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Verfahren zur geschlechtsunabhdngigen Bestimmung von Alterung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Bestimmung des
Alterungszustandes eines Subjekts. Das Verfahren erlaubt es, ausgehend von
bestimmten Nukleinsduren oder Proteinen und deren Expressionslevel
RuckschlUsse auf das Alter und mit dem Alter verbundene Zustande eines
Subjektes — auch unabhangig vom Geschlecht - zu ziehen. Mit dem Alter
verbundene Zustande im Sinne dieser Erfindung kénnen insbesondere

altersassoziierte Erkrankungen sein.

Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem eine Gruppe von Genen, deren
Expressionslevel vom Alterungszustand des jeweiligen Subjekts — auch
unabhangig vom Geschlecht — abhangt. Daruber hinaus betrifft die Erfindung die
Bestimmung des Expressionslevels der Gene sowie die Benutzung der

entsprechenden Expressionslevel zur Bestimmung von Alterungszustanden.

Diese Erfindung betrifft auch Vorrichtungen, insbesondere Arrays und Chips, die
zur Bestimmung des Alterungszustandes eines Subjekts eingesetzt werden

kdonnen.

Alterung ist ein komplexer multifaktorieller Prozess, der nach heutiger
Auffassung sowohl erblichen als auch auBeren Einflissen unterliegt. Die genauen
Mechanismen des Alterns sind nicht bekannt. Es gibt jedoch mehrere Theorien zu
Alterungsmechanismen, die sich nicht zwangslaufig gegenseitig ausschlieBen,
sondern die durchaus als parallele oder sequentielle Prozesse im Sinne einer
multifaktoriellen Genese Einfluss auf den Gesamtprozess des Alterns haben
kdnnen. Diese Theorien umfassen zum einen Veranderungen der
Erbinformationen und deren Struktur, wie zum Beispiel eine fortschreitende
Verkurzung der Telomere, chromosomale Anomalien und gehauftes Auftreten
von Mutationen ausgeldst oder begleitet von einer verringerten Kapazitat zur
DNA-Reparatur. Zum anderen wird vermutet, dass oxidativer Stress, auch im
Zusammenhang mit Fehlfunktionen von Mitochondrien, sowie ein verstarktes
Auftreten von fehlgefalteten Proteinen, ausgeldst durch eine Verringerung der
Proteinfaltungskapazitat und/oder eine Verringerung des Abbaus fehlgefalteter
Proteine, mit dem Altern in Verbindung stehen. Es ist jedoch nach wie vor nicht

bekannt, ob diese beobachteten Effekte Grund oder Folge des Alterns sind.
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Durch die steigende Lebenserwartung ist zu erwarten, dass altersbedingte
Erscheinungen in Zukunft von verstarkter gesellschaftlicher Bedeutung sein
werden. Es gibt daher weltweit groBe Bemuhungen, den Einfluss verschiedenster
Faktoren auf das Altern naher zu bestimmen und eventuelle
alterungsverlangsamende EinflUsse bzw. vorbeugende MaBnahmen flr
altersassoziierte Krankheiten zu finden. Von zentraler Bedeutung fur die
Untersuchung von Einflissen auf das Altern ist hierbei eine Bestimmung des
Fortschreitens des Alterns, bzw. des gesunden Alterns, anhand von objektiven,
klar definierten und reproduzierbar bestimmbaren Parametern. Diese Parameter
mussen sich in mindestens einer messbaren Eigenschaft in verschiedenen

Alterungszustanden unterscheiden.

Aus WO 2010/104573 A1l ist bereits ein Verfahren bekannt, wonach bestimmte
Gene identifiziert werden sollen, die zur Bestimmung des Alters eines Subjektes
dienen kdnnen. Die Ermittlung des Alterungszustandes ist nach der dort
beschriebenen Methode allerdings sehr schwierig, weil die Proben, an denen das
Verfahren durchgeflihrt werden soll, schwer zuganglich sind und teilweise
chirurgische Eingriffe erfordern. Die Ermittlung des Alterungszustandes nach dem

dort beschriebenen Verfahren ist mithin sehr schwierig.

Im Stand der Technik ist kein Verfahren bekannt, mit dem der Alterungszustand
eines Subjekts einfach und mit hinreichender Zuverlassigkeit bestimmt werden
kann. Es ist aus dem Stand der Technik ebenfalls nicht bekannt, in wie fern die
Expressionslevel bestimmter Biomarker geschlechtsspezifische Unterschiede
aufweisen. FUr die Verwendung von Genen als Biomarker ist es jedoch von
immenser Bedeutung, dass eine Bestimmung des Alterungszustandes eines
Subjektes geschlechtsunabhangig maoglich ist. Dies ist nicht der Fall, wenn das
entsprechende Gen als Biomarker nur fur jeweils eines der Geschlechter geeignet
ist. Bei den bisher bekannten Biomarkern fur Alterung ist die Situation sogar
noch unvorteilhafter, da nicht einmal bekannt ist, ob diese
geschlechtsunabhéangig verwendet werden kénnen. Dadurch kann es zu

Fehlinterpretationen der erhobenen Daten kommen.

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur
Verfugung zu stellen, das eine zuverlassige und schnelle, auch

geschlechtsunabhangige Bestimmung des Alterungszustandes eines Subjektes
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ermdglicht. Zusatzlich ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine
zuverlassige und schnelle, auch geschlechtsunabhangige Bestimmung des
gesunden Alterungszustandes eines Subjektes zu ermdéglichen, so dass man
individuelle Abweichungen, die zu Erkrankungen flihren kdnnen, feststellen kann.

