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Zusammenfassung 

Das Phänomen der klonalen Hämatopoese von unbekanntem Potenzial (clonal hemato-

poiesis of indeterminate potential, CHIP) betrifft einen erheblichen Teil der älteren Bevöl-

kerung und kann mit einer Vielzahl von altersassoziierten Erkrankungen einhergehen, die 

auf beschleunigte Alterungsprozesse bei den Betroffenen hindeuten können. Die DNA-

Methylierung an ausgewählten Cytosin-Phosphat-Guanin-Dinukleotiden (CpG) korreliert 

mit dem chronologischen Alter und der Mortalität, was die Etablierung sogenannter epi-

genetischer Uhren ermöglichte. In dieser Arbeit wurde die Verbindung zwischen CHIP 

und epigenetischer Altersbeschleunigung in 381 Individuen, deren CHIP-Status durch 

targeted sequencing vorbekannt ist, erforscht. 

Achtundzwanzig Prozent der Teilnehmer*innen wiesen CHIP mit einer medianen varian-

ten Allelfrequenz (VAF) von 6% auf. Während CHIP nicht generell mit einer signifikant 

gesteigerten epigenetischen Altersbeschleunigung (age acceleration, AA) assoziiert war 

(CHIP positiv 1,1 Jahre vs. CHIP negativ -0,4 Jahre, P= 0,183), zeigte sich eine signifi-

kante Korrelation zwischen der CHIP-Klongröße und AA. Träger von großen CHIP-Klo-

nen mit hoher VAF (≥ 10%) hatten eine signifikant höhere AA verglichen mit CHIP-nega-

tiven Individuen (P= 0,01, mittlere Differenz in AA von 4,5 Jahren). Eine signifikant ge-

steigerte AA wurde ab einer VAF von ≥ 5% erreicht. Eine Spearman’s Korrelation zeigte 

die signifikante Korrelation zwischen AA und CHIP-Klongrößen (RS = 0,329; P= < 0,001), 

die auch nach Korrektur für Alter und Geschlecht signifikant war (RS= 0,324; P= < 0,001). 

Diese Ergebnisse deuten auf signifikant beschleunigte Alterungsprozesse in Individuen 

mit CHIP ab einer Klongröße von 5% VAF hin und erlauben eine neue Perspektive auf 

die kritische Rolle der CHIP-Klongröße. 
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Abstract 

Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) occurs in the blood of a significant 

proportion of elderly individuals and is associated with various age related conditions, 

indicating accelerated aging processes. DNA methylation at various CpG loci correlates 

with chronological age and mortality, which led to the establishment of epigenetic clocks. 

In this study, we explored associations between CHIP and epigenetic age acceleration in 

381 elderly individuals with previously determined CHIP status using a targeted sequenc-

ing approach.  

CHIP was present in 28% of study participants with a median variant allele frequency 

(VAF) of 6%. While CHIP in general was not significantly associated with epigenetic age 

acceleration (AA) (CHIP positive 1.1 vs. CHIP negative -0.4 years, P= 0.183), epigenetic 

AA significantly correlated with CHIP clone size. Presence of CHIP clones with large VAF 

(≥ 10%) significantly correlated with increased AA when compared to CHIP negative in-

dividuals (P= 0.01, mean difference in AA 4.5 years). Statistical significance for AA was 

reached from a CHIP clone size of ≥ 5% VAF. In Spearman’s correlation, we observed a 

significant, positive correlation between AA and clone size (RS = 0.329; P= < 0.001) in 

CHIP positive individuals (n= 106), which remained significant after adjustment for sex 

and chronological age (RS= 0.324; P= < 0.001).  

These findings indicate accelerated aging processes in individuals with CHIP of a VAF of 

5% and greater. Though cause and consequence relations require further study, these 

results provide a new perspective on the critical role of CHIP clone size. 
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1 Einleitung 

Alterung ist ein unvermeidbarer, vielschichtiger Prozess, der alle lebenden Organismen 

betrifft und im Zuge dessen es zum fortschreitenden Verlust der biologischen Integrität 

auf zellulärer und insbesondere genomischer Ebene kommt.2 Im Menschen wird der fort-

geschrittene biologische Alterungsprozess häufig durch das Entstehen oder Einsetzen 

bestimmter Erkrankungen sichtbar. Dazu zählen insbesondere Erkrankungen des kardi-

ovaskulären Systems, neurodegenerative Erkrankungen und Krebserkrankungen (revie-

wed in Franceschi et al.).3 Die unterschiedliche Verteilung dieser Erkrankungen zwischen 

einzelnen Personen, sowie der ausgeprägte Einfluss auf die Lebenserwartung, unter-

streicht weiter die Wichtigkeit der Differenzierung zwischen  rein chronologischer Alterung 

gegenüber der biologischen Alterung eines Individuums.4, 5 Das Messen biologischer Al-

terung ist sehr komplex. Eine allgemeingültige Definition für den Alterungsprozess konnte 

bislang nicht gefunden werden, jedoch gibt es immer wieder Bemühungen, diesen zu 

klassifizieren und somit besser mess- und untersuchbar zu machen. Im Jahr 2013 veröf-

fentlichten López-Otín et al. die neun „Kennzeichen des Alterns“, die in der Fachwelt auf 

breite Akzeptanz treffen. Im Einzelnen sind genomische Instabilität, Telomerverkürzung, 

epigenetische Veränderungen, Verlust der Proteostase, Deregulation der Nährstoffwahr-

nehmung, mitochondriale Dysfunktion, zelluläre Seneszenz, Erschöpfung der Stammzell-

reserve und die Veränderung interzellulärer Kommunikation beschrieben worden.6 Die 

Geschwindigkeit, in der diese Prozesse stattfinden, unterliegt individuellen Schwankun-

gen. 

1.1 Epigenetische Alterung 

Unter dem Alterungsmerkmal „epigenetische Veränderungen“ versteht man die kon-

stante epigenetische Modifikation des Genoms über die Lebensspanne eines Individu-

ums. Dabei handelt es sich vor allem um Veränderungen im Methylierungsmuster der 

DNA, posttranslationale Histonmodifikationen, Chromatinremodellierung und Transkripti-

onsveränderungen.6 Bei Veränderungen im Methylierungsmuster handelt es sich vor al-

lem um altersabhängig wechselnde Anteile von 5-Methylcytosin an Cytosin-Phosphat-

Guanin-Dinukleotiden (CpGs). Das Anfügen von Methylgruppen wird durch DNA Methyl-

transferasen (DNMT) und deren Entfernung unter Beteiligung der „Ten Eleven Translo-

cation“-Familie (TET) katalysiert.7, 8  An einzelnen CpGs kommt es zu konstanter Hyper- 
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oder Hypomethylierung, die mit dem chronologischen Alter korreliert.9, 10 Ob die Korrela-

tion des Methylierungsstatus einzelner CpGs mit dem chronologischen Alter selbst ein 

Prozess ist, der die biologische Alterung vorantreibt oder ob er über zwischengeschaltete 

Prozesse die Alterung lediglich widerspiegelt, ist gegenwärtig nicht geklärt.11 

1.2 Epigenetische Uhren 

In diesem Zusammenhang konnten in den letzten Jahren sogenannte epigenetische Uh-

ren (epigenetic clocks) etabliert werden. Epigenetische Uhren ermitteln das epigeneti-

sche Alter oder DNA-Methylierungsalter (DNAm Age) durch eine multiple, lineare Re-

gression des chronologischen Alters auf die Methylierungsfraktionen an vorausgewählten 

CpGs. Die Methylierungsfraktionen können sich dabei kontinuierlich zwischen 0 und 1 

bewegen (0= keine Methylierung der gemessenen CpGs, 1= alle gemessenen CpGs me-

thyliert).  Die Auswahl der clock-CpGs erfolgt zuvor in einer (penalized) Regression aus 

einem Trainingsdatensatz. Diese Auswahl wird zusammen mit der resultierenden Re-

gressionsgleichung anschließend in einem unabhängigen Validierungsdatensatz über-

prüft.12, 13 In den epigenetischen Uhren wird so das chronologische Alter aus dem Anteil 

der Methylierung an den betreffenden CpGs vorhergesagt. Zur Bestimmung der epigen-

tischen Altersbeschleunigung erfolgt in einem weiteren Schritt die Regression der resul-

tierenden Residuen auf das chronologische Alter.14-16 Die epigenetische Altersbeschleu-

nigung bietet gegenüber dem DNAm Age den Vorteil, dass sie unabhängig vom chrono-

logischen Alter des einzelnen Individuums betrachtet werden kann. Mittlerweile existieren 

eine Reihe an epigenetischen Uhren, die in der Anzahl und in den verwendeten CpGs 

variieren und mit unterschiedlicher Präzision bestimmte Aspekte biologischer und epige-

netischer Alterung beleuchten.12, 13, 17-19 Ebenso bestehen Unterschiede in den Anforde-

rungen an das untersuchte Gewebe (gewebespezifische, z.B. Epidermis oder Blut vs. 

