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TaqMan tehnoloogia pohine metiilatsioonimustri tuvastamine enneaegselt vananeva
immuunsiisteemi monitoorimiseks

Immuunsiisteem kaitseb organisme erinevate kahjustavate faktorite eest. Lisaks iildistele
defektidele, mis organismi kaitsemehhanisme voivad elu jooksul pérssida, kaasnevad ka eaga
olulised muutused: immuunsiisteemi voimekus viheneb ning tekib krooniline pdletik. Piisivad
epigeneetilised muutused immuunrakkudes vdivad peegeldada immuunsiisteemi efektiivsust
paremini kui kdikuv geeniekspressiooni tase. Kdesoleva magistritdd eesmargiks oli teha algust
TagMan tehnoloogia pohise reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooni meetodi viljatootamisega,
mis vOimaldaks tuvastada immuunsiisteemiga seotud geenide metiilatsioonimustri muutusi,
selleks et leida biomarkereid enneaegselt vananeva immuunsiisteemi monitoorimiseks.
Epigeneetikal pohineva toovahendiga tdestati, et CD3D diferentsiaalselt metiileeritud regiooni
on voimalik kasutada T-rakkude populatsiooni kvantiseerimiseks. Lisaks on vdimalik tuvastada
ka valitud inflamm-aging (vananemisega kaasnev pdletikutsiitokiinide kontsentratsiooni tous
veres) fenotiitipi kirjeldavate geenide (CCLS5, GNLY) metiilatsioonimustrit, kuid kdesoleval

hetkel veel east sdltuvaid jareldusi teha ei saa.

Mirksonad: immuunsiisteem, vananemine, epigeneetika, metiilatsioon, qPCR

CERCS: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

TaqMan technology based methylation pattern analysis to monitore premature immune

system aging

The immune system protects the body from various harmful agents. Aging is often related to
decreased host defenses and chronic inflammation. Stable epigenetic changes in immune cells
might suit better for studying the fitness of the immune system than variation in gene expression
levels. The purpose of this study was to start developing TagMan technology based real-time
polymerase chain reaction to determine the methylation patterns of immune system related
genes, in order to find biomarkers for premature aging. The epigenetic tool was able to quantify
T-cells by using CD3D diferentially methylated region. It was also possible to determine the
methylation pattern of genes (CCLS5, GNLY) that describes the inflamm-aging (increased
concentration of proinflammatory cytokines in blood) phenotype, however, the method needs

improvement to make age dependent assumptions.
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KASUTATUD LUHENDID

bp base pair, aluspaar

CCLS5 chemokine (C-C motif) ligand 5, geen

CD27 cluster of differentiation 27, vajalik retseptor pikaajalise T-rakulise
immuunsuse loomiseks ja sdilitamiseks

CD28 cluster of differentiation 28, kostimulatoorne valk T-raku aktiveerimiseks ja
ellujaamiseks

CD3 cluster of differentiation 3, T-rakkude koretseptor, aitab aktiveerida T-rakke

CD3D cluster of differentiation 3D, T-rakkude koretseptori delta ahel

CD3E cluster of differentiation 3E, T-rakkude koretseptori epsilon ahel

CD3G cluster of differentiation 3G, T-rakkude koretseptori gamma ahel

CD4" cluster of differentiation 4, glikoproteiin, iseloomustab T-abistaja rakke

CD40 cluster of differentiation 40, antigeene esitlevate rakkude kostimulatoorne valk

CD8" cluster of differentiation 4, gliikoproteiin, iseloomustab T-tsiitotoksilisi rakke

CMV cytomegalovirus, tsiitomegaloviirus

CpG 5'—C—phosphate—G—3', CG-nukleotiidne korduvjirjestus

CRP C-reactive protein, C-reaktiivne valk

Cr threshold cycle, lavitsiikkel

FACS fluorescence-activated cell sorting, (1abi)voolutsiitomeeter

gDNA genoomne DNA

GNLY granulysin, geen

IFNy interferon gamma, interferoon gamma

IL... interleukin, interleukiin vastavalt numeratsioonile

LB lysogeny broth, laboratoorne s66de bakterite kasvatamiseks

NK rakud natural killer cells, loomulikud killerrakud

PBMC peripheral blood mononuclear cells, perifeerse vere mononukleaarsed rakud

qPCR real-time/quantitative polymerase chain reaction, reaalaja/kvantitatiivne
poliimeraasi ahelreaktsioon

SD standard deviation, standardhélve

TCR T-cell receptor, T-raku retseptor

TE Tris + EDTA, puhver

TGF-B transforming growth factor beta, transformeeriv kasvufaktor

TNFa tumor necrosis factor alpha, ttumor-nekroosi faktor

TpG 5'—T—phosphate—G—3', TG-nukleotiidne korduvjirjestus

Treg regulatoorne T-rakk

TSS transcription start site, transkriptsiooni alguspunkt



SISSEJUHATUS

Immuunsiisteem kaitseb organisme erinevate kahjustavate faktorite eest. Lisaks iildistele
defektidele, mis organismi kaitsemehhanisme voivad elu jooksul pérssida, kaasnevad ka eaga
olulised muutused: immuunsiisteemi vdimekus vaheneb ning tekib krooniline pdletik. Vanusest
tingitud fenotiilibilisi tunnuseid (fliiisiliste barjddride kasuteguri langemine, spetsiifiliste
rakkude funktsionaalse vOimekuse alanemine, erinevate mediaatorite kontsentratsioonide
kdikumine) on kerge tuvastada, kuid muutused toimuvad ka molekulaarsel tasemel ning nende

méiiramine aitab spetsiifilisemalt kirjeldada eaga kaasnevaid varieeruvusi.

Molekulaarsel tasemel on vdimalik uurida nii geeniekspressiooni kui ka epigeneetilisi
mehhanisme. Plisivad epigeneetilised muutused immuunrakkudes vdivad peegeldada
immuunsiisteemi efektiivsust paremini kui kdikuv geeniekspressiooni tase. Kuna korget iga
iseloomustab  inflamm-aging fenotliip (vananemisega kaasnev pdletikutsiitokiinide
kontsentratsiooni tdus vereplasmas), siis on headeks biomarkeriteks poletikuprotsessides

osalevad geenid ning neis esinevad metiilatsioonimuutusi kirjeldavad regioonid.

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli teha algust TagMan tehnoloogia pohise reaalaja
poliimeraasi ahelreaktsiooni meetodi véljatootamisega, mis voOimaldaks tuvastada
immuunsiisteemiga seotud geenide metiilatsioonimustri muutusi selleks, et leida biomarkereid

enneaegselt vananeva immuunsiisteemi monitoorimiseks.

To66 teostati Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudis, molekulaarpatoloogia

uurimisgrupis.

Mirksonad: immuunsiisteem, vananemine, epigeneetika, metiilatsioon, qPCR



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Immuunsiisteem ja vananemine

Immuunsiisteem on keeruline vorgustik, mis koondab erinevaid rakke, kudesid ja organeid
eesmdrgiga tagada organismi hea tervis ning vodidelda patogeenide poolt esile kutsutud
haigustega. Immuunsiisteem jaguneb kaheks: esmase kaitse moodustab kaasasiindinud ehk
loomulik immuunsus, mis piiiiab fiiiisiliste ja keemiliste barjddride (nahk, limaskestad,
maohapped jne) ning spetsiifiliste rakkude (makrofaagid, dendriitrakud, loomulikud killer- ehk
NK rakud jne) abil patogeene tdrjuda. Ebadnnestumise korral aktiveeritakse immuunsiisteemi
teine komponent ehk omandatud immuunsus, mille ithe pdhiosa moodustavad valgete

vererakkude hulka kuuluvad liimfotsiitidid (Goldman & Prabhakar, 1996).

Vananemine kui protsess kujutab aja jooksul organismi erinevate talitluste voimekuse langust
(Troen, 2003). Kaasnev rakkude, kudede ja organite terviklikkuse vihenemine alandab vdimet
reageerida nii keskkonna kui ka organismi sisemistele viljakutsetele. Kujunev funktsionaalne
voimetus suurendab haiguste esinemise riski, mis kokkuvottes voib 1dppeda enneaegse surmaga
(Kirkwood, 2005; Loépez-Otin et al., 2013; Moskalev et al., 2014; Rose et al., 2012).
Vananemisega seotud muutused on laiaulatuslikud ning mojutatud on kdik koed ja neist
moodustuvad organsiisteemid. Néiteks iseloomustab vanureid lihasmassi kadu ehk
sarkopeenia, iilekaalulisus, luude horenemine ehk osteoporoos, naha elastsuse vihenemine,
erinevad neurodegeneratiivsed hiired ning kognitiivsete funktsioonide langus (Hunt et al.,

2010).

Suurimat mdju organismile avaldavad immuunfunktsioonide hiired, mille tagajirjel voivad
vanurid muutuda haigustele ja infektsioonidele vastuvdtlikumaks, kusjuures limiteeritud voib
olla ka vaktsineerimise kaitsev efekt (Gavazzi & Krause, 2002; Goronzy & Weyand, 2013).
Vorreldes noortega, esinevad eakatel sagedamini néiteks teatud tiilipi vihkkasvajad, diabeet
ning kardiovaskulaarsed haigused (Kolovou et al., 2014; Partridge, 2010), mille kulg voib tihti
olla ka palju tdsisem (Goronzy & Weyand, 2013). Uuringute kohaselt sureb kopsupodletiku
tagajirjel 2x, tuberkuloosi tagajdrjel 10x ning apenditsiidi tagajdrjel umbes 20x rohkem
vanureid kui noori tdiskasvanuid (High, 2004). Kuna nakkushaigused avaldavad tdsist moju
just vanemas eas, siis nende kindlaks tegemine ja ennetamine aitaksid kaasa tervislikule

vananemisele (Boraschi et al., 2013).



1.2.  Vananemisega kaasnevad muutused kaasasiindinud immuunsiisteemis

Vananedes langeb niiteks naha, kopsude ja seedetrakti epiteelkoe vdime tdrjuda patogeenide
tungimist organismi (Gomez et al., 2005; Nomellini ef al., 2008). Kuid loomulik immuunsus
koosneb lisaks fiiiisilistele barjddridele ka humoraalsetest faktoritest (liisosiitim, komplemendi
valgud jne) ning erinevatest rakkudest (Goldman & Prabhakar, 1996). Tiiendavalt
fagotsiitootilistele (neutrofiilid, monotsiilidid, makrofaagid, dendriitrakud) ja NK rakkudele, on
kaasasiindinud immuunsiisteemis olulised ka lahustuvad mediaatorid nagu tsiitokiinid,
kemokiinid, hormoonid ja/v4i hapniku vabad radikaalid (Weiskopf et al., 2009). Eakaid inimesi
iseloomustab korgenenud C-reaktiivse valgu (CRP), interleukiin 6 (IL-6), IL-1B ja
tuumornekroosi faktor alfa (TNFa) plasma kontsentratsioon ja neid mediaatoreid on kirjeldatud
markeritena, mille abil on vdimalik ennustada funktsionaalset vdimetust, ndrkust ja suremust
(Bruunsgaard et al., 2003; Ershler & Keller, 2000; Franceschi & Campisi, 2014; O’Mahony et
al., 1998).

Arvatakse, et pdletikku soodustavate tsiitokiinide kontsentratsiooni tdus vereplasmas aitab
kaasa pidevale elukestvale immuunsiisteemi stimulatsioonile, mis pdadib subkliinilise
poletikulise staatusega — inflamm-aging (Franceschi et al., 2000; Sansoni et al., 2008). Kui
noorel ja tervel indiviidil esineb iiksnes liihiajaline pdletikuseisund eelkdige mone haigusega
voitlemiseks, siis vanurite organismi iseloomustab pidev kerge kroonilise pdletiku olemasolu,
mis soodustab teatud haiguste (osteoporoos, neurodegeneratsioon jne) esinemise tdendosust
(Gao & Hong, 2008; Ginaldi et al., 2005). Inflamm-aging vaib olla tagajarg kumulatiivsele elu
jooksul toimunud antigeenide aktivatsioonile, mida pohjustavad nii kliinilised kui ka
subkliinilised infektsioonid ja mittenakkuslikud antigeenid (De Martinis et al., 2005).
Subkliinilist pdletikku voib pohjustada ka degradeeritud patogeeni produktide poolt esile
kutsutud kaasaslindinud immuunsiisteemi pidev stimuleerimine ja/vdi immuunsiisteemi
voimetus elimineerida teatud antigeene (Weiskopf et al., 2009). Inflamm-aging on seotud

vanurite suurenenud haigestumuse ja suremusega (Franceschi et al., 2000).

Vanusega kaasnevad muutused, mis avaldavad modju kaasasiindinud immuunsiisteemi
erinevatele iiksustele, on kokkuvdtvalt toodud tabelis 1. Uldjuhul on tervetel vanuritel
neutrofiilid veres ja nende eellased luuiidis hésti sdilinud (Chatta et al., 1993), ka vere
monotsiiiitide arv vanemates inimestes ja noortes ndib olevat sarnane. Ilmneb aga
mérkimisvidrne makrofaagide ja nende eellasrakkude langus luuiidis (Plowden et al., 2004).
Lisaks iseloomustab vanureid suurenenud NK rakkude absoluutarv (Borrego et al., 1999;

Miyaji et al., 2000), mis osaliselt kompenseerib NK rakkude defektset funktsionaalset



voimekust (Weiskopf et al., 2009). Suurt osa eakate loomuliku immuunsuse rakke iseloomustab
ka fagotsiitootilise vdime vidhenemine, mida niditavad uuringud neutrofiilide (Wenisch et al.,

2000), makrofaagide (Swift et al., 2001) ja dendriitrakkudega (Agrawal et al., 2007).

Tabel 1. Vanusega seotud muutused kaasasiindinud immuunsiisteemis (Weiskopf et al., 2009,
kohandatud).

Raku tiiiip Vanusega seotud tous Vanusega seotud langus
Neutrofiilid Oksiidatiivne purse
Fagotsiitootiline voimekus
Bakteriotsiidne aktiivsus
Makrofaagid Oksiidatiivne purse
Fagotsiitootiline voimekus
NK rakud Kogu rakkude hulk IL-2 proliferatiivne vastus
Tsiitotoksilisus
Dendriitrakud Vodime stimuleerida
antigeenspetsiifilisi T-rakke
Liimfisdlmedesse
podrdumine (lymph node
homing)

Tsiitokiinid ja kemokiinid | Seerumi IL-6, IL-1p ja
TNFa tase

1.3. Vananemisega kaasnevad muutused omandatud immuunsiisteemis

Omandatud ehk adaptiivne immuunsus on keerulisem ning spetsiifiliste rakkude tootmises,
sdilitamises ja transpordis osalevad tliimus, pdrn, kurgumandlid, luuiidi, vereringe- ja
limfaatiline siisteem. Rakke, mis mingivad olulist rolli adaptiivses immuunsiisteemis,
kutsutakse liimfotsiititideks. Viimaseid on kahte tiilipi: B-limfotstiiidid ehk B-rakud ning T-
liimfotsiitidid ehk T-rakud (Goldman & Prabhakar, 1996).