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren geldst, das folgende Schritte umfasst:

a. Bereitstellung einer Zellprobe eines Subjekts,

b. Bestimmung des Expressionslevels mindestens eines Gens in der
Zellprobe, dessen Expressionslevel in dieser Zellprobe vom
Alterungszustand des Subjekts abhangig ist,

c. Vergleich des Expressionslevels des Gens mit mindestens einem
Vergleichswert, wobei der Vergleichswert der Expressionslevel des
entsprechenden Gens in einer Vergleichsprobe ist und wobei der
Alterungszustand der Vergleichsprobe bekannt ist.

Als Subjekte, deren Zellen sich zur Bereitstellung einer Zellprobe eignen,
kommen Lebewesen in Frage, insbesondere Tiere. Bevorzugte Subjekte sind

Saugetiere, ein bevorzugtes Subjekt ist der Mensch.

~Expressionslevel® bezeichnet erfindungsgeman den Gehalt an Genprodukt eines
bestimmten Gens pro Zelle. Das Genprodukt kann sowohl in Form von RNA als
auch in Form von Proteinen vorliegen. Die Bestimmung des Expressionslevels
kann also die Bestimmung der Menge eines Proteins oder einer Nukleinsaure,

insbesondere RNA, umfassen.

L~Alterungszustand®™ bezeichnet erfindungsgemal bevorzugt das postnatale Alter
des Subjekts. Bei Zellproben aus Zellkulturen ist der Alterungszustand bevorzugt
als die Passagenzahl der jeweiligen Kultur anzusehen. Der Alterungszustand kann
auch das Vorhandensein einer altersassoziierten Erkrankung oder eines anderen
altersassoziierten Zustands sein. Altersassoziierte Erkrankungen sind
insbesondere Krebserkrankungen aber auch Autoimmunerkrankungen z.B.
bullose Dermatosen, Lupus erythematodes, infektiose Erkrankungen z.B.
Erysipel, Harnwegsinfekt, Pneumonie, Zoster, Stoffwechselerkrankungen z.B.
metabolisches Syndrom, vaskulare Erkrankungen z.B. chronische vendse
Insuffizienz, arterielle Verschlusskrankheit, neurodegenerative Erkrankungen z.B.

M. Alzheimer, M. Parkinson, muskuloskeletale Erkrankungen z.B. Osteoporose,
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Erkrankungen der inneren Organe z.B. Koronarherzkrankheit, COPD,
Prakanzerosen und Tumore der Haut, z.B. aktinische Keratosen,

Basalzellkarzinom, Plattenepithelkarzinom, Beinulcera (offenes Bein).

Der Vergleichswert wird erfindungsgemal bevorzugt bestimmt, indem die
Expressionslevel aus Zellproben von Subjekten mit bekanntem Alterungszustand
bestimmt werden. Der Vergleichswert kann beispielsweise ermittelt werden,
indem eine Gruppe von wenigstens 2, bevorzugt wenigstens 5 und besonders
bevorzugt wenigstens 10 Vergleichssubjekten im Hinblick auf den
Expressionslevel des betrachteten Gens oder der betrachteten Gene untersucht
werden (Vergleichsprobe). Es werden also bei den Vergleichssubjekten dieselben
Schritte a und b durchgeflihrt wie bei dem zu untersuchenden Subjekt. Das
Ergebnis liefert den Vergleichswert und erlaubt eine relative Aussage hinsichtlich
des Alterungszustandes des untersuchten Subjekts. Es liegt auf der Hand, dass
hiermit hinsichtlich fast beliebiger Alterungszustande Aussagen maoglich sind. Das
Vergleichssubjekt bzw. die Vergleichssubjekte gehdren vorzugsweise derselben

Spezies an, wie das zu untersuchende Subjekt.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die Zellprobe ein fixiertes tierisches
Gewebe, insbesondere eine Hautprobe, eine Speichelprobe, eine
Abstrichzellprobe, eine Blutprobe, eine Urinprobe oder eine Stuhlprobe. In einer
bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung umfasst die Zellprobe wenigstens
ein Homogenisat von Zellen. Die Zellprobe kann aus Zell- oder Gewebekulturen
oder aus Geweben lebender Organismen, insbesondere einer Hautprobe, einer
Speichelprobe, einer Abstrichzellprobe, einer Blutprobe, einer Urinprobe oder

einer Stuhlprobe nach entsprechender Praparation gewonnen werden.

Erfindungsgeman eignen sich als Zellproben sowohl Zellen mit weiblichem als
auch Zellen mit mannlichem Genotyp. Erfindungsgeman kdnnen Praparationen
der Haut, Praparationen der Schleimhaut, eine Abstrichzellprobe, eine Blutprobe
oder eine Urinprobe als Zellproben verwendet werden. Dies ist besonders
vorteilhaft, weil Haut, orale, genitale und anale Schleimhaut, Blut, Urin und Stuhl
im Allgemeinen leicht zur Probenentnahme zuganglich ist. Ganz besonders als
Zellprobe geeignet sind in diesem Zusammenhang nicht-sonnenexponierten
Hautstellen, da die Alterung dort weitestgehend unabhdngig von externen
Faktoren verlauft. Nicht-sonnenexponierte Hautstellen sind typischerweise die
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Innenseite des Oberarms oder die Innenseite des Oberschenkels sowie das
Gesal.

Der Alterungszustand der Haut erlaubt auch Ruckschlisse auf den
Alterungszustand aller anderen der Alterung unterworfener Gewebe.
Insbesondere erlaubt der Alterungszustand der Haut Rickschllsse auf den
Alterungszustand anderer Gewebe ektodermalen Ursprungs. Gewebe
ektodermalen Ursprungs im Sinne dieser Erfindung sind bevorzugt das zentrale
Nervensystem, das periphere Nervensystem, Zahne, Haare und Nagel.

Der Alterungszustand der Haut, der Schleimhaut, des Blutes, des Urins und des
Stuhls erlaubt Ruckschllsse auf den Alterungszustand aller anderen der Alterung

unterworfener Gewebe.