gewebeunabhängige Uhren). Die Spannbreite der Uhren reicht von einzelnen (Weidner 

clock) bis hin zu mehreren tausend CpGs (ZhangAge, best linear unbiased prediction-

Methode).19-21 Die ersten weitreichend angewandten epigenetischen Uhren wurden 2013 

von Steve Horvath (353 CpGs) sowie Hannum et al. (71 CpGs) veröffentlicht.12, 13 Um die 

Vorhersagegenauigkeit zu verbessern und um auf Veränderungen im Aufbau der gängi-

gen Plattformen zur Messung der Methylierungsfraktionen zu reagieren, sind seitdem 

mehrere weitverbreitete epigenetische Uhren hinzugekommen.15, 19 Noch jüngere An-

sätze zum epigenetischen Alter versuchen zunächst CpGs auszuwählen, die besonders 
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gut mit anderen Alterungs-Biomarkern (z.B. Plasmaproteine oder das Abschneiden in 

funktionellen Tests) korrelieren, um sie dann aus den Methylierungsfraktionen dieser 

CpGs vorherzusagen. In einem zweiten Schritt erfolgt dann eine erneute Regression von 

der vorbekannten Zeit bis zum Tod der Individuen des Testdatensatzes auf die vorher-

gesagten Alterungs-Biomarker. Die resultierende Regressionsformel kann dann für un-

abhängige Kohorten zur epigenetischen Mortalitätsvorhersage genutzt werden. 17, 18   

Für die technische Messung der Methylierungsfraktionen stehen verschiedene Verfahren 

zur Verfügung. Am häufigsten werden bead-arrays verwendet. Dabei werden bisulfit-

konvertierte DNA-Fragmente an CpG-Locus-spezifische Oligonukleotide, die wiederum 

an Silika-beads auf einem bead-chip gebunden sind, hybridisiert. Diese Oligonukleotide 

werden anschließend abhängig davon, ob der CpG-Locus vor der Bisulfit-Konvertierung 

methyliert war, um eine fluoreszenzmarkierte Nukleobase verlängert. Das Lichtsignal 

wird erfasst und in die Methylierungsfraktion am CpG-Locus übersetzt 12, 13, 19 Eine wei-

tere Möglichkeiten zur Messung ist Pyrosequencing, bei dem die bisulfit-konvertierte DNA 

um die CpG-Loci herum Echtzeit-sequenziert wird (Pyrophosphatabhängige Lichtreak-

tion nach Verlängerung einer einzelnen Nukleobase).22 Ebenfalls möglich ist eine Mes-

sung über eine methylation sensitive Single Nucleotide Primer Extension (ms-SNuPE) 

mit kapillarer Sequenzierung, die ähnlich den bead-Arrays auf einer Hybridisierung von 

CpG-Locus-spezifischen Oligonukleotiden an bisulfit-konvertierte DNA-Fragmente be-

ruht, die anschließend durch fluoreszenzmarkierte Nukleobasen verlängert werden, de-

ren Signal im Zuge einer elektrophoretischen Auftrennung im Sequenzierer ausgelesen 

wird.23  

Die epigenetische Altersbeschleunigung korreliert mit altersassoziierten Erkrankungen 

wie kardiovaskulären und neurodegenerativen Erkrankungen, malignen Neoplasien oder 

HIV-Infektionen sowie mit und altersassoziierten Phänotypen wie Gebrechlichkeit (frailty) 

oder dem Nachlassen kognitiver Fähigkeiten.24-30 Vor allem aber weisen Menschen mit 

positiver, epigenetischer Altersbeschleunigung eine generell erhöhte Mortalität auf.14, 31, 

32 Im Gegensatz dazu zeigen Menschen mit außergewöhnlich langer Lebensdauer (≥ 100 

Jahre) und deren Nachkommen eine negative epigenetische Altersbeschleunigung.33 Ab-

bildung 1 zeigt die Gegenüberstellung von chronologischem Alter und epigenetischem 

Alter. Zudem zeigt sich eine unterschiedliche Messbarkeit der epigenetischen Altersbe-

schleunigung für bestimmte physiologische Gegebenheiten. So lässt sich für Kinder und 

junge Erwachsene (0 bis 20 Jahre) eine deutlich stärkere Dynamik in der Hyper-/Hypo-



Einleitung 12 

methylierung derselben CpGs feststellen, die in Erwachsenen (>20 Jahre) kontinuierli-

che/monotone Veränderung über die Zeit aufweisen. Diese Besonderheit führt dazu, 

dass nicht alle epigenetischen Uhren auch für Kinder und Jugendliche pauschal anwend-

bar sind.12, 34 Aufgrund der sehr hohen Korrelation mit der Mortalität wie auch verschie-

denen, alters-assoziierten Zuständen, wird die epigenetische Altersbeschleunigung weit-

läufig als quantifizierbare Annäherung an das biologische Alter einer (erwachsenen) Per-

son verstanden.12, 17, 35 

1.3 Minimierte epigenetische Uhren 

Aktuell steht rund ein Dutzend verschiedener epigenetischer Uhren zur Verfügung. Am 

häufigsten stützen sie sich auf Methylierungs-arrays (z.B. Illumina 450k- oder 850k/EPIC 

arrays; 450.000 und 850.000 gemessene CpGs), die zwar umfangreiche Daten ermitteln, 

aber auch (kosten)-aufwändiger sind. Selbst die umfangreichsten epigenetischen Uhren 

benötigen nur einen Bruchteil der mit dieser Methode generierten Informationen zu den 

so ermittelten CpG-Methylierungsfraktionen (z.B. Horvath’s clock: 353 CpGs, Hannum’s 

clock: 71 CpGs, SkinBlood clock: 391 CpGs).12, 13, 15 Um den technischen und kostspieli-

gen Aufwand zu verringern und epigenetische Altersvorhersagen für ein breiteres Spekt-

rum von Individuen im klinischen, forensischen oder wissenschaftlichen Kontext zu er-

möglichen, wurden sogenannte minimierte epigenetische Uhren entwickelt. Diese Uhren 

zeichnen sich vor allem durch ihre Unabhängigkeit von Methylierungs-arrays zur Bestim-

mung der Methylierungsfraktionen aus.36, 37 Vidal-Bralo et al. entwickelten eine minimierte 

epigenetische Uhr auf Basis der kapillaren Sequenziermethode, die mit vertretbarem ex-

perimentellen und finanziellen Aufwand die Bestimmung des epigenetischen Alters er-

möglicht.23 Die Vergleichbarkeit dieser Uhr mit der gemeinhin als Goldstandard verstan-

denen Uhr nach Horvath sowie die Vergleichbarkeit der ms-SNuPE Methode mit Methy-

lierungs-Arrays wurde bereits demonstriert.38, 39 Vetter et al. adaptierten die Uhr (als so-

genannte  „7-CpG-Uhr“)  für eine Berliner Kohorte aus der Berliner Altersstudie II (BASE-

II).16, 40 
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Abbildung 1: Epigenetische gegen chronologische Alterung. Schematische Darstel-

lung möglicher Entwicklungen des epigenetischen Alters gegenüber dem chronologi-
schen Alter. Eigene Darstellung. 

1.4 Klonale Hämatopoese von unbekanntem Potenzial 

Ein weiteres Alterungsmerkmal ist die genomische Instabilität. Im Verlauf eines Lebens 

ist die DNA einer Vielzahl von intrinsischen (z.B. reaktiven Sauerstoffspezies, spontane 

Hydrolyse oder DNA-Replikationsfehler) und extrinsischen (z.B. karzinogene Umwelt-

stoffe, UV- oder Röntgenstrahlung, zytostatische Therapien) Faktoren ausgesetzt, die sie 

potentiell beschädigen können. Sofern diese Schäden den Reparaturmechanismen ent-

gehen, werden sie mit jeder Zellreplikation weitergegeben und überdauern im Organis-

mus.41 Auf diese Weise bilden sich in Geweben mit fortschreitender Zeit somatische Mo-

saike aus. Im hämatopoetischen System kann sich diese Form der Alterung in klonaler 

Hämatopoese äußern. Unter klonaler Hämatopoese versteht man klonale Blutzellen aus 

einer hämatopoetischen Stammzelle (hematopoietic stem cell, HSC) oder einem Pool 

von HSCs, die eine oder auch mehrere Mutationen aufweisen.42 Grenzt man diese Mu-

tationen auf solche ein, die im Zusammenhang mit Blutkrebs beschrieben sind, spricht 

man von klonaler Hämatopoese von unbekanntem Potenzial (clonal hematopoiesis of 

indeterminate potential, CHIP). CHIP entspricht, der gängigen Definition entsprechend, 

dem Auftreten von Blutkrebs-assoziierten somatischen Mutationen mit einer Varianten-
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Allelfrequenz (VAF) von ≥ 2% in den hämatopoetischen Zellen in Menschen, die keine 

maligne hämatologische Neoplasie aufweisen.43 Die VAF drückt hierbei den Anteil von 

Allelen mit einer Mutation in Bezug auf alle analysierten Allele an diesem Locus aus.  

