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Ihmisten keskimaarainen elinika ja elinajanodote on pidentynyt huomattavasti etenkin hyvinvointi-
valtioissa kehittyneen yhteiskunnan myéta. Vanheneminen aiheuttaa kuitenkin vaistamatta solujen
ja kudosten toiminnan heikkenemista, mika nakyy sairauksina, elimiston fyysisen kunnon heikke-
nemisena ja kuolleisuuden kasvuna. Tarkkoja ja yksittaisid genomitason syitd vanhenemiselle ei
ole l6ydetty, mutta muun muassa epigeneettisten muutosten, telomeerien lyhenemisen ja mutaati-
oiden kertymisen oletetaan edistavan vanhenemisprosessia.

Kaikki vanhenemista edistavat tekijat ovat osa biologista ikaa. Biologisella ialla tarkoitetaan solujen
ja kudosten todellista ikda, mika yleensa eroaa ihmisen kronologisesta iasta. Biologisella ialla py-
ritddnkin kuvaamaan solujen ja kudosten toimintakykya, koska se pyrkii kertomaan soluihin kerty-
neista vaurioista. Taman vuoksi biologinen ika kuvastaa jokaisen yksildllista vanhenemista parem-
min kuin kronologinen ika.

Koska epigeneettiset muutokset ovat yksi vanhenemisen tunnusmerkeista, on niiden avulla pyritty
kuvaamaan ihmisen ikaantymista. Epigeneettisia muutoksia ovat DNA:n metylaatio, histonien ko-
valenttinen muokkaus, nukleosomien muokkaus seka ei-koodaavat RNA:t. Naistd nimenoman me-
tylaatiotason muutoksia on pystytty tutkimaan viimeisen parinkymmenen vuoden aikana kehittynei-
den tutkimusmenetelmien my6ta. Vuonna 2013 julkaistiinkin ensimmaiset epigeneettiset kellot,
jotka mallintavat ihmisen kronologista ikaa tiettyjen DNA-kohtien metylaatiomuutosten avulla. My6-
hemmin julkaistiin biologista ikaa kuvaavia kelloja, joita tdma kandidaatintutkielma paaasiassa ka-
sittelee. Taman tyon tarkoituksena on kuvata kahden epigeneettisen kellon, DNAm PhenoAgen ja
DNAm GrimAgen avulla, mitd epigeneettiset kellot ovat ja mita niilld voidaan biologisen ian lisaksi
ennustaa.

Epigeneettiset kellot ovat matemaattisia algoritmeja, joihin syotetaan tietoja tietyista biomarkke-
reista ja DNA:n metylaatiotasojen muutoksista. Metylaatiotasojen muutoksia tutkitaan tietyista
CpG-kohdista, jotka ovat runsaasti vierekkaisia sytosiini (C) ja guaniini (G) -nukleotideja sisaltavia
alueita DNA:ssa. Kaytettavat biomarkkerit ja mitattavien CpG-kohtien maara ja paikka DNA:ssa
vaihtelevat eri kellojen valilla. Tassad kandidaatintutkielmassa tarkastellut DNAm PhenoAge ja
DNAm GrimAge kuvaavat populaatiotasolla biologista ikda ja ennustavat muun muassa jaljella ole-
vaa elinaikaa ja riskid Alzheimerin taudin seka erilaisten sydpien ilmentymiselle. Jos epigeneettis-
ten kellojen kehitystyo jatkuu suotuisana, voitaisiin niita tulevaisuudessa kayttaa myos yksittaisten
potilaiden diagnostisena keinona. Lisaksi epigeneettisella tutkimuksella voitaisiin tunnistaa uusia
vanhenemismekanismeja, joiden hillitseminen voisi pidentaa tervetta elinaikaa.
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Taman julkaisun alkuperaisyys on tarkastettu Turnitin OriginalityCheck —ohjelmalla.



ALKUSANAT

Tama kandidaatintutkielma on kirjoitettu Tampereen yliopiston Laaketieteen ja terveysteknologian
tiedekunnassa kevaalla 2021. Haluan Kkiittdd ohjaajaani Saara Marttilaa mielenkiintoisen, mutta

haastavan aiheen tarjoamisesta, seka kaikesta avusta ja neuvoista tyota tehdessa.

Tampereella, 26.04.2021

Jonna Alkula



SISALLYSLUETTELO

1. JOHDANTO ..ttt e e e e et e e e e e e e e 4
2. EPIGENEETTISET MUUTOKSET — GEENIEN SAATELY ....cccoveoviieiicieieeee 5
2.1 Kromatiinin rakenne ja histonimuokkaukset............ccccccooiiiiiieiiin e, 5

2.2 DNA:n metylaatio ja CpG-saarekkeet ..............euvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 7
VANHENEMISEEN LITTYVIA MAARITELMIA.........c.ccooiiiieieeeeeeeeeeee 8
EPIGENEETTISET KELLOT ...coiiiiiiiiie ettt 9

4.1 DNAM PRENOAGE ...ttt 10
4.1.1 Menetelma. ... ... 10

412 TUIOKSEL ... 12

4.2 DNAM GHMAGE. .. .o it e e e e 16

421 MenetelmMa ... ..o 16

4.2.2  TUIOKSEL ... 19

4.3 DNAm PhenoAgen ja DNAm GrimAgen erot ja yhtenevaisyydet............... 20

5. YHTEENVETO ...ttt e e e e 23

LAHTEET .ottt ettt ettt se b et e s et e e esesaeese s eneeseare e 24



1. JOHDANTO

Ikuisen elaman saavuttaminen on kiehtonut ihmisia aina, ja se liittyykin tiiviisti erilaisiin uskointoihin
ja mytologioihin. Kehittyneen laaketieteen ja yhteiskunnan myéta ihmisten keskimaarainen elinika
on pidentynyt huomattavasti viimeisten vuosikymmenien aikana. Esimerkiksi Suomessa vuonna
2019 syntyneiden tyttdjen elinajanodote (84,5 v.) oli reilut 10 vuotta pidempi kuin vuonna 1971
syntyneiden, ja vastaavasti vuonna 2019 syntyneiden poikien elinajanodote (79,2 v.) oli reilut 13

vuotta enemman kuin vuonna 1971 syntyneilld pojilla (https://findikaattori.fi/fi/table/46, viitattu

6.2.2021). Koska elinajanodote lasketaan silla periaatteella, ettd kuolleisuus pysyisi samana kuin
arviointihetkella, tulevat eliniat todellisuudessa olemaan viela pidempia, koska kuolleisuus piene-

nee jatkuvasti terveydenhuollon kehityksen myo6ta.

