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Telomeeride pikkuste seosed DNA metiilatsiooniga

Viimastel aastatel on olnud palju uuringuid kromosoomide telomeerse DNA pikkuse seosega
erinevates rakufunktsioonides alates raku vananemisprotesssi kdivitamisest kuni kasvajate
tekke indutseerimiseni.

Kéesolevas to0s uuriti metiilatsioonitaseme ja telomeeride pikkuste vahelisi seoseid. Valim
koosnes 747 indiviidist, kus kdige noorem oli 18-aastane ja kdige vanem 84-aastane. Selleks
moddeti telomeeride suhteline keskmine pikkus Q-PCR meetodil ning mudeldati telomeeride
pikkuse moju DNA metiilatsioonile.

Meta-analiilisi tulemustes epigenoomselt olulisi CpG saite vilja ei tulnud. Siiski parimad viis
leidu niitasid voimalikku seost DNA metiilatsiooni taseme ja telomeeride pikkuse vahel.
Nende hulgas niditeks MAP3K11 geen, mille puhul on varem ndidatud, et see on oluline
rakujagunemise regulatsioonil. Samuti tulid meta-analiiiisi tulemustes vélja potentsiaalselt
huvitavad geenid MPP4, CABP7 ja MRPS6/SLC5A3, mida tuleks kinnitada teises kohordis.

Mirksonad
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Associations between telomere length and DNA methylation levels

In recent years, there have been studies showing that the length of telomere repeats at
chromosome ends is a critical variable in cell fate decisions and biological functions ranging
from senescence to carcinogenesis.

In this study we tested for association between telomere length and cytosine methylation
levels. Measurements of mean telomere length and DNA methylation of > 450 000 CpG sites
were obtained from DNA blood samples. The study included 747 participants aged 18-84
years. We conducted epigenome-wide association studies and calculated estimates using
meta-analyses.

None of the association between telomere length and DNA methylation reached epigenome-
wide statistical significance. Based on this study, five top hits were located in the
MRPS6/SLC5A3, CABP7, MPP4 and MAP3K11 genes and close to RABGGTA gene. Of note,
MAP3K11 has previously been reporter to be associated with the regulation of cell division.
Our results suggest the presence of a link between DNA methylation and telomere length
although further studies should be conducted to validate the results and elucidate the
underlying mechanisms of this relationship.
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SISSEJUHATUS

Telomeerid on kromosoomide otstes olevad kordusjérjestused, mis kaitsevad DNAd
kaotsimineku eest rakujagunemisel. Telomeeridega seonduvad Shelterin valgukompleksi
valgud, mis Kkaitsevad telomeere, et neid ei tuntaks &ra kui DNA kahjustusi. Otsa-
replikatsiooni probleemi tottu lithenevad telomeerid iga mitootilise tsiikliga, kuni need on
liiga lithikesed, et rakujagunemine pole enam vdimalik. See omakorda algatab raku
vananemise protsessi voi need rakud viiakse apoptoosi (Blackburn, 2001). Telomeeride
lihenemist ei ole seostatud ainult vananemisega, vaid ka erinevate vanusega seotud
haigustega nagu koronaararterite haigused, viahk, siidamepuudulikkus ja telomeeride

stindroomid (Calado ja Young, 2012).

DNA  metiilatsioon on iks epigeneetilistest ~mehhanismidest, mis  kontrollib
geeniekspressiooni. Selleks, et geen saaks ekspresseeruda, on geeni promootoralad tavaliselt
metiileerimata. On ndidatud, et vananedes normaalne DNA metiilatsioonimuster muutub ja
see pdhjustab kohati metiilatsiooni vdhenemist (Gonzalo, 2010; Heyn jt., 2012). Moned
uuringud on aga vastupidiselt ndidanud teatud CpG saitide iilemetiileeritust (Fraga ja Esteller,
2007). Muutused DNA metiilatsioonis voivad muuta geeniekspressiooni, mis omakorda on
oluline vanusest soltuvate haiguste arenemisel (Horvath, 2013; Bocklandt jt., 2011; Hannum
jt., 2013).

Viimastel aastatel on erinevate uuringute tulemused kokku vdetud ja leitud, et kui nii
telomeeride pikkus ja metiilatsioonimuster vananedes muutuvad, siis voiks see viidata nende

omavahelisele seotusele.

Kéesoleva t66 eesmirk oli leida telomeeride pikkuste ja DNA metiilatsioonitaseme vahelisi
seoseid, kasutades Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonorite tiisvere DNA proove.
Valimi suuruseks oli 747 indiviidi vanuses 18-84 aastat. Esiteks mdodeti valitud indiviidide
telomeeride suhteline pikkus Q-PCR meetodit kasutades. Indiviidide DNA metiilatsioonitase
on varasemalt moddetud > 450 000 CpG saidis IHlumina450K kiibiga. Teiseks viidi 1abi iile-

epigenoomne assotsiatsiooni-analiiiis ja nende pdhjal meta-analiiis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

Kromosoomide otsad on teadlasi koitnud juba alates 20. sajandi algusest. Telomeeride
struktuuri avastasid esimesena Hermann Muller ja Barbara McClintock vastavalt dadikakérbse
(Muller, 1938) ja maisi (McClintock, 1941) mudelitel. Sellegipoolest kirjeldati telomeeride
funktsiooni kaitsta geneetilist infot kaotsimineku eest alles 1980ndatel kolme teadlase
Elizabeth Blackburni, John Szostaki ja Carol Greider’i poolt (Blackburn ja Gall, 1978), mille

eest nad said ka 2009. aastal Nobeli preemia.

1.1. Telomeeride struktuur ja funktsioon

Telomeerid on heterokromatiinsed struktuurid, mis asuvad lineaarsete kromosoomide otstes ja
koosnevad tandeemselt korduvatest DNA jirjestustest, mis on seotud spetsiaalsete
valgukompleksidega, mis telomeere kaitsevad (Joonis 1) (Sfeir ja de Lange, 2012). Inimestel
on telomeerne DNA {iles echitatud kuni tuhandest tandeemselt korduvast TTAGGG
heksanukleotiidsest motiivist (Blasco, 2005), mille 15pus on itheahelaline 3’ iileulatuv G ahel,
mis on 50-400 aluspaari pikk (Chai jt, 2006; Makarov jt, 1997). Tavaliselt 16peb telomeeri
16pp T-linguga, mis moodustub kui G ahela 3’ iileulatuv ots podrdub tagasi ja ldheb
kaheahelalise telomeerse DNA regiooni sisse, tekitades veel ka véljatdrjuva-lingu (ing. K.
displacement loop, D-ling) (Joonis 2) (Griffith jt., 1999; Doksani jt, 2013).

Kromosoom

== ‘Telomeer

l

5 /1900, shelterin valgud —
3(‘(‘(” o DNAga seonduvad
' 4 valgukompleksid
.
/ Ut -
Korduv G-rikas
kaheahelaline DNA
jarjestus Uheahelaline DNA

3' iileulatuv ots

Joonis 1. Telomeeri struktuur. Inimese telomeerikompleks koosneb DNA kordus-
jarjestustest, mis on seotud kaitsvate Shelterin kompleksi valkudega. Lisaks kaitsevad
valgukompleksid 3’ iileulatuvat iiheahelalist telomeerse DNA 3’ 10ppregiooni. (kohandatud,
Blackburn jt., 2015)



Oigesti formeerunud telomeeri struktuur takistab kromosoomi otsade #ratundmist kui DNA
ahela katkestusi DNA reparatsioonimehhanismide poolt. Samuti hoiab dra see homoloogilist
rekombinatsiooni telomeeride vahel ning kromosoomi otsade iihinemist (ing. k. end-to-end
fusion) (de Lange, 2002).

Telomeer

Ling on erineva suurusega

T-ling ( D-ling j]

3' ahela invasioon

2-100+kb ds [TTAGGG]n 50-400 nukleotiidi 3' iileulatuv ots

G ahel GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA.....3

C ghel CCCAATCCCAATC-5

Joonis 2. T-lingu struktuur. Elektronmikroskoopiat kasutades on pildistatud telomeeri
kromatiini fiibrid suletud T-ling konformatsioonis (Nikitina ja Woodcock, 2004). Joonise
allosas on dra toodud T-lingu ehitus, D-lingu asetumine T-lingu sees ning iiheahelalise 3’
telomeerse DNA iileulatuv ots, mis voib olla kuni 400 nukleotiidi pikkune. (kohandatud,
Nikitina ja Woodcock, 2004)

Telomeerne DNA on seotud kuuevalgulise Shelterin kompleksiga, mis kaitseb kromosoomide
otste fuseerumise ja degradatsiooni eest. Shelterin kompleksi kuuluvad: telomeeri kordustega
seonduv valguline faktor 1 (TRF1 - Telomere Repeat binding Factor 1); telomeeri kordustega
seonduv valguline faktor 2 (TRF2 - Telomere Repeat binding Factor 2); repressor/aktivaator
valk 1 (Rapl - Repressor/Activator Protein 1); TRF1-ga seonduv tuumavalk 2 (TIN2 - TRF1-
interacting nuclear factor 2), TIN2-ga seonduv valk 2 (TPP1 - TIN2-interacting Protein 1) ja
telomeeride kaitsevalk 1 (POT1 - Protection Of Telomeres 1) (de Lange, 2005; Palm ja de
Lange, 2008). TRF1 ja TRF2 seonduvad kaheahelalisele telomeeri kordusjérjestusele ning
POT1 tunneb dra tiheahelalise telomeerse G-rikka 3’ iileulatuva otsa (Joonis 3). TIN2, TPP1,
Rapl ja POT1 virvatakse telomeeridele TRF1 ja TRF2 poolt (de Lange, 2005; Palm ja de
Lange, 2008).



Shelterin valgukompleks

Joonis 3. Shelterin valgukompleks. Siia kuuluvad TRF1, TRF2, TIN2, TPP1, POT1, Rapl
valgud. (kohandatud, Townsley jt, 2015)

Somaatilistes rakkudes lithenevad telomeerid iga mitootilise rakujagunemise kdigus 30-100
aluspaari, kuna DNA poliimeraas ei suuda tdielikult lineaarse kromosoomi 3’ otsa
replitseerida (Moyzis jt., 1988; Aubert ja Lansdorp, 2008). Esimesena kirjeldasid seda
Olovnikov (1973) ja Watson (1972) ning nimetasid selle otsa-replitseerimisprobleemiks (ing.
k. end-replication problem). Selle tottu lithenevad kromosoomid progressiivselt molemast
otsast peale igat rakujagunemist, mis pohjustab telomeeride lithenemist ajas koikides

rakutiitipides (Harley jt., 1990).

Telomeerid kaitsevad genoomset DNAd, et kromosomaalne DNA ei laheks rakujagunemisel
kaotsi. Kui telomeerid muutuvad kriitiliselt lihikeseks, tuntakse nad é&dra DNA
reparatsioonimehhanismide (DDR - DNA Damage Response) poolt kui DNA kahjustus ja see
omakorda kutsub esile muutunud transkriptsiooniprofiili, rakutsiikli peatamise ja raku

vananemisprotsessi vai rakusurma (Collado jt., 2007; Blackburn jt., 2006).

Telomeeride lithenemist eukariiootides kompenseeritakse ensiitimi telomeraas abil, mis lisab
kromosoomide otstesse telomeerseid kordusjdrjestusi ja taastab telomeeride pikkust
(Blackburn jt., 2006).
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Joonis 4. Telomeerid ja telomeraas. Telomeerid lithenevad iga DNA replikatsioonitsiikli
jooksul ~50-100 nukleotiidi ulatuses otsa-replikatsiooni probleemi tottu, kus DNA
poliimeraas siinteesib DNAd 5’23’ suunas juhtivalt ahelalt jarjepidevalt. Mahajdéavalt ahelalt
on siintees katkendlik, kus siinteesitavate fragmentide jaoks on vajalik RNA praimer, et 5’
initsiatsioon toimuks. Kuna RNA praimer peab enne siinteesi mahajiévale ahelale seonduma
ning olema komplementaarne juhtiva ahela nukleotiididega, siis 5’ mahajddv ahel on alati
lihem kui 3’ juhtiv ahel ning seega toimub replikatsioon mittetdielikult. Lithenenud
telomeerid on voimalik taastada ensiiim telomeraas abil, mis koosneb telomeraasi
poordtranskriptaasist (TERT) ja telomeraasi RNA komponendist (TERC), mis on uue
komplementaarse juhtiva telomeerse DNA siinteesiks vajalik (Mitchell jt., 1999).
(kohandatud, Lindgvist jt., 2015)

1.2. Telomeraasi struktuur ja funktsioon

Telomeraas on ensiiiim, mis tasakaalustab rakujagunemisel tekkivat telomeeride lithenemise
efekti, likates sellega raku vananemisprotsessi ja rakusurma edasi (Greider ja Blackburn,
1985). Telomeraas koosneb poliimeraas-poordtranskriptaasist (TERT - Telomerase Reverse
Transcriptase), mis pikendab telomeeride 3’ iiheahelalist otsa, lisades telomeerseid DNA
kordusmotiive, ja RNA jérjestuse komponendist (TERC - Telomerase RNA Component),
mille abil saab uusi de novo telomeerse DNA kordusjérjestusi lisada (Joonis 4). Samuti
kuulub telomeraasi juurde diiskeriini valgukompleks, mis seondub telomeraasi RNA
komponendile ja stabiliseerib telomeraasi kompleksi (Mitchell jt., 1999). Mutatsioonid
telomeraasi funktsioneerimiseks olulistes geenides nagu TERT, TERC ja DKC1 (Dyskeratosis

Congenita 1), iiks diiskeriini kompleksi kodeerivatest valkudest, pohjustavad telomeeride
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stindroome ehk telomeropaatiaid. Holoensiitimi kokkupanek toimub Cajali kehakestes, kus

TERT ja TERC moodustavad ribonukleovalgu ensiiimkompleksi (Podlevsky ja Chen, 2012).