Mehrere Studien konnten den Einfluss von CHIP auf das Vorkommen verschiedener al-

ters-bezogener Erkrankungen darstellen.44-48 Während CHIP, bei jüngeren Menschen 

kaum zu finden ist, steigt ihre Prävalenz mit höherem Lebensalter deutlich an. So sind ab 

dem 60. Lebensjahr, abhängig von der untersuchten Bevölkerung und der Sequenzier-

technik, etwa 15-20% der Menschen CHIP-Träger.44, 45, 47 Zu den am häufigsten in CHIP 

mutierten Genen gehören die DNMT3A, TET2 und Additional Sex Combs-Like 1 

(ASXL1), die funktionell den epigenetischen Modifikatoren zuzuordnen sind. Andere in 

CHIP häufig mutierte funktionelle Gengruppen sind Gene des Spliceosoms (z.B. Splicing-

Faktor 3B1 (SF3B1), Serin/Arginin-reicher Splicing-Faktor 2 (SRSF2), U2 small nuclear 

RNA auxiliary factor 1 (U2AF1) und Zinc finger (CCCH type), RNA-binding motif and se-

rine/arginine rich 2 (ZRSR2), DNA Reparatur Gene (Protein Phosphatase, Mg2+/Mn2+ De-

pendent 1D (PPM1D) und Tumor Protein P53 (TP53)) und Gene mit Verbindung zu ver-

schiedenen Signalwegen (z.B. Janus Kinase 2 (JAK2)).44, 45, 47, 49, 50 Ein gehäuftes Auf-

treten von CHIP ist für verschiedene Krankheitsentitäten wie kardiovaskuläre Erkrankun-

gen, die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructice pulmonary dise-

ase, COPD), Autoimmunerkrankungen (Anti-Neutrophile Cytplasmatische Antikörper 

(ANCA)-Vaskulitis und Systemischer Lupus Erythematodes)  oder HIV nachgewiesen 

worden.46, 48, 51-53 Zudem gibt es Hinweise, dass CHIP bei einigen Erkrankungen wie so-

liden malignen Tumoren, COPD, Herzinsuffizienz oder chronischer Niereninsuffizienz zu 

einem beschleunigten Krankheitsverlauf führt.54-57 Ebenso ist bekannt, dass das Risiko, 

beim Vorliegen von CHIP eine hämatologische Neoplasie zu entwickeln, erhöht ist.43-45 

Die Summe all dieser Faktoren resultiert schließlich in einer allgemein erhöhten Sterb-

lichkeit im Vergleich zu Individuen ohne CHIP.44, 45 

1.5 Aktueller Forschungsstand 

Basierend auf dem höheren Vorkommen von altersassoziierten Erkrankungen und Mor-

talität in CHIP-Trägern ist es von großem Interesse potenzielle Verbindungen zwischen 

CHIP und epigenetischer Altersbeschleunigung zu erforschen. Zwei jüngst veröffentlichte 

Studien widmen sich diesem Thema.58, 59 Robertson et al. beschrieben für zwei unter-

suchte Geburtskohorten eine beschleunigte epigenetische Alterung beim Vorliegen von 
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CHIP gemessen mit Horvath’s clock und ZhangAge. Nachun et al. zeigten eine beschleu-

nigte epigenetische Alterung für CHIP-Träger für Horvath’s clock, Hannum’s clock, Skin-

BloodClock, PhenoAge und GrimAge aus epigenetischen Daten von Individuen aus meh-

reren epidemiologischen Kohorten des „Trans-Omics for Precision Medicine“-Pro-

gramms. Allerdings beruhen beide Studien auf der Detektion von CHIP-Mutationen mit-

tels whole genome sequencing, wodurch bei der Methoden-bedingten, vergleichsweise 

niedrigen Sequenziertiefe kleinere und mittelgroße CHIP-Klone weniger sicher detektiert 

werden können und somit ein Teil der CHIP-Träger möglicherweise nicht entdeckt wur-

den.60 

1.6 Fragestellung 

Diese Studie soll untersuchen, ob CHIP-positive Personen eine beschleunigte epigeneti-

sche Alterung aufweisen und wenn ja, ob bestimmte CHIP-Charakteristika im besonde-

ren Maße dazu beitragen. Wir haben dafür eine etablierte Methode zur Bestimmung des 

epigenetischen Alters, die 7-CpG-Uhr (modifizierte epigenetische Uhr nach Vidal-Bralo 

et al.), in einer Kohorte von 381 Menschen angewandt, deren CHIP-Status durch targeted 

sequencing bereits bestimmt worden war.16, 23, 49
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2 Methodik 

2.1 Patientenproben & Kohorte 

Für diese Studie wurden zwischen Juni 2015 und Oktober 2017 Vollblutproben von Pati-

ent*innen gesammelt, die in dieser Zeit in der medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Kar-

diologie, der medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Nephrologie und Internistische Inten-

sivmedizin, am Centrum für muskuloskeletale Chirurgie oder der medizinischen Klinik mit 

Schwerpunkt Hämatologie, Onkologie und Tumorimmunologie an der Charité – Universi-

tätsmedizin Berlin hospitalisiert waren. Studienteilnehmer*innen mit der Diagnose eines 

soliden Tumors wurden vor dem Start einer (Radio-)Chemotherapie eingeschlossen. Pa-

tient*innen mit einer hämatologischen Neoplasie wurden nicht in die Studienkohorte auf-

genommen. Zusätzlich wurden demographische und klinische Daten erhoben. Die Studie 

ist in Einklang mit der Erklärung von Helsinki durchgeführt worden und durch die Ethik-

kommission der Charité – Universitätsmedizin Berlin bewilligt worden (Antragsnummer 

EA1/271/14). Alle Studienteilnehmer*innen haben schriftlich ihr Einverständnis mit den 

Rahmenbedingungen dieser Studie erklärt. 

2.2 DNA-Extraktion 

Aus Vollblut-EDTA-Proben wurde mit dem „QIAamp DNA Mini Kit“ (Quiagen, Hilden, 

Deutschland) genomische DNA gewonnen. Die erforderliche DNA-Quantität (500 ng) 

wurde mit dem „QuantiFluor dsDNA System“ (Promega, Fitchburg, USA) überprüft.  

Um die Methylierungsfraktionen an 7 CpG-Loci zu ermitteln, wurde ein durch Vidal-Bralo 

et al. entwickeltes Protokoll verwendet, das durch Vetter et al. adaptiert wurde.16, 23  

2.3 Bisulfit-Konvertierung 

In der Bisulfit-Konvertierung erfolgt durch eine Reaktion mit Bisulfit (Natriumhydrogensul-

fit) eine Deaminierung von unmethyliertem Cytosin zu Uracil, während methyliertes Cy-

tosin unverändert erhalten bleibt. Im hier angewandten Protokoll wurden 500 ng genomi-

scher DNA durch das „EZ DNA Methylation-Lightning Kit” (ZymoResearch, Irvine, USA) 

gemäß dem Protokoll des Herstellers bisulfit-konvertiert. Kurz gefasst erfolgt zunächst 

die Sulfidierung von in der DNA enthaltenem, nicht-methyliertem Cytosin zu 5,6-Dihydro-

cytosin-6-Sulphonat und anschließend eine Deaminierung von 5,6-Dihydrocytosin-6-
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Sulphonat zu 5,6-Dihydrouracil-6-Sulfonat in einem Inkubationsschritt. Es folgt eine Auf-

reinigung und Bindung an eine Silikonsäule, mit folgender Desulfidierung zu 5,6-Dihyd-

rouracil. Abschließend wird die bisulfit-konvertierte DNA erneut aufgereinigt und von der 

Säule gelöst. 

2.4 PCR-Amplifikation und Aufreinigung 

Zur Amplifikation der Regionen mit den CpG-Loci von Interesse erfolgte eine Multiplex-

Polymerasekettenreaktion (mPCR). Dafür wurden jeweils 3,32 µl Ultrapure-Wasser 

(Bio&Sell, Feucht bei Nürnberg, Deutschland), 3 µL 5× KAPA2G Buffer A (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, Deutschland), 1 µL Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs, 2 mM, Sigma-Ald-

rich, Darmstadt, Deutschland), 1 µL mPCR-primer-premix, 0,08 µL KAPA2G Fast Hot-

Start Polymerase (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) und 1,6 µl bisulfit-konvertierte 

DNA verwendet. Alle Oligonukleotid-Sequenzen innerhalb dieses Protokolls wurden ge-

mäß Vidal-Bralo et al.23 genutzt, während Oligonukleotid-Konzentrationen gemäß Vetter 

et al.16 genutzt wurden (Tabelle 1). Anschließend erfolgten nach einer initialen Denatu-

rierung bei 95°C für 5 Minuten jeweils 30 Zyklen bei 95°C für 30 Sekunden, 60°C für 90 

Sekunden und 72°C für 90 Sekunden. Abschließend folgte ein Zyklus bei 72°C für 10 

Minuten. Alle Inkubations-/Cycling-Schritte wurden im Thermocycler “MyCycler Thermal 

Cycler” (Bio-Rad, Hercules, USA) durchgeführt. Zur enzymatischen Aufreinigung wurde 

das mPCR-Produkt anschließend mit 0,075 µl Ultrapure-Wasser (Bio&Sell, Feucht bei 

Nürnberg, Deutschland), 0,3 µL 10× Shrimp Alkaline Phosphatase Reaction Buffer (Affy-

metrix, Santa Clara, USA), 0,3 µL 10× Exonuclease I Reaction Buffer (New England Bi-

olabs, Ipswich, USA), 1,3 µL Shrimp Alkaline Phosphatase (Affymetrix, Santa Clara, 

USA) und 0,025 µL Exonuclease I (New England Biolabs, Ipswich, USA) gemischt und 

über 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Abschließend erfolgte eine Hitzeinaktivierung der 

beteiligten Enzyme bei 80°C über 20 Minuten. 