Immuunsiisteemi rakkude populatsioon uueneb pidevalt hematopoeetiliste tiivirakkude (joonis
1) arvelt, kuid eaga konkreetse koe hulk (Hartsock et al., 1965) ja tiivirakkude arv luuiidis
viheneb (Lansdorp et al., 1994), samuti langeb nende prolifereerumisvéime (Vaziri et al.,
1994). Vananemine mdjutab immuunsiisteemi progresseeruvalt ning ndib, et moju omandatud
immuunsiisteemile on suurem (Arnold ef al., 2011; Pawelec et al., 2010b). Eriti olulised
muutused toimuvad T-rakkudega, kuid puutumata ei jiid ka humoraalne ehk B-rakkude poolt

vahendatud immuunvastus (Linton & Dorshkind, 2004).



Basofiilid

Neutrofiilid
Mieloblastid
Mueloidsed Eosinofiilid
eellasrakud
Erltrotstiudid
Hema.t'o.poeetlllsed Monotstitdid - Makrofaagid
tivirakud
NK rakud
Limfoidsed
eellasrakud Brakud
CD4* ehk T-abistaja
Liimfotsiiiidid 1 rakud (T,)
T-rakud
CD8* ehk T-
tsiitotoksilised
rakud (T¢)

Joonis 1. Vereloome ldhtuvalt luuiidis paiknevatest hematopoeetilistest tlivirakkudest.
Hemaotopoeesi kéigus tekivad nii miieloidsed kui ka limfoidsed eellasrakud ja just viimastest
arenevad adaptiivse immuunsiisteemi B- ja T-liimfotsiilidid (Goldman & Prabhakar, 1996).

1.3.1. B-limfotsiiiidid

Kuigi perifeersete B-rakkude hulk iildiselt vanusega ei vidhene, muutub erinevate B-rakkude
alatliipide suhe. Peamiselt suureneb antigeenide poolt aktiveeritud perifeersete B-rakkude ehk
méilurakkude hulk naiivsete ehk varasemalt aktiveerimata B-rakkude arvelt (Weiskopf et al.,
2009). Milu B-rakkude arvu suurenemine ning nende klonaalne kuhjumine (Weksler & Szabo,
2000) limiteerib B-limfotsiilitide repertuaari mitmekesisust, mojutades vanurite
vaktsineerimise tulemuslikkust (Gibson et al., 2009). Eaga seotud muutused B-rakkude
alatliipides voivad tulla nii nende diferentseerumise ja kiipsemisega seotud defektidest kui ka
diisreguleeritud interaktsioonidest teiste immuunsiisteemi rakkudega (Ademokun et al., 2010;
Yang et al., 1996). Just hdiritud B- ja T-rakkude omavaheline kommunikatsioon on iiks pdhjusi,
mis takistab B-liimfotsiiiitide aktivatsiooni ning antikehade produktsiooni (Lazuardi et al.,

2005).

Aydar koos oma kolleegidega on ndidanud, et vanurite follikulaarsed dendriitrakud
stimuleerivad B-rakke 70% viiksema efektiivsusega kui noorte follikulaarsed dendriitrakud
oma B-rakke (Aydar et al., 2002). Antud olukord viitab B-rakkude funktsiooni kadumisele,
mida pdhjustab kahe kostimulatoorse molekuli (CD40 ja CD27) ekspressiooni vihenemine

(Colonna-Romano et al., 2003). Lisaks, kuigi seerumi immuunoglobuliinide tase vanuse



muutudes on stabiilne, siis antikehad, mida toodetakse vanemas eas, on madalama afiinsusega

(Johnson & Cambier, 2004).

1.3.2. T-limfotsiiiidid

T-liimfotsiititide kiipsemine toimub sagarikest koosnevas tiitimuses, milles voib eristada koore
ja sdsi osa. Diferentseerumise kdigus toimub migratsioon tihedalt tiimotsiiiitide poolt asustatud
kooreosast horedalt asustatud sdsiossa, kust perifeeriasse viljuvad 1oplikult kiipsed naiivsed T-
rakud (Weiskopf et al., 2009). Vananedes tliimus taandareneb ehk toimub tiiimuse
involutsioon, mille kdigus vdheneb organi iildine suurus ning toimub funktsionaalsete osade
asendumine rasvkoega (Flores ef al., 1999). Involutsioon saab alguse lisna varajases eas ning
suurem osa protsessist on dra toimunud 40-50ndaks eluaastaks (George & Ritter, 1996),

mojutades oluliselt T-rakkude populatsiooni vananemise ajal (Henson et al., 2012).

Votmeteguriks inimese immuunsiisteemi vananemises ja funktsiooni vdhenemises néibki
olevat T-rakkude arvu ja funktsiooni langus (Linton & Dorshkind, 2004). Vanuses 50 on umbes
90% funktsionaalsest tiilimusest juba kadunud, mis viib naiivsete T-rakkude defitsiidini
perifeerses veres, limfisdlmedes ja luutidis (Fagnoni et al., 2000; Herndler-Brandstetter et al.,
2012; Lazuardi et al., 2005). Mailurakkude arv kiill perifeerses veres ja luuiidis kasvab
(Almanzar et al., 2005; Herndler-Brandstetter et al., 2012; Kovaiou et al., 2005), kuid
interaktsioonide efektiivsus antigeene esitlevate rakkude ning B-rakkudega langeb (Herndler-

Brandstetter et al., 2013).

Vanemate indiviidide puhul on tiheldatud ka naiivsete T-rakkude funktsionaalseid defekte:
mirkimisviérselt lihemad telomeerid, piiratud T-rakkude retseptorite (TCR) repertuaar,
langenud IL-2 produktsioon, suurenenud interferoon gamma (IFNy) tootmine ning langenud
voime diferentseeruda efektorrakkudeks (Kohler ez al., 2005; Pfister & Savino, 2008; Pfister et
al., 2006). Lisaks ndib, et tiilimuse taandareng mojutab ka regulatoorseid T-rakke (Trg) ning
nende produktsiooni. Uuringu kohaselt hakkab T, poolt vahendatud efektor T-rakkude
allasurumine pérast 50ndat eluaastat vdhenema, mis vdib soodustada vanusega seotud

fenomene: kalduvust poletiku tekkeks ning autoimmuunsust (Tsaknaridis et al., 2003).

Eaga kaasnevad tldised muutused, mis avaldavad mdju omandatud immuunsiisteemile, on
kokkuvdtvalt toodud tabelis 2. Negatiivseid vanusega seotud muutusi immuunsiisteemis
nimetatakse immuunosenestsentsiks ning selle tekkimisel médngivad rolli nii immuunsiisteemi
keerukus kui ka geneetilised ja keskkondlikud tegurid (Weiskopf et al., 2009). Uldiselt

avaldubki immuunosenestsents antigeenspetsiifilise immuunsuse langusena (Weng, 2006) ning
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kaasasiindinud immuunsiisteemi funktsioone ja efektorrakke (makrofaagid, poliinukleomorfsed

leukotstiiidid, NK rakud) peetakse vihem mdjutatuks (Boraschi et al., 2013).

Raku tasemel kirjeldab immuunosenestsentsi peamiselt markimisvddrne tiiimuse
atrofeerumisest pohjustatud naiivsete T-liimfotsiilitide arvu langus (Linton & Dorshkind, 2004),
B-liimfotsiilitide eellasrakkude védhenemine luuiidis (Miller & Allman, 2005) ning lisaks
funktsionaalselt ebakompetentsete oligoklonaalsete mélurakkude kuhjumine organismis
(Goronzy & Weyand, 2005). Otseseks tagajirjeks on eaga kaasnev langenud voime reageerida
erinevatele antigeenidele (Baylis et al., 2013), kuna TCR repertuaari mitmekesisus on

viahenenud (Goronzy & Weyand, 2005).

Tabel 2. Vanusega seotud muutused omandatud immuunsiisteemis (Weiskopf et al., 2009,
kohandatud).

Raku tiiiip

Vanusega seotud tous

Vanusega seotud langus

T-limfotsiiiidid

Milu- ja efektorrakkude arv

Naiivsete T-rakkude arv

Oligoklonaalsus T-rakkude retseptorite
mitmekesisus
Poletikku soodustavate Kostimulatoorsete

tsutokiinide vabastamine

molekulide ekspressioon

(CD28, CD27, CD40L).
Proliferatiivne kapatsiteet
Autoreaktiivsed seerumi B-raku prekursorite
antikehad tekkimine

Naiivsete B-rakkude arv
B-rakkude repertuaari
mitmekesisus
Kostimulatoorsete
molekulide ekspressioon
(CD27, CD40)

Antikeha afiinsus
Isotiiiibi vahetus

B-liilmfotsiiiidid

1.3.2.1. CD4" T-rakud

Kui noorte indiviidide veres on iilekaalus CD4" T-rakud, siis vanurite organismis CD4" ning
CDS8" T-rakkude omavaheline suhe vordsustub vdi kaldub CD8" T-rakkude kasuks (Wikby et
al., 1998). Vorreldes noortest organismidest pirit naiivsete CD4' T-rakkudega, niitavad
vanematest isikutest vdi hiirtest isoleeritud naiivsed CD4" T-rakud in vitro vihenenud
tundlikkust T-raku retseptori stimulatsioonile, lisaks on muutunud tsiitokiinide sekretsiooni
profiil. Paralleelselt on niha ka naiivsete CD4" T-rakkude abistava funktsiooni langust, mida

on tarvis B-rakkudel antikehade tootmiseks (Swain et al., 2005).
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Vastupidiselt naiivsetele CD4 " T-rakkudele, on milu CD4" T-rakud pika eluaega ja suhteliselt
kompetentsed soltumata vanusest. Tervetest vanuritest ja vanadest hiirtest isoleeritud
méilurakkudes toimub normaalne in vitro antigeeni poolt esile kutsutud proliferatsioon
(Kovaiou et al., 2005). Ometigi, milu CD4  T-rakud, mida toodetakse nooremas eas,
reageerivad antigeenidele paremini kui vanurites produtseeritud méalu CD4" T-rakud (Haynes
et al., 2005). Antud leiud viitavad, et vanusega seotud defektid mélu CD4" T-rakkudes v&ivad
tuleneda defektsetest vananenud naiivsetest CD4" T-rakkudest, mis ei ole vdimelised

korralikult prolifereeruma ja millel on vihenenud mitmekesisus (Weng, 2006).

1.3.2.2. CDS8 T-rakud

Eaga kaasnevad muutused toimuvad ka CD8" T-rakkudes ning antud T-rakkude populatsioon
rikastub just 10plikult diferentseerunud efektorrakkude osas, mida iseloomustab langenud
vdime reageerida antigeenidele (Fiilop et al., 2013). Uks mirkidest, mis viitab vanusega seotud
muutustele immuunsiisteemis, on CD28°CD8" T-rakkude kuhjumine organismis (Arnold et al.,
2011; Pawelec et al., 2010a). Antud tiiiipi T-rakud puuduvad vastsiindinutel ja on pohilised
tsirukuleerivad CD8" T-rakud 80-90%-1 vanuritel (Almanzar et al., 2005; Weng, 2006).
Hoolimata sellest, et CD28'CD8" T-rakkude proliferatsiooni vdime on vihenenud, on nende

tsiitotoksilisus sdilinud ja nad on resistentsed apoptoosile (Azuma et al., 1993).

Vananenud organisme, kel on esinenud krooniline tslitomegaloviiruse (CMV) infektsioon,
iseloomustab samuti CD28 CD8" T-rakkude kuhjumine (Brunner et al., 2011; Pawelec et al.,
2010a). See tdhendab, et kroonilise viirusinfektsiooni esinemine potentsiaalselt kiirendab
immuunsiisteemi vananemist (Almanzar et al., 2005; Weng, 2006). Vilja on pakutud iildist
immuunriski profiili (joonis 2), mis on seotud suurenenud suremusega (Wikby et al., 2008). Ka
CD28'CDS8" T-rakkude esinemine on iseloomulik antud fenotiiiibile ning korreleerub vanade
inimeste gripiviiruse vastase vaktsineerimise jargse antikehade produktsiooni puudumisega

(Olsson et al., 2000; Saurwein-Teissl et al., 2002).
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Véahenenud
naiivsete T-
rakkude arv

Suurenenud
poletikku CD4+/CD8+

soodusravte T-rakkude
tstitokiinide muutunud suhe
sekretsioon
Immuunriski
profiil
Suurenenud
anergiliste, Langenud vdime
18plikult reageerida
diferentseerunud mitogeenidele
T-rakkude arv  / \

Joonis 2. Vilja on toodud 5 pdhilist immuunsiisteemi mdjutavat tunnust, mis voiksid kirjeldada
enneaegse suremuse riskiga indiviide (Wikby et al., 2008).

1.4. Eaga kaasnevad muutused geeniekspressioonis

Elustiili valikud (niiteks suitsetamine ja fiiiisiline aktiivsus) vdivad kiirendada voi aeglustada
vananemisprotsessi (Austad, 2006; Blair et al., 1989), kuid eelkdige funktsionaalsed mdjud,
mis toimivad molekulaar- ja rakutasandil, annavad aluse eaga kaasnevale fenotiiiibile.
Vananemist voivad esile kutsuda genoomi ebastabiilsus, telomeeride kulumine, epigeneetilised
muutused, héiritud valkude homeodstaas, mitokondriaalsed véartalitlused, tiivirakkude

kurnatus ning muutunud rakusisene kommunikatsioon (L6pez-Otin ef al., 2013).