Bei toten Organismen kénnen Zellproben aus jedem Gewebe zur Bestimmung

des Alterungszustandes dienen.

Der Vergleich des Expressionslevels des Gens mit mindestens einem
Vergleichswert, wobei der Vergleichswert der Expressionslevel des
entsprechenden Gens in einer Vergleichsprobe ist und wobei der
Alterungszustand der Vergleichsprobe bekannt ist, wird durchgeftuhrt, um
eventuelle Ubereinstimmungen oder Unterschiede des an der Zellprobe
gemessenen Expressionslevels mit dem Expressionslevel des Vergleichswerts zu

bestimmen.

Die vorliegende Erfindung umfasst eine Gruppe von Genen mit altersabhangiger
Expressionsverdanderung und deren Verwendung als Biomarker flr Alterung
und/oder altersassoziierte Zustdande. Die Bestimmung des Expressionslevels kann
dabei sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene erfolgen, mit dem Fachmann
bekannten Methoden.

Bevorzugte Methoden zur Bestimmung des Expressionslevels sind Northern
blotting, RNase Protektion, real-time PCR, Makro- und Mikroarrays, SILAC,
markierungsfreie absolute Quantifizierung, Western blotting, ELISA, Immunzyto-

und Immunhistochemie.
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Fur die Bestimmung des Expressionslevels auf RNA-Ebene sind bevorzugt
klassische elektrophoretische Verfahren zu verwenden. Dies sind insbesondere
Northern blotting und RNase Protektion, weiter bevorzugt sind PCR-basierte
Verfahren wie z.B. real-time PCR. Besonders bevorzugt sind
Hybridisierungsverfahren wie Makro- und Mikroarrays zu verwenden. Eine
besonders bevorzugte Methode ist die real-time PCR.

Fur die Bestimmung des Expressionslevels auf Proteinebene sind bevorzugt
massenspektrometrische Verfahren zu verwenden. Dies sind insbesondere SILAC
und markierungsfreie absolute Quantifizierung. Besonders bevorzugt sind
Antikorper-basierte Verfahren wie Western blotting, ELISA und Immunzyto- und
Immunhistochemie zu verwenden. Eine besonders bevorzugte Methode ist die

Immunhistochemie.

Eine bevorzugte Anwendung der Erfindung besteht in der Analyse des Einflusses
kosmetischer und medizinischer Produkte auf den Alterungszustand,
insbesondere die Hautalterung. Zu diesem Zweck kénnen beispielsweise die
Hautalterung verlangsamende Produkte auf definierte Hautstellen aufgetragen
werden und der Effekt mit Hilfe der Analyse der Genexpression der
beschriebenen Gene an behandelten und unbehandelten Stellen verglichen
werden. Es kdnnen auch Pradispositionen fur bestimmte altersbedingte

Erkrankungen identifiziert werden.

Eine weitere bevorzugte Anwendung der Erfindung besteht in der Analyse des
Einflusses medizinischer Produkte auf die Alterung bestimmter Gewebe oder des
Gesamtorganismus. Zu diesem Zweck kénnen beispielsweise die Alterung
bestimmter Gewebe oder des Gesamtorganismus verlangsamende Produkte
systemisch eingenommen werden und der Effekt mit Hilfe der Analyse der
Genexpression der beschriebenen Gene an Zellproben der Haut vor und nach der
Einnahme der medizinischen Produkte verglichen werden. Es kdnnen auch
Pradispositionen flr bestimmte altersbedingte Erkrankungen identifiziert werden.

Eine weitere bevorzugte Anwendung besteht in der Analyse beispielsweise an
Tatorten gefundener Spuren, welche eine Einschrankung des Alters des Taters
ermdglicht und so den Kreis moglicher Verdachtiger einengen kann. So ist dem

entsprechenden Fachmann bekannt, dass oft Hautschuppen, Haare oder andere
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Gewebe von Tatern am Tatort sichergestellt werden kénnen, die dann fur eine

entsprechende Analyse im Sinne der Erfindung verwendet werden kénnen.

Eine weitere mogliche Anwendung besteht in der Analyse von Zellen aus
Zellkulturen. Insbesondere kénnen mdogliche alterungsférdernde oder
alterungsverlangsamende Faktoren beispielsweise in Hochdurchsatz-Screening-
Verfahren getestet werden, indem der Genexpressionslevel der in dieser
Erfindung beschriebenen Gene unter Einfluss der jeweiligen Faktoren mit
entsprechenden Vergleichswerten von unbehandelten Zellkulturen qualitativ und

quantitativ verglichen wird.

Die Gene sind vorzugsweise ausgewahlt aus folgenden humanen Genen oder

Homologen davon:

RDH16 (Unigene ID Hs.134958, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 1,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 2),

MGC3101 (Unigene ID Hs.301394, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 3,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 4),

C9orf112 (Unigene ID Hs.292570, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 5,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 6),

STK40 (Unigene ID Hs.471768, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 7,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 8),

TOM1L2 (Unigene ID Hs.462379, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 9,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 10),

GAMT (Unigene ID Hs.81131, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 11,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 12),

MFSD3 (Unigene ID Hs.7678, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 13,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 14),

C190rf24 (Unigene ID Hs.591383, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 15,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 16),
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TRIM33 (Unigene ID Hs.26837, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 17,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 18),

LRIG3 (Unigene ID Hs.253736, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 19,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 20),

DOCK9 (Unigene ID Hs.596105, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 21,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 22),

NLGN2 (Unigene ID Hs.26229, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 23,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 24),

B3GALT3 (Unigene ID Hs.418062, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 25,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 26),

FzZD7 (Unigene ID Hs.173859, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 27,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 28),

TUBAL3 (Unigene ID Hs.163079, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 29,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 30),

MMP27 (Unigene ID Hs.534479, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 31,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 32),

CORIN (Unigene ID Hs.518618, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 33,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 34),

PPARD (Unigene ID Hs.696032, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 35,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 36),

SIRT6 (Unigene ID Hs.423756, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 37,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 38),

CPT1B (Unigene ID Hs.439777, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 39,
Aminosauresequenz SEQ ID NO: 40) und

MATN4 (Unigene ID Hs.278489, Nukleotidsequenz SEQ ID NO: 41,
Aminosdauresequenz SEQ ID NO: 42).