2.5 Single Nucleotide Pair Extension 

In der Single Nucleotide Pair Extension (SNuPE) erfolgte zunächst die Hybridisierung der 

Primer, die in ihrer Sequenz genau vor den jeweiligen CpG-Loci von Interesse enden. 

Anschließend erfolgte die Verlängerung des Primers mit fluoreszierenden Dideoxynukle-

osid-Triphosphaten (ddNTP), wodurch gleichzeitig eine weitere Polymerisation hinter 

dem markierten Nukleosid verhindert wurde. Hierfür wurden 1,2 µl Betaine Solution 
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(Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland), 1 µl SNaPshot Multiplex Kit (Applied Biosys-

tems, Waltham, USA), 0,8 µl SNuPE-Primerpremix und 2 µl des enzymatisch aufgerei-

nigten mPCR-Amplikons verwendet. Es folgte ein Cycling-Protokoll bestehend aus 25 

Zyklen von jeweils 10 Sekunden bei 95°C, 5 Sekunden bei 50°C und 30 Sekunden bei 

60°C. Anschließend wurden zur enzymatischen Aufreinigung 5 µl des SNuPE-Produkts 

zu 2 µl Shrimp Alkaline Phosphatase (Affymetrix, Santa Clara, USA) gegeben und für 1 

Stunde bei 37°C inkubiert. Abschließend folgte eine Hitze-Inaktivierung des Enzyms bei 

75°C für 15 Minuten. 

2.6 Kapillare Sequenzierung 

Die Messung der jeweiligen SNuPE-Fluoreszenz erfolgte in einer kapillaren Sequenzie-

rung. In dieser Methode werden DNA-Fragmente in einer Elektrophorese aufgetrennt und 

nach Induktion durch einen Laser die Fluoreszenzsignale ausgelesen. Zur Vorbereitung 

auf die Messung im „3730 DNA Analyzer” (Applied Biosystems, Waltham, USA) wurden 

0,05 µl „GeneScan 120 LIZ Size Standard“ (Applied Biosystems), 9,95 µl „HiDi Forma-

mide“ (Applied Biosystems) zu 0,1 µl des enzymatisch gereinigten SNuPE-Produkts ge-

geben. Eine schematische Darstellung der wichtigsten Aspekte des experimentellen Ab-

laufs bis zur Sequenzierung ist Abbildung 2 zu entnehmen. 

2.7 Aufbereitung der Sequenzierdaten 

Aus der Höhe der resultierenden Fluoreszenzgipfel in Kombination mit den Informationen 

über die Größe der SNuPE-Fragmente kann auf das Verhältnis von methyliertem zu un-

methyliertem Cytosin an den jeweiligen CpG-Loci geschlossen werden. Die aus der Se-

quenzierung resultierenden Daten wurden in der „GeneMapper Software 5” (Applied Bio-

systems) aufbereitet. 

2.8 Mutationsscreening 

Die Ermittlung und Veröffentlichung des CHIP-Mutationsstatus erfolgte bereits durch 

Arends et al.49 Dabei wurde genomische DNA mit dem (adaptierten) „TruSight Myeloid 

Sequencing Panel“ (Illumina, San Diego, USA) auf das Vorhandensein von CHIP unter-

sucht und in einer unabhängigen ultra-tiefen Sequenzierung überprüft. 
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2.9 Statistische Analyse 

Das DNA-Methylierungsalter (DNAm age) wurde anhand der Regressionsformel der Ber-

liner Altersstudie II aus den Methylierungsfraktionen an 7 der 8 ermittelten CpGs berech-

net. Details zur zugrundeliegenden Kohorte, die Regressionskoeffizienten und Auswahl 

der 7 CpGs sind in Vetter et al. beschrieben.16 Die Age Acceleration (AA) wurde in einer 

Regression von DNAm age auf das chronologische Alter bestimmt.14, 24, 61 Um den Ein-

fluss Blutbild-abhängiger Veränderungen auf das epigenetische Alter zu minimieren, 

wurde die sogenannte intrinsische epigenetische Age Acceleration (IEAA) in einer Re-

gression von DNAm age auf das chronologische Alter und Zellzahl mehrerer Blutzelllinien 

(Neutrophile, Basophile und Eosinophile Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) 

bestimmt.62, 63 

Unterschiede zwischen Gruppen wurden über Varianz- und Kovarianzanalysen (ANOVA 

und ANCOVA) mit Welch-Test sowie folgender Kontrastbildung ermittelt. Falls A-

NOVA/ANCOVA-Voraussetzungen nicht erfüllt waren, wurden Kruskal-Wallis-Tests mit 

anschließenden Mann-Whitney-Tests angewandt. Korrelationen wurden mittels (partiel-

ler) Spearman’scher Rangkorrelationskoeffizienten bestimmt. Als Signifikanzniveau 

wurde 0,05 festgelegt. Statistische Analysen wurden in „IBM SPSS Statistics“ Version 27 

(IBM, Armonk, USA) durchgeführt. 
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Tabelle 1: Oligonukleotide der ms-SNuPE-Methode. Primersequenzen für mPCR und 

ms-SNuPE nach Vidal-Bralo et al.23 und zugehörige Konzentrationen pro Probenansatz 
nach Vetter et al.16 

CpG 
site 

Forward-
Sequenz 

Reverse-
Sequenz 

c-mPCR 
[µM] 

SNuPE- 
Sequenz 

c-SNuPE 
[µM] 

cg09809672 

TGAGAAATT-
TAGGAA-
GATAGTAAAT-

GTTTA 

AATT-
TATCCTCCCAC-
CTACAAATTCC 

4 

TAACCAAACAACCAA-
CIAACATCTTCTC 

12,5 

cg24768561 

GTTTTGAGG-
TAAATGG-

GATTTT 

CCCAACCA-
ATAAACCAACAC 2 

ATAACTAAAAACAAAAACTCA-
ACCAATATCCTCAATCCAAAAC-

CTTATAAAACC 
15 

cg16386080 

TTGGGG-
TAGGG-
GATTAAGT-

TAGTT 

TCCCTTTTTA-
CATCCAATACAA
TTTT 

0,75 

gccagcgtcagacatcatatgcagatac-
CCAATACAATTTTTAAAAC-
CTACTCATATT-

CTAAACCTACTTTAAACC 

7,5 

cg10917602 

TAG-
GAAGGTGG-

GAAGGGT 

CATCCCCACCA-
AATTCTC 4 

gatacCCCTCCAAACCA-
ATCTAAACACCCTAAAATAACI-

ACTACAAATAAACAAAAAC 
17,5 

cg02228185 

AATTATTT-
GGTGAAAT-
GATTTTTTGT-

TATA 

AATAATTTTAC-
CTCCAAC-
CCTATTCTCTA 

2 

GGAGTATTTTTGGTTAAGTATT-
GGTTAGAGAATGG 

7,5 

cg25809905 

GGGTTTTGTT-
TAGGGGAGTT-

TTT 

TTT-
CCATCCAATCTT-

TCAACAATAC 
4 

attgatcgtggtgatatccgATAAATAA-
TATACTCAATACTATACCTACI-

TATATTAACCCAC 
15 

cg19761273 
GGAGGTTTT-
GATGTT-
TAGTTTGAAG 

TCCACTCCT-
TATTTCCTTTA-
CAAA 

0,75 
AACATTCA-
AATCCAACACAAATAAAAATA-
TTAACTCCITCTCCAAACC 

5 

cg17471102 
GAAAGATTTT-
TGTTTGTGAT-
TAGGG 

AATTATCCCATT-
CTACCTTTTCCC 2 

ATAAACCCTAATTCATAATA-
TAACTAAACTAACACAAAATCC
C 

2,5 

c = Konzentration in mPCR- beziehungsweise SNuPE-Primer-Premix. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der ms-SNuPE-Methode. Sequenzierersym-

bol aus „3730/3730xl DNA Analyzer Getting Started“.64 Eigene Darstellung. 

