

Es gibt auch Arbeiten, die keine negative Korrelation zwischen Alter und
Telomerlange finden oder bei denen ohne Modifikationen des untersuchten
Kollektivs keine Unterschiede der Telomerldange bei alteren und jangeren
Probanden festzustellen sind (49,53,57). Die oben beschriebenen negativen

Korrelationen dominieren jedoch.

Der Vergleich der unterschiedlichen beschriebenen Telomerverdnderungen, mit
denen der vorliegenden Arbeit ergibt zunachst, unabhangig von der Methodik,
vergleichbare Korrelationskoeffizienten zwischen -0,7 und -0,88, womit der hier er-
mittelte Wert von -0,76 gut harmonisiert. In Bezug auf die jahrliche Abnahme in
Basenpaaren, die nach dieser Arbeit bei etwa 63 bp liegt, kommen andere
Studien, bei denen eine Basenpaarangabe erfolgt, zum Teil zu deutlich
niedrigeren Ergebnissen. Sie gehen also von einem weniger starken
Telomerverlust pro Zeiteinheit aus. Die Ausgangswerte bei Neugeborenen

variieren sehr stark, was auch daran liegt, dass diese zum Teil nur interpoliert
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wurden (31). Der hier ermittelte Ausgangswert von 12 kb liegt in etwa in der Mitte,
es kommen deutlich héhere und niedrigere Werte vor. Der Endwert bei 100-
Jahrigen liegt dagegen mit 5,7 kb sehr niedrig, so gut wie alle Studien kommen in
diesem Punkt zu héheren Endwerten, wobei auch hier zum Teil interpoliert wird
(31,86). Einige Studien haben nur geringe Fallzahlen (11,22,65), was die
Vergleichbarkeit zuséatzlich erschwert. Generell fallt zudem auf, dass Studien, die
Southern Blots verwenden, auf sehr hohe Werte kommen, was an der
Miterfassung subtelomerischer Regionen liegen kdnnte.

Die meisten betrachteten Studien stimmen also in ihrer Tendenz zur Abnahme, im
Detail aber nicht im Verlauf dieser mit den hier ermittelten Ergebnissen Uberein.
Die Arbeit von Rufer et al. (80) aber einen ganz ahnlichen Kurvenverlauf wie hier,
da der Anfangswert bei Neugeborenen sowie der Endpunkt bei 100-Jahrigen fast
identisch sind. Die durchschnittlichen jahrlichen Abnahmen von -59 bp versus -63
bp sind ebenfalls gut vergleichbar. Die verwendeten Methoden sind ahnlich und
die Fallzahl ist ebenfalls gro genug, um die Ergebnisse vergleichen zu kénnen.
Im Rahmen der Studie wurde zwar eine segmentierte Analyse durchgeftihrt, was
aber nicht im Widerspruch zu den hier ermittelten Ergebnissen steht, da diese auf
einer Analyse in Zehnjahresschritten beruhen. Die lineare Auswertung erschien
aufgrund der Altersverteilung des hier vorliegenden Kollektivs am sinnvollsten,
eine Aussage Uber Telomerveranderungen im frihen Kindesalter kann oder soll
nicht getroffen werden. Eine einfache lineare Regression auf der Basis der Daten
von Rufer et al. hatte einen ahnlichen Verlauf gezeigt wie die Regressionsgerade
der im Rahmen dieser Studie ausgewerteten Daten, was flrr eine vergleichbare
Datenlage spricht.