RDH16 kodiert fur “retinol dehydrogenase 16”.
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MGC3101 kodiert fur “dysbindin domain-containing protein 1”.
C9orf112 kodiert fur “WD repeat-containing protein 85”.
STK40 kodiert flr “serine/threonine-protein kinase 40”.
TOM1L2 kodiert flr “TOM1-like protein 2”.
GAMT kodiert fur “guanidinoacetate N-methyltransferase”.
MFSD3 kodiert flir “major facilitator superfamily domain-containing protein 3”.
C19o0rf24 kodiert fur “uncharacterized membrane protein C190rf24”.
TRIM33 kodiert fur “E3 ubiquitin-protein ligase TRIM33".

LRIG3 kodiert fur “leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein
3"

DOCK9 kodiert fur “dedicator of cytokinesis protein 9”.
NLGN2 kodiert fur “neuroligin-2".

B3GALT3 kodiert fur "UDP-GalNAc:beta-1,3-N-acetylgalactosaminyltransferase
1”7,

FZD7 kodiert fur “frizzled-7".

TUBAL3 kodiert fur “tubulin alpha chain-like 3”.

MMP27 kodiert fir “*matrix metalloproteinase-27".

CORIN kodiert fur “atrial natriuretic peptide-converting enzyme”.
PPARD kodiert fur “peroxisome proliferator-activated receptor delta”.
SIRT6 kodiert fur "NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-6".
CPT1B kodiert flr “Carnitine O-palmitoyltransferase 1B".

MATN4 kodiert fur “Matrilin-4".
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Diese Gene haben altersabhangige Expressionslevel, insbesondere in
menschlichen Hautzellen. Im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens
konnen die Expressionslevel eines oder mehrerer Gene untersucht werden. Es ist
ein besonderer Vorteil, dass die Expressionslevel in Hautproben ermittelt werden

kdonnen.

Die hierin erwahnten Gene sind im angehangten Sequenzprotokoll gezeigt.
Neben dem Gen selbst sind dort auch die entsprechenden Proteine gezeigt. Es
liegt auf der Hand, dass die Sequenzen der Gene aufgrund naturlich
vorkommender Polymorphismen in verschiedenen Individuen unterschiedlich sein
konnen. Trotzdem kdnnen diese Gene, welche Polymorphismen enthalten, im
Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Daher werden von den
hierin bezeichneten Genen im Rahmen dieser Beschreibung auch solche Gene
verstanden, die leichte Abweichungen in den Sequenzen zeigen. Es werden
mithin auch solche Gene von den hierin gewahlten Bezeichnungen umfasst, die
hinsichtlich der im Sequenzprotokoll gezeigten Polynucleotide eine
Sequenzibereinstimmung von wenigstens 95%, bevorzugt wenigstens 96%,
weiter bevorzugt wenigstens 97%, mehr bevorzugt wenigstens 98% und
besonders bevorzugt wenigstens 99% aufweisen. Naturlich sind auch solche
Ausflihrungsformen erfindungsgemaf, bei denen die Sequenziubereinstimmung
100% betragt. Die Sequenzibereinstimmung kann mit dem Fachmann
bekannten Computerprogrammen ermittelt werden, etwa mit Programmen aus
dem Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 (von Genetics Computer
Group, Madison, USA), insbesondere BESTFIT, FASTA und GAP, die auf dem
Algorithmus von Smith und Waterman basieren. Die Programme kdnnen mit den

Standardeinstellungen verwendet werden, die der Hersteller empfiehlt.

Folgende Gene sind erfindungsgemali geeignet: SIRT6, RDH16, CPT1B,
MGC3101, C9orf112, STK40, TOM1L2, GAMT, MFSD3, C190rf24, TRIM33, LRIG3,
DOCK9, NLGN2, B3GALT3, FZzD7, TUBAL3, MMP27, MATN4, CORIN, PPARD und

Kombinationen davon.

Folgende Gene sind erfindungsgemali bevorzugt: RDH16, MGC3101, C9orf112,
STK40, TOM1L2, GAMT, MFSD3, C190rf24, TRIM33, LRIG3, DOCK9, NLGN2,
B3GALT3, FZD7, TUBAL3, MMP27, CORIN, PPARD und Kombinationen davon.
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Folgende Gene sind erfindungsgemani auch bevorzugt: SIRT6, CPT1B, RDH16,
STK40, GAMT, LRIG3, DOCK9, FZD7, MATN4, MMP27, CORIN, PPARD und

Kombinationen davon.

In bevorzugten Ausfihrungsformen werden die Expressionslevel von wenigstens
2, weiter bevorzugt wenigstens 3, weiter bevorzugt wenigstens 4, weiter
bevorzugt wenigstens 5, weiter bevorzugt wenigstens 6, weiter bevorzugt
wenigstens 7, weiter bevorzugt wenigstens 8, weiter bevorzugt wenigstens 9,
weiter bevorzugt wenigstens 10, weiter bevorzugt wenigstens 11, weiter
bevorzugt wenigstens 12, weiter bevorzugt wenigstens 13, weiter bevorzugt
wenigstens 14, weiter bevorzugt wenigstens 15, weiter bevorzugt wenigstens 16,
weiter bevorzugt wenigstens 17, weiter bevorzugt wenigstens 18, weiter
bevorzugt wenigstens 19, weiter bevorzugt wenigstens 20 und besonders
bevorzugt 21 der erfindungsgemaB bevorzugt untersuchten Gene verwendet. Es

kdnnen sogar mehr als 21 Gene verwendet werden.