A Bisulfit-Konvertierung. Umwandlung von nicht-methyliertem Cytosin zu Uracil. Methyl-
iertes Cytosin verbleibt unverändert.  

B mPCR. Vervielfältigung der DNA-Abschnitte um die 8 CpGs mit Übersetzung von Uracil 

zu Thymin.  

C SNuPE & Sequenzierung. Primerhybridisierung vor CpG-Loci und Verlängerung um 

passende fluoreszenzmarkierte Nukleobase. Auslesen des Fluoreszenzsignals in einem 
kapillären Seqenziergerät. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Kohorten Beschreibung 

Methylierungsfraktionen konnten erfolgreich für 381 von 417 (= 91%) Studienteilneh-

mer*innen ermittelt werden. Dabei mussten 31 Teilnehmer*innen auf Grund unzureichen-

der DNA-Quantität ausgeschlossen werden. Die Sequenzierergebnisse von fünf weiteren 

Teilnehmer*innen erfüllten nicht die Kriterien der internen Qualitätskontrolle. Das mittlere 

chronologische Alter betrug 74,7 Jahre (Standardabweichung ±7,82 Jahre, Spannweite 

55-98 Jahre) und 209 (= 55%) der Studienteilnehmer*innen waren männlich. 183 Teil-

nehmer*innen wiesen eine koronare Herzkrankheit (KHK= 49%) auf, 69 eine peripher 

arterielle Verschlusskrankheit (pAVK= 18%), 307 eine arterielle Hypertonie (AHT= 81%), 

113 einen Diabetes mellitus Typ II (DM II= 30%) und 87 waren mit einem BMI ≥ 30 adipös 

(= 23%). Zusätzlich hatten 149 Teilnehmer*innen eine chronische Niereninsuffizienz 

(CNI= 40%) und 39 benötigten in diesem Zusammenhang eine Hämodialyse (= 10%). 69 

Teilnehmer*innen hatten die Erstdiagnose eines soliden Tumors (= 18%). Insgesamt war 

eine hohe Prävalenz klinisch relevanter (Ko-)Morbiditäten in der Kohorte zu verzeichnen. 

Eine detaillierte Darstellung der klinischen und demographischen Eigenschaften der un-

tersuchten Kohorte ist in Tabelle 2 dargestellt.  

106 Teilnehmer*innen (= 28%) hatten einen positiven CHIP-Status. Die am häufigsten 

betroffenen Gene waren DNMT3A (= 13%), TET2 (= 8%) und ASXL1 (= 3%). Eine detail-

lierte Grafik mit der VAF- und Mutationsverteilung ist in Tabelle 2 dargestellt. 
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Tabelle 2: Demographische, klinische und klonale Hämatopoese-Daten. Charakte-

ristika von 381 Teilnehmer*innen mit erfolgreicher Analyse des DNA-Methylierungsalters. 
Wenn nicht anders ausgewiesen, sind Fälle als n (%) dargestellt. Modifiziert aus Feld-
kamp et al.1 

 

  

Variable 
Fehlende 

Daten 
Fälle % 

Demographie    

Weiblich 0 172  45% 

Männlich 0 209  55% 

Alter, Jahre (Mittel [SA]) 0 74,7  ±7,9 

Alter <61  3  0.8% 

Alter 61-70  129  33.9% 

Alter 71-80  171  44.9% 

Alter >80  78  20.5% 

Klinische Daten    

Maligner Tumor 0 69  18% 

Koronare Herzkrankheit 4 183  49% 

Herzinsuffizienz 4 150  40% 

Herzrhythmusstörung (inklusive Vorhofflimmern) 4 193  51% 

Peripher arterielle Verschlusskrankheit 4 69  18% 

Arterieller Hypertonus 4 307  81% 

Typ 2 Diabetes mellitus  4 113  30% 

Dyslipidämie 4 207  55% 

Adipositas (BMI ≥ 30) 4 87  23% 

Hyperurikämie 4 45  12% 

Niereninsuffizienz (alle) 
Mit Hämodialyse 

4 
4 

149  
39  

40% 
10% 

Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung 4 47  12% 

Klonale Hämatopoese    

Eine oder mehrere Mutationen mit VAF ≥ 2% 0 106 28% 

Mehr als eine Mutation 0 28 7% 

Varianten Allelfrequenz (Median) 0  6% 

< 10% 0 65 17% 

≥ 10% 0 41 11% 
Methylierungs-Modifikatoren (DNMT3A, TET2) 0 70 18% 

DNMT3A 0 49 13% 

TET2 0 29 8% 

Chromatin-Modifikatoren (ASXL1, EZH2) 0 13 3% 
ASXL1 0 10 3% 

EZH2 0 3 1% 

Spliceosome (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2) 0 14 4% 

SF3B1 0 8 2% 

SRSF2 0 2 1% 
U2AF1 0 2 1% 

ZRSR2 0 2 1% 

DNA Reparatur Gene (TP53, PPM1D) 0 11 3% 

TP53 0 7 2% 

PPM1D 0 4 1% 

Andere 0 15 4% 
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3.2 Klinische Charakteristika und epigenetische Altersbeschleunigung 

Das mittlere DNAm age unserer Kohorte betrug 76,2 Jahre (Standardabweichung ± 9,7 

Jahre, Spannweite 50 bis 122 Jahre) und die mittlere Altersbeschleunigung (Englisch: 

age acceleration (AA)) betrug 0 ± 8,4 Jahre. Die mittlere absolute Abweichung lag bei 6,3 

Jahren und die mediane absolute Abweichung ergab 5,4 Jahre. Männliche Teilnehmer 

zeigten gegenüber weiblichen Teilnehmerinnen eine signifikante positive Altersbeschleu-

nigung (AA: 1,0 vs. -1,2 Jahre, P= 0,006). Weitere Unterschiede in der Altersbeschleuni-

gung zeigten sich für chronische Niereninsuffizienz mit Notwendigkeit einer Hämodialyse 

(AA: 3,5 vs. -0,9 Jahre, P< 0,001) und Hyperurikämie (AA: 3,9 vs. -0,4 Jahre, P= 0,001). 

Die Verteilung der AA ist für ausgewählte Merkmale in Abbildung 3 dargestellt. 

Die Berechnung der intrinsischen epigenetischen Altersbeschleunigung war für 297 (= 

78%) Teilnehmer*innen möglich, da hier die Blutbilder bekannt waren. Die mittlere IEAA 

betrug 0 ± 8,0 Jahre. Entsprechend der Ergebnisse für die AA zeigten sich für die IEAA 

ebenfalls signifikante Unterschiede für das Geschlecht (IEAA: 1,2 vs -1,8 Jahre, P= ,001), 

für chronische Niereninsuffizienz mit Notwendigkeit einer Hämodialyse (IEAA: 2,76 vs. -

0,50 Jahre, P= 0,018) und Hyperurikämie (3,42 vs. -0,47 Jahre, P< 0,001). Ein Überblick 

über die gesamte Verteilung von AA und IEAA für klinische und demographische Cha-

rakteristika der Kohorte sind in Tabelle 3 zusammengefasst. 
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Abbildung 3: Dichtediagramme zur Verteilung von epigenetischer Altersbeschleu-
nigung in ausgewählten demographischen und klinischen Charakteristika. Gestri-
chelte Linien zeigen Mittelwerte. P-Werte wurden durch Mann-Whitney-Tests ermittelt. 
A Geschlecht B CHIP C Maligner Tumor D Koronare Herzkrankheit E Niereninsuffizienz 
F Hyperurikämie. 
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Tabelle 3: Epigenetische Altersbeschleunigung unter Berücksichtigung von demo-

graphischen und klinischen Daten. Vergleich zwischen der Altersbeschleunigung (AA 

und IEAA) anhand von Risikofaktoren und Komorbiditäten in unserer Kohorte. P-Werte 

wurden durch Mann-Whitney-Tests ermittelt. 