Molekulaarseid markereid, mis voimaldaksid ennustada, jilgida ja uurida eaga kaasnevaid
fiisioloogilisi muutusi, on mitmeid. Kasutatud on juba niiteks leukotsiiiitide telomeeride
pikkuse hindamist (Blasco, 2005) ja uuritud on vanusest sdltuvaid mitokondriaalse DNA
deletsioone (Cortopassi et al., 1992) ning T-rakkude DNA {imberkorraldusi (Zubakov et al.,
2010). Ometigi on koigil nimetatud biomarkeritel suhteliselt madal tdpsus ja praktikas on nad
piiratud vdimalustega (Meissner & Ritz-Timme, 2010). Uha populaarsemaks on aga muutunud
transkriptoomi markerite abil geeniekspressiooni muutuste kirjeldamine ja selle varal vanuse
ennustamine (Cao et al., 2010; Harries et al., 2011; Passtoors et al., 2013). Vaartuslikku infot
annavad geenid, mis vastutavad metaboolsete- ja DNA reparatsiooniga seotud radade

funktsioneerimise eest (de Magalhaes et al., 2009; Fraser et al., 2005; Zahn et al., 2007).
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Kuid ka muutused T-rakkude transkriptsioonis on tihedalt seotud vananemisega (Cao et al.,
2010). Kohanemine muutuva mikrokeskkonnaga (Linton et al., 2005) kutsub T-rakkude
geeniekspressioonis esile olulisi muutusi, mis 16ppevad kas T-rakkude funktsiooni paranemise
vOi halvenemisega (Pawelec et al., 2005; Weng, 2006). Iseloomulik on eaga kaasnev tdusnud
tsiitotoksilisus, suurenenud pdletikutsiitokiinide sekretsioon, antigeenide poolt indutseeritud
proliferatsiooni ja rakujagunemise vihenemine (Chen et al., 2013). Vanusest sdltuvaid muutusi
T-rakkude transkriptsioonis voib niha nii tiimotsiilitides (Griffith et al., 2012; Lustig et al.,
2009), perifeersetes kiipsetes T-rakkudes (Remondini ef al., 2010) kui ka nende alatiitipides
(Fann et al., 2005; Mirza et al., 2011).

1.4.1. CD4" ja CD8" T-rakkude geeniekspressiooni muutused

Niib, et CD4" miilu T-rakkudel, nii noortel (20-30 a) kui ka vanadel (70-75 a) inimestel, on
iildine geeniekspressiooni profiil sarnane (Czesnikiewicz-Guzik et al., 2008). Globaalse
vordlusanaliiiisiga, milles uuriti inimese CD8" T-rakkude geeniekspressiooni noortes (23-27 a)

ja vanades indiviidides (65-81 a), avastati iile 700 ekspressioonimuutusega geeni (Cao et al.,

2010).

Vanusega muutunud geenid jagunevad 4 klassi: rakupinna retseptorid, tsiitokiinid ja nende
retseptorid, efektormolekulid ja transkriptsiooni regulaatorid (Weng, 2006). Vananenud
limfotsiitite iseloomustavad eelkdige muutused, mis on seotud rakupinna retseptoritega, nditeks
juba mainitud koretseptori CD28 kadu (Weng, 2006). Mdjutatud on ka TCR signaali iilekanne
ja seda kinnitavad uuringud nii vanade hiirte kui ka inimestega (Utsuyama et al., 1993; Whisler
et al., 1996). TCR signaaliradadega seotud geenide ekspressiooni langust vanuse kasvades
toendab T-raku pinnal paikneva gliikoproteiini CD3 gamma ahela (CD3G) madalam
ekspressioon inimese CD8" T-rakkudes (Cao et al., 2010). CD3 kompleks, mis koosneb y, & ja
¢ ahelast, on mittekovalentselt seotud T-raku retseptoriga (Smith-Garvin et al., 2009) ning seda

on voimalik kasutada T-raku identifitseeriva markerina (Chetty & Gatter, 1994).

Vastupidiselt eaga kaasnevale TCR signaaliraja aktiivsuse langusele, tduseb spetsiifiliste
tsiitokiinide ekspressioonitase (TNFa ja transformeeriv kasvufaktor beeta (TGF-B), teatud
kemokiinid ja nende retseptorid) vanade inimeste ja hiirte CD4 " ning CD8" T-rakkudes (Cané
et al., 2012; Fann et al., 2005; Lazuardi et al., 2009; Mo et al., 2003; Yung & Mo, 2003).
Enamik neist geenidest on seotud kroonilise infektsiooni tagajérjel tekkinud poletikuvastusega

(Chen et al., 2013).
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1.4.2. Geeniekspressiooni regulatsioon DNA metiileerimise abil

Avastatud on seoseid geeniekspressiooni mojutavate epigeneetiliste mehhanismide ja vanuse
vahel (Weidner et al., 2014). Lisaks metiilatsioonile kuuluvad epigeneetiliste muutuste hulka
ka kromatiini remodelleerimine, histoonide posttranslatsiooniline modifitseerimine ning
mittekodeerivate RNA-de nii ekspressiooni kui ka transkriptsiooni jirgne modifitseerimine
(D’Aquila et al., 2013). Kdige enam uuritud epigeneetiline modifikatsioon inimestes on DNA
primaarjérjestuse metiilatsioon, mis seisneb metiililrihma (-CH3) kovalentses lisamises

tsiitosiini 5. siisiniku kiilge (joonis 3; Bock et al., 2006).

Promootoriga seotud
CpG saar
]

Transkriptsiooni

?ﬂ ?% l— alguspunkt

g

WAVAY / f
WY \Waa) P - Ca ,
\ /\ /\/ N / A ? Metiileeritud CpG
N U PUN A ¢ Mittemetiileeritud CpG
e I :
Geen

Joonis 3. Geeni metiilatsiooni skeem. —CH3 tsiitosiini 5. siisiniku kiiljes tdhistab metiileeritud
C nukleotiidi. Promootriga seotud CpG saared on enamasti mittemetiileeritud, samal ajal kui
geeni keskele jadvad CpG saidid on iildiselt metiileeritud (Patterson ef al., 2011).

Inimese DNA-s on umbes 4% tsiitosiinidest metiileeritud. 5-metiiiiltsiitosiine esineb eelistatult
stiimmeetrilises CpG dinukleotiidses kontekstis, mis ei ole genoomis iihtlaselt jaotunud. Inimese
genoomi umbes 28 miljonist CpG dinukleotiidist on ~80% metiileeritud (Breiling & Lyko,
2015; D’Aquila et al., 2013). Keskmisest korgema CG sisaldusega piirkonnad moodustavad
CpG saari, mis voivad olla umbes 1 kiloaluspaari (kbp) pikkused DNA jérjestused ja neid on
inimese genoomis ca 24 000-27 000. Tihti on CpG dinukleotiidid, mis asuvad CpG vaestes

regioonides (intronid ja geenivélised alad), tugevalt metiileeritud, kuid CpG-d transkriptsiooni
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alade alguspunktides (TSS) ning CpG saartel mittemetiileeritud (joonis 3; D’Aquila et al.,
2013). Viimased on seotud aktiivse transkriptsiooniga (Bird et al., 1985; Stein et al., 1983),
samal ajal kui metiileerimine viib transkriptsioonilise inaktivatsioonini (joonis 4; Pollack et al.,

1980; Wigler, 1981).

O Mittemetiileeritud

O Metiileeritud

m l—) Geeniekspressioon

—| CpG saar | Geen —

Qm |—)(—’ Geeniekspressioon represseeritud

C——] CpG saar | Geen | s—

Joonis 4. CpG saarte metiilatsioonivariandi erinevused geeni regulatoorses piirkonnas
mdjutavad geeniekspressiooni'.

Kuna eaga DNA metiilatsioonimuster muutub (Fraga & Esteller, 2007), siis seos metiilatsiooni
ja vananemisprotsessi vahel aitab moista molekulaarseid mehhanisme normaalse ja enneaegse
vananemise korral (Florath et al., 2014). Hoolimata metiilatsiooni varieerumisest erinevate
kudede ja rakkude vahel, on vananemine protsess, mis modjutab koiki rakke ja v3ib olla seotud
sarnaste metiilatsioonimustritega paljudes inimeste kudedes: tdisveri/leukotsiiiidid (Bell et al.,
2012; Rakyan et al., 2010; Teschendorff et al., 2010), siilg (Bocklandt et al., 2011) ja nahk
(Koch & Wagner, 2011). Peamiselt iseloomustab eakate organismi genoomi globaalne
(promootorregioon, eksonid, intronid jne) DNA metiilatsiooni vihenemine (Heyn et al., 2012;
Yuan et al., 2015). Esineb ka teatud geenide promootorspetsiifilist hiipermetiilatsiooni (Bell et
al., 2012; Christensen et al., 2009; Zampieri et al., 2015), kuid vorreldes eaga kaasneva
hiipometiilatsiooniga, on see suhteliselt harv ndhtus, sest kdigest 13% metiilatsiooni muutusi

kirjeldavatest regioonidest on tugevalt metiileeritud (Heyn et al., 2012).

On selge, et nii programmeeritud kui ka juhuslikud muutused viivad vanurite metiiloomi
erinevusteni, viidates kvantitatiivsele metiilatsiooni mootmise kasulikkusele, et identifitseerida
faktoreid, mis voivad kiirendada voi aeglustada vananemist (Hannum et al., 2013). Seega

muutusi metiilatsioonis voib kasutada biomarkeritena, mille abil on vdimalik prognoosida ka

"http://missinglink.ucsf.edu/lm/genes_and_genomes/methylation.html
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niiteks immunoloogilist vanust, kuna mdned CpG saidid néitavad tugevat korrelatsiooni vanuse

ja DNA metiilatsiooni vahel (Bocklandt et al., 2011; Hannum ef al., 2013; Horvath, 2013).

1.4.2.2. DNA metiilatsiooni madramise kasutamine biomarkerina

Kuna epigeneetilised muutused on piisivamad kui geeniekspressiooni kdikumised, siis nditavad
hiljutised uuringud, et DNA metiilatsiooni muutusi on vdimalik kasutada niiteks
rakupopulatsioonide kvantiseerimiseks. Metiilatsioonispetsiifilise amplifikatsiooni abil on
madratud Ty (Sehouli et al., 2011; Wieczorek et al., 2009) ja iildist T-liimfotsiiiitide arvu
(Sehouli et al., 2011). Kasutatud metoodika abil kinnitati Ty, suurenenud sagedust ning T, ja

T-rakkude omavahelise suhte tdusu vihkkasvajate korral.

Muutused metiiloomis on otseselt seotud muutustega geeniekspressioonis (Sun et al., 2011),
kuna DNA metiileerimine kontrollib transkriptsioonilist aktiivsust transkriptsiooniks vajalike
elementide juurdepdisuga (Straussman et al., 2009). On selge, et east tingitud isedrasused DNA
metiilatsioonis mdjutavad geeniekspressiooni ja viivad hiljem molekulaarsete ja fenotiiiibiliste
tunnuste varieeruvuseni (Marttila et al., 2015). Uuringu kéigus, milles vaadeldi metiilloomi
seost eaga, leiti globaalse metiilatsiooni profiilimise abil iile 70 000 markeri, millel on

statistiliselt oluline seos metiilatsioonimiéra ja vanuse vahel (Hannum et al., 2013).

Perifeersetes vere leukotsiiiitides toimub vanusega seotud metiiloomi muutusi nii CD4" kui ka
CD8" T-rakkudes. Uldiselt on keskmine metiilatsioonitase CD4" ja CD8" T-rakkudes nii
vanadel kui noortel indiviididel suhteliselt sarnane, kuid siiski veidi enam varieerub metiiloom
vanurite CD8" T-rakkudes. Viimastes ekspresseeruvad teatud geenid, millel on avastatud
vastupidine korrelatsioon geeniekspressiooni ja DNA metiilatsiooni vahel. Seos on tugevam
metiilatsiooni piirkondades, mis asuvad geeni regulatoorses alas v3i promootorregioonis ja

geenidel, mille ekspressioonitase on kdrgem (Tserel et al., 2015).

Tserel ja kolleegide poolt 1dbiviidud uuringus tuvastati mitmeid geene, mille ekspressiooni ja
metiilatsiooni  vahel on negatiivne korrelatsioon (hiipermetiilatsiooni  tagajérjel
geeniekspressioon langeb ja hiipometiilatsiooni tagajirjel geeniekspressioon tduseb). Avastatud
geenid méngivad olulist rolli immuunvastuses, olles vajalikud T-rakkude diferentseerumiseks
ja  funktsioneerimiseks. Naiiteks kirjeldati langenud metiilatsiooni ja  tdusnud
geeniekspressiooni taset vanurite CDS8" T-rakkude poolt toodetud proinflammatoorsel
mediaatoril CCL)5 ja granuliisiini geenil GNLY (Tserel et al., 2015), kusjuures CCL5 taseme

tousu eakate vereplasmas on kirjeldatud ka varem (Cao et al., 2010; Zanni et al., 2003).
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Kemokiinid ehk kemoatraktantsed tsiitokiinid reguleerivad immuunrakkude migratsiooni
vereringest kudedesse ning kiituvad pdletikuvastuse algatajate ja sdilitajatena (Ebert et al.,
2005). CCL5, mida produtseerivad aktiveeritud T-rakud, NK rakud ja mingil mééral ka
monotsiitidid (Conti et al., 2001), kuulub samuti kemokiini vorgustikku ja on kemoatraktiivne
T-rakkudele, monotsiiiitidele, NK rakkudele, basofiilidele ja eosinofiilidele (Krensky & Ahn,
2007). Antimikroobset aktiivsust omav granuliisiin (GNLY), mis paikneb T- ja NK rakkude

tsiitotoksilistes graanulites, vabastatakse antigeeni stimulatsiooni jérel (Krensky, 2000).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Kéesoleva magistritdo praktilise osa iildiseks eesmargiks oli teha algust TagMan tehnoloogia
pohise metiilatsioonispetsiifilise reaalaja pollimeraasi ahelreaktsiooni meetodi (qPCR)
viljatootamisega. Spetsiifiliste immuunsiisteemiga seotud geenide metiilatsioonimustri
muutuste tuvastamine vdoimaldaks leida biomarkereid enneaegselt vananeva immuunsiisteemi

monitoorimiseks. Sellest 1dhtuvalt oli antud uuringu jaoks piistitatud jirgnevad eesmirgid:

* Juurutada meetod T-rakkude osakaalu hindamiseks vererakkude genoomsest DNA-st
(gDNA) CD3D geeni diferentsiaalselt metiileeritud regiooni metiilatsiooni
kvantiseerimise kaudu

e Tootada vilja meetod kahe vananemise ja poletikuga seotud regiooni

metiilatsioonitaseme hindamiseks
Eesmirkide saavutamiseks piistitati jirgmised tooiilesanded:

* Valida vilja spetsiifilised diferentsiaalselt metiileeritud geenid ning neis paiknevad CpG
saidid

* Disainida sihtmérkregioonidesse forward ja reverse praimerid ning TagMan sondid

* Disainida preamplifikatsiooniks vajalikud forward ja reverse praimerid

* Konstrueerida molekulide koopiaarvu kvantiseerimiseks spetsiifilised plasmiidid ning
testida TagMan siisteemi spetsiifilisust

* Luua konstrueeritud plasmiididest lahjendusrida

* Viia labi metiilatsioonispetsiifiline qPCR ja analiilisida saadud andmeid
2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valim

Antud t66s uuriti TU Eesti Geenivaramu geenidoonoreid, kelle tiisvere gDNA-d
eksperimentide labiviimiseks kasutati. 50 noort (vanuses 22-34 eluaastat) ja 50 vanurit (vanuses
73-84 eluaastat) indiviidi olid vélja valitud varasema projekti raames (Tserel et al., 2015) ning
nende seas oli 51 naist ja 49 meest. Materjalist sdltuvate tulemuste varieeruvuse kirjeldamiseks
viidi katseid 14bi ka 4 erineva indiviidi (3 naist ja 1 mees) tdisverest eraldatud perifeersete
mononukleaarsete rakkude (PBMC) gDNA-ga. Rakkude isoleerimise ning gDNA eraldamise

teostas molekulaarpatoloogia uurimisgrupi spetsialist.
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T60s sooritatud uuringute teostamiseks on geenidoonorid andnud informeeritud ndusoleku ning

on olemas Tartu Ulikooli inimuuringute eetikakomitee luba.