Folgende Gene werden erfindungsgemali besonders bevorzugt untersucht:
C9orf112, STK40, TOM1L2, GAMT, MFSD3, C190rf24, TRIM33, LRIG3, DOCK9,
NLGN2, B3GALT3 und FZD7. Diese Gene haben geschlechtsunabhé&ngig
altersabhdngig verschiedene Expressionslevel, was erfindungsgeman sehr
vorteilhaft ist.

Weiter bevorzugt sind die Gene ausgewahlt aus C9orf112, TOM1L2, GAMT,
MFSD3, C190rf24, TRIM33, LRIG3, DOCK9, NLGN2, B3GALT3 und FZD7. Diese
Gene zeigen eine qualitativ gleiche altersabhingige Anderung des

Expressionslevels.

Besonders bevorzugt sind die Gene ausgewahlt aus TOM1L2, NLGN2, B3GALT3
und FZD7. Diese Gene zeigen eine besonders groBe altersabhdngige Anderung
des Expressionslevels.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird der Expressionslevel von
FZD7 und/oder PPARD auf Proteinebene bestimmt.

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausflihrungsform wird der
Expressionslevel von CORIN, SIRT6, CPT1B und/oder MATN4 auf Proteinebene

bestimmt.
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausflihrungsform wird der
Expressionslevel von CORIN, FZD7, PPARD, SIRT6, CPT1B und/oder MATN4 auf

Proteinebene bestimmt.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieser Erfindung umfasst das Verfahren
die Bestimmung eines Expressionslevels eines Gens, das ausgewahlt ist aus der
Gruppe C9orf112, TOM1L2, GAMT, MFSD3, C190rf24, wobei ein Expressionslevel,
der hoher ist als der Vergleichswert, einen im Hinblick auf das oder die
Vergleichssubjekte starkere Auspragung des Alterungszustandes bedeutet. Die
Expressionslevel dieser Gene sind geschlechtsunabhangig in Individuen mit
starker ausgepragtem Alterungszustand hdher. Ein Expressionslevel gilt
insbesondere dann als héher als der Vergleichswert, wenn der Expressionslevel
wenigstens 5%, weiter bevorzugt wenigstens 10%, besonders bevorzugt
wenigstens 20% hdher ist als der Vergleichswert. Aufgrund der vorteilhaften
Eigenschaften dieses Verfahrens lassen sich schon solche leichten Abweichungen
robust detektieren.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieser Erfindung umfasst das Verfahren
die Bestimmung eines Expressionslevels eines Gens, das ausgewahlt ist aus der
Gruppe TRIM33, LRIG3, DOCK9, NLGN2, B3GALT3, FZD7, wobei ein
Expressionslevel, der niedriger ist als der Vergleichswert, einen im Hinblick auf
das oder die Vergleichssubjekte starkere Auspragung des Alterungszustandes
bedeutet. Die Expressionslevel dieser Gene sind geschlechtsunabhdangig in
Individuen mit starker ausgepragtem Alterungszustand niedriger. Ein
Expressionslevel gilt insbesondere dann als niedriger als der Vergleichswert,
wenn der Expressionslevel wenigstens 5%, weiter bevorzugt wenigstens 10%,
besonders bevorzugt wenigstens 20% niedriger ist als der Vergleichswert.
Aufgrund der vorteilhaften Eigenschaften dieses Verfahrens lassen sich schon

solche leichten Abweichungen robust detektieren.

Erfindungsgeman ist weiterhin eine Vorrichtung, welche zur zuverlassigen und
schnellen Bestimmung des Alterungszustandes eines Subjektes verwendet
werden kann. Die Vorrichtung umfasst vorzugsweise ein Tragermaterial sowie
biologische Molekule die an prazise definierten Positionen auf dem Tragermaterial

immobilisiert sind. Besonders bevorzugt ist die Vorrichtung ein Microarray
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und/oder Biochip. Ein Biochip im Sinne dieser Erfindung kann sowohl ein DNA-

Chip als auch ein Proteinchip sein.
Das Tragermaterial besteht bevorzugt aus Pappe, Papier, Glas oder Kunststoff.

Die biologischen Moleklle umfassen bevorzugt Antikdrper, welche spezifisch
mindestens ein Epitop auf mindestens einem der Proteine erkennen, die von den
erfindungsgemaBen Genen kodiert werden. Die biologischen Moleklle umfassen
besonders bevorzugt DNA-Moleklle mit einer linearen Sequenz von mindestens
12 Nukleotiden, wobei die Nukleotidsequenz ausgewahlt ist aus der Sequenz

eines der erfindungsgemafBen Gene.

Chips beinhalten als bevorzugte Ausfuhrungsform die bevorzugten Gene. Sie
dienen als Targetidentifikation von differentiell exprimierten Genen im Alter in
beiden Geschlechtern durch Genomics und Proteomics, insbesondere in Form von

Biochips.

Bei Biochips wird als Tragermaterial unter anderem speziell beschichteter
Kunststoff oder beschichtetes Glas verwendet, auf das mit Hilfe von Maschinen
die oft nur einige Mikrometer grof3en Tests befestigt (immobilisiert) werden.
Haufig werden Biochips nach den Substanzen unterteilt, die in den Test bestimmt
werden: Bei DNA-Chips werden DNA- und RNA-Fragmente nachgewiesen, bei
Protein-Chips werden bestimmte Proteine - oft mit Hilfe von Antikdrpern -

erkannt.