Telomeraas on ekspresseeritud piiratud arvul rakutiiiipides - iduteeliini ja tiivirakkudes, kus
telomeraasi ekspressioon on rangelt reguleeritud. Telomeraasi ekspressiooni aktiveerivad
nditeks MYC, proto-onkogeen, mis reguleerib transkriptsioonifaktorite seondumist, ja
suguhormoonid. Telomeraasi geenide promootorpiirkond sisaldab regulatoorseid jérjestusi,
mis on moduleeritud 6strogeeni poolt. Rakud, mis on vastuvotlikud androgeenidele ja
Ostrogeenile, ekspresseerivad telomeraasi korgemal tasemel. (Calado jt., 2009) Naiiteks on
juba 1960ndatest aastatest androgeene kasutatatud luuiidi puudulikkuse raviks, kus telomeraas
reageerib positiivselt androgeenidega ravimisel. Seda on ndidatud eesnddrme vihirakkudes,
reproduktiivkudedes (Bayne ja Liu, 2005) ja hematopoeetilistes rakkudes (Calado jt., 2009).
Ostrogeen kiirendab TERT ekspressiooni ja telomeraasi aktiivsust (Kyo jt., 1999; Misiti jt.,

2000). Somaatilised rakud telomeraasi ei ekspresseeri (Galati jt, 2013).

On leitud, et kui telomeraasi ekspressioon hiirtes alla reguleerida, on jargnevatel
polvkondadel jérjest liihemad telomeerid, kujunevad degeneratiivsed organite hidired ning
I6puks kaotavad hiired paljunemisvoime (Rudolph jt., 1999). Kui hiirtes telomeraas iile

ekspresseerida, elavad need hiired kauem ning pdevad vdhem vanusega seotud haigusi

(Blasco, 2007).

Kuna liihikesed telomeerid limiteerivad rakujagunemist, on telomeere pikendavad

mehhanismid pideva uurimise all regeneratiivses meditsiinis.

1.3. Telomeeride diilnaamika vananemisel

Vananemine on mitmete pdhjustega protsess, mille tagajdrjel toimub progressiivne
funktsiooni kadu raku-, koe- ja organismi tasemel. Viimastel aastatel on leitud mitmeid raku
vananemisprotsessi pohjustavaid molekulaarseid radu, mis koik on olulised organismi
vananemise juures nagu telomeeride lithenemine (Stanley ja Armanios, 2015; Lopez-Otin jt.,
2013), rakuvananemine (Harley jt., 1990), genoomi ebastabiilsus (O’Sullivan ja Karlseder,
2010) ja epigeneetilised muutused (Pollina ja Brunet, 2011). Sealjuures peetakse aga
telomeeride liihenemist liheks peamiseks rakulise vananemisprotsessi alguse Kiirenemise

pOhjuseks, kuna see voib eelnevalt loetletud protsesse pohjustada (Selman jt, 2016).

Telomeerid lithenevad, kui inimene vananeb (Blackburn, 2001), mis on andnud alust

spekulatsiooniks kasutada telomeeride pikkust bioloogilise markerina vananemisel (Sanders
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ja Newman, 2013; Armanios, 2013). Telomeeride lithenemises peitub justkui geneetiline
vanus (molekulaarne kell), mida Hayflick tegelikult juba ka 1961. aastal kirjeldas, et seletada
rakkude limiteeritud eluiga kultuuris, tuntud ka kui ,,Hayflicki limiit* (ing. k. Hayflick limit)
(Hayflick ja Moorhead, 1961). Telomeeride pikkus peegeldab rakkude replitseerumisajalugu
ja vastuvotlikust okstidatiivsele stressile, mis arvatakse iseloomustavat vananemisprotsessi
paremini kui kronoloogiline vanus (Aviv, 2006; von Zglinicki ja Martin-Ruiz, 2005; Harley
jt., 1990). Siinjuures peab meeles pidama, et rakuline vananemine ei ole vordvéddrne organi

ega organismi vananemisega.

Granulotstiiitide ja naiivsete T-rakkude puhul toimuvad oluliselt suured erinevused esimese
viie aasta jooksul pérast siindi, parast mida telomeeride pikkus on stabiilne nii lapse- kui
noorukiea jooksul (Rufer jt., 1999). Peale noorukiiga hakkab telomeeride pikkus jille oluliselt
vihenema (Okuda jt., 2002; Farzaneh-Far jt., 2010). On nédidatud, et kui inimene siinnib, on
leukotsiititide telomeeride pikkus ~10 000 aluspaari ning surres ~5000 aluspaari (Okuda jt.,
2002).

Pohinedes varem Kkirjanduses ndidatud seostele, on seni veel vastamata kiisimus, kas
vananemine pohjustab telomeeride lithenemist voi telomeeride lithenemine organismi
vananemist (Hornsby, 2006). Antud kiisimusele saab soltuvalt rakutiiibist ja haigusest

erinevalt vastata, olenevalt, mis kiilje alt kiisimusele 1dheneda.

1.4. Telomeeride pikkust méjutavad faktorid

Lithem telomeeride pikkus on seotud erinevate mdjuteguritega, mida on varem kirjeldatud:
vanus, rakujagunemise ajalugu ja koe tiitip (Aubert ja Lansdorp, 2008). Samuti vdivad
telomeeride lithenemist voimendada keskkonnategurid nagu krooniline stress, indiviidi eluviis

sh suitsetamine, alkoholi tarbimine ja tilekaalulisus.

Kdige suuremat moju telomeeride pikkusele on kirjeldatud oksiidatiivsete kahjustuste puhul.
Von Zglinicki, (2002) on ndidanud, et telomeerses DNAs parandatakse oksiidatiivse stressi
pohjustatud kahjustusi vdhem kui mujal kromosoomis. Seega keskkonna pohjustatud
okstidatiivne stress kiirendab telomeeride kulumist iihest rakutsiiklist teise ning rakusisesest
antioksiidantsest kaitsest ei piisa (von Zglinicki, 2002). Telomeeride kiirenenud lithenemist on
naidatud ka psiihholoogilise stressi puhul (Lindgvist jt., 2015; Shalev jt., 2012; Wolkowitz jt.,

2011). Samuti on kirjeldatud ka, et indiviididel, kes kannatavad depressiooni all, vastab
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telomeeride pikkus kuni 10 aastat vanemale bioloogilisele vanusele, vdrreldes tervete
indiviididega (Simon jt., 2006).

Suitsetamine, ebatervislik toitumine, sh alkoholi tarvitamine ja korge kolesterool vdi
iilekaalulisus voimendavad telomeeride liihenemist, kuna pohjustavad oksiidatiivset stressi ja
poletikku kudedes (Verde jt., 2015; Strandberg jt., 2012; Miiezzinler jt., 2015). On isegi
ndidatud, et mdddukas alkoholi tarvitamine, mida kardiovaskulaarsete haiguste ennetamiseks
pigem soovitatakse, on pikas perspektiivis siiski seotud telomeeride kiirema lithenemisega
(Strandberg jt., 2012). Suitsetamise puhul on niidatud, et see pdhjustab oksiidatiivseid
kahjustusi (Esterbauer jt., 1991; Verde jt., 2015), mis {ihtlasi tdstab oksiidatiivse stressi taset
kehas, mojutades nii telomeeride kulumiskiirust (Huzen jt., 2014; Valdes jt., 2005) ja mis
omakorda kiirendab rakkude vananemisprotsessi. Samuti loetakse suitsetamist {iheks

tugevaimaks riskifaktoriks siidame koronaarhaiguste kujunemisel (Ambrose ja Barua, 2004).

Kdigele eelnevale vastukaaluks on olemas ka faktoreid, mis aeglustavad telomeeride
lihenemist. Eluharjumused nagu fiiiisiline aktiivsus, treenimine ja heas vormis olek (Werner
jt., 2009; Song jt., 2010; Soares-Miranda jt., 2015) on seotud telomeeride pikkuse sdilimisega
ning aeglasema kulumisega. Denham jt., (2013) néitasid, et pikamaajooksjate telomeerid on
istuvama elustiiliga inimestega vorreldes 324-648 aluspaari pikemad, mis korreleerub ~16,2
aastat noorema bioloogilise vanusega (Denham jt., 2013). Werner jt., (2009) nditasid, et
noortel ja keskmises vanuses atleetidel on telomeraasi aktiivsus vorreldes vidhem sportlike

inimestega suurenenud.

Huvitava faktina on kirjeldatud, et naiste valgete vererakkude telomeerid on pikemad kui
meestel (Hunt jt., 2008). Kuna seda vahet ei ole toestatud kohe peale siindi, arvatakse, et
antud lahknevus on seotud meeste ja naiste erinevas Ostrogeeni tasemes, kus Ostrogeen

stimuleerib telomeraasi ja vihendab okstidatiivset stressi (Kyo jt., 1999).

Vastukaaluks kdigile eelnimetatud keskkonnafaktoritele on leukotsiiiitide telomeeride pikkus
mojutatud ka geneetiliste faktorite poolt. Hiljutised iilegenoomsed assotsiatsiooniuuringud on
ndidanud seost leukotsiiiitide telomeeride pikkuse ja mitmete levinud geneetiliste variantide
vahel (Codd jt., 2013). Samuti on kaksikute- ja pereuuringud hiljutise ~20 000 indiviidiga
metaanaliilisi tulemustes ndidanud, et leukotsiiiitide telomeeride pikkus on péritav (Broer jt.,
2013). Kaksikute uuringute puhul on tiheldatud ka, et kaksik, kellel on pikemad telomeerid,
ndeb noorem vilja ja elab kauem (Christensen jt., 2009). Mitmeid kaksikute uuringuid on veel
1abi viidud (Andrew jt., 2006; Vasa-Nicotera jt., 2005), mille alusel voiks hinnanguline

telomeeride pikkuse péritavus jadda 34-82% juurde.
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1.5. Telomeerid ja nende roll vanusega seotud haigustes

Kiriitiliselt lithikesed telomeerid indutseerivad rakulist vananemisprotsessi, mis on aluseks
erinevate vanusega seotud haiguste enneaegsele esinemisele (Mufioz-Espin ja Serrano, 2014)
nagu kardiovaskulaarsed haigused ja vahk (D’Mello jt., 2014; Weischer jt., 2012; Wentzensen
jt., 2011). Samuti on andmeid, et telomeeride kulumine ja mittefunktsioneerimine on
pOhjuslikud faktorid haigustele nagu ateroskleroos (Benetos jt., 2004), miiokardi infarkt
(Brouilette jt., 2003), Alzheimeri tobi (Panossian jt., 2003) ja siidamepuudulikkus (Oeseburg
jt., 2010). Muidugi voib igast vananevast endoteeli-rakust leida seose lithenenud
telomeeridega, kuid ténaseni ei ole veel teada, kas lithikesed telomeerid pohjustavad haigust,

peegeldavad haiguse protsessi voi on kombinatsioon mdlemast (Masi jt., 2014).

Esimene kliiniline uuring, mis seostas telomeeride pikkuse koronaararterite haigustega, oli
2001. aastal, kus ndidati, et koronaararterite haiguste diagnoosiga patsientidel on
leukotsiititide telomeerid ~300 aluspaari liihemad kui indiviididel, kel seda diagnoosi ei ole.
See omakorda vastab umbes 9-aastasele bioloogilisele vanusevahele vorreldes tervete
inimestega (Samani jt, 2001). Pohiline haigus, mis koronaararterite haigust pdhjustab, on
ateroskleroos, mille puhul on niidatud, et see pohjustab kiiremat raku degeneratiivset
fenotiitipi (Benetos jt., 2004). Inimesed, kellel on keskmiselt lithemad telomeerid, on kdrgema
riskiga haigestumaks ateroskleroosi ning altimad kdorgvererdhu haiguse tekkimisele
(Brouilette jt., 2007; Yang jt., 2009). Ateroskleroosi tiisistuse siidamepuudulikkuse uuringute
kdigus on leitud, et siidamepuudulikkuse diagnoosiga patsientidel on 25% liihemad

telomeerid vorreldes tervete inimestega (Oh jt., 2003).

Kui telomeerid muutuvad liiga liihikeseks ja kaotavad voime seonduda kaitsvate Shelterin
valkudega, on rakul kaks voimalust: 1) rakkudes, kus rakutsiikli kontrollpunktid on terved,
indutseeritakse vananemisprotsessi telomeeride lithenemisel v&i 2) kui rakutsiikli
kontrollpunktid on defektsed ja puudub p53, mis on kasvajate supressorvalk, siis pdhjustab
telomeeride mittefunktsioneerimine genoomset ebastabiilsust, mis soosib kasvajaliste
protsesside arengut (Sfeir, 2012). p53 on kasvajate supressorvalk ning stressivastusena selle
hulk rakus suureneb. Wentzensen jt., (2011) on viinud 1dbi meta-analiiiisi, kus nad uurisid
telomeeride pikkust pdie-, soole- ja neeruvéhi korral, kus koigi eelnimetatud vahivormide
puhul oli keskmine telomeeride pikkus lithem kui tervetel indiviididel. Telomeeride
jarkjarguline lithenemine on evolutsiooniliselt arvatud olevat loomulik vihkkasvajate
allasurumismehhanism, kuid vastuoluliselt suurendab see samal ajal vihkkasvajate arengut,

kuna tekib rohkem rakke, kus telomeerid ei funktsioneeri korralikult (Suram ja Herbig, 2014).
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Ka on Kirjeldatud telomeeride siindroome, mis tihendab parilikku seisundit, kus indiviidil
esinevad mutatsioonid telomeere siilitavates geenides, niditeks TERT ja TERC, mis
pOhjustavad erinevate kudede enneaegset regeneratiivse voime kadu ning Kriitiliselt lithikesi
telomeere. Inimestel on telomeraasi puudust seostatud enneaegsete vanusega seotud haiguste
arenguga nagu luutidipuudulikkus, kopsuhaigused ja kaasasiindinud diiskeratoos. (Armanios
ja Blackburn, 2012)

1.6. Meetodid telomeeride mootmiseks

Kuna telomeeride lithenemine on seotud paljude terviseprobleemidega, on vilja téotatud
mitmeid meetodeid, millega on vdimalik telomeersete kordusjérjestuste pikkusi moota. Koigil
neil on omad plussid ja miinused. Uks vanemaid on terminaalse restriktsioonifragmendi
analiiis (TRF - Terminal Restriction Fragmentation) ja iiks populaarsemaid reaalaja
poliimeraasi ahelreaktsioonil (Q-PCR - Quntitative-Polymerase Chain Reaction) pdhinev
meetod. Alternatiivseteks meetoditeks, mis voimaldavad kromosoomispetsiifiliselt telomeere
modta, on STELA (Single Telomere Elongation Length Analysis) ning Q-FISH (Quantitative-
Fluorescence in situ Hybridization). Samuti on viimastel aastatel hakatud kasutama jargmise
pOlvkonna sekveneerimisandmetel pohinevaid arvutuslikke meetodeid telomeeride

mootmiseks.