Die globale Analyse der im Rahmen dieser Arbeit erfassten Daten ergibt also, wie
in zahlreichen Literaturstellen beschrieben, eine Abnahme der pangenomischen
Telomerlange mit zunehmendem Alter, die hier durch eine stark negative
Korrelation zwischen den beiden Faktoren bestéatigt wird. Einige beschriebene
Ergebnisse stimmen mit den hier erhaltenen insoweit Uberein, als sie von einer
konstanten Telomererosion ausgehen. Bestehende Unterschiede kdnnen unter
Umsténden durch unterschiedliche Methoden oder anderes Studiendesign bedingt
sein. Dennoch wurde auch in hohem Alter bei keiner Auswertung eine kritische
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Telomerlange erreicht, so dass die durchschnittliche Lange der Telomere nicht
alleinentscheidend fir den Prozess der Seneszenz sein kann. Zusatzliche
Einflussfaktoren wie oxidativer Stress, Umwelteinflisse, Zellteilungsraten,
Veranderungen der Telomerstruktur und auf individueller Ebene auch genetische
Determination sind ebenfalls beteiligt (26,55,78,83,91,98).

2.2 Geschlechtsabhangige Telomerverkiirzung

Nur sehr selten wurden in der Literatur altersabhangige Telomerverdnderungen
bei Frauen und Mannern getrennt untersucht. Zwar wurde die Beobachtung
gemacht, dass die durchschnittiche Telomerlange und auch ihre jahrliche
Abnahme in Basenpaaren bei Frauen etwas grdBer ist als bei Ménnern (41,80,97),
allerdings waren diese Unterschiede statistisch nur in einem Fall (41) signifikant.
Auch bei Neugeborenen konnten bisher keine geschlechtsspezifischen
Unterschiede nachgewiesen werden (72).

Im Gegensatz dazu wird in zwei Studien eine geschlechtsgetrennte Auswertung
der Telomerldangen in Abhangigkeit vom Alter vorgenommen, die jeweils eine
statistische Signifikanz aufweisen. Die Studie von Benetos et al. (6) vergleicht
mittels Southern Blot die durchschnittliche Telomerlange bei Frauen und Mannern
und deren Verlauf mit zunehmendem Alter. Sie kommt bei einem
durchschnittlichen Alter von 55 Jahren fir Manner und 56 Jahren fir Frauen auf
eine mittlere Telomerlange von 8,37 beziehungsweise 8,67 kb. Die jahrliche
Abnahme betragt dabei 36 bp fir Frauen und 38 bp flir Manner. Die
Regressionsgeraden der besagten Studie (Abbildung 40) verlaufen sehr flach. Die
Divergenz ist recht schwach ausgepragt, allerdings waren auch nur die mittleren
Altersgruppen von ungeféahr 25 bis 85 Jahren vertreten. Fir die Korrelation
zwischen Alter und Telomerlange war in der Studie ein Wert von
r = -0,45 fir Manner und von -0,48 flr Frauen angegeben. Die Studie von Nawrot
et al. (69) beschaftigt sich ebenfalls mit Unterschieden der Telomerldnge zwischen
den Geschlechtern. Auch hier werden mit Hilfe von Southern Blot gewonnene
TRF-Langen von Mannern und Frauen verglichen. Der Durchschnittswert far
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Frauen wird hier mit 6,92 kb, der fir Manner mit 6,77 kb angegeben, wobei der
Unterschied zwischen Mannern und Frauen statistisch signifikant ist. Die
Regressionsanalyse liefert zwei Regressionsgeraden, bei denen der jahrliche
Basenpaarverlust far Frauen mit 19 bp deutlich geringer ist als fir Manner mit 24
bp. Auch diese Regressionsgeraden verlaufen flach und nehmen vor allem fir
jungere Probanden eine recht geringe Telomerldnge an (Abbildung 40). Es findet
sich eine mit dem Alter zunehmende Divergenz zwischen den beiden
Regressionsgeraden. Der Korrelationskoeffizient r nimmt Werte von -0,49 flr

Frauen und -0,54 fir M&nner an.