Variable 
Mittlere AA 

[Jahre] 
p-value 

Mittlere 

IEAA [Jahre] 
p-value 

Geschlecht 
Weiblich -1,19 

0,006 
-1,75 

0,001 
Männlich 0,98 1,22 

Maligner Tumor 
Ja -0,31 

0,694 
-0,47 

0,577 
Nein 0,07 0,13 

CHIP 
Ja 1,12 

0,183 
0,44 

0,513 
Nein -0,43 -0,17 

Koronare Herzkrankheit 
Ja -0,61 

0,118 
-0,42 

0,229 
Nein 0,57 0,46 

Herzinsuffizienz 
Ja 0,12 

0,842 
0,26 

0,822 
Nein -0,08 -0,15 

Herzrhythmusstörung 

(inklusive Vorhofflimmern) 

Ja 0,05 
0,645 

0,54 
0,470 

Nein -0,05 -0,55 

Peripher arterielle 

Verschlusskrankheit 

Ja 0,11 
0,778 

0,01 
0,924 

Nein -0,03 0,02 

Arterieller Hypertonus 
Ja 0,01 

0,621 
0,02 

0,983 
Nein -0,07 0,05 

Typ 2 Diabetes mellitus 
Ja 0,22 

0,833 
0,43 

0,941 
Nein -0,10 -0,17 

Dyslipidämie 
Ja -0,02 

0,850 
-0,00 

0,724 
Nein 0,01 0,05 

Adipositas (BMI ≥30) 
Ja -0,26 

0,979 
0,54 

0,460 
Nein 0,08 -0,15 

Hyperurikämie 
Ja 3,09 

0,001 
3,42 

0,001 
Nein -0,42 -0,47 

Niereninsuffizienz 

(ohne Hämodialyse) 

Ja -0,06 
0,400 

0,21 
0,564 

Nein -0,64 -0,50 

Niereninsuffizient mit    

Hämodialyse 

Ja 3,90 
< 0,001 

2,76 
0,018 

Nein -0,64 -0,50 

Chronisch obstruktive 

Lungenerkrankung 

Ja -0,72 
0,473 

0,06 
0,703 

Nein 0,11 0,01 
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3.3 Individuelle Mutationen, funktionelle Gruppen und epigenetische Altersbe-

schleunigung 

Auf unsere gesamte Kohorte bezogen war das alleinige Vorhandensein von CHIP nicht 

mit einer Altersbeschleunigung verbunden (AA 1,1 vs. -0,4 Jahre, P= 0,183 und IEAA = 

0,4 vs. -0,2 Jahre, P= 0,513). In Hinblick auf einzelne Mutationen wurden Mutationen mit 

einer Häufigkeit von ≥ 8 Fällen auf die epigenetische Altersbeschleunigung der Teilneh-

mer*innen hin untersucht und mit CHIP negativen Teilnehmer*innen verglichen. Unter-

schiede und P-Werte wurden jeweils im Vergleich zu Teilnehmer*innen ohne CHIP in 

Mann-Whitney-Tests ermittelt. Teilnehmer*innen mit DNMT3A-Mutationen zeigten dabei 

eine mittlere AA von 0,5 Jahren (P= 0,657), mit TET2-Mutationen eine AA von 0,3 Jahren 

(P= 0,578), mit ASXL1-Mutationen eine AA von 3,8 Jahren (P= 0,134) und mit SF3B1-

Mutationen eine AA von 5,4 Jahren (P= 0,283). Ähnliche Ergebnisse zeigten sich für die 

IEAA mit -0,4 Jahren (P= 0.962) für DNTM3A-Mutationen, 0,1 Jahre (P= 0,603) für TET2-

Mutationen und 1,7 Jahre (P= 0,569) für ASXL1-Mutationen (siehe Abbildung 4). Signifi-

kante Änderungen in der epigenetischen Altersbeschleunigung konnten somit für ein-

zelne Gene nicht festgestellt werden (Abbildung 4). 

Als nächstes wurde die Altersbeschleunigung in Bezug auf Mutationen in funktionellen 

Gengruppen untersucht. DNMT3A und TET2 wurden zu den Methylierungs-Modifikato-

ren, ASXL1 und EZH2 zu den Chromatin-Modifikatoren, SF3B1, SRSF2, U2AF1 und 

ZRSR2 zu den Spleißosom-assoziierten Genen und TP53 und PPM1D zu den DNA Re-

paratur Genen gezählt. Alle übrigen Gene wurden als „Andere“ eingeordnet. Keine der 

genannten Gruppen zeigte eine signifikant veränderte Altersbeschleunigung gegenüber 

Teilnehmer*innen ohne CHIP. Methylierungs-Modifikatoren zeigten eine mittlere AA von 

0,2 Jahren (P= 0,701) und IEAA von -0,6 Jahren (P= 0,946), Chromatin-Modifikatoren 

eine AA von 3,2 Jahren (P= 0,132) und IEAA von 1,8 Jahren (P= 0,417), Spleißosom-

assoziierte Gene eine AA von 5,3 Jahren (P= 0,105) und eine IEAA von 4,4 Jahren (P= 

0,126), DNA Reparatur Gene eine AA von 2,5 Jahren (P= 0,456) und IEAA von 2,3 Jah-

ren (P= 0,395) und alle übrigen Gene eine AA von -1,3 Jahren (P= 0,836) und IEAA von 

-3,5 Jahren (P= 0,194). 

Die generelle Anzahl der Mutationen zeigte verglichen mit der CHIP negativen Gruppe 

ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die Altersbeschleunigung in unserer Kohorte. 

Teilnehmer*innen mit zwei oder mehr CHIP-Mutationen hatten eine mittlere AA von 2,1 

Jahren (P= 0,247) und eine mittlere IEAA von 1,1 Jahren (P= 0,261) (Abbildung 4).  
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Von insgesamt 102 Einzelnukleotid-Polymorphismen in unserer Kohorte waren 70% 

Transitionen (Purinbase zu Purinbase oder Pyrimidinbase zu Pyrimidinbase). Am häu-

figsten war hierbei eine Transition von Cytosin zu Thymin (n= 45), eine Veränderung, die 

selbst als Alterungssignatur beschrieben ist.65 Für diese Teilnehmer*innen zeigte sich 

verglichen mit Teilnehmer*innen ohne CHIP-Cytosin/Thymin-Transition ein deutlicher 

Trend zu beschleunigter, epigenetischer Alterung (AA: 1,8 vs. -0,4 Jahre, P= 0,063 und 

IEAA: 1,6 vs. -0,2 P= 0,079). 
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Abbildung 4: CHIP-Mutationen und epigenetische Altersbeschleunigung. A, C und 
E modifziert aus Feldkamp et al.1 A und B Streudiagramm von AA (A) und IEAA (B) für 
CHIP-Mutationen nach betroffenen Genen. C und D Streudiagramm von AA (C) und 
IEAA (D) für CHIP-Mutationen nach funktionellen Gengruppen. E und F Streudiagramm 
von AA (E) und IEAA (F) nach Anzahl von CHIP-Mutationen. Mittelwert und Standardab-

weichung sind für alle Diagramme in Schwarz dargestellt. 
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3.4 CHIP Klongröße und epigenetische Altersbeschleunigung 

Um den Einfluss der Größe eines jeweiligen CHIP-Klons auf die Altersbeschleunigung zu 

ermitteln, wurden Patienten zunächst anhand der VAF eingeteilt. CHIP positive Teilneh-

mer*innen wurde bei einer VAF < 10% zur Gruppe mit kleinen Klonen und bei einer VAF 

von ≥ 10% zur Gruppe mit größeren Klonen gezählt. Von 106 (= 28%) Teilnehmer*innen 

mit positivem CHIP-Status fielen 65 (= 17%) in die Gruppe der kleinen Klone und 41 in 

die Gruppe der größeren Klone (= 11%).  

Die mittlere AA und IEAA für CHIP-negative Teilnehmer*innen betrug -0,4 und -0,2 Jahre, 

für kleinere Klone -0,8 und -1,6 Jahre und für größere Klone 4,1 und 3,8 Jahre. In einer 

Varianzanalyse (ANOVA) konnten signifikante Unterschiede in der AA (P= 0,023) und 

auch in der IEAA (P= 0,008) zwischen den VAF-Stufen und Teilnehmer*innen ohne CHIP 

festgestellt werden. In einer anschließenden Kontrastanalyse zeigten sich eine nicht sig-

nifikante Differenz in der AA von CHIP-negativen Teilnehmer*innen und CHIP-positiven 

Teilnehmer*innen mit einer VAF < 10% von -0,3 Jahren (P= 0,718) und eine Differenz in 

der IEAA von -1,5 Jahren (P= 0,104). Für den Kontrast von CHIP-negativen Teilneh-

mer*innen gegenüber CHIP-positiven Teilnehmer*innen mit größeren CHIP-Klonen (VAF 

≥ 10%) zeigte sich eine signifikante höhere AA (P= 0,010) und IEAA (P= 0,024) für Indi-

viduen mit größeren Klonen. Die Differenzen zwischen Individuen ohne CHIP-Mutation 

und Individuen mit großem CHIP-Klon beliefen sich für die AA auf 4,5 Jahre und für die 

IEAA auf 4,0 Jahre. In einem nächsten Schritt versuchten wir zu ermitteln bis zu welcher 

Klongröße AA und IEAA gleichermaßen signifikant gegenüber CHIP negativen Teilneh-

mer*innen erhöht sind. Die niedrigste VAF, für die sich mittels Kruskal-Wallis-Test mit 

anschließendem Mann-Whitney-Test eine signifikante höhere AA und IEAA zeigte, war ≥ 

5% (Kruskal-Wallis-Test: AA P= 0,008 und IEAA P= 0,016; Mann-Whitney-Test: AA P= 

0.008 und IEAA P= 0,044) (Abbildung 6). 