1.6.1. Terminaalne restriktsioonifragmendi analiiiis

Terminaalse restriktsioonifragmendi (TRF - Terminal restriction fragment) analiiiis on iiks
esimesi meetodeid, millega hakati keskmist telomeeride pikkust mdarama (Allshire jt, 1989).
Genoomne DNA toddeldakse fragmentideks restriktsiooniensiiiimide segu kasutades. Nendel
ensiiimidel puuduvad é&ratundmisjirjestussaidid telomeersetes ja  subtelomeersetes
regioonides ning seega nad telomeeri DNAd ei 10ika. Tulemuseks saadakse liihemad
genoomifragmendid ja pikemad ldikamata telomeerid. Geelelektroforeesil selekteeritakse
vilja terviklikud telomeerse DNA jarjestused ning need omakorda visualiseeritakse Southern
blot meetodil. DNA jiab siis vastavalt bandina (ing. k. smear), mille suurust ja intensiivsust
vorreldakse DNA markeriga ning saadakse teada fragmendi keskmine pikkus (Allshire jt.,
1989; Harley jt., 1990; Kimura jt., 2010).

Selle meetodi tugevused on tulemuste vorreldavus teiste teadlaste TRF andmetega. Kiill aga

voivad erinevate laborite vahel tulemused erineda, kui kasutatakse erinevaid
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restriktsiooniensiilime. Samuti vOib telomeeride pikkust {ilehinnata, kui kasutatakse
restriktsiooniensiiiime, mis arvestavad tulemustesse ka subtelomeerse DNA. Teine suurem
puudujddk on suure koguse DNA (~1ug) vajaminek, mis paneb piirangud uuritavate kudede
sobivusele. See metoodika ei vdimalda vdga lithikeste telomeeride madramist, mis vihesel
arvul kromosoomidel on (Aubert jt., 2012) ega ka iga kromosoomi telomeeri pikkuse eraldi

mootmist.

1.6.2. Reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon

Kuna TRF meetodi jaoks oli vaja vdga suuri DNA koguseid, to6tati vilja poliimeraasi
ahelreaktsioonil (PCR - Polymerase Chain Reaction) pohinev meetod. Siia alla kiivad
reaalaja PCR (Q-PCR) ja monokroomne multipleksne reaalaja PCR. Enne kui Cawthon
(2002) Q-PCR metoodika protokolli kirjeldas, ei olnud PCR meetodit varem telomeeride
modtmiseks kasutatud. Seda selle tottu, et kuuenukleotiidilist tandemjérjestust oli vdoimatu
amplifitseerida komplementaarsete praimeritega, kuna tekkisid praimerite dimeerid, mis
raskendas sihtmark-DNA amplifitseerimist (Cawthon, 2002). Cawthon Kirjeldab spetsiaalselt
disainitud praimereid, milles on sisse viidud mitu tihenukleotiidilist valepaardumist (ing. k.
mismatch) (Joonis 5) ning mis selle tdttu saavad seonduda C- ja G-rikastele segmentidele nii,
et praimerite dimeere tekib oluliselt vdhem. Pérast kahte madalal temperatuuril PCR tsiiklit
muudetakse PCR programmis seondumistemperatuur korgemaks, mis hoiab dra edasise
praimerite seondumise sihtmaérkjarjestusele, ning amplifitseeritakse kindla pikkusega

molekule, mis esimeste tsiiklite ajal amplifitseeriti.

Amplifikatsiooni mdddetakse kvantitatiivselt ja vorreldakse, kui palju erineb proov standard-
DNA proovist suhtena telomeerse kordusjérjestuse koopianumbriga (T) {ihe koopia geeni (S)
koopianumbrisse. Uhe koopia geeni amplifikatsioon on oluline telomeeride pikkuse mddtmise

tapsusel.

Q-PCR meetodi tarkvara méaarab igale proovile tsiikli lave, C; (ing. k. cycle of threshold). See
on PCR tsiiklite arv, kus SYBR green fluorestsentsi signaal iiletab taustsignaalist oluliselt
korgemale maddratud signaali piirvadrtuse. C; védrtus peaks olema lineaarses seoses
vaadeldava geeni kontsentratsiooni logaritmiga proovis. Uuritavate proovide arvutuslikke
kontsentratsioonivaartusi vorreldakse standardproovi DNAga, milleks voib olla iikskdik
milline DNA proov, eelistatavalt pikkade telomeeridega proov. Lopuks saadakse T/S suhe,

mis on proportsionaalne keskmise telomeeri pikkusega uuritavas proovis (Cawthon, 2002).
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Joonis 5. Telomeeri praimerite 1 ja 2 seondumine genoomsele DNAIle. Telomeeri praimer
1 saab hiibridiseeruda osaliselt komplementaarse 31 aluspaarilisele 16igule ning telomeeri
praimer 2 saab hiibridiseeruda igale osaliselt komplementaarsele 33 aluspaarilisele 16igule
telomeersel DNA ahelal. Mdlemal praimeril on iga kuues aluspaar valesti paardunud.
Praimerite viimased 5 aluspaari 3’ otsast on komplementaarsed sihtmirk jarjestusele, kuhu
DNA poliimeraas seondub ja joonisel ndidatud tumedamate noolte suunas DNAJ siinteesima

hakkab. (kohandatud, Cawthon, 2002)

2009. aastal kirjeldas Cawthon protokolli, kus telomeerse ja iihekoopialise geeni DNA
amplifikatsioon toimus iihes ja samas reaktsioonis, nii on viga viiksem ja tulemus tdpsem.
Seda meetodit nimetatakse monokroomseks multipleksseks kvantitatiivseks PCR-ks
(Cawthon, 2009). Kirjanduse andmetel on Q-PCR meetod teadlaste seas enimkasutatud, kuna

voimaldab uurida suurt hulka proove kiiresti.

1.6.3. Kindla kromosoomi telomeeride pikkuse analiiiis

Eelnevalt kirjeldatud meetodite puudujddk, mille tottu individuaalsete kromosoomide
telomeere ning kriitiliselt lithikesi telomeere ei Saa moota, sai lahenduse, kui Baird jt., (2003)
kirjeldasid kindla kromosoomi telomeeride pikkuse mddtmise analiitisi (STELA - Single
Telomere Elongation Length Analysis). See on ligatsioonil baseeruv meetod, mis
amplifitseerib iihe kindla kromosoomi 16pu telomeerset DNAd, kasutades selleks spetsiifilisi
praimereid, mille disainimiseks kdikide telomeeride subtelomeerse piirkonna kohta aga
puudub tdpne info. Seetottu saab STELA meetodil vaid tiksikuid kromosoome analiiiisida
(XpYp, 2p, 11q, 129 ja 17p) (Britt-Compton jt., 2006).

Meetodi miinus on see, et viga pikkade telomeeride analiiisimine on limiteeritud (kuni
20 000 aluspaari). Samas on meetodi vdga suureks eeliseks see, et saab tdpselt telomeere
modta ka siis, kui algmaterjali on vihe. Seetdttu on see meetod véga hea uurimaks haruldasi,

raskesti kéttesaadavaid rakke (Aubert jt., 2012).
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1.6.4. Kvantitatiivne fluorestsents in situ hiibridisatsioonimeetod

Q-FISH (Quantitative Fluorescence in situ Hybridization) meetodit kasutatakse metafaasi
kromosoomide voi interfaasi tuumade telomeersete jarjestuste pikkuste hindamiseks
hiibridisatsioonil fluorestseeruva (CCCTAA); prooviga. Erinevalt TRF ja PCR-1 pohinevatest
analiiiisidest on Q-FISH substraadiks rakud. Need rakud voivad olla vérsked (vajalikud
kromosoomispetsiifilisteks  analiilisideks), kiilmutatud, formaliiniga fikseeritud voi
permeabiliseeritud. Q-FISH meetodi toGtas vilja Lansdorp jt., (1996). Telomeerid
visualiseeritakse hiibridisatsioonil, kasutades telomeerse kordusjirjestuse proovi (CCCTAA)s,
iilejaanud kromatiin visualiseeritakse mittespetsiifilise DNAga seonduva virviga néiteks

DAPI.

Meetod on hea, kuna ei hinda ainult lihikeste telomeeride pikkusi ega keskmist telomeeri
pikkust, vaid voimaldab ka kromosoomispetsiifiliselt telomeere mdota. Samuti on see ainuke
meetod, millega saab visualiseerida telomeerivabasid kromosoomi otsi. Metafaasi Q-FISH
miinuseks on aga see, et telomeere ei saa modta rakkudes, mis ei ole mitootiliselt aktiivsed.

Ka on meetod todmahukas, kulukas ning tehniliselt ndudlik.

Taienduseks metafaasi Q-FISH meetodile arendati interfaasi Q-FISH, kus uuritakse interfaasi
rakke. Interfaasi Q-FISH hindab telomeeri pikkust tuumas erinevates proovitiiiipides
(vererakud, kiilmutatud kude, formaliiniga fikseeritud rakud jm). Antud meetod vdordleb
telomeerse proovi ja tsentromeerse prooviga saadud fluorestsentssignaali ning seejérel
arvutatakse signaali intensiivsuste suhe sihtmérkjarjestuste vahel (Aubert jt., 2012; Vera ja
Blasco, 2012).

Meetod on hea, kuna saab lokaliseerida tapselt need rakud, mis pakuvad huvi, ning samuti ei
ole see analiiiis nii toomahukas kui metafaasi Q-FISH. Puudustena tuleb arvestada sellega, et
see meetod ei ndita telomeerivabu kromosoomide otsi ning telomeeride pikkuste andmed

esitatakse keskmise vaartusena.

1.6.5. Voog - fluorestsents in situ hiibridisatsioonimeetod

Flow-FISH (ing. k. Flow-Fluorescent in-situ hybridization) on samuti Q-FISH meetodi
tdiendusena arendatud, kus on kombineeritud l&bivoolutsiitomeetria ning hiibridisatsioon
(Rufer jt., 1998). Flow-FISH kasutab samuti telomeerset (CCCTAA)s; proovi, mida
kasutatakse ka Q-FISH meetodis kvantiseerimaks keskmist fluorestsentsi hulka rakkudes.

Siisteemis olevad rakud voolutatakse {iikshaaval laserkiirtest modda ning nende
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fluorestseeruva signaali alusel, saab eraldada rakupopulatsioonid. Saadud véaartust kasutatakse

uuritava rakupopulatsiooni telomeeride pikkuse hindamiseks (Hultdin jt., 1998).

Meetodi plussiks on vdimalus rakud alampopulatsioonideks sortida. Seda meetodit on palju
kasutatud hematopoeetiliste rakkude alatiiiipide keskmise telomeeri pikkuse detekteerimiseks.
See on esimene telomeeride modtmise meetod, mis leidis kasutust kliinilistes uuringutes
nditeks kaasasiindinud diiskeratoosi puhul (Alter jt., 2007). Léabivoolutsiitomeetriat on
voimalik kombineerida ja eelpool kirjeldatud meetoditega, eraldades puhastatud rakkudest

DNA, mida saab analiiiisida nditeks Q-PCR meetodiga.

Meetodi limiteerivateks faktoriteks on see, et mittefikseeritud rakke on raske téodelda ning
DNA proov, mida kasutatakse, seondub mittespetsiifiliselt tsiitoplasma struktuuridele. See
meetod annab sarnaselt TRF ja Q-PCR meetodile ainult keskmise telomeeride intensiivsuse

védrtuse ja ei anna infot kromosoomispetsiifiliselt telomeeride kohta.

1.6.6. Arvutuslikud meetodid telomeeride pikkuste mdotmiseks

Eelnevalt mainitud meetodid telomeeride pikkuste hindamiseks on koik vordlemisi
toomahukad, kallid ning neil on mitmeid puuduseid. Seetdttu on hakatud laialdaselt
saadaolevaid iilegenoomse jargmise polvkonna sekveneerimistulemuste (NGS - Next
Generation Sequencing) andmeid kasutama telomeeride pikkuse hindamiseks arvutuslike
meetoditega. Need pShinevad lithikeste telomeerset kordust sisaldavate lugemite loendamisel
(Ding jt, 2014).

Nersisyan ja Arakelyan, (2015) tootasid vélja Computel tarkvara, mis tootab lithikeste
lugemite joondamise pohimottel spetsiaalsele indeksile, mis on disainitud nii, et telomeersed
lugemid paigutuvad sellele unikaalses positsioonis. Computel votab iilegenoomse NGS
lihikesed lugemid sisendiks ja paigutab need telomeersele indeksile, mis on koostatud
telomeerse korduse mustri ja lugemi pikkuse pohjal. Telomeeri keskmine pikkus arvutatakse
pohinedes telomeerse ja referentsgenoomi kattuvuse suhtel, kromosoomide arvul ja lugemi
pikkusel. Analiitisid on kinnitanud, et keskmine telomeeri pikkus on arvutatud korge
tdpsusega ja see ei sOltu lugemi pikkusest, lithikese lugemi tiilibist, katvusest ega sisendi

suurusest. (Nersisyan ja Arakelyan, 2015)

Computel voimaldab ka pooltelomeersete proovide pikkusi hinnata, kuna disainitud indeksile

on 3’ 10ppu lisatud Np-nukleotiide. See toimib lahendusena ka referentsgenoomi
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mittetdielikule infole, mis osaliselt voi tdielikult on telomeersete jarjestuste osas puudulik.

(Nersisyan ja Arakelyan, 2015)

Ding jt., (2014) tootasid vdlja TelSeq tarkvara, mis arvutab telomeeri pikkuse valemi
[ = tysc, abil, kus | on keskmine telomeeri pikkus, tx on telomeersete lugemite hulk, s on
koikide lugemite fraktsioon, mille GC sisaldus on 48-52% vahel, ja ¢ on konstant, kus
genoomi pikkus jagatakse telomeeri 16ppude arvuga. See on alternatiivne arvutuslik meetod

NGS andmete pohjal telomeeri pikkuste hindamiseks. (Ding jt., 2014)

TelSeq puuduseks on, et see paneb ldvendi telomeersete korduste arvule, mis muudab
valjundi tulemused soOltuvaks nii ldvendist kui lithikese lugemi pikkusest, mis véljendub
ebatidpses tulemuses, kui lugemi pikkus kaldub 100nt korvale (néiteks 36 voi 150 nukleotiidi).
Computel to6tab lithikeste lugemite pikkuse analiiiisil hasti (20-150 nukleotiidi).