Im Vergleich dazu betragt die im Rahmen dieser Arbeit berechnete
durchschnittliche Telomerlange umgerechnet 10,42 kb fir Manner und 10,72 kb
fir Frauen. Sie ist also durchweg héher als die in den oben beschriebenen
Arbeiten genannten Werte, allerdings bei einem durchschnittlichen Alter von 24,0
beziehungsweise 26,7 Jahren, was die Werte nur bedingt vergleichbar macht.
Auch die jahrliche Abnahme von durchschnittlich 62 bp pro Jahr bei Frauen und
67 bp bei Mannern liegt um Einiges héher als die oben genannten Werte. Zudem
zeigen sich Unterschiede im Vergleich der Regressionsgeraden, die hier bei
héheren Ausgangs- und geringeren Endwerten weniger flach und fir Manner und
Frauen divergenter verlaufen. Die Korrelationskoeffizienten der hier verwendeten
Daten sind mit r = -0,78 flir Manner und r = -0,74 flr Frauen besser als die oben

genannten.

Die Ergebnisse der anderen Arbeiten stimmen also tendentiell mit denen der
vorliegenden Arbeit Uberein, ein identischer Verlauf ist beim direkten Vergleich
allerdings nicht zu erkennen. Dies kdnnte zum einen an der Anwendung unter-
schiedlicher Methoden (Southern Blot versus Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung),
zum anderen aber auch an Unterschieden in der Beschaffenheit des Kollektivs

liegen (beide Studien decken nur eine geringere Altersspanne ab).

In Bezug auf die geschlechtsabhangige Telomerverkiirzung ist eine Bewertung der
Ergebnisse im Vergleich nicht allumfassend mdglich, da nur wenige Daten dazu
vorliegen und eine Auswertung mittels einer vergleichbaren Methode bisher noch
nicht erfolgt ist. Die unterschiedlich starke Auspragung der Telomerverkirzung bei
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Méannern und Frauen kann im Rahmen dieser Arbeit aber auf statistisch
signifikantem Niveau klar bestatigt werden.

kb T/IC-Wert
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Abbildung 40: publizierte Telomerverkiirzungen bei Mannern und Frauen

Dargestellt sind Regressionsgeraden von Publikationen, bei denen eine
Auftrennung in mannliche (blau) und weibliche Probanden (rot) erfolgte.
Das Alter ist auf der X-Achse, die Telomerlange in kb beziehungsweise der
T/C-Wert auf der Y-Achse aufgetragen. Als Vergleich sind die hier ermittel-
ten Regressionsgeraden eingezeichnet (hellgrau fir Frauen, dunkelgrau far

Méanner).

Eine explizite Erklarung fir das unterschiedliche Verhalten der Telomerlangen-
dynamik bei Mannern und Frauen fehlt bislang. Es gibt Hinweise, dass die Telo-
merverkirzungsrate bei Mannern und Frauen in vivo auf unterschiedliche Weise
beeinflusst werden kdénnte. Auf oxidativen Stress namlich, der zu Schadigung der
DNA und folglich der Telomere fiihrt (83,98), kann Ostrogen einen protektiven
Effekt austiben (2).

Sollten langere Telomere also das Risiko verringern, an altersassoziierten
Erkrankungen zu versterben, wie in einem Artikel von Cawthon et al. postuliert
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wird (13), kbnnte man damit also zumindest teilweise die hohere Lebenserwartung
von Frauen gegenlber Mannern erklaren. Zu welchem Prozentsatz aber Telomere
einen Beitrag zum Unterschied der Lebenserwartung von Mannern und Frauen
liefern, ist ungeklart.

2.3 Chromosomenabhéangige Telomerverkiirzung

Bisher ist noch nicht bekannt, ob die globale Verkirzung der Telomere (52,60)
oder die eines bestimmten Chromosoms (34) die Zellteilung einschrankt.
Individuelle Chromosomenarme variieren stark in der Lange ihrer Telomere
(7,47,52), beim Menschen wird eine Assoziation des Chromosomenarms 17p mit
besonders kurzen Telomeren vermutet (47). Das inaktive X-Chromosom scheint
sich schneller als das aktive zu verkirzen (92). Xp kénnte ebenfalls fir die

Beschrankung des Proliferationspotentials von Zellen verantwortlich sein (30).