2.2.2. Metoodika

Meetod baseerub TagMan tehnoloogia pdhisel gPCR-1. Fluorogeenselt méargistatud spetsiifilise
sondi eemaldumine sihtmérkjérjestuselt ning reportervérvi eraldumine sondist voimaldavad
qPCR-i masinal tuvastada signaali ja seeldbi reaalajas tekkinud produkti akumuleerumist
jilgida® (joonis 5).

Fluorofoor (R) Vaigistaja (Q)

PCR forward TagMan

praimer sond ’

PCR reverse
praimer

Poliimerisatsioon

-

v Sondi eraldumine ning
lagunemine

-/

Fluorestsents

v Fluorestsents
—— \
b
-
PCR produkt Lagunenud sondi produktid

Joonis 5. TagMan sondi pdohine qPCR mehhanism. Fluorestsents reportervérv (R) ja vaigistaja
(Q) on kinnitunud vastavalt TagMan sondi 5’ ja 3’ otsa. Kui sond on seotud sihtmérkregiooniga,
siis vérvi kiirgumine on vaigistatud. Iga poliimerisatsioonitsiikli véltel eemaldab DNA
poliimeraas oma nukleaasse aktiivsusega sondi ning lagundab selle. Kui reporter on vaigistaja
kiiljest eraldunud, hakkab kiirguma iseloomulikku fluorestsentsvalgust, mille hulka
detekteeritakse reaalajas™  (kohandatud). Kiesolevas t30s kasutati FAM-TAMRA
fluorestsentmaérgist.

*https://www.thermofisher.com/ee/en/home/life-science/per/real-time-per/qper-
education/tagman-assays-vs-sybr-green-dye-for-qpcr.html
*https://www.agilent.com/cs/library/brochures/Brochure Guide%20t0%20QPCR_IN70200C.
pdf
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Kéesolevas t60s ptiiitakse TagMan qPCR-i siisteemi rakendada metiilatsiooni tuvastamiseks ja
selleks kasutatakse spetsiifilisi praimereid ning sonde, mis vdimaldaksid tuvastada

metiilatsioonimuutusi valitud regioonides.

2.2.2.1. Markerite valik

T-rakkude osakaalu hindamine perifeersest verest toimus CD3D geeni promootorala
diferentsiaalselt metiileeritud regiooni jérgi. Varasemate andmete pdhjal on selgunud, et CD3
geenide promootor ja regulaatoralade metiilatsioon CD4" ja CD8" T-rakkudes avaldub peale
DNA bisulfit-to6tlust TpG variandina (kirjeldus alapeatiikis 2.2.2.2.), kuid granulotsiiiitides,

monotsiiiitides, NK rakkudes ja B-liimfotsiiiitides CpG variandina (Sehouli ef al., 2011).

Teised metiilatsiooni muutuste madramiseks valitud geenid ning neis paiknevad spetsiifilised
CpG saidid baseeruvad Tserel ja kolleegide poolt 14bi viidud uurimusel, kus nende erinev
metiilatsioonimuster korreleerus geenide ekspressioonitasemega CD8" T-rakkudes (joonis 6;
Tserel et al., 2015). Nimetatud t66s kasutati metiilatsioonimustri tuvastamiseks Infinium
Human Methylation 450K BeadChip (Illumina) kiipi. Vélja valitud markergeenid on seotud
poletikuliste protsessidega, mis peaksid edukalt kirjeldama vanurite inflamm-aging fenotiiiipi.
Konkreetsed CpG saidid ldhtuvad t66s kirjeldatud p-véartustest, mis nditasid olulisi erinevusi

noorte ja vanade vahel.

CCL5 GNLY
cg10315334 cg02867514 cg16406960
= 14 =
o
.g 13 =
12 -
&
v -
R B T B l i I
-0.2 0.0 0.2 -0.2 0.0 0.2 -0.2 0.0 0.2
Metiilatsioon

Joonis 6. CD8" T-rakkude CCLS5 geenis paiknevad cgl10315334 ja cg02867514 ning GNLY
geenis paiknev cgl6406960 omavad negatiivset korrelatsiooni geeniekspressiooni ja
metiilatsiooni vahel. Y-teljel on toodud ekspressioonitase ning x-teljel metiilatsiooni muutus,
sinised ja punased tdpid tdhistavad vastavalt vanemaid ning nooremaid indiviide.
Hajuvusgraafikud néitavad geenide CCL5 ja GNLY korgemat ekspressiooni vanematel
inimestel, kuna metiilatsioonitase on langenud (Tserel et al., 2015, kohandatud).

2.2.2.2. Proovide bisulfit-tootlus

DNA metiilatsiooni tuvastamiseks kasutati tdnapdeval enim levinud meetodit bisulfit-tootlust

(Frommer et al, 1992). Genoomse DNA bisulfit-tootluse korral konverteeritakse
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mittemetiileeritud C nukleotiid ja CpG dinukleotiidid kas U nukleotiidiks voi UpG
dinukleodiidiks, mis jargneva amplifikatsiooni kdigus vastavad kas T nukleotiidile vdi TpG
dinukleotiidile (TpG wvariant). Metiileeritud CpG dinukleotiid sidilitab oma kuju CpG

variandina. Joonisel 7 on toodud néide bisulfit-tootluse toimest (Olek et al., 1996).

1 23 4 5 6 7 &8 9 10 11 12
Algne DNA 5 AT CACH G CGCx G C G 3

DNA jérjestus pirast bisulfit-tootluse
amplifikatsiooni

S ATTAC 6T GC 6 T G 3

Joonis 7. DNA jirjestus enne ja pirast bisulfit-tootlust. Algse DNA metiileeritud CG
dinukleotiidid (#5 ja #9) sdilitavad pérast bisulfit-to6tlust oma CpG variandi. Metiileerimata C-
d positsioonides #3, #7 ja 11# konverteeritakse nukleotiidiks U ning jérgneva amplifikatsiooni
kiigus detekteeritakse neid tiimiinina (T).

Bisulfit-to6tlus viidi 1dbi £Z DNA Methylation™ Kit’iga (Zymo Research, USA) vastavalt
tootja protokollile. Too6tlusesse voeti 600 ng gDNA-d, lisati 5 pl M-Dilution puhvrit ja
reaktsioonimaht viidi deioniseeritud veega 50 pl-ni. Pipetiga segatud proove inkubeeriti +37
°C juures 15 minutit. Jargnevalt lisati 100 pl valgustundlikku CT Conversion reagenti, milles

sisalduv naatriumbisulfit reageerib tslitosiiniga. Proove inkubeeriti iile6d termotsiikleris

Eppendorf Mastercycler (Applied Biosystems), reziimil:

95°C 30sek | 16 tsiiklit
50 °C 1h
4 °C 00

Inkubeeritud proovid kanti Zymo-Spin™ IC kolonnidele, millele oli eelnevalt lisatud 400 pl M-
Binding puhvrit. Kolonnid tdsteti kogumistuubi ja proove segati paar korda kolonne tagurpidi
pOdrates. Jargnes proovide tsentrifuugimine tiiskiirusel (>10 000 x g) 30 sekundit (Centrifuge
5415 D, rootor F45-24-11, Eppendorf). Pérast lédbijooksu draviskamist kanti kolonnile 100 pl
M-Wash puhvrit ning tsentrifuugiti taas 30 sekundit tdiskiirusel. Seejérel toddeldi proove 200
ul M-Desulphonation puhvriga, inkubeerides neid toatemperatuuril 15 minutit, parast mida
pesti kolonne kahel korral 200 pl M-Wash puhvriga. Proovide elueerimiseks asetati kolonnid
1,5 ml tuubidesse ning lisati 50 pl deioniseeritud vett. Parast 30 sekundilist téiskiirusel

tsentrifuugimist oli saaduseks bisulfit-toddeldud DNA kontsentratsiooniga ~12 ng/ul.

2.2.2.3. Bisulfit-to6deldud DNA preamplifikatsioon

Vihendamaks qPCR-i jaoks vajamineva DNA mahtu, viidi ldbi sellele eelnev bisulfit-

toddeldud DNA preamplifikatsioon, milleks vajalikud praimerid disainiti 1dhtudes eeldustest:
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- Praimerite optimaalne pikkus vahemikus 18-25 bp

- Praimerite optimaalne sulamistemperatuur 54-60 °C

- Amplikoni optimaalne pikkus 200-500 bp

- Amplikoni sisaldab qPCR-i poolt iiles amplifitseeritavat piirkonda

- Praimerid ei tohi sisaldada metiilatsioonimustri muutusi kirjeldavaid regioone

Saadi jargnevad praimerite paarid:

GEEN forward 5’23’

reverse 5° 23’

CCLS5 GGTTGTGGTGGTTAAGATTAGG

AAATACCCCTCAACTAACCCTATA

GNLY AAAGGGAATTATTAGGTAATTAGGG

CCCACTCCCACACAACTA

CD3 GAATTATTAGTTTGGGTGAGAGTTG

AATCCTAAAAAAAATCAACCTCCAT

Uhe PCR reaktsioonisegu kogumahuks oli 25 ul, mis sisaldas:

Maht | Kontsentratsioon
10x Yellow PCR Buffer (Naxo, Eesti) 2,5ul 1x
25 mM MgCl, (Solis BioDyne, Eesti) 1,5 ul 1,5 mM
2 mM dNTP (Solis BioDyne, Eesti) 1,5 ul 0,12 mM
5 U/ul HOT FirePol DNA poliimeraas (Solis BioDyne, Eesti) 0,3 ul 1,5U0
5 uM F+R praimerisegu (Metabion International AG,

Saksamaa) 1l 0,2 uM
Deioniseeritud vesi 17,2 ul N/A
Bisulfit-toodeldud DNA 1 ul ~12 ng/ul

Preamplifikatsiooniks vajalik PCR viidi l4bi termotsiikleris Eppendorf Mastercycler, reziimil:

Poliimeraasi aktivatsioon

Denaturatsioon
Praimerite seondumine
Produkti paljundamine
Ldpp elongatsioon

95 °C 15 min

95°C 20 sek
56 °C 30 sek 25 tsuiklit
72 °C 1 min

72 °C 3 min
4°C o

2.2.2.4. qPCR preamplifitseeritud bisulfit-toodeldud DNA-le

Selleks, et tuvastada, milline metiilatsiooni variant (TpG vdi CpG) antud indiviidil valitud geeni

regioonis domineerib, tuli ldbi viia TagMan tehnoloogia pdhine qPCR. Metiilatsiooni

hindamiseks disainiti samale regioonile kaks erinevat sondi ning kaks paari forward ja reverse

praimereid, mis seonduksid vastavalt kas TpG voi CpG varianti sisaldava jarjestusega. Oluline
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oli tagada voimalikult korge spetsiifilisus, seega ldhtuti praimerite ning sondi loomisel

jargmistest eeldustest’ (kohandatud):

- Metiilatsioonimuutusi kirjeldav TpG/CpG sait peab voimalusel paiknema praimeri(te)

3’ otsas

- Vodimaluse korral sisaldab iga praimer/sond vihemalt {ihte TpG/CpG dinukleotiidi

- Praimerite optimaalne pikkus vahemikus 18-25 bp

- Praimerite optimaalne sulamistemperatuur 54-60 °C

- Sondi optimaalne sulamistemperatuur ~10 °C kdrgem

- Amplikoni optimaalne pikkus 100-150 bp

Saadi jargnevad praimerid ja sondid:

CCL5

TpG | forward 5°23° GGGAGGTAGATGTAGGAGTG

reverse 5’23’ AATCAAAACAACACATAAACCTCA

sond 5’23’ ATGATAGTGAGGGTTGTTGTGGAGATTT
CpG | forward 5’23’ GGAGGTAGATGTAGGAGCG

reverse 5’23’ CAAAACAACACGTAAACCTCG

sond 5’23’ ATAGCGAGGGTTGTCGCGGAGAT

GNLY

TpG | forward 5°23° GGGTTAAGTGAGATGATTTATT

reverse 5’23’ TACCAAAATACCTAAAATATACCA

sond 5’23’ TGTTTTATGTAATATTTGGAATGTATTTGTATTAAG
CpG | forward 5’23’ GGGTTAAGTGAGATGATTTATTTA

reverse 5’23’ TACCAAAATACCTAAAATATACCG

sond 5’23’ TGTTTTATGTAATATTTGGAACGTATTTGTATTAAG

CD3 (Sehouli et al., 2011, modifitseeritud)

TpG | forward 5°23° GGTGGTTTGAATTTTAGTGT

reverse 5’23’ AAAAATCTAACTACTACAACTTAC

probe 5’23’ GAGAAGTTGTTGGTTTTATAGTGTAAG
CpG | forward 5’23’ GTGGTTTGAATTTTAGCGT

reverse 5’23’ AAATCTAACTACTACGACTTAC

sond 5’23’ TCGTCGGTTTTATAGCGT

* http://www.epibeat.com/tools-technology/bisulfite-conversion-and-methylation-
sequencing/2131/
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qPCR reaktsioonid segati kokku triplikaatidena, mahuks 33,4 pl, mis sisaldas jargnevaid

komponente:

Maht | Kontsentratsioon
5x HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus (ROX) (HOT
FIREPol® DNA poliimeraas, 5x probe qPCR puhver, 15
mM MgCl,, dNTPs, ROX virv) (Solis BioDyne, Eesti) 6,68 ul 1x
5 puM F+R praimerisegu (Metabion International AG,
Saksamaa) 10,02 pl 1,5 uM
5 uM TagMan sond (Metabion International AG, Saksamaa) 1,67 ul 0,25 uM
Deioniseeritud vesi 12,03 ul N/A
Preamplifitseeritud bisulfit-t66deldud DNA 3ul N/A