Elinian pitenemisen mya6ta tutkijat ovat alkaneet pohtia, kuinka vanhaksi voisimmekaan todellisuu-
dessa elaa tai olisiko jopa ikuinen elama mahdollista. Nama kysymykset ovatkin herattaneet Kii-
vasta keskustelua tutkijoiden keskuudessa. Nelsonin ja Maselin (2017) tutkimuksen mukaan ikui-
nen elama on mahdotonta monisoluisilla organismeilla, silla ikdantyessa osa soluista heikkenee,
mutta osa kasvaa hallitsemattomasti, jolloin taydellisesta luonnonvalinnasta huolimatta kuolemaksi
koituisi joko syopa tai solujen heikkenemisen aiheuttama elimistdon toimintakyvyn rappeutuminen.
Jotta ikuinen elama olisi mahdollista, taytyisi ensin siis selvittda, mista vanheneminen kaiken kaik-
kiaan aiheutuu. Taman jalkeen naitd vanhenemista aiheuttavia muutoksia voitaisiin pyrkia esta-

maan pitden solut terveina ja toimintakykyisina.

Lopez-Otin (2013) mukaan epigeneettiset muutokset ovat yksi yhdeksasta vanhenemisen tunnus-
merkista. Epigeneettinen tutkimus onkin lisdantynyt viime vuosikymmenina kehittyneiden tutkimus-
menetelmien ja laitteistojen my6ta, ja se on talla hetkelld yksi bioinformatiikan ja molekyylibiologian
kiinnostavimmista tutkimuskohteista. 2010-luvulla kehitetyt epigeneettiset kellot ovatkin oiva esi-
merkki siitd, miten epigeneettista tutkimusta voidaan hyddyntda monin eri tavoin vanhenemisen

tutkimisessa ja erilaisten sairauksien ilmentymisen ennustamisessa.

Ensimmaiset epigeneettiset kellot, Hannumin (2013) ja Horvathin (2013) kellot, mallintavat DNA:n
metylaatiotasojen avulla ihmisen kronologista ikda. Vaikka Hannumin kello julkaistiin aikaisemmin,
on Horvathin kello ndistd kahdesta kuitenkin siteerauksien perusteella tunnetumpi ja kaytetympi.
Mybdhemmin epigeneettisia kelloja kehitettiin mallintamaan myds ihmisen biologista ikda (Levine
ym. 2018, Lu ym. 2019). Biologisella idlla kuvataan elimiston toimintakykya ja solujen todellista
ikaa, silla biologista ikaa tutkittaessa tarkastellaan nimenomaan soluihin ja kudoksiin kertyneita
vaurioita (Chen ym. 2016, Hillary ym. 2020, Jazwinski ja Kim 2019, Li ym. 2020). Tassa kandidaa-

tintutkielmassa tutustutaan tarkemmin biologista ikda ennustaviin epigeneettisiin kelloihin,


https://findikaattori.fi/fi/table/46

PhenoAgeen (Levine ym. 2018) seka GrimAgeen (Lu ym. 2019), selvittdmalla mitd ne ovat ja mita

niilla voidaan tutkia.

2. EPIGENEETTISET MUUTOKSET - GEENIEN SAA-
TELY

Termin "epigenetiikka” maaritteli ensimmaisen kerran Conrad Waddington vuonna 1942 (Wadding-
ton 2012). Alun perin maaritelma oli paljon laajempi kuin nykyaan, silla epigenetiikan ajateltiin ole-
van tutkimusala, joka tutkii niitd geenien ja geenituotteiden valisid vuorovaikutuksia, jotka saavat
aikaan yksilon ilmiasun eli fenotyypin (Dupont ym. 2009, Waddington 2012). Nykyaan epigenetii-
kalla tarkoitetaan geenin toimintaan ja saatelyyn liittyvia mekanismeja, jotka periytyvat vahintaan-
kin mitoottisesti solulta toiselle solunjakautumisessa ja mahdollisesti myds meioottisesti yksilolta
toiselle. Etuliite "epi” on kreikkaa ja tarkoittaa "paalla”. Epigeneettiset tekijat ovatkin nimensa mu-
kaisesti DNA:n paalla eivatka aiheuta muutoksia DNA-sekvenssissa. Epigeneettisia mekanismeja
ovat DNA:n metylaatio, histonien kovalenttinen muokkaus, nukleosomien muokkaus seka maarit-

telijasta riippuen myds ei-koodaavat RNA:t (Dupont ym. 2009, Taipale 2006, Wei ym. 2017).

2.1 Kromatiinin rakenne ja histonimuokkaukset

Epigenetiikan merkitys geeninsaatelyssa jaa usein vdhemmalle huomiolle, koska usein perima yh-
distetdaan vain DNA:han ja geeneihin. Ihmisen 23 kromosomiparia muodostuu kromatiinista, jonka
perusyksikkd nukleosomi on esitetty alla olevassa kuvassa (Kuva 1). Nukleosomi muodostuu, kun
DNA:ta kietoutuu histoniproteiinien ymparille noin 1,7 kierroksen verran. DNA:ta, joka ei ole kietou-
tunut histonien ymparille, kutsutaan linkkeri-DNA:ksi. Sitd on siis kromatiinissa kaikkien nukleo-
somien valilla. Yhdessa nukleosomissa on H2A, H2B, H3 ja H4 -histoniproteiineja kutakin kaksi
kappaletta. Naiden histoniproteiinien aminoterminaaliset hannat tyéntyvat nukleosomin ulkopuo-
lelle. Lisdksi on olemassa H1-histoniproteiini, joka puolestaan kiinnittdad nukleosomin DNA-linkke-

reihin vakauttaen kromatiinin rakennetta (Alberts ym. 2014, Dupont ym. 2009).
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Kuva 1: Pelkistetty kuva nukleosomin rakenteesta. Kuvassa on nédkyvissa kahdeksan histo-
niproteiinin muodostama oktameerirakenne, jonka ympiirille on kietoutunut kaksijuosteista
DNA:ta. Kuvassa nakyy myo6s nukleosomin ulkopuolelle tulevat histonihdnnat ja H1-histo-
niproteiini. Tekija Jonna Alkula

Nukleosomin muodostuminen ja histonien kiinnittyminen DNA:han on tarkoin sdadeltya. Sitoutu-
mista tapahtuu etenkin niilla alueilla, joissa on paljon AA-, TT- ja TA-dinukleotideja. Tama johtuu
siita, etta niiden saannodllinen esiintyminen kaventaa DNA-kaksoisjuosteen pienta syvennysta (mi-
nor groove), jolloin DNA:n sitoutuminen ja kietoutuminen histonien ymparille on helpompaa (Alberts

ym. 2014).