Die Telomerlange aller einzelnen Chromosomenarme wurde bisher nur in einer
Arbeit untersucht (47). Dort wurden, wie hier, chromosomenspezifische
Unterschiede in der Telomerlange gefunden. Als besonders kurzes Telomer wurde
das des Chromosomenarms 17p herausgestellt, auch 19p, 22q und 20g wurden
als relativ kurz beschrieben. Als langster Arm erscheint 4q.

Auch in der vorliegenden Arbeit ist 4q der langste Arm; 17p, 22g und 20q sowie
19p liegen am niedrigsten, wobei die kirzesten Telomere hier nicht 17p, sondern
19p aufweist. Insgesamt liegt also eine sehr gute Vergleichbarkeit vor. Eine
geschlechtsspezifische Auftrennung der Chromosomenarme ist allerdings noch in
keiner Arbeit erfolgt.

Eine Theorie zur GesetzmaBigkeit der Verteilung der Telomerlange der einzelnen
Chromosomenarme vermutet in Anlehnung an die Chromosomenfeldtheorie von
Lima-de-Faria (50), nach der die Organisation eukaryotischer Chromosomen auf
dem Zusammenspiel von Telomeren und Zentromeren beruht, dass die Distanz
zwischen Telomer und Zentromer einen Einfluss auf die Lange des Telomers hat
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(88). Telomere sind danach kirzer an kirzeren Chromosomenarmen und langer
an langeren. Die Beobachtung, dass Telomere von p-Armen kirzer sind als die
von g-Armen (88), konnte hier nicht bestatigt werden. Dennoch zeigte sich, dass
mit zunehmender physikalischer, aber auch genetischer Lange der Chromosomen
beziehungsweise Chromosomenarme die Lange der Kkorrespondierenden
Telomere tendenziell ebenfalls zunimmt, und umgekehrt bei zunehmender
Rekombinationsrate die Telomerlange abnimmt. Dies steht in Einklang mit
anderen Beobachtungen (61,87).

Was die Telomerldnge an Geschlechtschromosomen angeht, kann hier keine
Aussage Uber die beschriebene unterschiedliche Verkilrzungsrate zwischen
aktivem und inaktivem X-Chromosom (92) gemacht werden. Uber den
Chromosomenarm Xp kann man sagen, dass er in dieser Arbeit weder global
noch nach geschlechter-spezifischer Auftrennung zu den kirzeren Chromosomen
zahlt.

Die in dieser Arbeit gezeigte Konkordanz zwischen den Telomeren von Xp und Yp
sowie Xg und Yq far mannliche Probanden, die Uber alle Altersgruppen hinweg
sehr stark positiv korreliert sind (r = 0,96 fUr die p-Arme beziehungsweise r = 0,95
fir die g-Arme), spricht fur ein Angleichen der Telomerlange von X- und Y-
Chromosom. Sie wurde bisher noch nicht beschrieben.

Man kann sich diesen Mechanismus in der Zygote oder im frihen
Embryonalstadium lokalisiert vorstellen. Er muss davon abhangig sein, ob ein X-
oder ein Y-Chromosom prasent ist. Entweder das X- oder das Y-Chromosom
mussen daraufhin angeglichen werden. Hier kann man sich zwei Mdglichkeiten
vorstellen:

Im Allgemeinen geht man davon aus, dass die Telomere der Manner in diesem
Stadium bereits um Einiges klrzer als die der Frauen gleicher Altersgruppe sind.
Bei einer XX-Rekombination muissten die Telomere des mannlichen X-
Chromosoms also der Lange des weiblichen angeglichen, das heiBt verlangert,
werden. Im Falle einer XY-Rekombination missten die Telomere des mutterlichen
X-Chromosoms dagegen auf die Lange des vaterlichen Y-Chromosoms verkiirzt

werden.
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Es gibt aber auch eine Publikation, die eine Zunahme der Telomerlange von
Sperma-DNA mit dem Alter der Spender zeigt (1). Fir Oozyten wurde dies nicht
beschrieben. Gesetzt den Fall, dass das Phanomen nur bei Sperma-DNA aulftritt,
waren die Telomere der Manner zu diesem Zeitpunkt langer. Im Falle einer XX-
Rekombination wirde nun die Lange der Telomere des matterlichen X auf die des
véaterlichen X verlangert, im Falle einer XY-Rekombination dagegen die Telomere

des vaterlichen Y-Chromosoms auf die des mutterlichen X-Chromosoms verkUrzt.

Diese beiden Hypothesen unterscheiden sich darin, dass ohne Verlangerung der
Sperma-DNA oder bei gleichférmiger Veranderung der Telomere in Spermien und
Oozyten einmal das X-Chromosom (im Falle der XX-Rekombination) und einmal
das Y-Chromosom (im Falle der XY-Rekombination) die telomerlangen-
determinierenden Variablen wéren. Bei Einbeziehen einer isolierten Verlangerung
der Telomere von Sperma-DNA dagegen wirde beide Male eine Angleichung an
das X-Chromosom erfolgen. Dies wirde auch zu einem postulierten X-
gebundenen Vererbungsmechanismus der Telomerldnge passen (69).

In jedem Fall bedingt dies allerdings, dass Verlangerungen und Verklrzungen der
Telomere stattfinden muissten, deren Mechanismus nicht geklart ist.
Rekombination zwischen telomerischen oder subtelomerischen Regionen,
Verklrzung durch Exonukleasen, Verlangerung durch Telomerase oder auch
Unterschiede in der epigenetischen Regulation der Telomerstruktur kénnten eine

Rolle spielen.

2.4 Schiefeverteilung und verstéarkte Fluoreszenzsignale

Die vorliegenden Polymorphismen in der Telomerldnge sind als Telomerlangen-
varianzen zwischen den Allelen eines Chromosoms bereits fir Mause (45,107)
sowie menschliche Fibroblasten (4) beschrieben. Auch flr menschliche
Lymphozyten finden sich statistisch signifikante Unterschiede in der Telomerlédnge
zwischen Schwesterchromatiden, die bei alteren Probanden zudem deutlicher
sichtbar sind (5). Bei Alteren konnten trotz kiirzerer durchschnittlicher Telomer-
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lange grdéBere Variationen in ihrer Lange beobachtet werden (11). Dies spricht fir
eine Zunahme dieser Heterogenitat im Alter, was mit der hier ermittelten Zunahme
der Schiefe und der zunehmenden Linksverschiebung der Histogramme

Ubereinstimmt.

Beziglich der Schiefeverteilung wurde flur B-Zellen eine asymmetrische
Telomerlangenverteilung mit sehr hohen Telomerlangen vergleichbar der hier
beobachteten festgestellt, wobei T-Zellen in dieser Studie aber kontrar zu den hier
ermittelten Histogrammen ein symmetrisches Histogramm ohne hohe Werte
aufwiesen (59). Das asymmetrische Verhalten der B-Zellen wurde dadurch erklart,
dass die B-Zellen mit langeren Telomeren memory-B-Zellen reprasentierten, die
mit den kdrzeren Telomeren dagegen naive B-Zellen.

Die geschlechtsabhangige Haufigkeit hoher T/C-Werte ist bisher nicht
beschrieben. Die Tatsache, dass das Histogramm bei Frauen nicht nach rechts
verschoben ist, sondern bei geringeren T/C-Werten der Histogrammverlauf bei
Frauen und Mannern quasi identisch ist, spricht dagegen, dass bei Frauen einfach
protektive Faktoren gegen extrinsischen Telomerverlust oder -schadigung, zum
Beispiel gegenlber freien Radikalen (2), vorliegen, da dies zu einer Parallel-
verschiebung fihren wirde.