Saadud segu tosteti 10 pl kaupa kolmes korduses qPCR 384-kannulisele mikrotiiterplaadile

laiali ning amplifikatsioon viidi 1&bi masinaga ViiA™ 7 (Applied Biosystems), reziimil:

Poliimeraasi aktivatsioon 95°C 15 min
Denaturatsioon 95°C 15sek 45 tsiiklit
Praimerite seondumine ja elongatsioon 60 °C 1 min

2.2.2.5. Plasmiidide konstrueerimine

TpG vdi CpG motiivi koopiaarvu  kvantiseerimiseks  konstrueeriti  plasmiidid.
Kloneerimisvektorina kasutati pUCS57-Amp (lisa 1), mis sisaldas kas CCL5, GNLY véi CD3
TpG/CpG amplikoni. GENEWIZ’st (Euroopa) tellitud liiofiliseeritud plasmiidid lahustati iiles
20 pl TristEDTA (TE) puhvriga, saades loppkontsentratsiooniks 0,2 pg/ul. Plasmiidid
transformeeriti Escherichia coli (E. coli) rakkudesse: 2 pl-le plasmiidilahusele lisati 30 pl
kompetentseid baktereid, proove segati ning inkubeeriti 30 minutit jaal. Jargnes kuumasokk 3
minutit +37 °C juures, parast mida asetati rakud uuesti paariks minutiks jééle. Rakke kosutati
1 ml laboratoorses so6tmes (LB) ning inkubeeriti +37 °C juures 45 minutit. Saadud
transformeerimissegu tsentrifuugiti 3 minutit 6000 x g juures, seejirel eemaldati ~970 pl
supernatanti. Jarele jadnud rakususpensioon kanti ampitsilliini sisaldavale agarsodtmele. Petri
tasse inkubeeriti iile6d +37 °C juures. Jargneval pdeval voeti kiilviaasaga 5-6 iiksikkolooniat,
mis viidi pooleliitrises kolvis olevasse 100 ml LB vedelsodtmesse, kuhu lisati ka 100 pl
karbenitsilliini (50 pg/ul). Bakterikultuuri kasvatati 18 h loksutil +37 °C keskkonnas.
Jargmisena tsentrifuugiti suspensiooni 20 minutit pdoretel 4500 x g (Sorvall RC-5B Plus

Superspeed Centrifuge; rootor AF6.250, Kendro) ning eemaldati supernatant.
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2.2.2.5.1. Plasmiidide eraldamine bakteri rakkudest

E. coli rakkudes kasvatatud plasmiidide eraldamiseks kasutati Endotoxin-free plasmid DNA
purification kit’1 (Macherey-Nagel, Saksamaa). Korge koopiaarvuga plasmiidide puhastamine
baseerus NucleoBond® Xtra EF plasmid purification midi protokollil. Alustuseks
resuspendeeriti rakke 8 ml RES-EF + RNase A puhvris, seni kuni sade oli tiielikult lahustunud.
Rakkude liiiisimiseks lisati 8 ml LYS-EF puhvrit, topse segati 5-6x limber pddrates ning
inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril. Jirgnes liisaadi neutraliseerimine 8 ml NEU-EF puhvri
lisamisel ning topse keerati iile korgi seni kuni liiiisipuhvri indikaatorvirv hajus. Liisaati hoiti
jaal (minimaalselt 5 minutit) ja samal ajal toimus kolonnide tasakaalustamine. Selleks kanti 15
ml EQU-EF puhvrit ringjalt NucleoBond® Xtra kolonnidele, nii et kogu filter saaks niisutatud.
Liisaat (suuremad tiikid peenestati kiilviaasaga) kanti kolonnidele kohe kui kogu

tasakaalustamiseks kasutatud puhver oli 1dbi jooksnud.

Esimese pesu jaoks kanti filtrile ringjalt 5 ml FIL-EF puhvrit, et eemaldada kogu sinna
kinnitunud lisaat. Lébijooksu jdrel filter eemaldati. Teise pesu jaoks kanti kolonnile 35 ml
ENDO-EF puhvrit ning pérast ldbijooksu toimumist jargnes kolmas pesu, mil kolonnile lisati
15 ml WASH-EF puhvrit. Pdrast pesu elueeriti plasmiidset DNA-d 5 ml ELU-EF puhvriga, mis
koguti 15 ml tuubidesse. Plasmiidne DNA sadestati 3,5 ml toatemperatuuril oleva
isopropanooliga, segati tugevalt loksutades ning tsentrifuugiti (Eppendorf 5810R Centrifuge,
rootor A-4-62) 1 h tiispdoretel (4000 x g) 18 °C juures. Supernatant valati dra ning sadet pesti
3 ml 70% etanooliga. Pérast 10 minutilist tdispooretel tsentrifuugimist eemaldati ettevaatlikult
lisatud etanool ning lasti kuivada. Sade lahustati 500 pl H2O-EF puhvriga. DNA
kontsentratsiooni modtmiseks kasutati NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetrit (Thermo

Scientific).

2.2.2.5.2. Plasmiidide lineariseerimine

Kvantiseerimiseks oli oluline, et qPCR abil amplifitseeritakse lineaarseid plasmiide. Selle jaoks
restrikteeriti puhastatud plasmiide ensiilimiga Scal. Restriktsioon toimus 1 h jooksul +37 °C

juures. Restriktsioonisegu 1dppmaht oli 30 pl ning koosnes see jargnevatest komponentidest:

Maht | Kontsentratsioon
10x puhver Scal (Thermo Fisher Scientific, USA) 3ul 1x
Ensiitim Scal 10 U/pl (Thermo Fisher Scientific, USA) 1 pl 10U
Plasmiidne DNA 1 pg
Deioniseeritud vesi Loppmahuni N/A
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2.2.2.5.3. Lineaarsete plasmiidide puhastamine

Lineariseeritud plasmiidide puhastamiseks kasutati GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup
Micro Kit’i (Thermo Scientific, USA) ning protsess teostati tootja protokolli jérgides.
Puhastamine toimus toatemperatuuril ning kdigepealt viidi restriktsioonisegu maht 200 pl-ni,
selleks lisati ensiimaatilisele segule 170 pl deioniseeritud vett. Jargnevalt lisati 100 pl
sidumispuhvrit (Binding Buffer), segati korralikult pipetiga 1dbi ning lisati 300 pl 96% etanooli
ja segati proov homogeenseks. Saadud segu kanti kogumistuubides asuvatele DNA purification
Micro kolonnidele, mida tsentrifuugiti 1 minut 14 000 x g juures (Centrifuge 5415D, rootor
F45-24-11, Eppendorf), ldbijooks eemaldati. Pesuks lisati 700 pl Wash Buffer’t ning
tsentrifuugiti taas samadel parameetritel, 1dbijooks eemaldati. Nimetatud pesu tehti kaks korda
ja seejdrel tsentrifuugiti tiihjasid kolonne veel 1 minut 14 000 x g juures, et eemaldada viimased
puhvrijddgid. Kolonnid tosteti uude 1,5 ml tuubi ning plasmiidid elueeriti 10 pl
elueerimispuhvriga (Elution Buffer). Parast 1 minutilist tsentrifuugimist saadud lineaarseid

plasmiide séilitati -20 °C juures.

2.2.2.5.4. Lineariseeritud plasmiidide ettevalmistamine qPCR-ks

Reaalaja PCR-ks vajalike plasmiidide ettevalmistamine teostati protokolli jérgi. Eelnevalt

spektrofotomeetriga moddetud lineaarsete plasmiidide kontsentratsioonid (7:[—?) teisendati

ithikutesse grammi liitri kohta (%). Seejdrel arvutati plasmiidide molekulaarmass (F.W.)

valemiga F.W. = plasmiidi suurus (bp) x 662 grammi molekuli aluspaari kohta (mogl’_bp). Antud

katses oli plasmiidi pUC57-Amp suurus 2710 bp. Lineariseeritud plasmiidide molaarne

kontsentratsioon arvutati valemi M (—) = M: 1L abil. Leiti lineariseeritud plasmiidide
L F.W. p

koopiaarv 1 ul kohta, teades, et 1 M on vérdne umbes 6,0221415x10* koopiaga, seega korrutati

saadud molaarne kontsentratsioon Avogadro arvuga ning teisendati mikroliitritesse.

Jargnev protseduur toimus tdmbekapi all, kuna reaalaja PCR on véga tundlik igasugusele
saastumisele. Lahjendusrea tegemist alustati kontsentratsioonist 2x10° plasmiidikoopiat
mikroliitri kohta (Cy), 1dppmahuks 20 pl (Vy). Kasutades C;Vi=C¢V¢ seost, kus V; on teadmata
plasmiidistocki maht, mida tuleb kasutada lahenduse tegemiseks, C; on lineaarse

plasmiidistocki algne kontsentratsioon (koopiat/ul). Esimese lahenduse tegemiseks voeti V; =
% plasmiidistocki ja lisati iilejadnud hulgas Tris + EDTA (TE) puhvrit, mis sisaldas 2 ng/pl
Salmon sperm DNA-d. Jargnes 10x lahjendusrea tegemine, mille kangeim kontsentratsioon oli

10° koopiat/pl, 13ppmahuks 50 pl. Lahjendamiseks kasutati samuti TE+Salmon sperm DNA
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segu. Lahjendusseeria tegemiseks kasutati DNA LoBind tuube, mis takistavad DNA-I seonduda
tuubi seinale ja vidhendavad sellega kontsentratsiooni langemise ohtu. Lahjendatud

plasmiidirida siilitati temperatuuril -20 °C.

2.2.2.6. Andmete analiiiis

Reaalaja PCR-i tulemusi analiiiisiti koigepealt ViiA™ 7 tarkvara abil. Standardkdvera kalde
(slope) véartus -3,3 téhistab optimaalset, 100%-list qPCR-i amplifikatsiooni efektiivsust.
Proove, mille vihemalt kahe korduse keskmise lavitsiikli (Ct) standardhilve (SD) oli >0,2
(Karlen et al., 2007), edaspidi andmeanaliiiisidesse ei kaasatud. Saadud andmed korrastati

programmiga MS Office Microsoft Excel 2010.

Lahtuvalt plasmiidse lahjendusrea Cr vdirtuste tulemuste alusel tuvastatud TpG ja CpG

molekulide koopiaarvudest leiti iga indiviidi spetsiifilise geeni TpG molekulide suhteline

TpG
TpG+CpG

sagedus ( ) %. Selleks, et hinnata kasutatud materjalist, vanusest ning soost sdltuvaid

varieeruvusi, sooritati kahepoolne paaritu t-test. Korrelatsiooni uuringute jaoks kasutati
lineaarset ehk Pearsoni korrelatsioonikordajat. Oluliseks loeti tulemusi, mille p-véértus oli
<0,05. Statistiline analiiiis ning graafikud konstrueeriti tarkvara GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc, USA) abil.

T-rakkude osakaalu hindamiseks lahtuvalt spetsiifilisest CD3 markerist sooritati 4 korduskatset

kahe erineval ajahetkel ldbiviidud preamplifikatsiooni ja  bisulfit-tootlusega.

Variatsioonikordaja ehk suhteline viga (Cy) arvutati valemiga C, (%) = E - 100, kus o on nelja

qPCR amplifikatsiooni signaali tuvastamise hetkel saavutatud Cr véértuste standardhdlve ja p

on nelja qPCR amplifikatsiooni signaali tuvastamise hetkel saavutatud Cr vairtuste keskmine.

28



2.3. Tulemused

2.3.1. Metiilatsioonitase CD3D geeni promootoralas

Labiviidud eksperimendis kasutatud praimerite paiknemine ning CpG saidid on visualiseeritud

joonisel 8.

chr11:118213363-118213735 TpG motiiv
5’GAATTATTAGTTTGGGTGAGAGTTGTTTTTTTTTAGTTGATTTATAGGTATTGGAAAGAGGAGAGTGGGGGAGGAATTAGAAGA
TGTTTIGTTITITITGTTTITIGTIGTTGATGGTGGGAAATTTITAGAGTGGGGGTGGGTTAGGGGTAGGGTAGGAAGGAAGTGGTGT
AAATTGTTTTATTTTTGAGTAGGGAGTTGGTAGAGAATATGGAAAAGGTGGTTITGAATTTTAGTGTITITATTGATAATGTAATTA
TATTTATATATAATTTAAATATTGTTATATTTTGAAGTTTTTTGAGAGAAGTTGTTGGTTTTATAGTGTAAGTTGTAGTAGTTAGAT
FFFFTATGGAGGTTGATTTTTTTTAGGATT3’

chr11:118213363-118213735 CpG motiiv

S’GAATTATTAGTTTGGGTGAGAGTTGTTTTTTITTTAGTTGATTITATAGGTATCGGAAAGAGGAGAGTGGGGGAGGAATTAGAAGA
TGTTTGTTTTTTTGTTTITIGTCGTTGATGGTGGGAAATTTTTAGAGTGGGGGTGGGTTAGGGGTAGGGTAGGAAGGAAGCGGTGT
AAATTGTTTTATTTTTGAGTAGGGAGTTGGTAGAGAATATGGAAAAGGTGGTTTGAATTTTAGCGTTTTTATTGATAATGTAATTA

TATTTATATATAATTTAAATATTGTTATATTTCGAAGTTTTTTGAGAGAAGTCGTCGGTTITATAGCGTAAGTCGTAGTAGTTAGAT
FFTTTATGGAGGTTGATTTTTTTTAGGATT3’

Scale 20 kbt 1 hgl9

g
chri1: | 118,180,000 | 118,190,000 | 118,200,000 | 118.210,000 | ~  118,220.000 | 118,230,000 |
UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & Comparative Genomics)
CD3E CD3D . 8 UBEA4A #=—+
—tttttm
M12878 Methylation 450K Bead Array from ENCODE/HAIB
cat1570784] Y fom ENC ca12386575

ca18085869 | ca05807698 | ca07728874 ca27413396 |
ca05474707 K ca24841244 €a24994249 |
0 7 ca03074244 €a20492912 |
ca05160234 | ca09096950 |
ca03254928 | ca04199396 |
ca13750061 | €a24663984 |
ca07545925 ca19709743 |
%ca15880738 ca07212053 |
ca17206001| ca10083046 |
©a19193135| ca05107429 |

Preamplifikatsiooni praimerid (373 bp) Sondid: TpG motiiv 27 bp ja CpG motiiv 18 bp

qPCR produktid: TpG motiiv 131 bp ja CpG motiiv 128 bp Praimerié

Joonis 8. CD3 erinevate ahelate (D, E ja G) paiknemise genoomne lokalisatsioon. Joonisel on
kujutatud kéesolevas t66s CD3D geeni diferentsiaalse metiilatsiooni hindamiseks kasutatud
preamplifikatsiooni praimereid (helesinine) ja TpG/CpG variandi nukleotiidseid jérjestusi.
Halliga on mérgitud TpG/CpG motiivi qPCR produktid, vastavad praimerid on labikriipsutatud
ning punasega on tdhistatud sondid. Lisaks on kollasega margitud kdik antud regiooni jadvad
TpG/CpG saidid. Térnikesed tdhistavad varasemas toos (Tserel et al., 2015) uvuritud
metiilatsioonisaite. Algne genoomi jirjestus voetud UCSC andmebaasist’.