Nukleosomit eivat kuitenkaan jaa pysyvasti tiettyyn kohtaan DNA-sekvenssia, vaan ne ovat jatku-
vassa liikkkeessa sen mukaan, mita kohtaa DNA-sekvenssistad halutaan lukea ja taytyykd kromatii-
nin olla avointa (eukromatiini) vai suljettua (heterokromatiini). Ne DNA-sekvenssin alueet, joita ha-
lutaan lukea, taytyy siis olla helposti saatavilla, jolloin ne eivat voi olla kietoutuneena histonien
ymparille. Nukleosomeja voidaan liikuttaa kromatiinia pitkin ATP-riippuvaisten kromaatiinin uudel-
leenmuodostuskompleksien avulla (ATP-dependent chromatin remodeling complexes). Ne sitou-
tuvat sekd DNA:han etta histonikompleksiin ja hydodyntavat ATP:n hydrolyysista saatavaa energiaa
muuttaen nukleosomin rakennetta. Talla tavoin DNA:n sitoutuminen histonien ymparille heikkenee,
ja useiden sitoutumis-irtoutumistoistojen jalkeen nukleosomi saadaan liikutettua uuteen kohtaan
DNA-sekvenssia (Alberts ym. 2014).

Nukleosomien rakennetta voidaan puolestaan muokata muuttamalla histonikompleksin rakennetta.
Talloin ATP-riippuvaiset kromatiinin uudelleenmuodostuskompleksit toimivat yhdessa erilaisten

histoni-chaperoni proteiinien kanssa, ja vaihtavat joko osan tai kaikki nukleosomin histonit toisiksi.



My6s nama rakenteen muutokset perustuvat ATP:n hydrolyysiin. Yksi yleinen nukleosomin raken-
teen muokkausmenetelma on poistaa histonikompleksista H2A-H2B-dimeerit ja vaihtaa ne erilai-
siksi varianteiksi (Alberts ym. 2014).

Histonikompleksien lisdksi myds histonien aminoterminaalisia hantia voidaan muokata. Kovalent-
tiset modifikaatiot eivat ole pysyvia, vaan hantia muokataan etenkin translaation jalkeen (Taipale
2006). Aminohapoista etenkin lysiinia, arginiinia ja seriinia modifioidaan asetylaatiolla, metylaatiolla
ja fosforylaatiolla. Modifikaatiolla on vaikutusta seka kromatiinin rakenteeseen, etta geenien luen-
taan, riippuen siita, mitd aminohappoa muokataan ja miten. Esimerkiksi lysiinin asetylaation H3- ja
H4 -histonihdnnissa tiedetdan aktivoivan transkriptiota, mutta metylaatio voi joko hiljentaa tai akti-
voida transkriptiota riippuen aminohaposta ja siita, onko kyseessa mono-, di- vai trimetylaatio (Du-
pont ym. 2009, Taipale 2006). Histonihantien kovalenttinen muokkaus vaikuttaa siis merkittavasti
kromatiinin rakenteen saatelyyn ja toimintaan, mutta koska sita on viela vaikea tutkia laajalla mit-

takaavalla, sen yhteydesta vanhenemiseen tiedetdan todella vahan verrattuna metylaatioon.

2.2 DNA:n metylaatio ja CpG-saarekkeet

Metylaatiolla (Kuva 2) tarkoitetaan yksinkertaisesti sita, ettd metyyliryhma (-CHa) liittyy DNA:n sy-
tosiiniemakseen, jolloin muodostuu 5-metyylisytosiini (Dupont ym. 2009, Gillespie ym. 2019, Tai-
pale 2006). Metyyliryhman liittdminen sytosiiniin voi tapahtua neljan eri DNA-metyylitransferaasin
avulla. DNMT1 on nisakkaiden paaasiallisin metyylitransferaasi, kun taas DNMT3A, DNMT3B ja
DNMT3L ovat de novo metyylitransferaaseja, eli ne osallistuvat metylaatioon paaasiassa alkionke-
hityksen aikana (Dupont ym. 2009, Marttila 2016).
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Kuva 2: Kromosomin rakenne ja DNA:n metylaatio. Kuva A: Yksittdisen sytosiinieméaksen
rakennekaava ja metylaatio. Kuva B: Kaksijuosteinen DNA pakataan histoniproteiinien
avulla kromatiiniksi, jota edelleen pakkaamalla muodostuu kromosomit (Gillespie ym. 2019).



CpG-pareilla tarkoitetaan 5’ > 3’ suunnassa vierekkain olevia C (sytosiini) ja G (guaniini) -nukleoti-
deja, jotka ovat kiinni toisissaan fosfodiesterisidoksella. Vierekkaisten C ja G nukleotidien metylaa-
tio on soluissa yleista, koska ne kopioituvat transkriptiossa syntyvalle tytarjuosteelle. CpG-saarek-
keet ovat puolestaan DNA-alueita, joissa on runsaasti vierekkaisia GC-nukleotideja, ja joiden kes-

kimaarainen pituus on 1000 nukleoctidiparia (Alberts ym. 2014).

Epigeneettisissa kelloissa tarkastellaan tietyissa CpG-kohdissa tapahtuvia DNA:n metylaatiotason
muutoksia. DNA:n metyloituminen voi seka aktivoida etta hiljentaa geenien luentaa riippuen me-
tyyliryhmien sijainnista geenin suhteen. Metylaatiosta puhuttaessa kaytetaan termeja hypo- ja hy-
permetylaatio. Hypometylaatiolla tarkoitetaan metylaation vahentymista ja hypermetylaatiolla li-
saantymista. Suurin osa CpG-saarekkeista sijaitsee yleensa geenien promoottorialueilla. Ne ovat
useimmiten metyloimattomia, jotta transkriptiotekijat voivat sitoutua helpommin DNA:han ja gee-
nien ilmentymisté voidaan saadelld. CpG-saarekkeiden metyloitumattomuus on tarkeaa, koska
metyloituminen estéisi geenien luentaa. DNA on vastaavasti metyloitunutta yleensa geenien vali-
sissa toistojaksoissa ja heterokromatiinissa, jossa geenien luenta on muutenkin vahaisempaa tiu-
kan pakkaustiheyden vuoksi (Alberts ym. 2014, Taipale 2006, Tieva ja Peltomaki 2012). Sybpasai-
rauksissa tilanne on juuri painvastainen, koska metylaatiosaately on hairiintynyt. Talléin kasvunra-
joitegeenien promoottorialueet voivat olla hypermetyloituneita ja geenien valiset alueet hypome-
tyloituneita. Sydpasairauksissa DNA:n metylaatio voikin seka hiljentaa kasvunrajoitegeeneja, etta

edesauttaa onkogeenien aktivoitumista (Tieva ja Peltomaki 2012).