Jargmise pdlvkonna sekveneerimise iiletildiseks puuduseks on aga sekveneerimisvead, kus
igasugune iksik viga nukleotiidijdrjestuses moonutab telomeerset mustrit ja mojutab

telomeersete lugemite arvu, kuna joondamine on védhetundlik sellist tiiiipi vigade suhtes.

Praeguseks ei ole veel jargmise pdlvkonna sekveneerimisandmete pohjal voimalik iiksikute
kromosoomide telomeeride pikkusi arvutada, kuna telomeerid on kromosoomiti erineva
pikkusega. Ka on pohimotteliselt voimatu lithikeste telomeersete lugemite péritolu

identifitseerida.

1.6.6.1. Kokkuvotlik tabel telomeeride mootmismeetodite vordluse kohta

Tabelis 1 on eelpool kisitletud meetodeid omavahel vorreldud, on dra toodud, millisest
proovist telomeeride pikkust mdota saab, kas meetod on kromosoomispetsiifiline voi moodab
keskmist telomeeride pikkust, kui tdpne meetod on ja kas see on sobilik suure valimi korral

vOl el.
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Tabel 1. Telomeeride mdéotmismeetodite kokkuvottev vordlus

Meetod Sisend Médodab Maoodab Resolutsioon Sobilik
keskmist kromosoomi- (aluspaarides) suurele
spetsiifiliselt valimile
TRF DNA Jah Ei 1,0 (Aubert jt., Ei
Q-PCR DNA Jah Ei - (Aubert jt., 2012)  Jah
Q-FISH  Metafaasi kroom- Jah Jah 0,15-0,3 (Aubert jt., Ei
soomid: 0,5-2 x 10° 2012)
leukotsiitidid
Interfaasi tuumad: Jah Ei 0,15-0,3 (Aubert jt., Ei
0,5-2 x 106 2012)
leukotsiitidid
STELA  DNA Ei Jah 0,1 (Aubert jt., Ei
Flow- Interfaasi tuumad Jah Ei 0,2-0,3 (Aubert jt., Ei
FISH 2012)
Computel NGS andmed- Jah Ei 2-3,0 (Nersisyan ja  Jah/Ei
lihikesed Arakelyan, 2015)
telomeersed lugemid
TelSeq NGS andmed- Jah Ei 2,5-4,0 (Ding jt., Jah/Ei
lihikesed 2014)

telomeersed lugemid

1.7. DNA metiilatsioon

Epigenoom on kui kaart tunnustest nagu DNA-valk interaktsioonid, histoonide
modifikatsioonid, DNA metiilatsioon (Bernstein jt., 2010). Selle kaardiga tegeleb eraldi
teadusharu epigeneetika, mis uurib mitootiliselt ja meiootiliselt paranduvaid variatsioone

geeniekspressioonis, mis ei ole pohjustatud muutustest DNA jérjestuses.

Enimuuritud epigeneetiline modifikatsioon on DNA metiilatsioon (Hotchkiss, 1948).
Selgroogsetes kdige levinum DNA metiilatsiooni vorm on 5-metiiiiltsiitosiin (5mC), mis

esineb 70-80%-1 CpG dinukleotiidsetest jarjestustest (CpG sait). Metiilatsiooni viivad libi
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metiitiltransferaasid, kus metiililriihm lisatakse CpG dinukleotiidi tiistosiini 5’ positsioonis
olevale siisinikule (Joonis 6) (Razin ja Cedar, 1977). DNA metiiiiltransferaasid kasutavad S-
adenosiitilmetioniini (SAM - S-Adenosyl Methionine) metiiiilrihma doonorina metiitilgrupi
ilekandeks tsiitosiini viiendale stisinikule. S-adenosiiiilhomotsiisteiin (SAH - S-Adenosyl
Homocysteine) on metiiiilgrupi iilekande kofaktor (Maresca jt., 2015). Metiilatsioon vdib
0,02-2% (Lister jt., 2009) juhtudel esineda ka mitte-CG dinukleotiididel CHH ja CHG
kontekstis, kus H = A, C voi T. Seda on niidatud néditeks inimese embriionaalsetes
tivirakkudes (Lister jt., 2009) ja hiire ajukoes (Xie jt., 2012).

DNA metiilatsioon

Tsiitosiin SmC
SAM

b\ b s

H

&

Joonis 6. Metiiiilriihma iilekanne. DNA metiilatsioon esineb siis, kui tsiitosiini plirimidiini
5’ positsioonis olevale siisinikule lisatakse metiililriihm. Protsessi viivad 14dbi
metiiiltransferaasid (DNMT). Metiiiilriihma doonor on S-adenosiililmetioniin (SAM) ja
tilekande kofaktor S-adenosiiiilhomotsiiteiin (SAH). (kohandatud, Day ja Sweatt, 2010)

Imetajatel on ~28 miljonit CpG saiti, mis on jaotunud iile genoomi. Leidub regioone, kus neid
on hdredamalt, kus tihedamalt. CpG rikkaid kohti genoomis nimetatakse CpG saarteks. Ule
genoomi on selliseid regioone arvestuslikult ~30 000, mis vdivad olla pikkusega 500-2000
aluspaari (Craig ja Bickmore, 1994). Enamasti asuvad nad geenide promootorpiirkonna
laheduses ja on harva metiileeritud (Rakyan jt., 2011; Irizarry jt., 2009). Lisaks on CpG
saartega kiilgnevad alad, mida kutsutakse CpG kaldad ja CpG rannikud, mis asuvad
< 2000 aluspaari eemal CpG saarekesi. Metiilatsioon neis piirkondades arvatakse olevat
erinevates kudedes varieeruvam kui CpG saarekestes, kuigi nende regioonide CpG saitide
sisaldus on vdiksem. (Ziller jt., 2013)

Metiilatsioonimuster kudede vahel varieerub (Rakyan jt., 2011). Sdltuvalt kromosoomi
piirkonnast, rakutiiibist ja arengustaadiumist voib CpG sait olla kas metileeritud,
hemimetiileeritud voi metiileerimata (Reinius jt., 2012). Hemimetiilatsiooniks nimetatakse
olukorda, kus CpG sait on metiileeritud ainult ithel DNA ahelal alleeli kohta. Kui DNA
metiilatsioon on muutunud mitmes iiksteisele ldhedal asuvas CpG saidis, siis seda nimetatakse
erinevalt metiileeritud regiooniks (ing k. DMR - Differentially Methylated Region). Enamasti
on need <1000 aluspaari, aga vdivad ulatuda ka 1 miljoni aluspaarini (Frigola jt., 2006).

Korge geeniekspressiooni tasemega piirkond kromatiinis on vdhem metiileeritud ning
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metiileeritud DNA on tihedamini kokku pakitud passiivse kromatiini olekusse (Razin ja
Cedar, 1977). Sageli on metiilatsioonimuster erinevate haiguste puhul muutunud, néiteks véhi
(Busche jt., 2013; (Kleinman jt., 2014), Alzheimeri tove (Lu jt., 2013), reumatoidartriidi (Liu
jt., 2013) ja hulgiskleroosi (Sawcer jt., 2012) korral. DNA metiilatsioon on oluline organismi
normaalseks arenguks ja erinevate rakuliste protsesside kontrollis nagu embriionaalne areng
(Bock, 2012), X kromosoomi inaktivatsioon (Sharp jt., 2011), genoomne imprinting (Barlow,

2011), koespetsiifiline geeniekspressiooni sdilitamine ja vananemine (Marioni jt., 2016).

1.8. Meetodid DNA metiilatsiooni mootmiseks

Koe- ja ajaspetsiifiline geeniekspressioon, mis on oluline erinevate haiguste valjakujunemisel,
on reguleeritud epigeneetiliselt ning DNA metiilatsioonil on selle regulatsioonis téhtis roll.
Seetdttu on lithikese aja jooksul arendatud palju erinevaid meetodeid, nii teise pdlvkonna
sekveneerimistehnoloogial pohinevaid kui spetsiaalselt disainitud kiibid, metiilatsioonimustri
profiilimiseks. Esile toon enimkasutatud ja parimaid tulemusi andvad meetodid
tilegenoomseks metiilatsioonitaseme detekteerimiseks: spetsiaalselt disainitud
metiilatsioonikiip Infinium HumanMethylation450 BeadChip, DNA immunosadestamine ja
sekveneerimine (MeDIP-seq - Methylated DNA ImmunoPrecipitation Sequencing),
viahendatud-esindatusega bisulfiti sekveneerimismeetod (RRBS - Reduced-Representation
Bisulfite Sequencing) ja kogu genoomi bisulfiti sekveneerimismeetod (WGBS - Whole-
genome bisulfite sequencing).

1.8.1. Metiilatsioonikiip Infinium HumanMethylation450 BeadChip Kit

Uks metiilatsiooni médramiseks parimaid ja enimkasutatavaid kiipe on Infinium
HumanMethylation450K BeadChip Kit, edaspidi Illumina 450K metiilatsioonikiip, mille abil

on voimalik médrata 485 577 CpG saidi metiileerituse taset inimese genoomis (lllumina Inc.).

See kiip baseerub keemilisel meetodil, kus DNAd bisulfitiga toddeldes on vdimalik
konverteerida tsiitosiin uratsiiliks ja see omakorda tiimiiniks. Metiileeritud tsiitosiini

nukleotiid jaab muutumatuks (Frommer jt., 1992).

Iga CpG saidi metiilatsioonitaseme hindamiseks kasutatakse 50 nukleotiidi pikkuseid
Infinium tiitip 1 ja tiitip II disaini proove (Maksimovic jt., 2012). Tiiiip I proovide disain kanti
Ilumina450K kiibile vanemalt HumanMethylation27 BeadChip kiibilt. Uhe CpG lookuse

jaoks kasutatakse kahte disainitud proovi, iiks metiileeritud ja teine metiileerimata lookuse
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jaoks (M ja U). Kummagi proovi seondumist jilgitakse {ihe aluspaarilise pikendamisega,
mille tulemuseks on fluorestseeruvalt margistatud nukleotiidi lisamine (Joonis 7).
(Maksimovic jt., 2012)

DNA proov so—5
Bisulfit tootlus .
Metiileeritud Metiileerimata
ee S GT 5!
b T
o C
W A,
£ + P
: \ :
<\\“_A/> gg t ' ( u g # \J
5 5'

Joonis 7. Infinium I tiiiipi proov. Kui CpG sait on metiileeritud, jadb DNA fragment peale
bisulfiti to6tlust mittekonverteerituks ja seondub komplementaarse metiileeritud prooviga
(M), mis termineerub 3' ahela 16pus tsiitosiiniga. Kui CpG sait on mittemetiileeritud, toimub
seondumine komplementaarse mittemetiileeritud prooviga (U) ning termineerub 3' ahela 16pus
tiimiiniga. (kohandatud, Maksimovic jt., 2012)

Infinium titip II kasutab ainult iihte proovi ithe CpG saidi kohta. Metiilatsioonitase
detekteeritakse iihealuspaarilise pikendamise kaudu soltuvalt C nukleotiidi positsioonist
sihtmérk-CpGs, mille tulemuseks on G voi A nukleotiidi lisamine, mis on komplementaarsed
vastavalt kas siis metiileeritud C-ga voi mittemetiileeritud T-ga. Iga lookus detekteeritakse
kahe vidrviga ning metiilatsioonitase samalt positsioonilt véljendatakse vorreldes neid kahte

vérvsignaali (Joonis 8). (Maksimovic jt., 2012)

DNA proov —
!
Bisulfit to6tlus .
Metiileeritud / ' \ Metiileerimata
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Joonis 8. Infinium II tiilipi proov. Metiilatsioonitase detekteeritakse iihealuspaarilise
pikendamise kaudu sdltuvalt C nukleotiidi positsioonist sihtmirk-CpGs. Metiilatsioonitaset
vastavas lookuses voOrreldakse kahe virvsignaali abil (punane ja roheline). (kohandatud,
Maksimovic jt., 2012)
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Metiilatsioonitase uuritavas CpG lookuses viljendatakse Infinium tiitip I ja tiitip II disaini
puhul beeta-vaértusena, mis véljendab metiileeritud tsiitosiinide osakaalu koikide tsiitosiinide

hulgas (Bibikova jt., 2011).

1.8.2. DNA immuunosadestamine ja sekveneerimine

DNA immuunosadestamine ja sekveneerimine (MeDIP-seq - Methylated DNA
ImmunoPrecipitation Sequencing) on iilegenoomne meetod metiileeritud DNA jérjestuste
analiiiisimiseks. Metiileeritud DNA sadestatakse, kasutades 5mC-ga seonduvat antikeha ning
puhastatud metiileeritud genoomi fragmendid sekveneeritakse. Esimest korda kirjeldasid
immuunosadestamismeetodit Weber jt., (2005) ning Maunakea jt., (2010), tdiustades seda

tehnikat, kombineerides MeDIP meetodi jargmise polvkonna sekveneerimismeetoditega.

Meetod on hea, kuna vdimaldab kiiresti uurida kdiki CpG saite {lile genoomi ning on suurte
valimite juures oluliselt odavam kui iilegenoomne bisulfiti sekveneerimismeetod. Uks
suuremaid miinuseid selle meetodi juures on aga see, et analiilis ei ole iihenukleotiidilise

tapsusega, vaid saadakse teatud piirkonna keskmine metiilatsioonitase.

1.8.3. Ulegenoomne bisulfiti sekveneerimismeetod

Areng kdorge lahutusvdimega tehnoloogiates on muutnud vdimalikuks méédrata kogu DNA
metiiloom bisulfiti tootluse ning sellele jargneva kogu genoomi sekveneerimise abil. Cokus
jt., (2008) kirjeldasid esimesena iilegenoomset bisulfiti sekveneerimismeetodit (WGBS -
Whole-Genome Bisulfite Sequencing) Arabidopsis thaliana naitel ja Lister jt., (2009) méérasid
esimesena inimese DNA metiiloomi embriionaalsetes tiivirakkudes. Antud meetod vdimaldab
tsiitosiinide metiilatsiooni modtmist iile genoomi iihenukleotiidilise tdpsusega, mis on esile

toonud keerukad metiilatsioonimustrid ning varieeruvuse (Lister jt., 2009).