Kalibratsioonikurvi loomiseks konstrueeritud plasmiidide lahjendused niitasid lineaarset seost
logaritmitud kontsentratsiooni ning nende keskmiste signaali tuvastavate Cr véirtuste vahel
(joonis 9). Lisaks kinnitati praimerite spetsiifilisust TpG spetsiifilise motiivi ja TpG praimerite

ning CpG spetsiifilise motiivi ja CpG praimerite vahel, kuna ei tuvastatud ristreaktsioone

erinevate sihtmarkregioonide ning praimerite korral (joonis 9).

> https://genome.ucsc.edu
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Joonis 9. Lineaarne seos CD3D diferentsiaalselt metiileeritud regiooni kalibratsioonikdvera
jaoks konstrueeritud spetsiifiliste plasmiidide kontsentratsioonide (x-telg) ning qPCR-i poolt
moddetud keskmiste Cr vadrtuste (y-telg) vahel. Mida madalam on ahelreaktsioonis kasutatud
plasmiidi lahjenduse, vastavalt kas TpG (A) vdi CpG (B) variandi, kontsentratsioon, seda
suuremad on Cr védrtused. Vasakul mustas kastis on illustreerivad ndited qPCR-i
originaalkdveratest. Selgelt véljendub, et 10x kontsentratsiooni muutus toob kaasa Cr védrtuse
variatsiooni *3 tsiikli vorra, mis on seotud optimaalse kalde (slope) véértusega -3,3. Paremal
asetsev musta raamiga graafik kinnitab sihtméarkregiooni ja praimerite spetsiifilisust, kuna CpG
praimerid ei anna TpG motiiviga produkti (A) ning vastupidi (B).

Jirgnevad katsed viidi libi 100 TU Eesti Geenivaramu geenidoonoriga. Pirast qPCR-i
tulemuste esialgset analiiiisi jdid uuringusse alles 83 indiviidi proovid (41 noort vs 42 vana; 40
meest vs 43 naist), kel kriteeriumiks seatud TpG vdi CpG spetsiifiliste replikaatide
amplifikatsiooni Cr véértuse SD ei iiletanud 0,2. Koopiaarvud arvutati ViiA™ 7 tarkvara poolt
ja nende pdhjal leitud TpG suhtelist sagedust kdrvutati vererakkude pohipopulatsioonide
sagedustega. Leiti positiivne korrelatsiooni limfotsiiiitide, kuid negatiivne korrelatsioon

neutrofiilide osakaaluga (joonis 10).
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Positiivne korrelatsioon TpG molekulide suhtelise sageduse ja Negatiivne korrelatsioon TpG molekulide suhtelise sageduse ja
liimfotsiiiitide sageduse vahel neutrofilide sageduse vahel
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Joonis 10. TpG koopiaarvu sageduse tdus on seotud limfotsiiiitide suurema (A), kuid
neutrofiilide vdiksema sagedusega veres (B). Graafikutel on kujutatud vastavaid lineaarseid
seoseid, Pearsoni korrelatsioonikordajat r ning p-vaértusi: ***p < 0,0001.

Keskmine TpG motiivi osakaal PBMC-dest parit gDNA-s on suurem kui tiisverest eraldatud
gDNA-s, vastavalt 67,0% ning 35,6%. Seda toestasid kahel erineval ajahetkel ldbiviidud
bisulfit-tootluse ja preamplifikatsiooni produktiga sooritatud 4 korduskatset. Tulemused on
suhteliselt hdsti replitseeritavad (joonis 11), kuna keskmine C;, erinevate proovidega
korduskatsete korral oli 7,7% (+4,2%). Lisaks selgus, et CD3D demetiilatsioon on noortes
kdrgem kui vanades, kuna katsed tdisverest parit gDNA-ga nditavad suuremat TpG % noortes

indiviidides (40,7% vs 30,5%; joonis 11).
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Joonis 11. TpG molekulide suhteline sagedus CD3D spetsiifilises regioonis. Graafikutel on
visualiseeritud tdisverest ning PBMC-dest pdrit gDNA-ga ldbiviidud nelja korduskatse
keskmine TpG molekulide suhteline sagedus+=SD. Erinevusi on mérgata kasutatud materjali
(tdisveri vs PBMC) ning vanusest tuleneva varieeruvuse vahel gDNA-ga sooritatud katsete
korral.

East soOltuvaid muutusi metiilatsioonimustris néitavad ka geenidoonoritega lébiviidud
analiilisid. Kui keskmine TpG molekulide osakaal antud valimis oli 31,8%, siis vastavalt noortel
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ja vanadel olid need néitajad statistiliselt oluliselt erinevad: vastavalt 35,5% ning 28,1%.

Varieeruvust meeste ja naiste CD3 metiilatsioonis ei tuvastatud (tabel 3; joonis 12).

Tabel 3. CD3D diferentsiaalselt metiileeritud ala TpG molekulide suhtelised sagedused
vastavates gruppides.

TpG
N TpG + CpG

Koik 83 31,.8%

Noored 41 35.5%

Vanad 42 28.1%

Mehed 40 31.5%

Naised 43 32.0%
AN CD3D B CD3D
» 801 = 804
<o ) e °
3 60+ g 60+
'Ti Hum = eoese us"
5 407 1 £ 401 ° angdhan"
S L1 7L S =
= ug = °318°° O HH
= 204 ] = 204
§ ..I.I i ..:. l..
g = g .
%. 0 Not;red Valllad % N Me'hed Nailsed
= =

Joonis 12. CD3D spetsiifilise regiooni TpG molekulide suhtelise sageduse erinevus noorte ja
vanade (A) ning meeste ja naiste vahel (B). Graafikutel on véljatoodud TpG motiivi suhtelise
sageduse keskmine+SD ning p-véértus: **p < 0,01.

Kiesolevas t60s saadud TpG motiivi suhtelist osakaalu korvutati varasemas t60s tuvastatud
CD3 kodeerivates geenides paiknevate biomarkerite metiilatsioonitasemega (Tserel et al.,
2015). Nii CD3D (cg24841244 ja cg07728874), CD3E (cg06164961 ja cg24612198) kui ka
CD3G (cg15880738) markergeenide metiilatsiooni saitide B-vadrtused (100% tdhistab tiielikku
metiileeritust) korreleerusid negatiivselt antud uuringus tuvastatud TpG molekulide suhtelise
osakaaluga (joonis 13). Nimetatud CpG saitide lokalisatsioon on tirnikestega tdhistatud

joonisel 8.
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Joonis 13. Kdrgema B-véirtuse korral on CD3 kodeerivate geenide vastavas regioonis paikneva
metiilatsioonisaidi TpG motiivi sagedus madal. Graafikutel on kujutatud vastavaid lineaarseid
seoseid, Pearsoni korrelatsioonikordajat r ning p-véértusi: ***p < 0,0001.

2.3.2. Metiilatsiooni muutused vananemisega seotud geenides

Lisaks muutustele rakupopulatsioonide osakaaludes, on varasemad t60d tuvastanud
vananemisega seotud metiilatsioonimustreid ka rakupopulatsioonide sees. qPCR pdhise
meetodi véljatootamiseks valiti vdlja 2 geeni: CCLS5 (selles asuvad CpG saidid cg10315334 ja
cg02867514) ning GNLY (cgl16406960), mis mdlemad on iseloomulikud pdletikule ning mille
metiilatsioon oli vihenenud vanemates indiviidides vorreldes noortega (Tserel et al., 2015).
Kasutatud praimerid/sondid ning CpG saidid on toodud joonisel 14. Koopiaarvude kindlaks
médramiseks konstrueeritud plasmiidid néditasid ka siin lineaarset seost ning optimaalset

reaktsiooni efektiivsust (lisa 2). Preamplifikatsiooniks ning qPCR-ks vajalike praimerite
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toimivust kinnitab ldbiviidud harilik 45-tsiikliline PCR (tulemused kajastamata) ning
spetsiifilisust see, et ei toimunud ristreaktsioone erinevate sihtmarkjarjestuste ja praimerite

vahel (lisa 2).

chr17:34207206-34207415

A)  5GGTTGTGGTGGTTAAGATTAGGATTTATATGGGGAGGTAGATGTAGGAGTGTAGAGGGTAGTAGTAATGAGGATGATAGTGAG
GGTTGTTGTGGAGATTTTTATGGTATTTGTGGGAGAGGTTGTGEBAGGTTTABGTGTTGTTTTGATTTTTTGTAGGAATTTTTTGTA
GTTTAGGTTGGTTTTTTATAGGGTTAGTTGAGGGGTATTT3’

Chr17:34207206-34207415

5’ GGTTGTGGTGGTTAAGATTAGGATTTATATGGGGAGGTAGATGTAGGAGCGTAGAGGGTAGTAGTAATGAGGATGATAGCGAG
GGTTGTCGCGGAGATTTTTATGGTATTTGTGGGAGAGGTTGTGEBAGGTTTABBTGTTGTTTTGATTTTTTGTAGGAATTTTTTGTA
GTTTAGGTTGGTTTTTTATAGGGTTAGTTGAGGGGTATTT3’

Scale 5 kbt 1 hg19
chri7: 34,200,000 | 34,205,000 |
coLs UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & Comparglive Genomics

GM12878 Methylation 450K Bead A from ENCODE/MALI
ca14796318| ccﬁ‘faaﬁg&'f ray i a’ c010315334 |

% c002867514 |
c008656816 |
cn19411729|

Preamplifikatsiooni praimerid (210 bp) Sondid: TpG motiiv 28 bp ja CpG motiiv 23 bp
qPCR produktid: TpG motiiv 119 bp ja CpG motiiv 115 bp Praimerid

chr2:85921077-85921352

B) 5’AAAGGGAATTATTAGGTAATTAGGGGAAATGATGAAGAAGATTTATATTTATAAATGTGGAAAGATGTTTGTGGTATATTGTTA
AATTAAAAAGTTGTTTAAAAATAGTTTTTGGGTTAAGTGAGATGATTTATFTATATTTTTAGTATAAGTATGTTTTATGTAATATTT
GGAABBTATTTGTATTAAGGGGTTTTTTTTTTTATEGGTATATTTTAGGTATTTTGGTAGTTGTTGGTTTTTAGTAATTTTATATTTT
AGTTGTGTGGGAGTGGG3’

chr2:85921077-85921352
5’AAAGGGAATTATTAGGTAATTAGGGGAAATGATGAAGAAGATTTATATTTATAAATGTGGAAAGATGTTCGTGGTATATTGTTA
AATTAAAAAGTTGTTTAAAAATAGTTTTTGGGTTAAGTGAGATGATTITATITATATTTTTAGTATAAGTATGTTTTATGTAATATTT
GGAABBTATTTGTATTAAGGGGTTTTTTTTTTTATCGGTATATTTTAGGTATTTTGGTAGTTGTTGGTTTTTAGTAATTTTATATTTT
AGTTGTGTGGGAGTGGG3’

Scale 2 kbF 1 hg19
chr2: | 85,921,000 | 85.922.000 | 85,923,000 | 85,924,000 | 85,925,000 | 85,926,000 | 85.927.000 |
GHE?C senes (RefSeq, %nsank, cc“)s. Rfam, tRNAs & Compargliye Genomics)

GM12878 Methylation 450K Bead Array from ENCODE/HAIB

3 ca117522751
016406960 |

€a25066857 |

Preamplifikatsiooni praimerid (276 bp) Sondid: TpG motiiv 36 bp ja CpG motiiv 36 bp

qPCR produktid: TpG motiiv 117 bp ja CpG motiiv 117 bp Praimerid
Joonis 14. CCL5 (A) ja GNLY (B) genoomne lokalisatsioon. Joonisel on kujutatud kéesolevas
to0s kasutatud poletikumarkerite CCLS ja GNLY diferentsiaalse metiilatsiooni hindamiseks
kasutatud preamplifikatsiooni praimereid (helesinine) ja TpG/CpG variandi nukleotiidseid
jarjestusi. Halliga on mérgitud on TpG/CpG motiivi gPCR produktid, vastavad praimerid on
labikriipsutatud ning punasega on tdhistatud sondid. Lisaks on kollase ja punasega tihistatud
koik antud regiooni jidvad TpG/CpG saidid, kusjuures punasega mirgitud CpG saitidest 1dhtuti
antud regiooni metiilatsioonimustri tuvastamiseks. Téarnikesed tdhistavad varasemas to0s
(Tserel et al., 2015) uuritud metiilatsioonisaite. Algne genoomi jérjestus voetud UCSC
andmebaasist’.

Algsest sajast katsesse kaasatud proovist jéi parast qPCR-i esialgset tulemuste analiiiisi alles 73
CCL5 geeni spetsiifilist (39 noort vs 34 vana; 36 meest vs 37 naist) ning 39 GNLY geeni (18
noort vs 21 vana; 20 meest vs 19 naist) spetsiifilist proovi, kellel dnnestus méarata nii TpG kui

ka CpG molekulide hulk, sest kriteeriumiks seatud ldvitsiikli SD ei iiletanud 0,2. Sooritatud
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analiiliside kohaselt on CCL5 keskmine TpG molekulide osakaal 16,6% ning GNLY 5,2% (tabel
4).

Tabel 4. CCL5 ja GNLY metiilatsioonimustri erinevusi kirjeldavate TpG molekulide suhtelised
sagedused.