Ein Mechanismus, der dem Telomerverlust entgegenwirkt und bei Frauen starker
ausgepragt ist als bei Mannern, ware die wahrscheinlichere Erklarung.
Telomerase spielt hierbei wohl keine Rolle, da die Lange von Telomerase-
stabilisierten Telomeren in der Regel zwischen 4 und 10 kb liegt (84). Der alter-
native Weg der Telomerverlangerung (ALT), der DNA-Rekombinations- und
Replikationsenzyme benutzt, kann dagegen extrem heterogene Telomere in einer
GroBenordnung von 5 bis 48 kb verursachen (14,84). Dies wirde gut dazu
passen, dass haufig Werte um und Uber 150 T/C-Werte (umgerechnet etwa 33kb)
beobachtet werden konnten. Die Frage bleibt allerdings, warum bei Frauen dieser
Mechanismus starker ausgepragt sein sollte. Potentielle Ursachen sind zwar noch
nicht erfasst, aber die unterschiedliche Auspragung kénnte durch X-chromosomal
kodierte Gene bedingt sein, die in die Replikation, Rekombination oder Reparatur
der DNA eingreifen. Sie mussten der X-Inaktivierung entgehen und auf dem Y-
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Chromosom nicht aktiv sein, so dass es zu einer relativen Uberexpression bei
Frauen kommt. Damit waren die bei Frauen relativ haufiger vorkommenden hohen
T/C-Werte erklart.

3. Telomere im Seneszenzprozess

GemanB der vorherrschenden Meinung verkirzen sich die Telomere somatischer
Zellen mit jeder Teilung, bis es durch die zunehmende Erosion schlieBlich zur
Seneszenz der Zelle kommt. Sie werden vielfach als Indikator fir das Altern von
Zellen verwendet, womit in Einklang steht, dass die Telomerlange hier in ihrer
Gesamtheit, aber auch auf chromosomenspezifischer Ebene mit zunehmendem
Alter der Menschen linear abnimmt. Auf chromosomaler Ebene findet man ein
komplexeres Bild, starke Variationen in der Lange der individuellen
Chromosomenarme sowie unterschiedliche Verkirzungsgeschwindigkeiten dieser
kénnen beobachtet werden. Das proliferative Potential menschlicher Zellen kénnte
also dadurch begrenzt sein, dass ein kritisch kurzes Telomer eines determinierten
Chromosomenarms  eine  kritische  Schwelle erreicht und so den
Seneszenzprozess einleitet (67). Es ist aber auch nicht ausgeschlossen, dass es
erst zu einer Akkumulation vieler kurzer Telomere kommt (46). Die Telomerlange
bei Frauen und Mannern verhalt sich zudem unterschiedlich. Bei M&nnern werden
niedrigere Ausgangswerte und schnellere Verkirzungsraten beobachtet, sowohl
global als auch chromosomenarmspezifisch, was zu der Theorie der Telomere als
Triggermechanismen der Seneszenz passt, zumal Frauen eine hdhere

Lebenserwartung als Manner haben.

Neu ist allerdings die Tatsache, das sich die Telomere von X- und Y-Chromosom
beim Mann bezlglich ihrer Lange angleichen, das heiBt, es kbdnnte eine
Beeinflussung der Telomerlange auf chromosomaler Ebene geben, die eine
Verkirzung und auch eine Verlangerung beinhaltet. Es ist somit nicht
ausgeschlossen, dass auch die GréBe der Telomere anderer Chromosomenarme
beeinflusst wird. Die linksgipflige Schiefverteilung der Werte im Histogramm, die