Sarnaselt teistele sekveneerimismeetoditele on WGBS toorandmeteks lithikesed lugemid, mis
joondatakse ning analiiiisitakse. Iga CpG saidi kohta saab arvvéirtuse metiilatsiooni nditavate
ja antud CpG saite katvate lugemite kohta. Nende véirtuste suhe annab CpG saidi

metiilatsiooni taseme (Wu jt., 2015).

Ulegenoomsel bisulfiti sekveneerimise meetodil on kdige vihem piiranguid metiilatsiooni
profiilimiseks, kuid paljude tooriihmade jaoks on see meetod kallis, eriti kui on vaja
analiiiisida suur hulk proove. Sellepérast on vélja arendatud vahendatud genoomi esindatusega

meetod, mis viahendab sekveneerimiskulu proovi kohta.
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1.8.4. Vihendatud esindatusega bisulfiti sekveneerimismeetod

Vihendatud esindatusega bisulfit sekveneerimismeetod (RRBS - Reduced-Representation
Bisulfite Sequencing) on korge resolutsiooniga meetod uurimaks genoomi metiilatsiooni-
profiili ithenukleotiidilise tdpsusega. Meetod, mida Kirjeldasid esimesena Meissner jt., (2005),
pOhineb restriktsioonifragmentide suuruse selektsioonil, mille tulemusena eemaldatakse
genoomist jarjestused, mis ei sisalda CpG saite, ning sekveneeritakse 1% genoomist, mis CpG
saite sisaldab. Antud tehnika kombineerib omavahel restriktsiooniensiitimid ja bisulfiti
sekveneerimise, et rikastada genoomis CpG dinukleotiidide rikkad kohad. RRBS meetodiga

on voimalik katta iile genoomi rohkem kui 5 miljonit CpG saiti.

1.8.4.1. Kokkuvottev tabel metiilatsioonitaseme mootmismeetoditest

Tabelis 2 on eelpool kisitletud metiilatsioonitaseme modtmismeetodeid omavahel vorreldud:
meetodi pShimdte, vajalik alg-DNA kogus, kui mitme aluspaarilise tdpsusega saab tulemuse,
teoreetiline ning tegelik kattuvus ja mitu lugemit on Illumina proovi kohta.

Tabel 2. Ulegenoomsete DNA metiilatsioonimustri profiilimiste tehnoloogiate vordlus.
(kohandatud, Gu jt.,2011)

Meetod  Millel baseerub Vajalik  Maksimaalne Teoree- Tegelik Lugemeid
DNA resolutsioon  tiline katvus  proovi
?:g)us (aluspaarides) katvus kohta
Illumina Bisulfiti meetod 0,5 1 1% 1% Kiibil
450K pOhinev
MeDIP- DNA 0,3-5 > 100 100% 9% ~50milj
seq immuunosadestamine
ja sekveneerimine
RRBS Bisulfiti meetod + 0,01-03 1 10% 9% ~10milj
sekveneerimine
WGBS  Bisulfiti meetod + 0,05-0,1 1 100%  >90% > 500milj

sekveneerimine
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1.9. Telomeerid ja metiilatsioon

Inimese vananemisel toimuvad muutused nii raku kui molekuli tasemel, nagu néiteks
telomeeride lilhenemine ja muutused geeniekspressioonis. Epigeneetiline muster muutub
eluea jooksul, mistdttu arvatakse, et epigencetilised muutused voivad vananemise Kui
protsessi juures véga olulist rolli mingida. Viimasel ajal on hakatud rohkem uurima DNA
metiilatsiooni ja vanuse vahelisi seoseid eluea jooksul ning praeguseks seostatakse ala- ja
tilemetiilatsiooni organismi vananemisega (Koch jt., 2013; Bell jt., 2012). On leitud, et kui
telomeerid liihenevad, siis metiilatsioonitase paljudes geenipromootorite subtelomeersetes
alades voOib muutuda, mis omakorda voib podhjustada muutusi geeniekspressioonis, mis
suurendab riski vanusest soltuvate haiguste tekkeks (Buxton jt., 2014). Naiteks on
progresseeruvat metiilatsioonikadu kirjeldatud juba 1983. aastal fibroblastide puhul (Wilson
ja Jones, 1983) ja 1987. aastal vananevates loomades (Wilson jt., 1987) ning samasuguseid

seoseid on leitud ka tdnapéeval (Gonzalo, 2010; Calvanese jt., 2009).

CpG saarte metiileerimine mojutab paljusid geene, nditeks Ostrogeeni retseptorit kodeerivat
geeni, kus Issa jt, (1994) nditasid, et metiilatsioon on seotud Ostrogeeni ER geeni
mahasurumisega soolevihi arenenemisel (Issa jt., 1994). Korget metiilatsioonitaset on veel
Kirjeldatud mitmetes geenipromootorites (Fraga, 2009; Fraga ja Esteller, 2007). Kuna
vananemine arvatakse olevat liks tdhtsamaid riskifaktoreid kasvaja kujunemiseks, siis CpG
saarte lilemetiileeritus v3ib vaigistada kasvajaid allasuruvaid geene (Jones ja Baylin, 2002)
ning see voib olla iiks faktoritest, miks osadel inimestel areneb vilja pahaloomuline kasvaja
(Jones ja Laird, 1999; Toyota ja Issa, 1999).

Buxton jt., (2014) leidsid 65 geenipromootorit, mis sisaldasid saite, mis olid seotud
telomeeride pikkusega, mis on erinevad lookustest, kus metiilatsioonitaset varasemalt
vanusega seotud on (Horvath, 2013; McClay jt., 2013; Heyn jt., 2012). McClay jt., (2013) on
kirjeldanud 70 erinevalt metiileeritud DNA regiooni metiilatsiooni muutust vananemisel, kus
42 olid alametiileeritud ja 28 iilemetiileeritud. Ulemetiileeritud saidid olid pigem CpG
saarekestel ja kallastel ning alametiileeritud DMRid pigem regulatoorsete valkude vai
histoonide modifikatsioonidega seotud regioonides (McClay jt., 2013).

CpG saidid, mis ei asu promootorregioonides, on vananedes iildiselt iilemetiileeritud ja
arvatakse, et need muutused DNA metiilatsioonis voivad olla markeriks nii kronoloogilisele
kui bioloogilisele vanusele (Bustos jt., 2014). Sama on vilja pakkunud varasemalt ka Horvath

jt., (2013), et DNA metiilatsioon moddab epigeneetilise efekti sdilitamist, ja et seda
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epigeneetilist kella saaks kasutada arengubioloogias kasvajate ja vananemise uuringutes
(Horvath jt., 2013).

1.10. Ule-epigenoomne assotsiatsiooniuuring

Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud (GWAS - Genome-Wide Association Studies) on
olnud aarmiselt edukad identifitseerimaks erinevaid geneetilisi variatsioone, mis on seotud
erinevate haiguste esinemisega nagu diabeet voi siidamehaigused (Visscher jt., 2012).
Leidmaks veel erinevate haiguste seni teadmata parilikkust (ing. k. missing heritability),
uuritakse epigeneetilist varieeruvust, et leida seoseid vaadeldava tunnuse voi haiguse vahel
tile-epigenoomse assotsiatsiooniuuringu abil (EWAS - Epigenome-Wide Association Studies)
(Rakyan jt., 2011). DNA CpG saitide metiilatsioon on hetkel kdige lihtsamini uuritav
epigeneetiline modifikatsioon, mida EWAS abil uurida. Selle pohjal saab teada, millised
genoomi piirkonnad on konkreetse haiguse puhul erinevalt metiileeritud ning edaspidi on
voimalik uurida voimalikke haigusega seotud geene nendes piirkondades. Analiiiisi
labiviimiseks sobivad nii sekveneerimisel kui mikrokiibil pohinevate profiilimistehnoloogiate

andmed. (Rakyan jt., 2011)

Kui GWAS puhul sobivad geneetilise variatsiooni identifitseerimiseks enamus koetiiiipe, siis
EWAS puhul tuleb arvestada, et haigusega seotud epigeneetiline variatsioon voib olla koe-
vOi arengufaasi spetsiifiline ning voib ajas muutuda. Konkreetse koeproovi uurimisel méngib
olulist rolli ka koe heterogeensus. Niiteks veri koosneb rohkem kui 50-st erinevast
rakutiilibist ja kui haigusega seotud variatsioon on viheesindatud rakutiiiibis, vGib muutus

mirkamata jdada.

Tulemuste analiitisil tuleks kindlasti silmas pidada, et seosed, mis metiilatsioonitaseme
muutustes leitakse, voivad olla nii haiguse tagajirjel tekkinud kui haigust pdhjustanud.
Arusaamine, kas epigeneetiline varieeruvus voib olla haiguse protsessi pdhjustav faktor, on

héadavajalik, et leida haigusega seotud muutuste funktsionaalne roll.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirk

Magistritod eksperimentaalosa eesmirk on ldbi viia EWAS leidmaks seoseid DNA

metiilatsiooni ja telomeeride pikkuste vahel.

2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Valimi kirjeldus

Valim koosneb Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonoritest. Telomeeride mddtmist
teostati 844 indiviidil (401 naist ja 443 meest; vanuses 18-84 eluaastat) ning 757-1 olid olemas
metiilatsiooni profiilid moéddetud Illumina 450K metiilatsioonikiipi kasutades. Loppvalimi
suuruseks oli 747 indiviidi, kellel olid olemas kvaliteetsed telomeeri ja metiilatsiooniandmed.

Kokku koosneb 16ppvalim seitsmest osavalimist, mille iilevaade on toodud dra tabelis 3 ja 4.

Tabel 3. Kokkuvottev tabel, mille jirgi indiviidid osavalimitesse valiti.

Osavalim Valimi valikukriteeriumid

Valiml Pole kunagi suitsetanud; KMI < 30; kuni 40. aasta vanused; astma diagnoosiga
Valim2  Valiml indiviididele vastavad kontrollid, valitud soo, vanuse ja KMI pohjal

Valim3 Valitud 50 ,.tervet™ noort (23-34 aastat) ning 50 ,,tervet” eakat (73-84) nende
hulgast, kellel on kahe ajapunkti andmed

Valim4 Juhuvalim kahe ajapunktiga indiviidide valimist nii, et koik vanusgrupid oleksid
esindatud; mehi ja naisi vordselt

Valim5  Valim indiviididest, kes viie aasta jooksul pérast biopangaga liitumist on saanud
eesnddrmevihi diagnoosi (Eesti vahiregistri pohjal); vanus liitudes 30-79 aastat;
varem ei ole olnud hea- ega pahaloomulisi kasvajaid; hetkel mittesuitsetajad

Valimé6 Valim5 indiviididele vastavad kontrollid, kes viie aasta jooksul pirast biopangaga
littumist ei saanud eesnddrmevéhi diagnoosi; vanus liitudes samas vanusgrupis
(vanusgrupp defineeritud viie aastaste vanusvahemike kaupa); sama KMI grupp;
varem ei ole olnud hea- ega pahaloomulisi kasvajaid, hetkel mittesuitsetajad

Valim7 Valim indiviididest, kes surid véhki viie aasta jooksul parast biopangaga liitumist
(Eesti surmaregistri pdhjal); vanus liitudes 40-89; varem ei ole olnud
véhidiagnoosi olnud

30



Tabel 4. Praktilise osa lidbiviimisel kasutatud osavalimite Kirjeldus. Tabelis on dra toodud osavalimite suurus, meeste ja naiste osahulk valimis,
osavalimite keskmine vanus (ja standardhilve), keskmine kehamassiindeks (KMI), osavalimite indiviidide suitsetamise staatus ning indiviidide arv,
kellel olid telomeerid mdddetud.

Kirjeldatav

tunnus

Valimi osa suurus

Mehed/Naised
(%)

Keskmine vanus

(SD)

Keskmine KMI
(SD)
Suitsetamise

staatus

Telomeerid

moodetud**

Valiml

91

33/58
(36,3%/63,7%)
26,1

(7,1)

22,9

(3,0)

91/0/0

90

Valim2

82

29/53
(35,49%/64,6%)
26,4

(6,8)

22,7

(2,9)

82/0/0

81

Valim3

97

48/49
(49,59%/50,5%)
52,7

(23,7)

26,7

(5,1)

61/23/13

97

*Suitsemise staatus: mitte kunagi/endised/praegused suitsetajad

**Erindlikud vairtused Hampel’i testi pohjal vélja jaetud
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Valim4

315

158/157
(50,296/49,8%)
50,3

(16,9)

27,4

(5,6)
164/95/56

310

Valim5b

48

48/0
(100%/0%)
66,4

(4,7)

27,8

(3,0
28/20/0

47

Valim6

48

48/0
(100%/0%)
66,4

(4,7)

27,7

(3,3)
25/23/0

48

Valim7

76

38/38
(50,0%/50,0%)
64,8

9.4)

27,6

(4,8)

34/8/34
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2.2.2. Telomeeride mootmine ja saadud andmete eeltootlus

Telomeeride suhtelise pikkuse mdotmine viidi 14bi reaalaja PCR meetodil, kasutades 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) masinat, ja saadud tulemused analiiiisiti
SDS 2.4 (Applied Biosystems) ja MS Excel (2010) tarkvara kasutades.

Telomeeride suhtelise pikkuse mootmiseks kasutati amplifikatsioonikontrollina 36B4
iihekoopiageeni. Uhekoopiageeni ja telomeeride pikkuse suhet vorreldi standard-DNA vastu,
mille telomeeride suhteline pikkus oli varasemalt kindlaks maéaratud (Leicester, UK).
Standard-DNAst tehti viiest lahjendusest koosnev seeria kontsentratsioonide vahemikus
3-30ng/ul, kasutades 1x TE puhvrit.

Reaalaja PCR wviidi ldbi iga proovi kohta kaks korda, nii telomeeride amplifikatsiooni
vordlemiseks standard-DNAga (T katse) kui ka iihekoopiageeni amplifikatsiooni
vordlemiseks standard-DNAga (S katse). Reaalaja PCR reaktsioonisegu valmistati jargnevalt:

— 10 ul Maxima SYBR Green/Rox Q-PCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific)

— T katse: 0,5 pl (tel1lb)/0,5 ul (tel2b) T praimeritepaar 16ppkontsentratsiooniga 300nM

— S katse: 0,5 ul (36B4F)/1 ul (36B4R) S praimeritepaar 1oppkontsentratsiooniga
vastavalt 300nM/500nM

— 3 ul DNA kontsentratsiooniga 10 ng/pl

— 6 ul (T)/5,5 ul (S) nukleaasivaba H,0

Koik praimerid olid korgefektiivse vedelikkromatograafia meetodil puhastatud ning

praimerite jarjestused on dra toodud tabelis 5.