Die DNA-Chip-Technologie nutzt Techniken aus der Halbleiterfertigung, um
bekannte Gene auf einem fingernagelgroBBen Plastik- oder Glasplattchen, dem

Microarray, zu identifizieren und deren Aktivitat zu messen.

Bevorzugt sind Aldehydslides. Bei Aldehydslides sind an der Oberflache der Chips
Aldehydgruppen angebracht, die die aminomodifizierten Oligonukleotide Uber
eine Iminbildung binden (kovalente Bindung).

Weiter bevorzugt sind epoxymodifizierte Slides. Bei epoxymodifizierten Slides
binden aminomodifizierte Oligonukleotide an der Epoxidgruppe unter Bildung

eines Amins.
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Weiter bevorzugt sind Streptavidin-modifizierte Slides. Bei Streptavidin-
modifizierten Slides binden Biotin-modifizierte Oligonukleotide an das Protein.
Das Tetramer Streptavidin besitzt vier Bindungsstellen, die je ein Biotin binden

kdonnen.

Weiter bevorzugt sind NHS-Slides. Diese Slides sind mit NHS—-Estergruppen
beschichtet. Durch ein aminomodifiziertes Oligonukleotid bildet sich ein Amid

(NHS = N-Hydroxysuccinimid).

Weiter bevorzugt sind Aminoslides. Bei Aminoslides bindet ein unmodifiziertes
Oligonukleotid an einer unbestimmten Stelle, wahrend der Bestrahlung mit Licht
im UV-Bereich (unbestimmte Reaktion).

Die Funktionsweise der Protein-Chip-Technik ist vergleichbar mit einem ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) im verkleinerten Format. Dazu werden
Proteine auf einem Tragerchip (Glas oder Kunststoff) in genauer Anordnung
immobilisiert. Besonders bevorzugt eingesetzte Proteine sind Antikdrper. Protein-
Chips, bei denen die eingesetzten Proteine Antikdrper sind, werden auch als
Antikdrper-Chips bezeichnet. Grundsatzlich bietet die Protein-Chip-Technik die
Mdglichkeit, jede Bindung an ein Protein in einem Assay-Format zu erfassen.
Andere bevorzugte Kopplungsproteine sind Enzyme zum Nachweis bestimmter
Substrate oder Antigene fur den Nachweis bestimmter Antikdrper in einer
biologischen Probe.

Ein Protein-Chip wird mit einer biologischen Probe inkubiert und die Bindung
eines biologischen Markers an das immobilisierte Protein wird in den folgenden
Schritten detektiert. Die Detektionsmethode variiert je nach Versuchsaufbau,

eingesetzt werden bevorzugt Immunassays in einem Verdrangungs-Format.

Ahnlich wie ein DNA-Chip im Vergleich zu einem Southern-Blot oder Northern-
Blot bietet das Protein-Chip-Format mehrere Vorteile gegenuber anderen
Techniken:

e Verringerung des Antikdrper- und Reagenzienbedarfs

+ Nachweis niedrigster Konzentrationen von Biomarkern
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+ Integration mehrerer Assays auf einem Chip (beispielsweise verschiedene

Biomarker)

e Miniaturisierung und Automatisierung des Analysesystems fur

Routinediagnose

Erfindungsgeman sind auch Detektionskits mit gebrauchsfertigen Reagenzien,
All-in-one-Konzepte - bestehend aus Microarrays, Hybridisierstation, Scanner
(z.B. Fluoreszenz) und Analysensoftware. Eine preislich attraktive Alternative zu
den gangigen Fluoreszenz-Scannern sind Systeme, welche die Hybridisierung
elektrochemisch oder Uber eine Silberprazipitation an Goldnanopartikeln

nachweisen.

Erfindungsgeman sind auch Computer-Systeme mit Datenbanken, in denen
Informationen gesammelt werden Uber die Expression von einem oder mehreren
erfindungsgemaBen Polynukleotiden, die bei jungen und alteren Probanden eine

differentielle Expression aufweisen.

Die Erfindung soll exemplarisch an folgendem Beispiel erldutert werden. Das
Beispiel beschreibt eine bevorzugte Ausfiuhrungsform der Erfindung. Die
Erfindung ist allerdings in keinem Fall auf eine Ausfihrung wie im Beispiel

beschrieben beschrankt.
Beispiel 1:

Es wurden Hautproben von vier Gruppen von erwachsenen menschlichen

Subjekten genommen. Dabei waren die Gruppen wie folgt:
Gruppe A: Junge Frauen (Alter 26,7 = 4 Jahre, n=7),
Gruppe B: Alte Frauen (Alter 70,75 x 3,3 Jahre, n=4),
Gruppe C: Junge Manner (Alter 25,8 + 5,2 Jahre, n=6),
Gruppe D: Alte Manner (Alter 76 £ 3,8 Jahre, n=7).

Die Expression der unten beschriebenen Gene wurde fir jede Gruppe separat
bestimmt und gemittelt. Zur Bestimmung der Expression wurde nach

Zellhomogenisierung zunachst RNA isoliert und dann mittels reverser
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Transkription in DNA umgeschrieben. Diese wurde dann als Grundlage fur die
Herstellung biotinylierter cRNA verwendet, welche wiederum zur Hybridisierung
auf human-8 BeadChips verwendet wurde. Die relative Anderung des
Expressionslevels wurde als Quotient der jeweiligen Genexpressionen der alteren
und der jlingeren Gruppe bestimmt. Die Quotienten sind jeweils als Logarithmus
zur Basis zwei (log,) angegeben.

Name NCBI Referenz Beschreibung Log P - Log, P-
(D/C) value (B/A) value

SIRT6 NM_016539.1 Homo sapiens sirtuin 1.246 0.030 1.762 0.027
(silent mating type
information regulation 2
homolog) 6 (S.
cerevisiae) (SIRT6),
mMRNA.