Um die hier beschriebene Assoziation zwischen epigenetischer Altersbeschleunigung 

und CHIP-Klongröße weiter zu quantifizieren, wurden diese zwei Parameter auf ihre Kor-

relation hin untersucht. Die Spearman’s Korrelationen von jeweils AA beziehungsweise 

IEAA und CHIP VAF ergaben eine signifikante, positive Abhängigkeit (AA: RS= 0,329, P< 

0,001, IEAA: RS= 0,420, P< 0,001). Diese Korrelation blieb auch nach einer Korrektur für 

das Geschlecht und das chronologische Alter der Patienten erhalten (AA: RS= 0,324, P< 

0,001, IEAA: RS= 0,411, P< 0,001) (Abbildung 6). 
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Abbildung 5: CHIP-Klongröße und epigenetische Altersbeschleunigung. Modifiziert 
aus Feldkamp et al.1 A und B Streudiagramme von Age Acceleration (AA) und Intrinsic 
Epigenetic Age Acceleration (IEAA) für Untergruppen der CHIP-Klongröße gemessen in 
der varianten Allelfrequenz (VAF) mit Ergebnis der zugehörigen Varianzanalyse (A-
NOVA) Mittelwert und Standardabweichung sind in Schwarz angegeben. B und C Streu-

diagramm von AA und IEAA gegen VAF mit Ergebnissen der zugehörigen Spearman’s 
Korrelationen. In allen Fällen mit mehreren Mutationen wurde die größte VAF gewählt. 
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4 Diskussion 

Durch die hohe Prävalenz von CHIP in der älteren Bevölkerung ist der Zusammenhang 

von CHIP und biologischer Alterung von großem klinischen Interesse. Es existieren ver-

schiedene Ansätze wie beispielsweise die Messung der Leukozyten-Telomerlänge (LTL) 

zur Bemessung des biologischen Alters einer Person.66 Allerdings kamen bisherige Stu-

dien zur Verbindung von CHIP und LTL nicht zu eindeutigen Ergebnissen.59, 67 Mit der 

Etablierung von epigenetischen Uhren steht nun eine relativ neue, robuste Möglichkeit 

zur Messung des biologischen Alters zur Verfügung. Mit dieser Arbeit versuchen wir die 

Erkenntnisse zur Verbindung von epigenetischer Alterung und CHIP zu erweitern. 

Das wahrscheinlich wichtigste Ergebnis innerhalb dieser Studie ist die positive Korrela-

tion von CHIP-Klongröße – gemessen in der VAF – und der epigenetischen Altersbe-

schleunigung (7-CpG-clock; AA und IEAA).  In der von uns verwendeten Methode zeigte 

sich eine signifikante epigenetische Altersbeschleunigung ab einer VAF von ≥ 5%, wäh-

rend bei kleineren Klonen kein signifikanter Effekt auf die epigenetische Alterung ver-

zeichnet werden konnte.  

4.1 Vergleich der Studie mit vorbestehenden Publikationen 

Zwei weitere Studien konnten einen signifikanten Anstieg der epigenetischen Altersbe-

schleunigung in Individuen mit bekannter klonaler Hämatopoese darstellen. Robertson et 

al. konnten eine generelle epigenetische Altersbeschleunigung für 73 Individuen mit 

CHIP in Horvath’s clock, IEAA, Extrinsic Epigenetic Age Acceleration (EEAA), GrimAge, 

PhenoAge und ZhangAge, jeweils zeigen, wobei der Effekt teilweise abhängig von der 

Alterskohorte war.58 Nachun et al. konnten eine generelle epigenetische Altersbeschleu-

nigung für 319 Individuen mit CHIP in Horvath‘s clock, IEAA, Hannum’s clock, EEAA, 

PhenoAge, SkinBloodClock und GrimAge feststellen.59 

Ein wesentlicher Unterschied in beiden Veröffentlichungen zu dieser Arbeit ist der „whole 

genome sequencing“-Ansatz (entspricht der Sequenzierung des kompletten Genoms) zur 

Bestimmung von CHIP-Mutationen. Für die Bewertung dieser Daten ist in diesem Fall 

von besonderer Bedeutung, dass „whole genome sequencing“-Daten im Vergleich zu 

dem in unserer Studie verfügbaren „targeted sequencing“-Daten (Arends et al., x2400 

reads), eine relativ niedrige Erfassungstiefe oder „coverage“ aufweisen (Robertson et al. 
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x34 reads, Nachun et al. x40 reads), was zu einer eingeschränkten Erfassung von klei-

neren CHIP-Klonen führt.49, 58, 59, 68 Eine durch die Methode bedingte falsch niedrige An-

gabe der CHIP-Prävalenz aufgrund der Nicht-Erfassung kleinerer Klone ist für beide Stu-

dien aufgrund einer insgesamt niedrigen CHIP-Prävalenz von 6% wahrscheinlich (revie-

wed durch Jaiswal und Ebert).69 Die von Robertson et al. analysierten Kohorten waren 

im Mittel 70, 79 und 87 Jahre alt, was eine deutlich höhere CHIP-Prävalenz erwarten 

ließe.44, 45, 70 In die Arbeit von Nachun et al. wurden zudem keine Klone mit einer VAF < 

6% erkannt, was nicht der zu erwartenden rechtsschiefen Verteilung der Klongröße von 

CHIP Fällen entspricht.45, 70 So entspricht zum Vergleich der Anteil von CHIP-VAFs zwi-

schen 2 und 6% in unserer Arbeit mit 65 Teilnehmer*innen einem Anteil von 54% aller 

CHIP-Fälle. Unsere Daten lassen deshalb umfassendere Rückschlüsse auf den Einfluss 

von CHIP und CHIP-Klongröße auf die epigenetische Alterung auch mit Hinblick auf klei-

nere CHIP-Klone zu.  

4.2 Einfluss der Klongröße auf mit klonaler Hämatopoese assoziierte Krankheits-

bilder 

Die positive Assoziation zwischen epigenetischer Altersbeschleunigung und CHIP-Klon-

größe fügt sich gut in mehrere Studien ein, die ein vermehrtes Auftreten gesundheitlicher 

Probleme und Ereignisse bei CHIP positiven Individuen mit größeren Klonen dokumen-

tieren. So zeigten Abelson et al. und Desai et al., dass Individuen mit größeren CHIP-

Klonen häufiger im Verlauf eine akute myeloische Leukämie (AML) entwickeln. Durch 

Abelson et al. wurde eine mittlere VAF von 9,8% in der pre-AML-Kohorte gegenüber einer 

mittleren VAF von 2,9% in der Kontroll-Kohorte beobachtet. Für Desai et al. erwies sich 

ein VAF-Schwellenwert von ≥ 10% als zusätzlicher Risikofaktor für die Studienteilnehmer 

im Verlauf eine AML zu entwickeln.71, 72 Ebenso zeigten Jaiswal et al. in Individuen mit 

einer CHIP-Klongröße von ≥ 10% ein signifikant erhöhtes Risiko für koronare Atheroskle-

rose und eine erhöhte Inzidenz für koronare Herzkrankheit gegenüber Individuen mit klei-

neren CHIP-Klonen.45, 46 Saiki et al. konnten darüberhinausgehend eine signifikant er-

höhte kardiovaskuläre und generelle Mortalität für CHIP-Klone ab einer VAF ≥ 5% dar-

stellen.73 Letztlich sollte auch darauf hingewiesen werden, dass mit steigender Sequen-

ziertiefe CHIP-Mutationen in 95% der Untersuchten mit größtenteils sehr kleinen Klonen 

(mediane VAF: 0,0024) nachgewiesen werden können.74 Dies verdeutlicht, dass der 

Übergang von klinisch inapparenter zu klinisch relevanter klonaler Hämatopoese fließend 
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ist und eine kritische Bewertung der Klongröße dementsprechend unentbehrlich ist, um 

mögliche Folgen differenziert zu betrachten. 

4.3 Mögliche molekulare Zusammenhänge von klonaler Hämatopoese und epige-

netischer Altersbeschleunigung 

Der direkte molekulare Zusammenhang zwischen klonaler Hämatopoese und epigeneti-

scher Alterung ist weitgehend unklar. Es existieren mehrere Studien zum Zusammen-

hang von CHIP und deren chronisch entzündlicher Effekte.46, 75-77 Ebenso wurden für 

mehrere altersassoziierte Erkrankungen eine chronisch entzündliche Komponente be-

schrieben.24-27, 78-82 

Die Auswirkung schwelender Entzündungsreaktionen auf die biologische Alterung sind 

unter dem Konzept des InflammAging zusammengefasst, das eine chronische nied-

riggradige Entzündung als einen Treiber biologischer Alterung identifiziert. Als mögliche 

Effektoren werden insbesondere die direkte Schädigung von Geweben durch aktivierte 

Leukozyten sowie indirekte Effekte durch inflammatorische Zytokine vermutet (reviewed 

von Franceschi und Campisi).83 So konnte beobachtet werden, dass eine verstärkte Aus-

schüttung inflammatorischer Zytokine (C-Reaktives Protein, Interleukin-1-Rezeptor-Anta-

gonist, Interleukin-6, Interleukin-18 und löslicher Tumornekrosefaktor-Alpha-1) mit einer 

erhöhten Mortalität 5 und 10 Jahren nach der Blutentnahme einhergeht. Eine Interleukin-

6-Erhöhung zeigte sich als einer der ausgeprägtesten Mortalitätsprädiktoren.84 

Passend hierzu führen die in CHIP häufigen TET2-Mutationen zu einer veränderten Mak-

rophagenfunktion mit einer gesteigerten Sekretion proinflammatorischer Zytokine (Inter-

leukin-6 und -8) und einer verminderten Phagozytosefunktion, was eine Beschleunigung 

des Progresses von artherosklerotischen Erkrankungen wie KHK oder zerebrovaskulären 

Erkrankungen zur Folge hat.46, 77 Ebenso zeigen CHIP-Träger mit DNMT3A-Mutationen 

eine Erhöhung von Tumornekrosefaktor-α sowie eine beeinträchtigte Mastzellfunktion. 