Tabel 5. Toos kasutatud DNA parimerid

Praimeri  Praimeri 5°->3’ jirjestus Praimeri pikkus
nimetus aluspaarides
tellb CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT 39

tel2b GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT 39

36B4F CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 24

36B4R CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 25

Analiitiside labiviimiseks kasutati 384 positsiooniga Q-PCR plaate (Applied Biosystems),
kuhu kanti standard-DNA 5 lahjendust, negatiivne kontroll ja 90 uuritavat proovi. Koik
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proovid mddodeti neljas korduses. Varieeruvuse vihendamiseks pipeteeriti samade uuritavate
proovide T ja S katsete reaktsiooniplaadid vahetult iiksteise jarel ning Q-PCR reaktsioonid

viidi 14bi samal paeval.
Termotsiikkel T ja S katse amplifikatsiooni jaoks viidi lébi jargmiselt:

— denaturatsioon 10 minuti jooksul 95°C juures
— T katse: 15 sek 95°C ja 1 min 58°C - 20 tsiiklit
— S katse: 15 sek 95°C ja 1 min 58°C - 30 tsiiklit

Koikide uuritavate proovide puhul méirati pérast reaalaja PCR lébiviimist SDS 2.4 tarkvara
abil C;, mille vordlemisel standard-DNA lahjendusrea pohjal moodustatud standardsirgega

madrati igale proovile arvutuslik kontsentratsioon.

Telomeeride suhtelise pikkuse midramiseks jagati omavahel sama uuritava proovi T katses
saadud keskmine arvutuslik kontsentratsioon S Kkatses saadud keskmise arvutusliku
kontsentratsiooniga. Enne keskmiste suhteliste kontsentratsioonide arvutamist méérati iga
proovi 4 korduse C, véairtuste standardhdlve. Kui see iiletas 0,2, eemaldati analiiiisidest
suurim korvalekalduja ning mairati uuesti C, vdirtuste standardhélve. Kui standardhélve ka

sellisel juhul oli suurem kui 0,2, méérati proov kordusanaliiiisi.

Saadud telomeeride suhtelised pikkused (T/S) on dimensioonita véirtused, mis kajastavad
uuritava proovi telomeeride ja iihekoopiageeni amplifikatsioonide suhet vorreldes standardina

kasutatud proovi telomeeride ja ithekoopiageeni amplifikatsiooni suhtega.

Oluline on saadud andmete kvaliteedi ja digsuse hindamine. T/S tulemuste jaotust analiitisides
osutus vajalikuks andmed naturaallogaritmida, et andmete jaotus oleks ldhedasem

normaaljaotusele.

Erindlike vaartuste leidmiseks kasutati Hampeli testi, mis pShineb robustsel varieeruvuse
hinnangul. Hampeli testi (Chrominski ja TKACZ, 2010) kohaselt on i-nda indiviidi telomeeri
pikkuse védrtus erindlik, kui
=X — Me
|T'l'| =45x% M€|r|,
kus Me on telomeeri pikkuste mediaan iile kdikide modtmiste, x; on i-nda indiviidi telomeeri

pikkus, r;on i-nda indiviidi telomeeri pikkuse erinevus mediaanist, nn hélve, ning Me;,| on

hélvete absoluutvadrtuse mediaan. Hampeli test viidi 14bi iga plaadi korral eraldi R tarkvara

(versioon 3.2.2) kasutades.
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2.2.3. DNA metiilatsiooni andmete eeltootlus

DNA metiilatsiooni andmete eeltodtlus ja kvaliteedi kontroll viidi 14bi tarkvaraga R (versioon
3.2.2), kasutades Bioconductori paketti minfi (Aryee jt., 2014). HiScanSQ (lllumina Inc.)
masinast saadud rohelise ja punase signaali intensiivsuste failidele tehti taustasignaali suhtes
korrigeerimine ning konverteerimine metiileeritud (M) ja mittemetiileeritud (U) signaaliks.
Metiilatsiooni beeta-védrtused arvutati jirgmise valemi pohjal: beeta = M /(M + U + 100).
Jargmiseks teostati beeta-vddrtuste pohjal andmete normaliseerimine, kasutades
kvantiilnormaliseerimisel pohinevat kiibisisest meetodit SWAN (Subset-Quantile Within
Array Normalization) (Maksimovic jt., 2012), et muuta tiitip I ja tiitip II proovide andmed

vorreldavaks.

Analiiiisist eemaldati CpG saidid, mis 1) ei ole eristatavad taustasignaalist (detektsiooni
p-véartus > 0,01 rohkem kui 5% indiviidide korral, lisaks eemaldati iga beeta-viartus, mille
korral detektsiooni p-véartus > 0,01; 2) on varem teadaolevate ristreaktiivsete (ing. k. cross-
reactive) proovidega mdoddetud (Chen jt., 2013); 3) asuvad X ja Y kromosoomil; 4) on

poliimorfsed vdi mille ahela pikendamise positsioonis on poliimorfism.

Analiiiisist eemaldati indiviidid, kelle puhul 1) detekteeritavate CpG saitide osakaal on
< 95%; 2) fenotiilibi andmestikus margitud sugu ei vasta sugukromosoomide

metulatsioonimustritele.

2.2.4. Ule-epigenoomne assotsiatsiooniuuring

DNA metiilatsiooni ja telomeeri pikkuste iile-epigenoomse assotsiatsiooniuuringu
labiviimiseks kasutati mitmese regressiooni mudelit. Mudelit kohandati uuritavat tunnust
mdjutavate bioloogiliste tunnuste ning teadaolevate mittebioloogiliste tunnuste nn segavate
tehniliste faktorite suhtes, selleks et paremini kirjeldada otsest telomeeride pikkuse ja DNA

metiilatsiooni seost.

Segavate tehniliste faktoritena voeti arvesse Q-PCR plaat, millel proovid t66deldi, ning
metiilatsiooni proovi kiibi tunnus ning positsioon kiibil. DNA metiilatsiooni mdjutavate
fenotiiiibiliste tunnustena vdeti arvesse soo, vanuse, KMI ja suitsetamise staatuse moju.
Suitsetamise staatuse puhul eristati mitte kunagi suitsetajaid, endiseid suitsetajaid ja hetkel
suitsetavaid indiviide. Lisaks oli mudel korrigeeritud kuue suurema vereraku tiiiibi (CD4,

CD8, loomulikud tapjarakud, B-rakud, monotsiiiidid, granulotsiiiidid) osakaalude suhtes, mis
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on hinnatud Houseman jt., (2012) algoritmi pohjal, et votta arvesse vererakkude erinevat

metiilatsiooniprofiili.

Statistilised analiiiisid viidi 14bi kasutades R tarkvara (3.2.2).

2.2.5. Meta-analiiiis

Meta-analiitis on hulk meetodeid, mis lubavad mitmete sarnaste EWAS uuringute
andmevalimeid kombineerides suurendada optimaalset voimsust, et leida uusi haigusseoselisi

geene (Han ja Eskin, 2012).

Meta-analiiiisis Uhildati erinevate valimite EWAS analiiiiside tulemused, kasutades Magi ja
Morris., (2010) poolt viljatootatud programmi GWAMA (Genome-Wide Association Meta-
Analysis). Esmalt viidi 14bi fikseeritud mdjudega poord-kaaludega meta-analiiiis. Hindamaks,
kas iga valimi korral on tegelik efektisuurus iihesugune, kasutati Q ja I? statistikud, millest
esimese abil saab hinnata tdelise heterogeensuse olemasolu valimite vahel, ja I? hindab
toelise heterogeensuse miéra kogu varieeruvusest efektisuuruste osas. Toelise heterogeensuse

korral valimite vahel viidi 1dbi juhuslike m&judega p6ord-kaaludega meta-analiiiis.
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3. Tulemused

Kéesolevas to6s méérati telomeeride suhteline pikkus ning analiiiisiti nende seost CpG saitide
DNA metiilatsioonitasemetega.
3.1. Andmete eeltootlus

Kéesoleva magistrito0 raames mdodeti 844 indiviidi suhteline telomeeride pikkus reaalaja

PCR meetodiga. Andmed naturaallogaritmiti (Joonis 9).
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Joonis 9. Telomeeride suhtelise pikkuse viirtuste jaotuse illustreerimine histogrammil
ja kvantiil-kvantiil joonisel. Histogrammide x-teljel: (A) T/S suhte vaértused, (B)
naturaallogaritmitud T/S suhte vaartused; y-teljel sagedus. Kvantiil-kvantiil joonise x-teljel on
kujutatud oodatud normaaljaotuse kvantiile ning y-teljel vaadeldud kvantiile. (A) Graafikul on
ndha, et andmed ei ole normaaljaotusega. (B) Naturaallogaritmitud andmed on
normaaljaotusele ldhedased, ent ndha on iiksikuid erindlikke punkte.

Hampel meetodit kasutades eemaldati andmestikust 8 erindlikku proovi (Joonis 10).
Edasistesse analiiiisidesse kaasati 836 kvaliteetsete suhteliste telomeeride pikkuste véartustega

proovi.
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Joonis 10. Karp-vurrud diagramm iseloomustamaks telomeeride pikkuse suhtelist
jaotust katses kasutatud Q-PCR plaatide ldikes. Punaste kastidega on toodud dra Hampel’i
meetodiga eristunud 8 proovi, mis edasistest analiitisidest vélja jdeti. Karp-vurrud diagrammi
puhul on tumeda joonega niidatud mediaan, kasti iilemine joon tdhistab ilemist kvartiili ja
alumine alumist kvartiili. Nn vuntside ulatus jaiab vahemikku 3-kordne kvantiilivahemik, x-
teljel on &ra toodud kasutatud Q-PCR plaadid ning y-teljel naturaallogaritmitud T/S suhe.

Selleks, et selgitada vélja 10ppvalimisse jadnud proovide telomeeride suhtelise pikkuse
Oigsust ning tulemustest saadud seost vordlesime varem kirjandusest teadaolevaga. Joonisel
11 on nii meeste (sinine) kui ka naiste (punane) puhul niha laskuvat trendijoont, mis niitab, et
telomeeride pikkus on negatiivselt seotud vanusega (Blackburn, 2001). Antud andmed
toetavad ka varem teadaolnud fakti, et naiste telomeerid on keskmiselt pikemad kui meeste
telomeerid (Huntj t., 2008).
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Joonis 11. Hajuvusgraafik telomeeride suhtelise pikkuse ja vanuse vahel. Joonisel iga
kastike tdhistab {ihte indiviidi, x-teljel on toodud vanus ja y-teljel naturaallogaritmitud T/S
suhe. Sinise ja punase joonega on tdhistatud vanuse ja telomeeri pikkuse vahelist keskmist
seost ning varjundiga keskmise usaldusvahemik lineaarse mudeli pdhjal, vastavalt meeste ja
naiste puhul.
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Regressioonanaliiiisi 10ppvalimisse kaasati 747 indiviidi, kellel on olemas nii kvaliteetsed
metiilatsiooni andmed kui ka mdddetud suhteline telomeeride pikkuse véirtus. Loppvalim
koosneb seitsmest osavalimist, millel kdigil on erinev vanuseline ja sooline jaotus. Erinevate
osavalimite vanuse ja naturaallogaritmitud T/S suhte seos on &ra toodud alloleval joonisel,

kus on ndha, et osavalimid on erinevate vanusgruppide jaotusega (Joonis 12).
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Joonis 12. Loppvalimi osavalimite telomeeride keskmise pikkuse seos vanusega. (A)
Karp-vurrud diagramm iseloomustamaks telomeeride suhtelist jaotust osavalimite ldikes.
Tumeda joonega on mérgitud mediaan, kasti iilemine joon tihistab tilemist kvartiili ja alumine
alumist kvartiili. Nn vuntside ulatus jaab vahemikku 3-kordne kvantiilivahemik, x-teljel on
toodud ira seitse osavalimit ning y-teljel naturaallogaritmitud T/S suhe (B) Hajuvusdiagramm
naturaallogaritmitud telomeeride suhtelise pikkuse ja indiviidi vanuse vahel. Joonisel on
toodud dra trendijoon, mis tdhistab vanuse ja telomeeri pikkuse vahelist keskmist seost,
varjutatud hall osa nditab keskmise usaldusvahemikku lineaarse mudeli pohjal, x-teljel on
toodud vanus ning y-teljel naturaallogaritmitud T/S suhe. Punaste tippidega on kujutatud
naiste ja sinisega meeste proove.
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3.2. Andmeanaliiiis

Kuna eelnevalt mdddetud telomeeride suhtelise pikkuse véartused korreleeruvad vanuse ja
sooga, on andmed sobilikud edasistes analiiiisides kasutamiseks. Selleks uurisime 427 278-
429 724 CpG saitide metiileerituse secost mdodetud suhtelise telomeeride pikkuste
vadrtustega. Vastavalt osavalimile oli uuritavate CpG saitide arv erinev, sdltudes CpG saitide
analliiisist  véljajatmise kriteeriumitest (Lisa 1). lga CpG saidi korral hinnati
naturaallogaritmitud telomeeri pikkuse mdju CpG saidi metiilatsioonitasemele, kohandades
s00, vanuse, kehamassiindeksi, suitsetamise, Kiibile paigutuse, Q-PCR plaadiefekti ning kuue
suurema vererakutiiiibi suhtes. Analiiiis viidi 1dbi eraldi koigis seitsmes osavalimis ning
oodatava ja vaadeldud telomeeri pikkuse mdju hinnangu p-viirtuste jaotust visualiseeriti

kvantiil-kvantiil jooniste abil (Joonis 13).