das regelmaBige Auftreten sehr hoher Werte visualisiert, spricht ebenfalls far
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dynamische Veranderungen der Telomerlange, da zum einen keine Normal-
verteilung vorliegt, die der Erwartung entsprechen wirde. AuBerdem nimmt die
Schiefe mit dem Alter zu und ist bei Frauen starker ausgepragt als bei Mannern.
Zusammen mit dem visuell erkannten und statistisch belegten Phdnomen hoher
T/C-Werte, die auch an einzelnen Chromatiden auftreten, ist es naheliegend,
einen Prozess zu vermuten, der zu einer Verlangerung von Einzeltelomeren fuhrt.
Dieser Prozess muss bei Frauen starker greifen als bei Mannern, da in den
Histogrammen nicht eine Verschiebung der Maximalwerte, sondern ein
vermehrtes Auftreten hoher Werte bei Frauen beobachtet werden. Dies gilt auch
beim Betrachten der Standardabweichungen, die eine Verfalschung durch die
generell héheren Werte der weiblichen Probanden nicht zulassen. Es kann sich
also nicht nur um einen protektiven Faktor bei Frauen handeln, der vor
Telomererosion schitzt. Die hohen Werte muissen nach dieser Datenlage

sekundar verlangerte Telomere reprasentieren.

Im komplexen Prozess der Seneszenz, der durch eine Vielzahl von Faktoren
beeinflusst wird, scheinen sich also auch die Telomere nicht unidirektional im
Sinne einer biologischen Uhr zu verhalten. Die Modifikation beziehungsweise
Anpassung von Telomerlangen, die hier fir die mannlichen Geschlechts-
chromosomen gezeigt werden konnte, sowie die sporadische, oft extensive
Verlangerung von Einzeltelomeren, sprechen klar fur bisher nicht erkannte
epigenetische Modifikationen der Telomerldnge, die parallel zu einer auto-

matischen Verkirzung im Rahmen des Zellzyklus ebenfalls vorkommen.

Die vorliegende Arbeit zeigt damit, dass die Telomere im Rahmen der Seneszenz
ein dynamischer Faktor sind und Modifikationen durch Verkirzung und
Verlangerung unterliegen, tber deren Atiologie bis jetzt nur spekuliert werden
kann. Eine Analyse der zugrundeliegenden Mechanismen kdnnte Aufschluss
darUber geben, ob die beobachteten Unterschiede bei Mannern und Frauen zur
Erklarung der geschlechtsspezifischen Unterschiede der Lebenserwartung
beitragen. Zudem kdénnte man Erkenntnisse gewinnen, inwieweit das spezifische
Telomerprofil der einzelnen Chromosomenarme fir den Prozess der Seneszenz
eine Rolle spielt und inwieweit extrinsische und intrinsische Faktoren zu einer

Beeinflussung der einzelnen Chromosomenarme flihren.
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Zusammenfassung

Von Telomeren als chromosomale Endstrukturen wird gemeinhin angenommen,
dass sie als biologische Uhr von Zellen agieren und so im Seneszenzprozess eine
entscheidende Rolle spielen.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 205 Personen, die zwischen 0 und 100 Jahre
alt waren, hinsichtlich der Telomerlange ihrer peripheren Blutlymphozyten mittels
der T/C-FISH-Methode (Telomer/Centromer-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung)
untersucht. Um Erkenntnisse Uber die Dynamik der Telomerldange zu gewinnen,
wurden die erhobenen Daten nicht nur nach Alter, sondern zusatzlich noch nach
Geschlecht und nach Chromosomenarmen aufgetrennt.

Die globale Verkirzung des Medians der Telomerldange mit zunehmendem Alter
konnte durch lineare Regression beschrieben werden und entspricht einem Aus-
gangswert von etwa 12 kb (Kilobasen) bei Neugeborenen und einem Endwert von
5,7 kb bei 100-Jahrigen, also einem durchschnittlichen Telomerverlust von etwa
63 bp (Basenpaaren) pro Jahr. Getrennte Betrachtung von Mannern und Frauen
lieferten statistisch signifikante Geschlechtsunterschiede, sowohl bei der Aus-
gangsléange der Telomere von Neugeborenen als auch in ihrem jahrlichen Basen-
paarverlust. Zusatzlich zur kirzeren Ausgangslange von 11,9 kb im Vergleich zu
12,2 kb bei Frauen ist die pangenomische Telomererosion ist bei Mannern jedes

Alters mit 67 bp jahrlich starker ausgepragt als bei Frauen mit 62 bp.