RDH16 NM_003708.2 Homo sapiens retinol 1.016 0.014 1.186 0.048
dehydrogenase 16 (all-
trans and 13-cis)
(RDH16), mRNA.

CPT1B NM_152246.1 Homo sapiens carnitine  1.000 0.013 1.021 0.007
palmitoyltransferase 1B
(muscle) (CPT1B),
nuclear gene encoding
mitochondrial protein,
transcript variant 3,
mMRNA.

MGC3101 NM_024043.2 Homo sapiens 0.796 0.001 1.446 0.043
hypothetical protein
MGC3101 (MGC3101),
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C9orf112

STK40

TOM1L2

GAMT

MFSD3

C19o0rf24

TRIM33

NM_138778.1

NM_032017.1

NM_001033551.1

NM_000156.4

NM_138431.1

NM_017914.2

NM_033020.2

MRNA.

Homo sapiens
chromosome 9 open
reading frame 112
(C9orf112), mRNA.

Homo sapiens
serine/threonine kinase
40 (STK40), mRNA.

Homo sapiens target of
myb1-like 2 (chicken)
(TOM1L2), transcript

variant 1, mRNA.

Homo sapiens
guanidinoacetate N-
methyltransferase
(GAMT), transcript

variant 1, mRNA.

Homo sapiens major
facilitator superfamily
domain containing 3
(MFSD3), mRNA.

Homo sapiens
chromosome 19 open
reading frame 24
(C190rf24), mRNA.

Homo sapiens tripartite
motif-containing 33
(TRIM33), transcript
variant b, mRNA.
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0.690

0.621

0.601

0.496

0.452

0.395

-0.396

0.000

0.011

0.001

0.003

0.028

0.049

0.002

0.479

-0.419

0.674

0.738

0.595

0.627

-0.515

0.050

0.023

0.033

0.042

0.034

0.043

0.048
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LRIG3

DOCK9

NLGNZ2

B3GALT3

FzD7

TUBALS3

MMP27

NM_153377.3

NM_015296.1

NM_020795.2

NM_003781.2

NM_003507.1

NM_024803.1

NM_022122.2

Homo sapiens leucine-
rich repeats and
immunoglobulin-like
domains 3 (LRIG3),
mMRNA.

Homo sapiens dedicator
of cytokinesis 9
(DOCK9), mRNA.

Homo sapiens neuroligin
2 (NLGN2), mRNA.

Homo sapiens UDP-
Gal:betaGIcNAC beta
1,3-
galactosyltransferase,
polypeptide 3
(B3GALT3), transcript

variant 1, mRNA.

Homo sapiens frizzled

homolog 7 (Drosophila)

Homo sapiens tubulin,
alpha-like 3 (TUBAL3),
MRNA.

matrix metalloprotease
27
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-0.398 0.002

-0.415 0.014

-0.436 0.025

-0.590 0.043

-0.915 0.045

-0.915 0.029

-0.982 0.048

-0.650 0.029

-0.815 0.009

-0.476 0.049

-0.575 0.043

-0.910 0.026

0.673 0.043

-1.579 0.001
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MATN4 NM_003833.2 Homo sapiens matrilin 4 -1.393 0.014 -1.823 0.003
(MATN4), transcript

variant 1, mRNA.

CORIN NM_006587.2 Homo sapiens corin, -1.935 0.035 -3.216 0.014
serine peptidase
(CORIN), mRNA.

Das Beispiel zeigt, dass die beschriebenen Gene geschlechtsunabhangig eine
altersabhingige Anderung des Expressionslevels aufweisen. Insbesondere ist
ersichtlich, dass die meisten Gene eine qualitativ gleiche altersabhangige
Anderung des Expressionslevels aufweisen. Weiterhin zeigt das Beispiel, dass die
altersabhéngige Anderung des Expressionslevels je nach Gen eine Erhéhung oder

Verringerung des Expressionslevels bedeuten kann.
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Beispiel 2:

Der Expressionslevel von FZD7 und von PPARD in menschlichen Hautproben von
Frauen (n1=3) und Mannern (n2=3) von nicht-sonnenexponierten Stellen wurde
auf Proteinebene mittels Immunhistochemie bestimmt. Im Falle von FZD7 wurde
im Vergleich zu Zellproben alterer Probanden in Zellproben jingerer Probanden
ein deutlich hoherer Expressionslevel detektiert. Im Falle von PPARD wurde im
Vergleich zu Zellproben alterer Probanden in Zellproben jingerer Probanden ein

deutlich geringerer Expressionslevel detektiert.

alt '|||ng

(x200) -~ 1 pPARS (x100)

Beispiel 2 zeigt exemplarisch, dass die Bestimmung des altersabh&ngigen
Expressionslevels eines der erfindungsgemaflen Gene auch auf Proteinebene
erfolgen kann. Dies gilt insbesondere sowohl fir Gene deren Expressionslevel im

Alter erhoht als auch fur Gene deren Expressionslevel im Alter verringert ist.
Beispiel 3:

Der Expressionslevel von SIRT6, CPT1B, MATN4 und CORIN in menschlichen
Hautproben von Frauen (n1=3) und Mannern (n2=3) von nicht-
sonnenexponierten Stellen wurde auf Proteinebene mittels Immunhistochemie
bestimmt. Im Falle von SIRT6 und CPT1B wurde in beiden Geschlechtern im
Vergleich zu Zellproben alterer Probanden in Zellproben jingerer Probanden ein
deutlich geringerer Expressionslevel detektiert. Im Falle von MATN4 und CORIN
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wurde in Zellproben jungerer Probanden ein deutlich hdherer Expressionslevel im

Vergleich zu Zellproben alterer Probanden in beiden Geschlechtern detektiert.