3. VANHENEMISEEN LIITTYVIA MAARITELMIA

Vanhenemisesta puhuttaessa tarkastellaan yleensa kronologista ikaa, mika tarkoittaa ikavuosien
kertymistad syntymavuoden perusteella. Elinvuosien kuluessa solujen ja kudosten toiminta heikke-
nee, mikd nakyy lopulta myds elimistdn fyysisen kunnon heikkenemisena ja kuolleisuuden kasvuna
(Kananen ja Marttila 2019). Kronologinen ika ei ole kuitenkaan tarpeeksi hyva selittdmaan esimer-
kiksi sitd, miksi samana vuonna syntyneet henkilot ovat fyysiseltd kunnoltaan erilaisia, tai miksi 80-
vuotiaalla on vdhemman sairauksia ja hanen elimistdnsa on paremmassa kunnossa kuin vaikka
65-vuotiaalla. Naita eroja selittdd ihmisen biologinen ika (Fransquet ym. 2019, Levine ym. 2018, Li
ym. 2020).

Biologinen ikd kertoo solujen ja kudosten vanhenemisprosessista ja solujen ja kudosten todelli-

sesta iasta, silla niiden vanhenemisprosessit eivat etene samaan tahtiin kronologisen ian kanssa.



Biologinen ikd on kasite, jolla kuvataan vanhenemisen ilmi6ta. Biologisella ialla pyritdankin kerto-
maan, kuinka paljon soluihin ja kudoksiin on kertynyt vaurioita. Nama vauriot puolestaan johtavat
elimistén toimintakyvyn heikkenemiseen (Li ym. 2020). Biologisen ian tutkimukset ovat osoittaneet,
ettd jopa saman henkildn eri kudoksissa voi olla erilainen biologinen ikd. Tama osoittaa sen, etta
samat vanhenemista ajavat muutokset eivat tapahdu edes saman henkilén soluissa samanaikai-
sesti (Chen ym. 2016, Hillary ym. 2020, Levine ym. 2018, Lu ym. 2019).

Kun tutkitaan solujen ja kudosten biologista ikaa, kaytetdan biomarkkereina kronologisen ian lisaksi
tiettyjen DNA-kohtien metylaatiotasoja ja huomioidaan my6s muut soluissa tapahtuvat vanhene-
mismekanismit (Chen ym. 2016, Fransquet ym. 2019, Levine ym. 2018, Lu ym. 2019). Biologinen
ika on siis ylakasite, johon sisaltyy seka epigeneettiset tekijat, ettd myods muut solun vanhenemis-
prosessit. Naitd vanhenemisprosesseja on muun muassa telomeerien lyheneminen ja mutaatioi-
den sekad tuman rakennemuutosten aiheuttama genomin epastabiilisuus (Lépez-Otin ym. 2013).
Epigeneettinen ika onkin siis yksi tapa mitata biologista ikaa ja se huomioi solun tapahtumista vain
epigenetiikkaan liittyvat iimiét. Naitd termeja, biologista ja epigeneettista ikaa, kaytetdan artikke-
leissa kuitenkin usein tarkoittamaan samaa asiaa. Etenkin biologisesta iasta puhuttaessa on todel-

lisuudessa tutkittu pelkastdan DNA:n metylaatiotasoja eli epigeneettista ikaa.

Koska biologista ikda mitattaessa huomioidaan myds henkildn kronologinen ika, on epigeneetti-
sista kelloista haluttu johtaa viela yksi ikaantymista arvioiva muuttuja AgeAccel. Esimerkiksi Lu ym.
(2019) kehittivat omasta epigeneettisesta kellostaan AgeAccelGrimin, joka huomioi kronologisen
ian vaikutuksen biologiseen ikdan. Talla tavoin voidaan verrata kaikenikaisia henkiloita keskenaan,
silla oletettavaa on, ettd idkkddmman henkilon kronologinen ika vaikuttaa hanen biologiseen ja
epigeneettiseen ikdansa enemman kuin nuoremmalla henkil6lla. AgeAccelGrim kertoo siis ni-
mensa mukaisesti ikaantymisen kiihtyvyydesta, joka saadaan, kun epigeneettista ikda verrataan
kronologiseen ikdan regressioanalyysin avulla. Jos saatu arvo on korkeampi kuin alkuperainen,
solujen vanhenemisprosessi on kiihtynytta. AgeAccelGrimin lisdksi on olemassa muitakin ikadanty-
misen kiihtymista mittaavia muuttujia, kuten AgeAccelHannum ja AgeAccelPheno, joissa biologi-
nen ika on maaritelty toisistaan poikkeavista DNA:n metylaatiokohdista (Chen ym. 2016, Lu ym.
2019).

4. EPIGENEETTISET KELLOT

Epigeneettiset kellot ovat matemaattisia algoritmeja, joihin sy6tetdan tietoja biomarkkereista ja

CpG-kohtien metylaatiotason muutoksista. Naista tiedoista pystytddn matemaattisten kaavojen
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avulla mallintamaan jokaisen biologinen ika, jolla puolestaan ennustetaan erilaisten sairauksien
ilmentymista (Chen ym. 2016, Levine ym. 2018, Lu ym. 2019). Kuten aiemmin mainittiin, ensim-
maiset epigeneettiset kellot, Hannumin (2013) ja Horvathin (2013) kellot, tutkivat kronologisen ian
ja DNA:n metylaatiotasojen valista yhteytta. Tassa luvussa keskitytdan kuitenkin tuoreempien bio-
logista ikda mallintavien kellojen tutkimiseen ja esittelyyn. Aluksi esitellaan tarkemmin PhenoAgen
(Levine ym. 2018) ja GrimAgen (Lu ym. 2019) kehityksessa kaytetyt menetelmat, tarkeimmat tu-
lokset seka vertaillaan naiden kahden kellon yhtenevaisyyksia ja eroavaisuuksia. Taman lisaksi
tuodaan esiin muutamia muita tutkimustuloksia, jotka on saatu kayttamalla edella mainittuja kelloja.
Tyo6ssa ei kuitenkaan analysoida tarkasti kaytettyja kaavoja tai tilastotieteellisid menetelmia, vaan

keskitytdan tarkastelemaan epigeneettisia kelloja biologisesta nakdkulmasta.

4.1 DNAmM PhenoAge

4.1.1 Menetelma

Ihmisen epigeneettista ikda ennustava malli, DNAm PhenoAge (Levine ym. 2018), kehitettiin kak-
sivaiheisella menetelmalla. Ensimmaisen vaiheen tarkoitus oli kehittda veren plasmaproteiinipitoi-
suuksista ja kronologisesta iasta fenotyyppinen ika (phenotypic age), ja kun sita toisessa vaiheessa
mallinnettiin metylaation avulla, saatiin kehitettya varsinainen biologista ikda mallintava DNAmM

PhenoAge (Levine ym. 2018).