Valim1 Valim2 Valim3

~logy (vaadeldud p vaartus)
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—logyp (vaadeldud p vaartus)

T T T T T T r T T T T T
"] 1 2 3 4 5 6 [ 1 2 3 4 5 6 [ 1 2 3 4 5 -]

~logyo (oodatud pvaartus) ~logyo (oodatud p vartus) ~logy (codatud p vaartus)
Valim4 Valims Valimé

—logy (vaadeldud p vaanus)
~logyo (vaadeldud p vaarus)
—log (vaadeldud p vadrtus)

r T T T T
'] 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 ] 1 2 3 4 5 -]

=logyo (oodatud p vadrtus) ~logyo (oodatud p vaartus) ~logyo (codatud p vadrtus)
Valim7

~logp (vaadeldud p vaartus)

—logy (oodatud p vadrtus)

Joonis 13. EWASI p-viirtuste kvantiil-kvantiil joonised. Seitsme osavalimi oodatava ja
vaadeldud p-vairtuse visualiseerimine. X-teljel on dra toodud oodatavad p-véartused seose
mitteolemasolu korral ja y-teljel vaadeldud p-vaartused.
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Kvantiil-kvantiil jooniste pohjal eristuvad kaks osavalimit, Valim5 ja Valim7, mille puhul
tulemuseks saadud p-vdirtuse jaotus erines oodatavast. Antud valimite nédol on tegu
spetsiaalselt valitud indiviididega, kellel biopangaga liitumise hetkel ei olnud pahaloomulise
kasvaja diagnoosi, aga viie aasta jooksul parast liitumist surid védhki (Valim7) voi said
eesnddrme vihi diagnoosi (Valimb). Seetottu jdeti need kaks osavalimit edasistest

analiilisidest vélja.

Jargmiseks {iihildati Valiml1-4 ja Valim6 iiksikanaltiiiside tulemused fikseeritud mdjudega

meta-analiiiisis (Joonis 14A).

—logyo (vaadeldud p vaartus)
—logyo (vaadeldud p vaartus)

—logp (oodatud p vaartus) —legyp (oodatud p vaartus)

Joonis 14. Meta-analiiiisi p-vairtuste kvantiil-kvantiil joonis fikseeritud mdjudega (A) ja
juhuslike mojudega (B) meta-analiiiisi kvantiil-kvantiil joonis. Graafikutelt on ndha CpG
saitide testimisel tulemuseks saadud p-vaartuste vaadeldud (y-teljel) ja oodatud (x-teljel)
jaotus seose mitteolemasolu korral. Paneelil A punktikeste siistemaatiline eemale kaldumine
X =y sirgelt juba viikeste —logl0(p) védrtuste korral viitab vdimalikule heterogeensusele.
Paneelil B punktikeste kokkulangemine x =y sirgega viitab olukorrale, kus olulisi p-vaartusi
ei ole rohkem kui juhuslikult voiks oodata seose mitteolemasolu korral.

Fikseeritud efektidega meta-analiitisi iiks eeldustest, et telomeeri pikkuse efekti suurus
metiilatsiooni muutusele on igas valimis thesugune, suure osa mudelite korral kinnitust ei
leidnud. Seega viidi jargmiseks ldbi juhuslike mojudega meta-analiiiis nende sama viie
osavalimiga (Joonis 14B) ning leiti, et meta-analiiiisi jargselt ei osutunud statistiliselt
oluliseks iikski CpG sait. Tabelis 6 on vilja toodud viis statistiliselt kdige olulisemat
assotsiatsiooni telomeeride pikkuse ja metiilatsiooni vahel ning seost iseloomustavad
statistikud meta-analiilisis. Tabelist on ndha, et meta-analiiiisi parimate CpG saitide p-
vidrtused jidvad alla epigenoomse statistilise olulisuse piiri. Ule-epigenoomsete
assotsiatsiooni-analiiiiside puhul on soovitatud statistilise olulisuse piiriks valida 10~7, mis
vastab umbes 470 000 soltumatule testile (Lehne jt., 2015). Statistiliselt olulisim CpG sait

meie andmestikus oli p-véirtusega 4,07 x 1076,
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Tabel 6. Meta-analiiiisist vilja tulnud viis statistiliselt olulisemat CpG saiti, mis vdiksid olla seotud telomeeride pikkusega. Tabelis on &ra
toodud CpG sait, selle asukoht genoomis (GRCh37.p13), millises kromosoomis CpG sait asub, geen millega vastav CpG sait seotud on, statistikud
nagu meta-analiilisi parameetri hinnang, standardviga, p-véartus, mitu iiksikanaliiiisi oli meta-analiiiisis tihildatud, valimimaht kokku ning milline oli
iga osavalimi korral telomeeri pikkuse efekti suund metiilatsioonile.

CpG sait Kromo-  Geeni nimi Parameetri Standard- Meta- Osavalimite arv Meta-analiiiisi Efekti
(positsioon) soom (asukoht/seotus CpG hinnang* viga analiiiisi p- meta-analiiiisis  valimimaht suund
saartega) viadrtus
€g21291385 21 MRPS6; SLC5A3 0,0227 0,0049 407x107% 5 626 ++[++]+
(35448215) (geenikeha;5°’UTR; CpG
rannik)
cg06873457 22 CABP7 (transkriptsiooni  0,0071 0,0016 44x107% 5 626 ++[++/+
(30116319) algussait; CpG saar)
€g14836555 14 RABGGTA** 0,0257 0,0056 481x107% 5 626 +/+[+/+]+
(24743391) (CpG rannik)
€g17974460 2 MPP4 (geenikeha; CpG  0,0511 0,0113 6,96x 107 5 623 +HH—+/+
(202510866) rannik)
cg19044229 11 MAP3K11 (geenikeha;  -0,0055 0,0012 7,88x107¢ 5 626 —[+/—]—I—
(65374955) CpG saar)

*Telomeeri pikkuse moju hinnang DNA metiilatsiooni muutusele
**Lahim geen on RABGGTA, millest CpG sait asub ~2500 aluspaari iilesvoolu
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Esimese viie meta-analiiiisi leiu kohta on tehtud Forest joonised, mis peegeldavad eri osavalimite

osatdhtsust meta-analiiiisis (Joonis 15). Jooniselt on néha, et iga CpG saidi puhul on osavalimite

seos antud CpG saidiga samasuunaline.

Top1: ¢g21291385 (MRPS6;SLC5A3, krom 21) Top2: ¢g06873457 (CABP7, krom 22)
. ) ilatsiooni beeta-véartus F ri
; i i hinnang
Osavalim keskmine sD hinnang Osavalim keskmine sD
Valimt 0230 0038 0010 e valim1 0.060 0.013 0.007 —
Valim2 o7 0.035 0.000 — Valim2 0.060 0.012 0.005 —=
Valim3 0243 0.041 0.027 Valim3 0.071 0,037 0,003
Valima 0211 0.032 0.028 — Valimd 0.037 0.010 0.007 -
Valimé 0.198 0038  0.005 Valimg 0.045 0010 0.004
Meta-analiiiisi paramestri hinnang 0.023 . . .
; . : ! y ~ . Meta-analiiiisi parameetri hinnang 0.007
T T
-0075  -0.025 0 0.025 0.05 0.075
-0.025 0 0025 005
Top3:cg14836555 (krom 14) Top4: cg17974460 (MPP4; krom 2)
ilatsiooni b rtus P i iilatsiooni by dédrtus
i hinnan,
Osavalim keskmine sD hinnang Osavalim keskmine sp 9
Valim1 0410 0.042 0.020 — Valim1 0.890 0.063 0.076 e
Valim2 0421 0.043 0.009 - Valim2 0.885 0.073 0.043
valim3 0414 0.054 0015 _— Valim3 0.789 0084 -0.015
Valimd 0360 0.037 0.029 —— Valima 0.857 0.077 0.055 e
Valimg 0.337 0.034 0017 @ @— Valim 0.867 0.072 0.043
Meta-analiliisi parameetri hinnang 0.026 ’ Meta-analiiiisi parameetri hinnang 0.051 .

-005-0025 0 0025 005 0075 =01-005 0 0.05 01 015 02

Top5: cg19044229 (MAP3K11; krom 11)
Metiilatsiooni beata-uiir o
Osavalim keskmine sD hinnang
valimi 0.985 0.011 -0.011 —_
Valim2 0.957 0.011 0.000 _
Valim3 0.969 0.022 —-0.004
Valim4 0.972 0.006 -0.008 -
Valimé 0.975 0.006 -0.005 —_—
Meta-analiiiisi parameetri hinnang -0.006 .

-0.025 0 0.025

Joonis 15. Meta-analiiiisi viikseimate p-vairtustega CpG saitide Forest joonised. Iga CpG
saidi kohta kdiv sinise ruudu Suurus on poordvordeline vastava valimi parameetri hinnangu
usaldusvahemiku laiusega. Sinise joonega on &ra toodud usaldusvahemik. Metiilatsiooni beeta-
védrtuse keskmine néitab vastava CpG saidi keskmist metiilatsiooni taset, SD metiilatsiooni beeta-

vadrtuse Standardhélvet ja parameetri hinnang niitab telomeeri pikkuse iihe-ithikulise muutuse
mdju DNA metiilatsioonile.

Koigi nelja tdhtsuselt esimese CpG saidi korral on pikemad telomeerid seotud korgema
metiilatsiooni tasemega. Kuigi iiksikute valimite korral hinnangu usaldusvahemik katab ka
nulli, siis samasuunalised seosed annavad alust uskuda secose Oigsuses. Tahtsuselt viienda
CpG saidi puhul ndeme, et pikemad telomeerid on seotud madalama metiilatsiooni tasemega.
Suurimat kaalu on koigil Forest joonistel ndha Valim4 puhul, kus méngib olulist rolli
osavalimisse kuuluv suurem indiviidide hulk vorreldes nelja iilejadnud osavalimiga. Forest
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jooniselt (Joonis 15) on néha ka, et antud CpG saitide keskmine metiilatsiooni beeta-véartus
varieerub vahemikus 0,037-0,975.

Samuti tehti meta-analiiisi kahe vodimaliku bioloogilise tdhtsusega CpG saidi kohta
hajuvusdiagrammid, mis asuvad geenides MRPS6/SLC5A3 ja MAP3K11 (Joonis 16).

Gene MRPS6;SLC5A3: Gene MAP3K11:

Parameetri hinnang = 0,023; p-viiiirtus = 4,07e-06 Parameetri hinnang = -0,006; p-viirtus = 7,88e-06
Valim1 Valim2 B Valim3 1.00- Valim1 Valim2 Valim3
* . o o ‘-o:-.‘: - m
b . ] LR R
0 ‘r g, _— BT | 0.95 .
-‘. ‘.-' - . - ‘ .‘ | » v ’ "
Y T R ‘o 0.90-
" 0.-'.
0.2 < -l .
t.o o 0.85-
= = 0.80-
E0.1 | g
é Valim4 | Valimé g 1.00] Valimd Valim6
3 3 s ALY
= =3 .o -~
0.3 0.95- .
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Joonis 16. Hajuvusdiagramm osavalimite kaupa. Naturaallogaritmitud telomeeride pikkuse
ja metiilatsioonitaseme seoste kujutamine hajuvusdiagrammil geenide MRPS6/SLC5A3 (meta-
analiilisi parameetri hinnang = 0,023; p-viirtus = 4,07 X 107°) ja MAP3K11 (meta-analiiiisi
parameetri hinnang = -0,006; p-viirtus = 7,88 x 107°) puhul. x-teljel on #ra toodud
naturaallogaritmitud T/S suhe ja y-teljel metiilatsioonitase, sinise joonega on tdhistatud
metiilatsioonitaseme ja telomeeri pikkuse vahelist keskmist seost, halli varjundiga on
kujutatud keskmise usaldusvahemikku lokaalse regressiooni pdhjal, mille puhul hinnatavale
andmepunktile annavad suurema kaalu ldhemal asuvad andmepunktid, p-vdirtus nditab seose
statistilist olulisust ja parameetri hinnang telomeeri pikkuse tihe-ithikulise muutuse moju
DNA metiilatsioonile.

Jooniselt ndeme, et geeni MRPS6/SLC5A3 puhul on DNA metiilatsiooni tase ja telomeeride
pikkus omavahel positiivses korrelatsioonis kdigi viie osavalimi 16ikes. Samas on nédha, et
MAP3K11 geeni puhul on negatiivhe secos DNA metiilatsiooni tasemega ja telomeeride

pikkuse vahel.
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4. Arutelu

Ule-epigenoomse assotsiatsiooniuuringu eesmirgiks oli leida uusi vdi varem kirjeldatud
seoseid DNA metiilatsioonitaseme ja telomeeride pikkuse vahel. Varasemalt on mitmed
uuringud kinnitanud telomeeride pikkuste vahelisi seoseid erinevate geenivariantidega (Codd
jt., 2013). Samuti on varasemalt olnud uuringuid, kus on kirjeldatud mitmete CpG saitide

DNA metiilatsioonitaseme ja geenide seost telomeeride pikkusega (Buxton jt., 2014).

Seosed telomeeride pikkuse ja vananemise vahel ning telomeeride roll vanusega ja enneaegse
vananemisega seotud haigustel on hésti dokumenteeritud (Aubert ja Lansdorp, 2008). Siiski,
telomeeride pikkuse ja metiilatsioonitaseme Kirjeldamise puhul on oldud tagasihoidlikud.
Varasema kirjanduse pohjal voib arvata, et kui metiilatsioon ja telomeeri pikkus on molemad
seotud muutustega vananemisel, siis voiksid nad ka omavahel seotud olla, aga selle kohta, kas

ja kuidas nad seotud on, puudub seni veel terviklik pilt.

Kéesoleva uuringu tulemused telomeeride pikkuse ja indiviidide vanusega olid negatiivses
korrelatsioonis, mida on ka varem kirjanduses kirjeldatud (Blackburn, 2001). Samuti oli
tulemustes valjendunud, et naiste telomeerid on keskmiselt pikemad kui meeste omad (Hunt
jt., 2008). Pohiliselt on seda seletatud naissuguhormooni Ostrogeeni positiivsele mdjule

telomeraasi regulatsioonis (Kyo jt.,1999).

Ule-epigenoomse  assotsiatsiooni-analiiiisi tulemustele pdhinedes, jdeti edasisest meta-
analiiiisist vdlja kaks osavalimit - Valim5 ja Valim7. Antud valimite ndol on tegu spetsiaalselt
valitud indiviididega, kellel biopangaga liitumise hetkeks ei olnud kasvajat, aga viie aasta
jooksul pérast liitumist surid vahki (Valim7) voi said vihidiagnoosi (Valim5). Kuna tegu on
véahiuuringute valimitega, kus metiilatsioonimuster voib potentsiaalselt olla normaalsest
eemale kaldunud (Kristensen jt., 2009) juba ilma telomeeride pikkust mudelisse arvestamata,
on nende kahe valimi andmete pealt raske tOestada, et telomeeride pikkus on seotud
metiilatsiooniga. Veelgi enam, niiteks kdige olulisemad geenid assotsiatsiooniuuringu pdhjal
on SLFN13 (Valim5) ja CBLN1 (Valim7), mida on seostatud viahiga, vastavalt nahavihi
(Katsoulidis jt., 2010) ja soolevdhiga (Wei jt., 2012), mis voib potentsiaalselt seotud olla
sellega, et oodatust vidiksemad p-véddrtused voivad viidata vOimalikele muutustele isegi

tdisvere metiiloomis véhi tdttu juba enne arsti juures véihi diagnoosi saamist.