Die chromosomenarmspezifische Auftrennung lieB sowohl in ihren absoluten
Medianwerten als auch in ihrer altersabhangigen Dynamik starke Unterschiede
zwischen den einzelnen Chromosomenarmen erkennen, wobei die Telomerlange
der einzelnen Chromosomenarme gut mit deren physikalischer und genetischer
Lange korrelierte. Auch hier fanden sich geschlechtsspezifische Unterschiede im
Telomerverkirzungsprofil, bei beiden Geschlechtern konnten jedoch die Telomere
an 4q als die langsten und die an 19p als die klirzesten hervorgehoben werden.
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Bezlglich der Telomerlange der méannlichen Geschlechtschromosomen fiel eine
starke Konkordanz sowohl der p-Arme des X- und des Y-Chromosoms als auch
der korrespondierenden g-Arme auf. Diese Angleichung war Uber alle Alters-
gruppen hinweg sichtbar.

Statt einer erwarteten Normalverteilung der Daten fand sich eine linksgipflige
Verteilung, wobei die Schiefe bei Frauen noch ausgepragter als bei Mannern war.
Die Beobachtung einzelner sehr starker Telomersignale konnte mit den
aufgetretenen hohen Werten in Verbindung gebracht werden. Diese wurden im
Rahmen einer Endoreduplikation verifiziert. Bei Betrachtung dieser hohen Werte in
Abhangigkeit von der Standardabweichung konnte keine Alters- oder chromo-
somale Praferenz gefunden werden, was flr eine zuféllige Verteilung dieses
Phanomens und damit flr sporadische Telomerverlangerungen spricht.

Telomere unterliegen diesen Ergebnissen zufolge also nicht nur einer kontinuier-
lichen Verklrzung mit zunehmendem Alter, die geschlechts- und chromosomen-
spezifisch unterschiedlichen Mustern folgt, sondern es existieren dazu Mecha-
nismen, die zu einem Angleichen und sogar zu einer sporadischen Verlangerung

der Telomere fUhren kdnnen.

Der Mechanismus dieser dynamischen Langenveranderungen ist bisher noch
ungeklart, kbnnte aber ein Ansatz sein, um geschlechtsspezifische Unterschiede
in der Lebenserwartung zu erklaren und festzustellen, inwieweit die Telomere
einzelner Chromosomenarme am Prozess der Seneszenz beteiligt sind und durch

Verlangerungsmechanismen beeinflusst werden.
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2. Boxplots aller Altersgruppen global
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Abbildung 41: Altersgruppenspezifische Boxplots aller Chromosomenarme

Die Uberschrift gibt den Chromosomenarm an. Die Boxplots bestehen aus den Globaldaten der

jeweiligen Altersgruppe. Auf der Y-Achse ist der T/C-Wert, auf der X-Achse das Alter

verzeichnet.
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3. Boxplots aller Altersgruppen differenziert nach Geschlecht
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Abbildung 42: Altersgruppenspezifische Boxplots aller Chromosomenarme fiir Manner

Die Uberschrift gibt den Chromosomenarm an. Die Boxplots bestehen aus den Globaldaten der
mannlichen Probanden der jeweiligen Altersgruppe. Auf der Y-Achse ist der T/C-Wert, auf der

X-Achse das Alter verzeichnet.
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Abbildung 43: Altersgruppenspezifische Boxplots aller Chromosomenarme fiir Frauen

Die Uberschrift gibt den Chromosomenarm an. Die Boxplots bestehen aus den Globaldaten der

weiblichen Probanden der jeweiligen Altersgruppe. Auf der Y-Achse ist der T/C-Wert, auf der X-

Achse das Alter verzeichnet.
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