Ensimmaisissa epigeneettisissa kelloissa, Hannumin (2013) ja Horvathin (2013) kelloissa mallin-
nettiin kronologista ikda. Fenotyyppinen ika eroaa kronologisesta iasta kuitenkin siten, etta se pys-
tyy erottamaan kuolleisuusriskin niiden henkildiden valilla, joilla on sama kronologinen ika. Feno-
tyyppisesta iasta kehitetty DNAm PhenoAge mallintaa puolestaan biologista ikaa, koska se sisaltaa
fenotyyppisen ian lisaksi tietoa myds epigeneettisistda muutoksista. Taman vuoksi fenotyyppinen
ika ja etenkin DNAmM PhenoAge kuvastavat yksildllista vanhenemista paremmin kuin kronologinen
ikd (Levine ym. 2018).

Fenotyyppisen ian maarittdmisessa kaytettiin National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) dataa. NHANES on 1960-luvulla aloitettu tutkimusohjelma, jonka tarkoituksena on ke-
ratd dataa sekd arvioida aikuisten ja lasten terveyttd ja ravitsemustilaa Yhdysvalloissa

(https://www.cdc.gov/nchs/nhanes/index.htm, viitattu 18.4.2021). Tassa tutkimuksessa kaytetyt

NHANES datat rajattiin siten, ettd naytteiden luovuttajat olivat idltdan vahintaan 20-vuotiaita. Har-
joitusdatana (training data) kaytetyssa NHANES IIl -tietokannassa oli naytteitd 9 926 ja kuollei-
suutta pystyttiin seuraamaan jopa 23 vuoden ajan. Tulosten validoinnissa kaytetyssd NHANES IV
sisalsi puolestaan 6 209 naytetta ja kuolleisuutta pystyttiin seuraamaan 12 vuoden ajan (Levine
ym. 2018).


https://www.cdc.gov/nchs/nhanes/index.htm

11

DNAmM PhenoAgen maarittdmisessa kaytetty data on puolestaan peraisin INCHIANTI -tietokan-
nasta, jossa dataa on keratty kahdessa aikapisteessa vuosina 1998 ja 2007. INCHIANT]I -tietokan-
nan naytteet on keratty ltaliassa Toscanan alueella asuvilta henkil6ilta, ja naytteitd hyédynnettiin
alun perin iakkaiden henkildiden liikuntaongelmien selvittdmiseen ja hoidon suunnitteluun (http://in-

chiantistudy.net/wp/, viitattu 18.4.2021). DNAmM PhenoAgen maarittamisessa oli kaytéssa 456 nay-

tettd. Ensimmaisessa aikapisteessa tutkittavat olivat 21-91-vuotiaita ja seuraavassa aikapisteessa

vastaavasti 30—100-vuotiaita (Levine ym. 2018).

Alla olevassa kuvassa (Kuva 3) on kuvattu, miten fenotyyppista ikdad kuvaava malli, Phenotypic
Age, kehitettiin. Tutkimuksessa kaytettiin Coxin regressiomallia ja NHANES Il dataa. Tarkoituk-
sena oli valikoida spesifit biomarkkerit, joita voidaan hy6dyntaa fenotyyppisen idn maarittamisessa.
Analyysissa ikaantymiseen liittyvid, kuolemanriskia lisdavia sairauksia regressoitiin kayttaen muut-
tujina 42:ta erilaista kliinista biomarkkeria sekd kronologista ikaa. Kyseisia sairauksia olivat sydan-
sairaudet, pahanlaatuiset kasvaimet, krooniset alahengitystiesairaudet, aivoverisuonisairaudet, Al-
zheimerin tauti, diabetes, munuaistulehdus, nefroottinen oireyhtyma seka nefroosi. Analyysin jal-
keen jaljelle jai yhdeksan biomarkkeria, jotka yhdessa kronologisen ian kanssa maarittavat feno-
tyyppista ikda. Nama biomarkkerit on esitetty alempana olevassa taulukossa (Taulukko 1). Tulok-
set validoitiin vield kayttden NHANES |V dataa, mikd osoitti sen, ettd maaritellyt biomarkkerit ja

kronologinen ika ovat vahvoja sairastavuuden ja kuolleisuusriskin ennustajia (Levine ym. 2018).

~

e Madritetaan fenotyyppinen ika kayttamalla Coxin regressiomallia

(Y IERTTEEN
ja miten? y,
o Kaytossa NHANES Il harjoitusdata, jossa muuttujina )
Data ¢ Kuolleisuusriskia lisdavat sairaudet (9kpl)

muitid?at ¢ Kronologinen ika seka 42 muuta biomarkkeria y
~

e 42:sta biomarkkerista yhdeksan (9) maarittaa yhdessa kronologisen idn
kanssa fenotyyppista ikaa

J
e )
e Kaytossa NHANES IV data
e e Maaritetyt biomarkkerit ja kronologinen ika ennustavat vahvasti
v:li(;?)ii:i sairastuvuutta ja kuolleisuusriskia )

Kuva 3: Fenotyyppisen idn maarittamisen vaiheet. Tehty Levine ym. (2018) artikkelin perus-
teella.


http://inchiantistudy.net/wp/
http://inchiantistudy.net/wp/
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Taulukko 1: Levine ym. (2018) artikkelissa mainitut fenotyyppisen idn méadrittamisesséa kédy-
tetyt biomarkkerit.

Biomarkkerit:
Albumiini
Kreatiniini
Seerumin glukoosipitoisuus
C-reaktiivinen proteiini (CRP)
Lymfosyyttien osuus
Keskimaardinen solutilavuus
Punasolujen jakautumisen leveys
Alkalinen fosfataasi
Valkosolujen maara

Kronologinen ika

Kun ensimmaisessa vaiheessa saatiin mallinnettua fenotyyppinen ika, kehitettiin sen avulla seu-
raavassa vaiheessa varsinainen DNAmM PhenoAge siten, etta fenotyyppista ikaa regressoitiin veri-
naytteista analysoitujen DNA-metylaatiotietojen kanssa. DNA:n metylaatiotasoja mitattiin kayttaen
llluminan 27k, 450k ja EPIC siruja. Yhteensa nailla kaikilla kolmella sirulla tutkittiin 20 169 CpG-
kohtaa, joista lopulta 513 huomioitiin epigeneettisen ian mallintamisessa. Suoritetun regressio-
analyysin perusteella saatiin siis maaritettyd DNAmM PhenoAge, joka sisalsi tiedot 513 CpG-kohdan
metylaatiosta, kronologisesta idsta ja yhdeksastd aiemmin maaritetystd biomarkkerista. DNAmM

PhenoAgen luotettavuutta validoitiin viela kayttamalla viittd muuta tietokantaa (Levine ym. 2018).