Antud td6s teostatud meta-analiiiisil epigenoomselt statistiliselt olulisi (p < 10~7) (Lehne jt.,
2015) CpG saite, mis oleksid olnud seotud telomeeride pikkusega, vélja ei tulnud. Parimad
leiud, mis meta-analiilisis selgusid, olid MRPS6/SLC5A3, CABP7, MPP4 ja MAP3K11
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geenides ning c¢g14836555 CpG saidi puhul, statistiliselt olulisem neist MRPS6/SLC5A3
p-viirtusega 4,07 x 1076, Statistiliselt oluliste seoste puudumine vdib tuleneda viiksest
valimimahust (N = 747), mistdttu voib neid viit olulisemat seost vaadelda kui potentsiaalselt

tahtsaid CpG saite metiilatsiooni ja telomeeride pikkuse regulatsiooni kontekstis.

Antud tulemustes tuli vilja MAP3K11 (ing. k. mitogen-activated protein kinase 11) geen, mis
kuulub MAPK geeniperekonda, mille liikmeid on varasemalt seostatud hiipometiilatsiooniga
vananemisel (McClay jt., 2013). MAP3K11l on positiivne regulaator, mis on vajalik
rakujagunemiseks ning MAPK14 (p38), MAPK3 (ERK) ja MAPK8 (JNK1) aktivatsiooniks
fosfortiiilimise teel. Rakyan jt., (2010) on sarnaselt ndidanud MAP3K5 metiilatsiooni muutuse
seost vanusega ja seotust JNK ja p38 MAPK radadega. MAP3K5 miéngib olulist rolli
stressivastuses nagu apoptoosi reguleerimine ning on seotud neurodegeneratiivsete haigustega
nagu Alzheimeri tdbi ja Parkinsoni haigus (Takeda jt., 2008). JNK rada méngib kdigi nende
kolme haiguse puhul rolli, mis viitab sellele, et kui MAP3K11 osaleb JNK regulatsioonis, siis
on voimalik, et kaudselt osaleb MAP3K11 ka nende haiguste esinemise mdjutamises. Varem
on tdheldatud subtelomeersete alade alametiilatsiooni niiteks Parkinsoni haiguse puhul
(Maeda jt., 2009). Sama grupp nditas ka lithikeste telomeeride subtelomeersete regioonide

tilemetiilatsiooni vere DNAs Alzheimeri tove puhul (Guan jt, 2011).

Varasemalt on MAP3K11 geeni puhul viidetud, et see on seotud kasvajate
mahasurumismehhanismiga. Knackmuss jt., (2016) on nididanud, et kui MAP3K11 geen B-
eellasrakkudes allareguleerida, siis toimub rakujagunemine Kkiirendatult. Meta-analiiiisi
tulemustes on selle CpG saidi metiileeritus védga korge, skaalal 0-1 on valimeid lidbiv
keskmine metiileerituse tase 0,97. Analiilisi tulemustest joonistub vilja, et kui telomeeride
pikkus on 1 ihiku vorra suurem, siis metiilatsioon viaheneb -0,006 iihiku vorra, mis tdhendab,
et kui geen on ileekspresseeritud, siis rakujagunemise kiirus on védhenenud ning see
omakorda surub alla kasvajarakkude jagunemist. Antud tulemus toetab DNA metiilatsiooni
voimalikku seost telomeeride pikkusega. Evolutsiooniliselt on iiletildiselt telomeeridele
omastatud kasvajaid mahasuruv roll, et kriitiliselt lithikesete telomeeridega rakud enam

jaguneda ei saaks ja kahjustunud rakud ei kuhjuks (Suram ja Herbig, 2014).

Parima p-viirtusega (p = 4,07 x 107°) tuli meta-analiiiisist vélja CpG sait ¢g21291385, mis
asub genoomis kahes geenis, MRPS6 ja SLC5A3. Tulemustest selgub, et viie osavalimi 1dikes
on antud CpG saidi metiilatsioonitase keskmiselt ~0,22 ning telomeeride pikenemisel iihe
tthiku vorra suureneb selle CpG saidi DNA metiilatsioon 0,0227 iithiku vorra. Mis tdhendab, et

nende geenide metiileerituse tase vOib potentsiaalselt rolli méngida telomeeri pikkuse
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regulatsioonis. Varasemalt on niidatud, et nende geenide vahelisel alal olev rs9982601
poliimorfism on seotud miiokardi infarktiga ja sellele jargneva suremusega (Szpakowicz jt.,
2015). Vastuoluliselt on Weischer jt., (2012) ndidanud, et lithike telomeeride pikkus on seotud
vordlemisi tagasihoidlikult miiokardi infarkti ja siidame isheemiatdve suurenenud riskiga
(Weischer jt., 2012). Siit lahtudes voiks lithike telomeeride pikkus olla kui degeneratiivse
fenotiiibi marker, kus kokkupuude kardiovaskulaarsete riskifaktoritega pohjustab erinevate
rakufunktsioonide kahjustusi ja suurenenud koe mitoosi ning seetottu ka potentsiaalselt
lithemaid telomeere ning vihenenud DNA metiilatsioonitaset. Degeneratiivne fenotiiiip voib
omakorda suurendada riski miiokardi infarkti ja siidame isheemiatove avaldumiseks. Seega on
voimalik, et antud CpG sait 921291385 voib olla seotud epigeneetiliste muutustega, mis

indutseeriksid telomeeride kiiremat liihenemist.

Teine olulisem CpG sait cg06873457 oli iillatuseks tugevalt alametiileeritud. Antud CpG sait
asub geenis CABP7. Uurides ldhemalt, miks vdiks organismil vajalik olla selle geeni
ekspresseerumine, leidsin, et geen on oluline rakujagunemisel. Nimelt ennetab CABP7
geenifunktsioon &dra organiseeritud liisosoomide klasterdumist tsiitokineesi ajal, kus
lisosoomid eemaldavad tsiitoskeleti komponente enne kui membraani jagunemine saab
jatkuda voi tagavad membraani reservuaari, mis on vajalik rakujagunemiseks (Matteoni ja
Kreis, 1987). Siinkohal voib spekuleerida, et kui CABP7 geen oleks metiileeritud ja tema

ekspressioon alla surutud, siis ei saaks rakud jaguneda ning toimuks iiletildine kasvu peetus.

Téhtsuselt kolmandat CpG saiti cg14836555, mis asub RABGGTA geeni alguses, varem
telomeeride pikkusega seostatud ei ole. Antud juhul on huvitav, et Ensembl
(www.ensembl.org) andmebaasi andmetel on sellest CpG saidist kauguselt kolmas geen
TINF2 (ing. k. Interacting Nuclear Protein 2) (GRCh37.p13), mille puhul on varem
kirjanduses korduvalt ndidatud, et mutatsioonide esinemine TINF2 geenis, on seotud erinevate
telomeropaatiatega nagu idiopaatiline kopsufibroos ja kaasasiindinud diiskeratoos (Savage jt.,

2008; Hoffman jt., 2016; Walne jt., 2008; Yang jt., 2011).

Meta-analiilisi kdigus vélja tulnud CpG saidi cg17974460 puhul, mis asub MPP4 geenis, on
tulemustest niha, et kui telomeeride pikkus tihe {ihiku vorra suureneks, siis metiilatsioonitase
suureneks 0,0511 vorra. Varasemalt on kirjandusest teada, et oksiidatiivse stressi puhul on
MPP4 geen iilereguleeritud. Samuti on varasemalt teada, et oksiidatiivne stress pdOhjustab
telomeeride kiiremat lithenemist (von Zglinicki, 2002). Meta-analiiiisi tulemustele baseerudes,
oli CpG sait viie osavalimi 16ikes korgelt metiileeritud (beeta = 0,8576) ehk MPP4 geen on

meie valimis pigem allareguleeritud. Seega voib ainult oletada, et antud CpG sait on
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potentsiaalne telomeeride pikkuse regulaator, mille metiilatsioon on oksiidatiivse

stressifaktori avaldumise korral muutunud.

Selle uuringu kiigus leiti vdimalikke seoseid DNA metiilatsioonimustri ja telomeeride
suhtelise pikkuse regulatsiooni vahel, mis suurema valimimahu korral v3iksid potentsiaalselt
iiletada ka epigenoomse statistilise olulisuse piiri. Tulemustest ldhtuvalt voib arvata, et
kronoloogilise vanuse epigeneetiline muster on potentsiaalselt seotud telomeeride
liihenemisega. On voimalik, et lookused, kus metiilatsioonimuster on seotud kronoloogilise
vanuse ja telomeeri pikkusega, voivad olla olulised faktorid leidmaks vananemist

indutseerivaid faktoreid.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva to6 teoreetilises osas anti iilevaade telomeeride struktuurist ja funktsioonist, toodi
nditeid, miks telomeeride pikkus on oluline ja, et telomeeride liihenemine pohjustab erinevaid
vanusega seotud haiguseid. Samuti tehti kokkuvdte, mis meetoditel on tdnapdeval voimalik
telomeere moota ning mis on iga meetodi plussid ja miinused. Samavaérne oli kokkuvotte
toomine DNA metilatsiooni maédramise meetoditest, kuna DNA metiilatsioonimustri

muutumine pdhjustab samuti erinevaid vananemisega seotud haigusi.

Kiesoleva to0 praktilise osa eesmirk oli leida, kas telomeeride pikkus ja DNA metiilatsiooni
tase on bioloogilisel vananemisel seotud ning kui on, siis mis maéral. Selleks moddeti 844
indiviidi telomeeride suhtelised pikkused. Tulemused toetasid varem Kirjandusest teadaolevat,
et telomeeride pikkus litheneb vananemisel (Lopez-Otin jt., 2013). Seejérel viidi 1dbi iile-
epigenoomne assotsiatsiooniuuring, mille tulemuste pohjal eemaldati 16ppvalimist kaks
valimit, mis koosnesid viie aasta jooksul véhi-diagnoosi saanud voi vdhki surnud
indiviididest, kellel voib DNA metiilatsiooni muutus seotud olla véhi tekkimisega ning raske
oleks edasistes tulemustes vélja selgitada telomeeride pikkuse muutuse moju DNA

metiilatsioonile.

Meta-analiitisi tulemustes ei tulnud vélja statistiliselt olulisi CpG saite, kuid leiti voimalikke
seoseid telomeeride pikkuse ja metiilatsioonimustri vahel MRPS6/SLC5A3, CABP7, MPP4 ja
MAP3K11 geenides ja CpG saidis cg14836555. Bioloogiliselt voiksid olulisemad leiud
seostuda MAP3K11 geeniga. Varem on MAP3K11 geeni olulisust kirjeldatud rakujagunemise
regulatsioonis (Knackmuss jt., 2016). Meta-analiiiisi tdhtsamate leidude potentsiaalse
bioloogilise olulisuse kindlaks médramiseks on tarvilik uurida neid seoseid suurema

valimimahuga meta-analiiisis.
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Associations between telomere length and DNA methylation levels

SUMMARY

Marili Palover

Telomeres are like ,,caps* of chromosomes that have been widely studied since the knowledge
that telomere loss cause cell senescence. The gradual loss of telomere repeats contributes to
replicative senescence and loss of telomeres have been implicated in many age-related
diseases. DNA methylation is a crucial epigenetic modification of the genome involved in
regulating many cellular processes and a growing number of human diseases have been found
to be associated with altered DNA methylation. Several recent studies have showed the
associations between DNA methylation and telomere length regulation. In this study we
reviewed the methods that are most commonly used to measure the telomere length and DNA

methylation, which have both been used in studies of age-related diseases.

In this study, the data was collected from the Estonian Genome Center, University of Tartu.
Telomere length was measured by Q-PCR and DNA methylation was analyzed using the
Infinium HumanMethylation450 BeadChip. The objective of the experimental part of the
study was to find associations between telomere length and DNA methylation by

investigating > 450 000 CpG sites.

After measuring mean telomere length and methylated cytosine levels, we conducted an
epigenome-wide association study (EWAS). Association between methylation levels and In-
transformed telomere length was assessed using linear models adjusted for age, sex, smoking,
body mass index and technical factors like batch effect. Valim5 and Valim7 were excluded

from the final sample set before meta-analysis, due to inflated p-values in the EWAS.

Finally, we conducted meta-analysis with five data sets. As a result, we did not observe any
epigenome-wide statistically significant relationship between telomere length and DNA
methylation. The top association was with ¢g21291385 CpG site with the p-value of 4,07 x
107°. This CpG site is located in the MRPS6/SLC5A3 locus, which has been associated with
degenerative phenotypes. The second association that | would like to point out was located in
the MAP3K11 gene associated with cell division. Another two genes, MPP4 and CABP7 and
CpG site cg14836555 came up in the meta-analysis, which may be potentially involved in the
regulation of telomere length.
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We can only speculate, that these five CpG sites that we found are associated with telomere
length and therefore associated with biological age, degenerative phenotype and age-related
diseases. Bigger dataset is needed to show the possible actual biologically and statistically

significant relationship between telomere length and DNA methylation.
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LISAD

Lisa 1. Kokkuvétlik tabel CpG saitide viljajiatmise kohta

Osa- Esialgne Proovide arv, kus det  Ristreaktiivsete Sugukromo- CpG saidid, mis on poliimorfsed Uuritavaid
valim CpG saitide P > 0,01 rohkem kui proovide arv soomidel olevate ja/voi ahela pikendamise CpG saite
arv 5% indiviidide korral proovide arv positsioonis on poliimorfism 16puks
Valiml 485512 1428 29084 10406 15041 429553
Valim2 485512 1416 29085 10410 15073 429528
Valim3 485512 4118 28903 10322 14891 427278
Valim4 485512 805 29135 10448 15418 429706
Valimb 485512 697 29203 10693 15219 429700
Valimé 485512 689 29203 10692 15224 429704
Valim7 485512 832 29134 10448 15374 429724

*det P: Detektsiooni p-véartus
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