CCL5 GNLY
TpG TpG

N  Tpc+cpa TpG+CpG
KOIK 73 16,6% 39 5.2%
Noored 39 16,1% 18 4.2%
Vanad 34 17,1% 21 6,0%
Mehed 36 158% 20 5.2%
Naised 37 173% 19 5.2%

Soost ja vanusest sdltuvad erinevused on viikesed ning ka sooritatud kahepoolne paaritu t-test
ei ndidanud valitud biomarkerite puhul statistiliselt olulisi erinevusi noorte/vanade ning
meeste/naiste vahel (lisa 3). Kiill aga korreleerusid konkreetseks tooks valitud Tserel ja
kolleegide poolt tuvastatud CpG saitide (3-vairtused negatiivselt kdesolevast uuringust saadud

andmetega (joonis 15), kusjuures saadud seos oli statistiliselt oluline.

CCL5 CCLS5
A) cgl10315334 B) ¢cg02867514
90 90
- sk ok - sk ok
N r=-0,689 o r=-0,648
[ ]
3 704 3 704 o .
5 E . o o e
7 601 1 601 . ®
L
50 50 b
o 20 40 60 0 20 40 60
TpG % TpG %
GNLY
¢g16406960
®)
90
80 * r=-0,506**

B-viirtus

Joonis 15. Kdrgema f-véértuse korral on CCLS5 vdi GNLY geeni vastavas regioonis paikneva
metiilatsioonisaidi TpG mustri sagedus madal. Graafikutel on kujutatud vastavaid lineaarseid
seoseid, Pearsoni korrelatsioonikordajat r ning p-vairtusi: p**<0,001, ***p < 0,0001.
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2.4. Arutelu

Antud t66s arendatud TagMan tehnoloogial pdhinev meetod baseerub varasemalt ldbiviidud
uuringul, kus piititi metiilatsioonimustri alusel kvantiseerida immuunsiisteemiga seotud rakke
tervetel kontroll- ning vihkkasvajatega indiviididel. Tdestati, et loodud td6vahend vdimaldab
rakke loendada vdhemalt sama efektiivselt kui voolutsiitomeeter (FACS). Erinevalt viimasest
saab antud tehnoloogiaga paremini uurida lisaks verele ka tahkeid kudesid ning
korduvkiilmutatud materjali (Sehouli et al., 2011). Kéesolevas uuringus piiiiti Sehouli ja
kolleegide t60s kasutatud metoodikat kohandada lisaks rakupopulatsiooni kvantiseerimisele ka
spetsiifiliste  vananemisega seotud geenide diferentsiaalselt metiileeritud saitide
metiilatisoonitaseme hindamiseks. Kuna epigeneetilised muutused on piisivamad kui geeni
ekspressioonitaseme kdikumised, voib diferentsiaalselt metiileeritud saitide hoolikas valik ning
vastavate meetodite viljatoGtamine viia oluliste biomarkerite tuvastamiseni, mis sobivad

enneaegse vananemise ja inflamm-aging fenotiilibi kirjeldamiseks.

Meetodi juurutamist alustati TCR kompleksi kuuluva koretseptori CD3 diferentsiaalselt
metiileeritud regiooni uuringutega. CD3 on eksklusiivselt T-rakkude marker, mille
ekspressioon on tugeva epigeneetilise kontrolli all. CD3D geeni vastav regioon on CD4" ja
CDS8" T-rakkudes peaaegu alati metiileerimata ehk peale bisulfit-to6tlust ja amplifitseerimist
TpG vormis (Sehouli et al., 2011). Kuna on teada, et transkriptsiooniliste ja epigeneetiliste
analiiliside varieeruvus soltub kasutatud materjalist ehk antud juhul vere rakulisest koosseisust,
sest erinevusi kutsuvad esile nii T-, B- ja NK-rakud kui ka monotsiiiidid ning granulotstiiidid
(Jaffe & Irizarry, 2014; Reinius et al., 2012), siis viidi CD3D regiooniga ldbi vordlevaid katseid.
Pohianaliiidina kasutati tdisvere gDNA-d, kuid lisaks sellele hinnati 4 eraldiseisva PBMC-dest
parit gDNA metiilatsioonitaset. Oodatavalt tuvastati PBMC-des (T-rakud, B-rakud, NK rakud
ning monotsiitidid) rohkem CD3D spetsiifilise regiooni TpG molekule (joonis 11) kui tdisverest
isoleeritud gDNA-s. Tdisvere tuumaga rakkude hulgas on lisaks PBMC-dele ka neutrofiile, mis
moodustavad umbes 40-80% tiisvere valgete vererakkude mahust® ja milles CD3D geeni
vastav regioon on metiileeritud (Sehouli et al., 2011), seega on loogiline, et TpG motiivi osakaal
vdheneb. Lisaks korreleerus CD3D regiooni TpG molekulide suhteline sagedus positiivselt
limfotstiiitide, kuid negatiivselt neutrofiilide sagedusega (joonis 10). Leitud seos
neutrofiilidega (suure sageduse korral esineb vere gDNA-s vihem CD3D regioonis tuvastatud

TpG motiivi) on kooskodlas ealiste isedrasustega, kuna neutrofiilide osakaal vananenud,

% http://emedicine.medscape.com/article/2085133-overview
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poletikulises organismis suureneb (Summers et al., 2010), samal ajal kui T-rakkude hulk

viheneb (Linton & Dorshkind, 2004).

Geenidoonorite gDNA-ga ldbiviidud katsete tulemused andsid keskmiseks TpG motiivi
sageduseks 31,3%, kusjuures noortes indiviidides tuvastati veidi enam demetiileeritud molekule
kui vanades (vastavalt 35,5% ja 28,1%; joonis 12). Antud juhul viitab see samuti, et vananedes
T-rakkude hulk vdheneb ja seda kinnitab ka tiiimuse involutsioonist pdhjustatud T-rakkude
defitsiit perifeerses veres, limfisdlmedes ja luuiidis (Fagnoni et al., 2000; Herndler-
Brandstetter et al., 2012; Lazuardi et al., 2005). Lisaks olulisele ealisele isedrasusele valitud
spetsiifilise CD3D piirkonna metiilatsioonimustris, leiti korrelatsioon kdesolevas t60s saadud
TpG motiivi suhtelist sageduse ja varasemas uuringus (Tserel et al., 2015) tuvastatud CD3
kodeerivates geenides vOi nende ldheduses paiknevate biomarkerite metiilatsioonitasemega
(joonis 13). Nii CD3D (cg24841244 ja cg07728874), CD3E (cg06164961 ja cg24612198) kui
ka CD3G (cgl15880738) markergeenide metiilatsiooni saitide B-védrtused (100% tédhistab
taielikku metiileeritust) korreleerusid negatiivselt antud uuringus tuvastatud TpG suhtelise
osakaaluga. Seos oli olemas hoolimata sellest, et nimetatud CpG saidid ei asu kdik samades
geenides, ega paikne antud tooks valitud amplifikatsiooni piirkonnas. Ndha vois viikest
korrelatsioonikordaja vidhenemist distantsi suurenedes antud t66s kasutatud sihtmérk
regioonist, kuid siiski voib jdreldada, et iihe retseptori alalihikuid kodeerivate jirjestuste
jarjestuse metiilatsiooni muutusi kirjeldavad regioonid on sarnase mustriga ja kdigi nende alusel

vOib hinnata T-rakkude osakaalu uuritavas materjalis.

Kui CD3D regiooniga sooritatud katsetest 1dbisid andmeanaliiiisi 83 proovi, siis potentsiaalselt
eaga seostuvate metiilatsioonimustri muutusi kirjeldavate biomarkerite CCLS5 (selle CpG saitide
cgl0315334 ja cg02867514) ning GNLY (cgl6406960) andmeanaliilis viidi vastavalt ldbi 73
ning 39 prooviga, kus dnnestus médrata nii TpG kui ka CpG motiivide sagedus. Triplikaatidena
sooritatud amplifikatsioon ei olnud stabiilne ja mirkimisvédrne hulk proove eemaldati, kuna
kas TpG/CpG vdi mdlema motiivi tuvastamiseks saavutatud keskmine replikaatide Cr védrtuse
SD iiletas kriteeriumiks seatud 0,2. Alles jidnud proovide keskmine TpG molekulide osakaal
tdisveres oli CCL5 geeni puhul 16,6% ning GNLY puhul 5,2%. Kuna neid geene
ekspresseeritaks iiksnes teatud vererakkudes (Conti ef al., 2001; Krensky, 2000) siis tulemus

vastab oodatule.

Varasemalt on tuvastatud vanurite CD8" T-rakkudes valitud geenide GpG saitide langenud
metiilatsiooni ja tousnud ekspressioonitaset (Tserel et al., 2015), kusjuures peamiselt

iseloomustabki vananenud organismi genoomi globaalne metiilatsiooni vihenemine (Heyn et
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al., 2012). Antud t66s kasutatud podletiku markerite seost pigem inflamm-aging fenotiiiipi
omavate vanuritega ei leitud. GNLY geeni biomarkeri TpG motiivi sagedus vanurites oli kiill
veidi korgem, kuid selle statistilist olulisust ei tdestatud. Viimast vdib aga pdhjustada
jarelejadnud vidike valim. Statistiliselt méarkimisvéérsed korrelatsioonid saadi TpG sageduse ja
varasemast uuringust péarit CCL5 ja GNLY CpG saitide (Tserel et al., 2015) p-védrtuste vahel
(joonis 15). Siit voib jireldada, et antud toovahendiga on kiill vdimalik tuvastada
metiilatsioonimustrit, kuid kédesoleva uuringu tulemuste alusel east soltuvaid jareldusi teha ei
saa. Lisaks ei leitud uuritud saitide metiilatsioonitasemetes erinevusi meeste ja naiste vahel,
hoolimata sellest, et immuunsilisteemi vananemine sugude vahel varieerub (Marttila et al.,

2013).

Antud hetkel voib iiksnes spekuleerida pohjuste iile, miks loodud siisteem stabiilselt ei toota.
Kuna peamine osa katsetest viidi ldbi tdisvere gDNA-ga, siis on vdimalik, et paremaid tulemusi
saaks, kui rakke sortida vdi rakutiiiibi jirgi normaliseerida. Uldjuhul on viimane vajalik, et
tuvastada metiiloomi muutusi ja korreleerida neid rakutiiiibi spetsiifiliste funktsioonidega, mida
tdestavad katsed just CD8" rakkudega (Tserel et al., 2015). CCL5 ja GNLY geenides paiknevate
biomarkeritega saadud tulemused voivad osutada mitteoluliseks just uuritava materjali tottu.
Samas on kinnitatud, et iildised metiilatsiooni muutused siiski sdilivad hoolimata vererakkude
proportsioonide varieeruvusest (Tserel et al., 2015; Yuan et al., 2015). Seega on tdisvere gDNA
analiiisimine loodud meetodiga keerukas protsess ja saadud tulemusi tuleb oigesti
interpreteerida. Kindlasti tuleb arvestada eaga kaasneva T-rakkude alatiiiipide (CD4" ja CD8")
suhte muutuse (Wikby et al., 1998) ning nende olekuga (naiivsed vdi milu T-rakud). Kuna
viimaste osakaal noortes ja vanades indiviidides varieerub, siis vdib see seletada teatud osa

metiilatsiooni muutustest (joonis 16; Tserel et al., 2015).
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Joonis 16. Vanusest sdltuvad muutused T-raku alatiilipide suhtelistes sagedustes. Kui CD4+ T-
rakkude hulk vanusega langeb, siis CD8+ tduseb. Sama trendi néitavad ka vastavalt naiivsed
ning mélu T-rakud (Purnama et al., 2013, kohandatud).

38



Kindel on see, et uuringuteks kasutatud metoodika on veel arenguprotsessis ja kuna loodav
toovahend koosneb paljudest liksteisega seotud etappidest ja teguritest, siis vOib iga varieeruvus
16pp-tulemile mdju avaldada. Esmane kriitiline punkt on markerite ehk sihtmérkgeenide ning
neis paiknevate metiilatsiooni muutusi kirjeldavate regioonide valik. Praktilise osa esimeses
pooles keskenduti juba teadaolevale toimivale CD3 kodeeriva geeni regioonile, mis ei ole
otsene pdletiku marker. Antud t60 teises osas uuriti pdletikuvastuses osalevaid geene ning neis
paiknevaid CpG saite, mille metiilatsioon vdiks potentsiaalselt noorel ja vanal varieeruda.
Lahtuti kas kahest voi iihest CpG saidist, kuid valik oleks voinud osutuda ka mdne muu kasuks,
mille metiilatsioonimuster on samuti varasemast (Tserel et al., 2015) teada. Hetkel ei ole veel
selge, millised voiksid tépselt olla need kdige paremad ja informatiivsed metiilatsioonimustrit
kirjeldavad piirkonnad, kuid nende viljaselgitamine vdiks olla iiks tuleviku perspektiive.
Seejuures vaib silmas pidada, et mida rohkem CpG saite valitud amplifikatsiooni piirkonda
jaab, seda efektiivsem on metiilatsiooni tuvastamine antud regioonis. Metiilatsioonimuutusi
kirjeldavaid regioone valides tuleb hinnata ka seda, kas piirkonda iildse on vdimalik disainida

praimereid, kuna mdne regiooni amplifitseerimine ongi keeruline, kui mitte voimatu.

Jargmisena etapina toimuv praimerite disain on kdige olulisemaks ldhtepunktiks edaspidises
praktilises t66s. Kuna TagMan qPCR eeldab amplifikatsiooniks sobivaid oligoid ning signaali
tuvastamiseks olulist sondi, siis tagab see korgema spetsiifilisuse kui SYBR Green pdhine
qPCR. Lisaks sellele on vdimalik tuvastada ka viiksemaid uuritava molekuli koopiaarve’. Uhe
geeni metiilatsioonimustri muutusi kirjeldava CpG saidi jaoks on tarvis luua kaks paari
praimereid (forward ja reverse) ja kaks erinevat sondi, mis on vastavalt kas TpG vdi CpG
motiivi spetsiifilised. Kusjuures selleks, et metiilasiooni iildse tuvastada, viiakse 14bi bisulfit-
tootlus. Andmete jirgi peaks protseduuri efektiivsus olema >99%, mis tdhendab, et edukalt voib
eristada nii mittemetiileeritud kui ka metiileeritud tsiitosiine®. Bisulfit-to6tlus toimub vahetult
enne preamplifikatsiooni etappi. Kuna konverteeritud DNA muutub fragmenteerituks, ahelatel
puudub komplementaarsus ning mittemetiileeritud molekulid on kaotanud oma jirjestusest

tsiitosiini, siis voib see langetada qPCR-i efektiivsust’.