4.1.2 Tulokset

Koska DNAmM PhenoAge kehitettiin fenotyyppisen ian avulla, saatiin tuloksia erikseen seka feno-
tyyppisesta iasta, etta biologisesta iasta. Alla olevassa taulukossa (Taulukko 2) on esitetty, miten
fenotyyppinen ik& ennustaa kuolleisuutta. Prosenttiosuudet kertovat, kuinka paljon kuolleisuuden
riski nousee, kun fenotyyppinen ika kasvaa yhdella vuodella. Naytteenantajien fenotyyppinen ika

korreloi hyvin kronologisen ian kanssa (r=0,94).



13

Taulukko 2: Kuolleisuuden ennustus fenotyyppisen ian avulla. Kuinka paljon kuolleisuuden
riski nousee, kun fenotyyppinen ika kasvaa yhdelld vuodella. Tiedot haettu Levine ym.
(2018) artikkelista.

Kuolleisuusriskin

Kuolleisuuden syy Kuolemantapauksia kasvu
Kokonaiskuolleisuus 1052 9 %
Ikaantymiseen liittyvien sairauksien aiheuttama kuolleisuus 661 9 %
Sydan- ja verisuonitaudit 272 10 %
Syopa 265 7%
Alzheimerin tauti 30 4%
Diabetes 41 20 %
Krooniset alahengitystiesairaudet 53 9%

Tutkijat selvittivat myds, liittyvatkd ajan kuluessa tapahtuvat DNAm PhenoAge -muutokset feno-
tyyppisen ian muutoksiin ja kuinka hyvin ne korreloivat kronologisen ian kanssa. Huomioitavaa on
se, ettei DNAmM PhenoAgen tai fenotyyppisen ian ja kronologisen ian valista korrelaatiota ole tar-
koitus saada taydelliseksi (r=1), koska oletettavaa on, etta niissa on eroavaisuutta. Oletettavaa on
kuitenkin se, ettd mitd parempi korrelaatio on, sitd paremmin ikdestimaattorit (DNAmM PhenoAge tai
fenotyyppinen ikd) toimivat. Saatujen tulosten mukaan fenotyyppinen ikd ja DNAm PhenoAge kor-
reloivat kahdessa aikapisteessa (mittauspisteiden vali kymmenen vuotta) eri tavalla, kun niitd mu-
kautettiin kronologisen ian kanssa: DNAm PhenoAgen korrelaatio oli r=0,68 ja fenotyyppisen ian
r=0,50. Tutkijat havaitsivat myds, ettd naiden aikapisteiden valilla fenotyyppisen idn muutos korreloi
hyvin (r=0,74) DNAm PhenoAgen muutosten kanssa (Levine ym. 2018), mika on hyvin oletettavaa,

koska DNAmM PhenoAgen algoritmi sisaltda aiemmin maaritetyn fenotyyppisen ian.

Koska DNAmM PhenoAge kehitettiin kayttden vain yhta tietokantaa, haluttiin sen luotettavuutta vali-
doida kayttamalla viela muita tietokantoja (Taulukko 3). Kaikki kaytetyt sirut olivat llluminan valmis-
tamia, ja korrelaatio kronologisen ian kanssa oli r=0,62-0,89 (Levine ym. 2018).

Taulukko 3: DNAm PhenoAgen validointi eri tietokannoilla. Tiedot haettu Levine ym. (2018)
artikkelista.

Kaytetty tietokanta: Naytteiden Kaytetty siru: Korrelaatio kronologisen
maara: ian kanssa:
Women's Health Initiative 1 (WHI 1) 2 016 [llumina 450K r=0,66
Women's Health Initiative 2 (WHI 2) 2191 [llumina 450K r=0,69
Framingham Heart Study (FHS) 2553 Illumina 450K r=0,78
Normative Aging Study (NAS) 657 [llumina 450K r=0,62
Jackson Heart Study (JHS) 1747 [lumina EPIC r=0,89

Taulukossa 3 esiteltyjen tietokantojen naytteita kaytettiin myds arvioimaan DNAm PhenoAgen yh-

teyttd kuolleisuuteen. Koska biologinen ikd kuvaa elimistdén toimintakykya ja soluihin kertyneita
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vaurioita, on oletettavaa, ettd mitd korkeampi biologinen ika on, sitd korkeampi myos kuolleisuus-
riski on. Saadut tulokset tukivat tata oletusta, sillda yhden vuoden kasvu DNAmM PhenoAgessa lisasi
kokonaiskuolleisuuden riskia 4,5 %. Lisaksi ennustettua elinajanodotetta ja kuolleisuusriskia ver-
rattiin eri tahtiin ikdantyvilla henkil6illa. Mukana otoksessa olivat 5 % nopeimmin ja hitaimmin van-
henevat henkil6t sekd keskiarvoa edustavat henkilét. Kuten oletettua, nopeimmin vanhenevilla
henkilGillda on suurin kuolemanriski: 1,62-kertainen keskimaaraisella nopeudella vanheneviin ihmi-
siin verrattuna ja 2,58-kertainen hitaimmin vanheneviin verrattuna. Nopeimmin vanhenevilla hen-
kil6illa on myo6s lyhyempi elinajanodote ja suhteellinen elossaololuku muihin verrattuna (Levine ym.
2018).

Koska vanheneminen on yksi monien kansantautien suuri riskitekija, on myés DNAm PhenoAgen
ja sairauksien yhteys oletettavaa. Tulokset ovat kronologisesta idsta riippumattomia, mutta korke-
ampi DNAmM PhenoAge lisda henkildn samanaikaisesti esiintyvien sairauksien maaraa, fyysisen
toimintakyvyn ongelmia seka sepelvaltimotaudin riskia. Vastaavasti todenndkoisyys olla terve (di-

sease-free) vahenee (Levine ym. 2018).

Sairastuvuus- ja kuolleisuusriskeja arvioitiin vield uudestaan huomioiden naytteenantajien rapor-
toima tupakointihistoria, koska tupakoivilla ihmisilla havaittiin olevan merkittavasti korkeampi epige-
neettinen ika aikaisemmin tai ei koskaan tupakoineisiin henkildihin verrattuna. Tulokset eivat si-
nansa muuttuneet aikaisemmista, silla DNAmM PhenoAgen havaittiin liittyvan kuolleisuuteen, sa-
manaikaisesti esiintyvien sairauksien maaraan, fyysiseen toimintakykyyn, sepelvaltimotaudin ris-
kiin ja todennakdisyyteen olla terve seka tupakoivilla etta tupakoimattomilla henkiléilla. Huomioita-
vaa on kuitenkin se, ettei silld, kuinka monta vuotta on tupakoinut, ollut vahvaa yhteyttd DNAm
PhenoAgen kanssa (Levine ym. 2018). Zhaon ym. (2019) tutkimustulos tukee Levinen ym. (2018)
tutkimusta, silla hekin 16ysivat yhteyden raportoidun tupakointihistorian ja epigeneettisen ian kiih-
tymisen valilla kayttaessaan PhenoAge ja GrimAge -kelloja. Yang ym. (2019) puolestaan havaitsi-
vat, ettd muutokset 52 CpG-kohdassa ovat vahvemmin yhteydessa DNAm PhenoAgen kKiihtymi-

seen kuin itseraportoitu tupakointihistoria.