Auffällig ist hierbei, dass der Anstieg proinflammatorischer Zytokine ebenfalls mit der 

Klongröße korreliert und in Individuen mit einer VAF ≥ 10% ausgeprägter ist.46, 75, 76, 85 

Ein Zusammenhang zwischen beschleunigter epigenetischer Alterung und proinflamma-

torischer Zustände in Folge klonaler Hämatopoese erscheint vor diesem Hintergrund 

plausibel und ist auch für andere Erkrankungen mit einer entzündlichen Komponente mit 

Verbindungen zu beschleunigter Alterung denkbar. Zu nennen wären beispielsweise 

frailty, Neurodegeneration, Krebserkrankungen oder HIV-Infektionen, für die sowohl eine 
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chronisch entzündliche Komponente als auch eine Beschleunigung der epigenetischen 

Alterung bekannt ist.24-28, 78-82, 86  

4.4 Die 7-CpG-Uhr 

Obwohl die 7-CpG-Uhr bereits erfolgreich angewandt wurde, stellt sich die Frage wie 

präzise das epigenetische Alter beziehungsweise dessen Beschleunigung in unserer Stu-

die abgebildet wurde.16, 87 Die mediane absolute Abweichung erscheint in dieser Studie 

mit 5,4 Jahren etwas höher als bei den größeren array-basierten Uhren, wie z.B. der 

Horvath’s clock mit einer medianen absoluten Abweichung von 3,6 Jahren oder der 

Skin&Blood clock mit einer medianen absoluten Abweichung von 2,9 Jahren.12, 15 Die 

leicht vergrößerte Streuung erklärt sich durch die niedrigere Anzahl an CpGs, die zu 

Gunsten der praktikableren und kosteneffizienteren Anwendbarkeit in Kauf genommen 

wird. Im Vergleich mit anderen minimierten epigenetischen Uhren wie der Weidner clock 

(3 CpGs) mit einer mittleren absoluten Abweichung von 4,5 Jahren, der Zbieć-Piekarska 

clock (5 CpGs) mit einer mittleren absoluten Abweichung von 3,9 Jahren, der Dias-Blood 

clock (3 CpGs) mit einer mittleren absoluten Abweichung von 4,8 Jahren oder der ur-

sprünglichen Validierung der Vidal-Bralo clock mit einer mittleren absoluten Abweichung 

von 6,1 Jahren, erscheint die 7-CpG-Uhr in unserer Studie mit einer mittleren absoluten 

Abweichung von 6,3 Jahren angemessen kompetitiv.21, 23, 37, 88 Zusätzlich zu beachten ist 

an dieser Stelle die höhere Grundmorbidität unserer Kohorte, die zu einer vergrößerten 

Abweichung des DNAm Age beitragen könnte. Eine leicht erhöhte Varianz im epigeneti-

schen Alter wäre dementsprechend gegenüber den Validierungskohorten, die eher einen 

Querschnitt durch die Bevölkerung abbilden, zu erwarten. Die genannten medianen be-

ziehungsweise mittleren absoluten Abweichungen beziehen sich, soweit sie verfügbar 

waren auf die Ergebnisse der Validierungskohorten der genannten Uhren. Neben diesem 

Vergleich auf Ebene der Vorhersagegenauigkeit konnten vorbekannte Assoziation von 

epigenetischer Alterung zu den genannten Charakteristika bestätigt (Geschlecht, Nieren-

versagen) und im Fall der klonalen Hämatopoese weiter vertieft werden.  

4.5 Limitationen 

Die Methylierungs-Modifikatoren DNMT3A und TET2 sind die am häufigsten mutierten 

Gene in von CHIP betroffenen Individuen.44-47 Da epigenetische Uhren den Methylie-
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rungsstatus nutzen, um das epigenetische Alter abzuleiten, könnten Mutationen und so-

mit potenzielle Funktionsänderungen in den (de)-methylierenden Genen das Methylom 

und entsprechend solche Uhren potenziell verzerren. Nach aktuellem Wissensstand 

scheint aber keiner der in dieser Studie genutzten CpG-Loci von den in CHIP häufig be-

troffenen Methylierungs-Modifikatoren DNMT3A oder TET2 modifiziert zu werden.89, 90 

Ebenso könnten größere CHIP-Klone auf einen gesteigerten Zellzyklus und dadurch auf 

eine vorzeitige Alterung der zugehörigen HSCs unabhängig von der Alterung des Ge-

samtorganismus hindeuten. Epigenetische Alterungsprozesse zeigen sich allerdings 

mindestens teilweise unabhängig von der Anzahl der Zellzyklen, da die Messung des 

epigenetischen Alters auch in mitotisch wenig aktiven Geweben, wie zum Beispiel neu-

ronalem Gewebe, möglich ist.12 Zudem zeigen sich Surrogatparameter mitotischer Akti-

vität wie LTL teilweise unabhängig vom epigenetischen Alter.16, 61 Beschleunigte epige-

netische Alterungsprozesse in CHIP-Trägern sind demnach kein Korrelat einer verstärk-

ten mitotischen Aktivität in den betroffen Blutzellen. 

Im Gegensatz zu einer Reihe von vorangegangenen Publikationen, zeigte sich in Hinblick 

auf einige klinische Charakteristika wie KHK, COPD oder Krebs in unserer Kohorte keine 

epigenetische Altersbeschleunigung.25, 27, 91 Diese Auffälligkeit erklärt sich mit der hohen 

Gesamtmorbidität unserer Kohorte. Alle Patienten waren bei Einschluss stationäre Pati-

enten in einem Universitätsklinikum der Maximalversorgung. Aus dieser Besonderheit 

ergibt sich eine mangelnde Abgrenzbarkeit der einzelnen Krankheitsentitäten gegenüber 

einer in nicht-erkrankten Vergleichsgruppe innerhalb der Kohorte, da dadurch immer eine 

erkrankte Subgruppe einer anderen, anderweitig vorerkrankten Subgruppe gegenüber-

gestellt wird. Die Vergleichbarkeit von CHIP-Trägern gegenüber Individuen ohne CHIP 

bleibt derweil durch die ähnliche Verteilung von Komorbiditäten in beiden Gruppen sowie 

durch die beschriebenen statistischen Kontrollmöglichkeiten, erhalten. Zusätzlich sollte 

beachtet werden, dass verschiedene epigenetische Uhren eine unterschiedliche Sensiti-

vität für bestimmte Erkrankungen beziehungsweise Zustände aufweisen.38 Ungeachtet 

dieser Überlegungen zeigte sich in Teilnehmer*innen mit Nierenversagen verglichen mit 

der relativ vorerkrankten Vergleichsgruppe eine vorbeschriebene epigenetische Alters-

beschleunigung.92 Die weitreichend vorbeschriebene Assoziation zwischen epigeneti-

scher Altersbeschleunigung und dem Geschlecht konnte ebenfalls festgestellt werden.38, 

63 
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5 Schlussfolgerungen  

Zusammenfassend zeigte sich in unserer Studie zur Verbindung von CHIP und epigene-

tischer Alterung eine positive Korrelation zwischen CHIP-Klongröße und beschleunigter 

epigenetischer Alterung in der 7-CpG-Uhr sowie als Schwelle für den Einfluss von CHIP 

auf positive epigenetische Altersbeschleunigung eine VAF von ≥ 5%. Dieses Ergebnis 

erweitert den bisherigen Kenntnisstand zur Rolle der CHIP-Klongröße und ihre Korrela-

tion mit verschiedenen klinischen Parametern und Zuständen und kann als Grundlage 

zur Vertiefung unseres Wissens über CHIP und Alterungsprozesse dienen. Zukünftige 

Studien zu klonaler Hämatopoese sollten CHIP-bezogene Effekte verstärkt in Bezug auf 

die Klongröße untersuchen beziehungsweise deren Effekte gesondert einbeziehen. Wei-

terhin zeigt auch diese Studie, dass die 7-CpG-Uhr als praktikable und effiziente Methode 

betrachtet werden kann, um die epigenetische Altersbeschleunigung eines Individuums 

zu messen. 
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