Beispiel 3 zeigt exemplarisch, dass die Bestimmung des altersabh&ngigen
Expressionslevels eines der erfindungsgemaflen Gene auch auf Proteinebene
erfolgen kann. Dies gilt insbesondere sowohl fir Gene deren Expressionslevel im
Alter erhoht als auch fur Gene deren Expressionslevel im Alter verringert ist.
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Anspriiche

1. Verfahren zur Bestimmung des Alterungszustandes eines Subjekts,
umfassend
a. Bereitstellung einer Zellprobe des Subjekts,

b. Bestimmung des Expressionslevels mindestens eines Gens, dessen
Expressionslevel vom Alterungszustand des Subjekts abhangig ist, und

c. Vergleich des Expressionslevels des Gens mit mindestens einem
Vergleichswert, wobei der Vergleichswert der Expressionslevel des
entsprechenden Gens in einer Vergleichsprobe ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Expressionslevel
geschlechtsunabhangig vom Alterungszustand des Subjekts abhangig ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Gen ausgewahlt ist aus
einem oder mehreren der folgenden humanen Gene oder einem dazu
homologen Gen: CORIN (SEQ ID NO: 33), SIRT6 (SEQ ID NO: 37), CPT1B
(SEQ ID NO: 39), MATN4 (SEQ ID NO: 41), RDH16 (SEQ ID NO: 1),
MGC3101 (SEQ ID NO: 3), C9orf112 (SEQ ID NO: 5), STK40 (SEQ ID NO:
7), TOM1L2 (SEQ ID NO: 9), GAMT (SEQ ID NO: 11), MFSD3 (SEQ ID NO:
13), C190rf24 (SEQ ID NO: 15), TRIM33 (SEQ ID NO: 17), LRIG3 (SEQ ID
NO: 19), DOCK9 (SEQ ID NO: 21), NLGN2 (SEQ ID NO: 23), B3GALT3
(SEQ ID NO: 25), FZD7 (SEQ ID NO: 27), TUBAL3 (SEQ ID NO: 29),
MMP27 (SEQ ID NO: 31) und PPARD (SEQ ID NO: 35).

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Gen ausgewahlt ist aus
einem oder mehreren der folgenden humanen Gene oder einem dazu
homologen Gen: CORIN (SEQ ID NO: 33), RDH16 (SEQ ID NO: 1),
MGC3101 (SEQ ID NO: 3), C9orf112 (SEQ ID NO: 5), STK40 (SEQ ID NO:
7), TOM1L2 (SEQ ID NO: 9), GAMT (SEQ ID NO: 11), MFSD3 (SEQ ID NO:
13), C190rf24 (SEQ ID NO: 15), TRIM33 (SEQ ID NO: 17), LRIG3 (SEQ ID
NO: 19), DOCK9 (SEQ ID NO: 21), NLGN2 (SEQ ID NO: 23), B3GALT3
(SEQ ID NO: 25), FZD7 (SEQ ID NO: 27), TUBAL3 (SEQ ID NO: 29),
MMP27 (SEQ ID NO: 31) und PPARD (SEQ ID NO: 35).

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Gen ausgewahlt ist aus
einem oder mehreren der folgenden humanen Gene oder einem dazu
homologen Gen: C9orf112 (SEQ ID NO: 5), STK40 (SEQ ID NO: 7),
TOM1L2 (SEQ ID NO: 9), GAMT (SEQ ID NO: 11), MFSD3 (SEQ ID NO:
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

13), C190rf24 (SEQ ID NO: 15), TRIM33 (SEQ ID NO: 17), LRIG3 (SEQ ID

NO: 19), DOCK9 (SEQ ID NO: 21), NLGN2 (SEQ ID NO: 23), B3GALT3

(SEQ ID NO: 25) und FZD7 (SEQ ID NO: 27).

Verfahren nach Anspruch nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die

Zellprobe eine Hautprobe, eine Schleimhautprobe, eine Abstrichzellprobe,

eine Blutprobe, eine Urinprobe oder eine Stuhlprobe ist.

Verfahren nach Anspruch nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die

Zellprobe eine Probe aus einem toten Organismus ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche, wobei der

Expressionslevel auf RNA-Ebene oder Proteinebene bestimmt wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprliche,

wobei das Subjekt ein Sdugetier ist.

Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprliche,

wobei die Zellprobe Zellen aus Zellkultur enthalt.

Vorrichtung zur Bestimmung des Alterungszustandes eines Subjekts,

insbesondere Chip oder Array, umfassend

a. ein Tragermaterial

b. biologische Molekulle die an prazise definierten Positionen auf dem
Tragermaterial immobilisiert sind.

Vorrichtung nach Anspruch 11, wobei die biologischen Moleklle DNA

Molekile mit einer linearen Sequenz von mindestens 12 Nukleotiden

umfassen und die Nukleotidsequenz ausgewahlt ist aus der Sequenz eines

der in Anspruch 3 genannten Gene.

Vorrichtung nach Anspruch 10, wobei die biologischen Moleklle DNA

Molekile mit einer linearen Sequenz von mindestens 12 Nukleotiden

umfassen und die Nukleotidsequenz ausgewahlt ist aus der Sequenz eines

der in Anspruch 4 oder 5 genannten Gene.

Vorrichtung nach Anspruch 10, wobei die biologischen Moleklle Antikdrper

sind, welche spezifisch mindestens ein Epitop auf mindestens einem der

Proteine erkennen, die von den in Anspruch 3 genannten Genen kodiert

werden.

Vorrichtung nach Anspruch 10, wobei die biologischen Moleklle Antikdrper

sind, welche spezifisch mindestens ein Epitop auf mindestens einem der

Proteine erkennen, die von den in Anspruch 4 oder 5 genannten Genen

kodiert werden.
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