Levine ym. (2018) osoittivat myos, ettd kokoverinaytteen lisdksi DNAmM PhenoAgen maarittami-
sessa voitaisiin soveltaa myds kudos- ja solunaytteitad, koska niistd maaritetty DNAm PhenoAge
korreloi hyvin kronologisen ian kanssa. Alla olevassa taulukossa (Taulukko 4) on esitelty joitakin

kudoksia, joista DNAmM PhenoAge on onnistuneesti maaritetty.
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Taulukko 4: Esimerkkejd mistd kudoksista DNAm PhenoAge voidaan maéarittaa ja millainen
korrelaatio on ollut kronologisen ian vélilld. Tiedot haettu Levine ym. (2018) artikkelista.

Nayte: Korrelaatio kronologisen ian kanssa:
Kaikki kudokset r=0,71
Aivokudos r=0,54-0,92
Rintakudos r=0,47
lhon fibroblasti r=0,87
Epidermis r=0,84
Sydan r=0,66
Maksa r=0,80
Sylki r=0,81

Alzheimerin tauti littyy voimakkaasti ikdantymiseen, silla sen yleisyys kasvaa mita idkkaammaksi
ihmiset tulevat. Esimerkiksi yli 85-vuotiaista tautia sairastaa 15-20 % (https://www.terveyskir-
jasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p artikkeli=dIk00699, viitattu 14.3.2021). Koska DNAmM PhenoAge

pystyttiin onnistuneesti maarittdmaan veren lisdksi myos aivokudoksesta, tutkijat halusivat selvit-

taa, onko DNAmM PhenoAgella yhteytta Alzheimerin tautiin. Religious Order Study (ROS) ja Memory
and Aging Project (MAP) tutkimuksista saatiin naytteet noin 700 vainajalta. DNAmM PhenoAge maa-
ritettiin dorsolateraalisesta prefrontaalisesta aivokuoresta, ja potilaiden mahdollinen Alzheimerin
tauti oli diagnosoitu aikaisemmin ruumiinavauksessa. Tulokset osoittavat, etta niilla henkilGilla, joilla
diagnosoitiin Alzheimerin tauti, aivokuoresta maaritetty DNAmM PhenoAge oli yli vuoden vanhempi
kuin samanikaisilla Alzheimeria sairastamattomilla henkil6illa (Levine ym. 2018). Sibbett ym. (2020)
eivat puolestaan l6ytaneet omassa tutkimuksessaan yhteyttd dementian ja kiihtyneen ikdantymi-
sen valilla yli 79-vuotiailla henkildilla. Tutkimus erosi kuitenkin Levinen ym. (2018) tutkimuksesta
siind mielessa, ettd he maarittivat epigeneettisen ian verinaytteista ensin Horvathin kellolla (2013),
jonka jalkeen he laskivat AgeAccel arvoja muun muassa PhenoAgelle ja GrimAgelle. Tulokset oli-
vat yllattavia, jonka vuoksi lisatutkimuksille on tarvetta. Tutkijoiden oletuksena on, ettd suuremmilla
aineistoilla ja erilaisilla kohorteilla voitaisiinkin tukea heidan hypoteesiaan siita, ettd DNA-metylaa-
tiotasojen muutosten avulla maaritetty ikdantymisen kiihtyvyys on yhteydessa dementiaan (Sibbett
ym. 2020). Tama tukisi Levine ym. (2018) saamia tuloksia, joissa Alzheimeria sairastaneiden hen-

kildiden epigeneettinen ik oli vanhempi kuin samanikaisilla sairastamattomilla.

DNAm PhenoAgen kyky ennustaa sydvan ilmaantuvuutta on todettu monissa eri tutkimuksissa.
Levine ym. (2018) havaitsivat, ettd yhden vuoden kasvu DNAm PhenoAgessa lisda keuhkosybvan
riskia 5 %, ja tupakoivilla henkildilld riski on jopa kaksinkertainen tupakoimattomiin verrattuna.

DNAm PhenoAgen sekd Hannumin (2013) ja Horvathin (2013) kelloilla maaritetyn biologisen ian


https://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=dlk00699
https://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=dlk00699
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kiihtymisen on todettu olevan yhteydessa myds naisten rintasydpariskiin. Esimerkiksi DNAmM

PhenoAgen kiihtyminen viidelld vuodella kasvattaa rintasydpariskia 15 % (Kresovich ym. 2019).

Gaon ym. (2020) mukaan verinaytteista maaritetyillda AgeAccelPhenolla ja AgeAccelGrimilla on ti-
lastollisesti merkittdva yhteys paksusuolensy6paa sairastavien kuolleisuuteen. Eloonjaaminen oli
epatodennakoisinta potilailla, joilla oli suurimmat AgeAccel-arvot syévan alku- ja keskivaiheissa.
Nain ollen epigeneettisista kelloista voisi olla hyotya paksusuolensy6paa sairastavien potilaiden
hoitopaatoksia tehdessa, kun jo diagnosointivaiheessa voitaisiin arvioida eloonjddmisen todenna-
koisyytta (Gao ym. 2020). Wang ym. (2020) maarittivat DNA:n metylaatiotasojen muutoksia puo-
lestaan normaaleista paksusuolen limakalvonaytteista jakaen koehenkildt tulosten ja taustatietojen
perusteella kolmeen eri riskiryhmaan. Tulokset olivat yllattavia siihen nahden, etta yleensa korke-
ampi epigeneettinen ika lisda kuolleisuus- ja sairastuvuusriskida. Wang ym. (2020) mukaan suurim-
man paksusuolen sydvan riskin omaavilla henkiléilla DNAm PhenoAgella maaritetty epigeneettinen
ikd hidastui normaaleissa paksusuolen naytteissa. Heidan mukaansa epigeneettisen ian hairiinty-
minen saattaa olla merkki suuresta paksusuolensydvan riskista (Wang ym. 2020). Edelld kuvatut
tutkimustulokset kuitenkin osoittavat, ettd DNAmM PhenoAgella voidaan ennustaa erilaisten sy6pa-
sairauksien riskia seka kudosnaytteista etta veresta. Tulevaisuudessa naita tutkimuksia voitaisiin-

kin kenties hyddyntaa sydvan varhaisessa havaitsemisessa ja diagnosoinnissa.