Kvantitatiivse ahelreaktsiooni toimimist mojutavad ka metiilatsiooni spetsiifilised qPCR-i
oligod. Nende disainimine on iisna viljakutsuv, sest tavalise 4 erineva nukleotiidi asemel (C,

G, T, A) sisaldavad antud amplikonid suuremalt jaolt 3 erinevat lammastikalust (G, T, A). Kuna

7 https://www.thermofisher.com/ee/en/home/life-science/per/real-time-per/qper-
education/tagman-assays-vs-sybr-green-dye-for-qpcr.html

® http://www.zymoresearch.com/downloads/dl/file/id/56/d5001i.pdf

? http://www.epibeat.com/tools-technology/bisulfite-conversion-and-methylation-
sequencing/2131/
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metiileerimata  variandis puudub ks plirimidiinidest, siis praimerite ning sondi
konstrueerimisel voib tekkida probleeme optimaalse pikkuse ning sulamistemperatuuriga
oligode loomisel. Lisaks tuleb arvestada, et huvipakkuvad CpG/TpG saidid peavad asuma
regioonides, kuhu praimerid v5i sondid seonduvad, lokaliseerudes eelistatult nende 3’ otsas'’.
Nii CCL5 kui ka GNLY qPCR-i praimerid funktsioneerisid ja seda nditasid nii ldbiviidud harilik
PCR kui ka qPCR plasmiididega, kuna kalibratsioonikdverad omasid eeldatud lineaarset seost

ning optimaalset efektiivsust mdlema geeni korral (lisa 2).

Vahetult enne reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooni ldbiviidav preamplifikatsioon, mis
voimaldab vdhendada qPCR-ks vajamineva proovi mahtu, vajab samuti praimereid. Antud
juhul aga ei tohi disainitavad oligod sisaldada metiilatsioonimustri muutusi kirjeldavaid saite,
kuna oluline on tagada qPCR-ks vajalik {ihene jirjestus nii TpG kui ka CpG spetsiifiliste
praimerite tarbeks. Ka siin olid mdlema podletikku iseloomustava markergeeni praimerid
efektiivsed, kuna amplifitseeriti vajaliku pikkusega PCR produkt. Kiill aga on tegelikku
preamplifikatsiooni efektiivsust ja saavutatud kontsentratsiooni raske kontrollida, kuna bisulfit-
toodeldud DNA-d ei ole voimalik spektrofotomeetriga mdota. See jatab voimaluse, et qPCR-1
voetavad proovide kogused ei ole vordsed ja voivad kaasneda korvalekalded. Lisaks jdéb alati
Sanss, et erinevad reagendid, mida preamplifikatsiooniks kasutatakse, voivad samuti reaalaja

PCR-i mdjutada.

Tundlikum TagMan tehnoloogial pdhinev ahelreaktsioon on keerulisem just fluorestsents
signaali eritava sondi kasutamise tottu. Kuna viimase efektiivsust enne reaalaja PCR-i
labiviimist ei ole vdimalik kinnitada, siis selle dige jirjestuse loomine on oluline koht, mille
ebadnnestumine voib kaasa tuua just amplifikatsiooni kdverate varieeruvust esile kutsuvaid
komplikatsioone. Antud juhul voivad ebakompetentsed sondid olla pdhjuseks, miks GNLY
metiilatsiooni motiivide amplifikatsiooni koveraid iseloomustab liiga kiire platoo saavutamine

(lisa 2).

Epigeneetikal pohinevad analiilisid vdivad tulevikus osutada vdga heaks prognostiliseks
vahendiks, mida on vdimalik kergesti standardiseerida (Sehouli et al., 2011). Eaga kaasnevate
immuunsiisteemi muutuste hindamiseks loodud metoodika t66le saamine vdimaldaks 14bi viia
immuunfenotiipiseerimist 1dhtuvalt tdisvere gDNA metiilatsioonist. Hetkel veel ebastabiilselt
tootav metoodika vajab optimeerimist ning selle jaoks oleks hea ldbi viia rohkem katseid,

kaasata suuremal hulgal ning teistsuguseid sihtmirkgeene ja CpG regioone. Protseduuriks

' http://www.epibeat.com/tools-technology/bisulfite-conversion-and-methylation-
sequencing/2131/
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kuluvad ressursid, nii ajalised kui materiaalsed, tuleks viia miinimumini. Néiteks aitaks, kui
vihendada qPCR-ks vajamineva proovi kogust, kusjuures jittes vilja ka preamplifikatsiooni
etapi, mis kulutab aega, tdendoliselt tekitab “taustmiira”, rdékimata sellest, et ebaefektiivne
toimumine vOib pérssida 10pptulemi saavutamist. Metoodika optimeerimise hulka vdiks
kuuluda ka tdisvere gDNA kasutamine katsetes, kusjuures teades, et kasutatud materjal toimib
vidhemalt sama efektiivselt vai isegi paremini kui nditeks PBMC-dest périt gDNA. Kuna suures
osas tdnapieval ldbiviidavates kliinilistes uuringutes kasutatakse tiisvere gDNA-d, siis oleks
antud toovahendit viiga hea rakendada kliiniliste uuringute rutiinses diagnostikas (Sehouli et
al., 2011). Veelgi enam, tdiustatud ning optimeeritud tehnoloogiat oleks vdimalik kasutada
lisaks vananemist ennustavatele parameetritele tdendoliselt ka muude katsete/uuringute

labiviimiseks.

41



KOKKUVOTE

Kiesoleva to0 teoreetilises osas anti iilevaade immuunsiisteemist ja selle vananemisest.
Iseloomustati  iildiselt eaga kaasnevaid muutusi kaasasiindinud ja omandatud
immuunsiisteemis. Kuna viimast mojutab vanus rohkem, siis pohilist tdhelepanu poorati T-
rakkudele ja nende geeniekspressioonile. Lisaks kirjeldati DNA metiileerimisest tingitud
geeniekspressiooni regulatsiooni ning antud epigeneetilise mehhanismi potentsiaali
biomarkerite tuvastamiseks. Kuna epigeneetilised muutused on piisivamad kui
geeniekspressiooni  kdikumised, siis on  metiilatsioonimuutusi  kasutatud  juba
rakupopulatsioonide kvantiseerimiseks. Lahtuvalt sellest oli antud t66 eesmérgiks TagMan
qPCR tehnoloogial pdhineva meetodi véljatodtamine, et oleks vdimalik méddrata pdletikku
kirjeldavates geenides metiilatsioonimuutusi. Spetsiifiliste biomarkerite leidmine vdimaldaks

prognoosida enneaegset vananemist.

Meetodi juurutamist alustati TCR kompleksi kuuluva CD3 kodeeriva geeni diferentsiaalselt
metiileeritud regiooni uuringutega, kuna varasemalt on kinnitatud antud markeri toimivust.
CD3 on T-rakke kirjeldav koretseptor ja selle ekspressioon on epigeneetilise kontrolli all. CD3
diferentsiaalselt metiileeritud regioon esineb T-rakkudes peale DNA bisulfit-to6tlust pohiliselt
TpG variandina ja muudes rakkudes CpG variandina. Saadud TpG ehk metiileerimata motiivi
suhtelist sagedust korreleeriti indiviidide neutrofiilide ja limfotsiilitide osakaaluga veres,
tuvastati vastavalt negatiivne ja positiivne korrelatsioon. Vanuse kasvades T-rakkude hulk
viheneb, kuid neutrofiilide sagedus kasvab ja seetdttu saadud negatiivne korrelatsioon CD3
diferentsiaalselt metiileeritud regiooni TpG motiivi osakaalu ja neutrofiilide vahel on loogiline,
positiivne korrelatsioon limfotstiiitidega vastab samuti oodatule. Lisaks v0is antud regiooniga
labiviidud katsete tulemusena ndha statistiliselt olulist erinevust noorte ja vanade vahel, kuna

T-rakke kirjeldavate TpG molekulide osakaal oli vastavalt 35,5% ja 28,1%.

Toosse valitud metiilatsioonimuutusi kirjeldavad regioonid vdimaldasid edukalt tuvastada TpG
molekulide suhtelist sagedust geenides CD3D, CCL5 ja GNLY, kuna tulemused korreleerusid
metiilatsioonikiibi abil varem saadutega. Kiill aga ei leitud east sdltuvaid muutusi inflamm-
aging fenotiiilipi kirjeldavate markergeenide CCL5 ja GNLY metiilatsioonitasemetes. Suure
toendosusega jdi statistiliselt oluliste tulemuste saavutamine veel téielikult viljaarendamata
tehnoloogia taha. Kéesoleval hetkel tootab kasutatud mitmest liksteisega tihedalt seotud etapist
koosnev meetod ebastabiilselt. Vilja selekteeritud tulemused véhendasid valimi suurust ning

seetdttu vois ka vanusega kaasnevate seoste loomine ebadnnestuda. Lisaks voib mitteolulisi
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tulemusi pohjustada ka katseteks valitud materjal ehk tdisvere genoomne DNA, mida on raske

analiiiisida ja tulemuste interpreteerimine nduab erinevate kriteeriumidega arvestamist.

Eaga kaasnevate immuunsiisteemi muutuste hindamine on keerukas protsess, kuid selle
potentsiaaliks on prognoosida enneaegset vananemist ja seda esile kutsuvaid pohjuseid. Voib
jareldada, et antud epigeneetikal pohineval analiiiisimeetodil on tulevikus perspektiivi.
Protsessis oleva tehnoloogia stabiilne ja efektiivne t06voime voib osutada viga heaks
vahendiks kliinilises diagnostikas, millega uurida immuunsiisteemis toimuvaid east sdltuvaid
muutusi. Lisaks on vdimalus, et tdiustatud ning optimeeritud metoodikat on voimalik rakendada

ka muudes uuringutes, kui vastavaid katsetingimusi kohandada.
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TaqMan technology based methylation pattern analysis to monitore premature immune
system aging

Hanna Rein

SUMMARY

The immune system protects organisms from various harmful insults. The system itself is
complex and its efficiency varies. The immune system is affected by age and aging is often
related to decreased host defenses and chronic inflammation. Biomarkers for the prediction of
premature aging could enable the application of preventive means. Since the epigenetic changes
are more permanent than variations in gene expression levels, the method that would quantify
changes in marker gene methylation can be with great potential. The purpose of this research
was to start developing TagMan technology based quantitative PCR for identifying methylation
patterns of immune system related genes in order to find biomarkers for premature aging
monitoring.

The first experiments were carried out with a differentially methylated region in the promotor
of CD3D gene, since earlier researches have proven its functionality. CD3 is a T-cell marker
and its expression is under the epigenetic control. CD3D differently methylated region appears
mainly as TpG motive in T-cells (after bisulfite treatment of isolated DNA), however, in all
other cells as CpG motive. The epigenetically measured frequency of T-cells was negatively
correlated with relative frequencies of neutrophils and positively with lymphocytes. During
aging the T-cell count decreases while neutrophil frequency increases. Indeed, we could reveal
significant differences in TpG variant percentages between young and old individuals (35,5%
and 28,1%, respectively).

The methylation level of CCL5 and GNLY correlated well with data gained with Infinium
Human Methylation 450K BeadChip (Illumina) during previous study. However, there were no
statistically significant associations with age. It is highly possible that irrelevant results were
caused by the unstability of the method used. The sample size was too small, because of filtering
out samples with non-concordant replicates. In addition to this, the used sample (whole blood)
may as well cause non significant results, because analyzing whole blood and interpreting the
results is challenging.

Evaluating age dependent immune system changes is a complicated process, but it would be a
helpful tool to predict premature aging and the factors that could cause of it. To conclude,
epigenetic based analysis is promising in future perspective. Developing stable and effetive tool
may become very important technique for evaluating clinical parameters for investigating
premature aging. It is also possible that an improved and standardized method can be used for
other research purposes if the test conditions are adjusted.
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TANUSONAD

Sooviksin siiralt tinada oma juhendajat Kai Kisandit, kelle poole p66rdudes sain alati vajalikku
ndu ja ndpunditeid edasiseks tegutsemiseks. Lisaks suured tdnusonad ka Part Petersonile, kelle
kasulikud soovitused ning juhtndorid t66 valmimisel olid suureks abiks. Aitdih ka kdigile
teistele molekulaarpatoloogia to6grupi litkkmetele, kes olid viga abivalmid ning toetavad.
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LISAD

Lisa 1. Kloneerimisvektor pUC57-Amp.

pUC57-Simple Vector Map

Eco01091 2700 Pfol 47 Ndel 185

Sspl 2528 Ehel 236

Pdm| 2323
Bcgl 2263

Scal 2204

pUCSE7-Simple
(2710 bp) Sapl 715

Cfr101 1804 Afllll, Pscl 831
Gsul 1794

Eco311 1785
Eam11051 1724

Cail 1247

55



Lisa 2. Lineaarne seos kalibratsioonikdvera jaoks konstrueeritud spetsiifiliste CCLS5 (1) ja
GNLY (2) plasmiidide kontsentratsioonide (x-telg) ning qPCR-1 poolt moddetud keskmiste Cr
védrtuste (y-telg) vahel. Mida madalam on ahelreaktsioonis kasutatud plasmiidi lahjenduse,
vastavalt kas TpG (1A, 2A) vdi CpG (1B, 2B) variandi, kontsentratsioon, seda suuremad on Cr
vaartused. Mustas kastis on illustreerivad ndided qPCR-i originaalkdveratest. Selgelt viljendub,
et 10x kontsentratsiooni muutus toob kaasa Cr véirtuse varieeruvuse +3 tsiikli vOrra, mis on
seotud optimaalse kalde (slope) véirtusega -3,3. Paremal asetsev musta raamiga graafik
kinnitab sihtmérkregiooni ja praimerite spetsiifilisust, kuna CpG praimerid ei anna TpG
motiiviga produkti (1A, 2A) ning vastupidi (1B, 2B).
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—Standard Curve View

2A) | =

[SEESINSY
[N )

@

NN
iy

18 | o

Amplification Plot

10 2 ® 100 200 1000 10000 100000

1000

Reporter Target Slope Y-Intercept

FAM GNLY TpG -3.321 38,599

R(superscript 2) Efficiency(%)

0.998 100.055

~Standard Curve View

31

W
=}

2B)

o

NN NN RN
-

W

Amplification Plot

s e mc w0 me mr mo M
141 | L O

Amplification Plot

10 2 » 100 20 1000 10000 100000

1000000 10000000 1000

Reporter Target Slope Y-Intercept

FAM GNLY CpG -3.322 36.843

R(superscript 2) Efficiency(%)

0.998 100.014

57



Lisa 3. Labiviidud kahepoolne paaritu t-test ei ndita statistiliselt olulisi erinevusi geenides
CCL5 ja GNLY paiknevate biomarkerite metiilatsioonimustrites ei noorte/vanade ega
meeste/naiste vahel. Graafikutel on viljatoodud TpG motiivi suhtelise sageduse keskmine+SD.
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