4.2 DNAm GrimAge

421 Menetelma

Myds Lu ym. (2019) kehittivat oman epigeneettista ikda arvioivan kellon, DNAm GrimAgen, kaksi-
vaiheisella menetelmalla. Ensimmaisessa vaiheessa maaritettiin DNA:n metylaatiotasoihin pohjau-
tuvat biomarkkerit plasmaproteiineista ja tupakoinnista, joita hyddynnettiin seuraavassa vaiheessa
varsinaisen DNAm GrimAgen kehittdmiseen. Ensimmaisessa vaiheessa kaytetty data on peraisin
Framingham heart study (FHS) tietokannasta. Tietokannan alkuperaiset naytteenantajat ovat ko-
toisin Yhdysvalloista Framinghamin kaupungista. Pitkdaikaisen seurantatutkimuksen alkuperai-
sena tarkoituksena oli 16ytaa yhteisia selittavia tekijoitd sydan- ja verisuonitautien kehittymiselle.
Sittemmin tutkimus on laajentunut koskemaan alkuperaisten naytteenantajien lisdksi myds heidan
lapsiaan ja lastenlapsiaan antaen tietoa kolmesta sukupolvesta (https://framingham-
heartstudy.org/, viitattu 18.4.2021). Lu ym. (2019) kayttivat 2 356 naytteen kokoista FHS-datajouk-

koa, joka jaettiin harjoitusdataan ja varsinaiseen testidataan. Harjoitusdata sisalsi 70 % ja testidata

30 % naytteista. Naytteiden luovuttajien taustat kuten keski-ika ja tupakointihistoria olivat hyvin
samanlaiset molemmissa ryhmissa. Harjoitusdatassa keski-ika oli 66 vuotta ja heistd 59 % on tu-
pakoinut aikaisemmin tai talla hetkella. Testidatan vastaavat lukemat olivat 67 vuotta ja 62 % (Lu
ym. 2019).


https://framinghamheartstudy.org/
https://framinghamheartstudy.org/
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Alla olevassa kuvassa (Kuva 4) on kuvattuna ensimmainen vaihe DNAm GrimAgen kehittami-
sessa. Ensin harjoitusdatasta verrattiin DNA:n metylaatiotasoja tupakointihistorian sekd immuno-
maarityksella mitatun 88 plasmaproteiinin pitoisuuden kanssa. Analyysissa tarkasteltiin niita CpG-
kohtia, jotka ovat seka llluminan Infinium 450k ja EPIC siruilla. Jokainen plasmaproteiini regressoi-
tiin Coxin regressiomallilla kronologisen ian, sukupuolen ja CpG-kohtien metylaatiotasojen mu-
kaan. Mitatuista plasmaproteiinitasoista 12 korreloi kohtalaisen hyvin (r>0.35) niitd vastaavien
DNA:n metylaatiotasojen kanssa seka harjoitusdatassa etta varsinaisessa testidatassa (Taulukko

5). Lisaksi 172 CpG-kohdan metylaatiotasojen analysoitiin korreloivan raportoidun tupakointihisto-

rian kanssa.

e Maarittaa tupakoinnista ja veren plasmaproteiineista ne h
biomarkkerit, jotka korreloivat niita vastaavien DNA:n
metylaatiotasojen kanssa )

1

e Kayttamalla Coxin regressiomallia

e Kaytossa FHS-data, joka jaettu harjoitusdataan ja testidataan

J

e Harjoitusdatan 88 plasmaproteiinia ja tupakointi (vuosina) )
regressoitiin 485k CpG-kohdan, ian ja sukupuolen mukaan

e Virheettomyys tarkistettiin varsinaisella testidatalla )

~
¢ 12 plasmaproteiinia seka tupakointi korreloivat r>0.35 niita
vastaavien DNA:n metylaatiotasojen kanssa
J

Kuva 4: Ensimméinen vaihe DNAm GrimAgen médrittdmisessé. Tehty Lu ym. (2019) artikke-
lin perusteella.
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Taulukko 5: Immunomaarityksella analysoitujen plasmaproteiinien (12kpl) ja tupakoinnin
korrelaatio niitd vastaavien DNA-metylaatiotasojen Vvililla. Seitsemdd ensimmaista
plasmaproteiinia kdytettiin myébhemmassa vaiheessa myds kuolleisuuden ennustamisessa
ja siten DNAm GrimAgen algoritmissa. Tiedot haettu Lu ym. (2019) artikkelista.

Biomarkkerit Harjoitusdata (n=1731) Testidata (n=625)
Korrelaatio biomarkkerin ja Korrelaatio biomarkkerin ja
metylaatiotasojen valilla metylaatiotasojen valilla
adrenomedulliini 0,65 0,38
beeta-2-mikroglobuliini 0,62 0,43
kystatiini C 0,58 0,39
kasvun erilaistumistekija 15 (GDF15) 0,74 0,53
leptiini 0,68 0,35
plasminogeenin aktivaattorin inhi-
biittori (PAI-1) 0,69 0,36
metalloproteinaasien kudosinhibiit-
tori-1 (TIMP-1) 0,43 0,35
CD56 0,86 0,36
keruloplasmiini 0,56 0,49
solunulkoinen matriisiproteeini 1
(EFEMP1) 0,59 0,41
myoglobiini 0,50 0,38
Seerumin paraoksonaasi/aryleste-
raasi 1 (PON-aryyli 1) 0,57 0,51
tupakointi (vuosina) 0,79 0,66

Seuraavan vaiheen tarkoituksena oli kehittdd varsinainen biologista ikdd mallintava DNAm Gri-
mAge ikdan kuin kdanteisesti kuolleisuusriskia arvioimalla. Tutkimuksessa kaytetysta datasta saa-
tiin seurantatietoa siita, kuinka kauan naytteenantajat olivat elaneet naytteenoton jalkeen. Tata tie-
toa regressoitiin naytteenantajan sukupuoleen, kronologiseen ikdan, seka DNA:n metylaatiotieto-
jen perusteella arvoituun tupakointiin (DNAm PACKYRS) ja 12 plasmaproteiinia vastaaviin bio-
markkereihin. Analyysi tehtiin jalleen Coxin regressiomallilla, jolloin plasmaproteiineja rajautui mu-
kaan vain seitseman. Nama seitseman plasmaproteiinia on esitetty edella olevassa taulukossa
(Taulukko 5) ylimmaisena. Tupakointiin kaytettya aikaa ja naita seitsemaa plasmaproteiinia kuvaa-
vat DNA:n metylaatioprofiilit sisaltavat kukin alle 200 CpG-kohtaa, ja kaiken kaikkiaan erillisia CpG-
kohtia on 1030, kun kaikki metylaatioprofiilit otetaan huomioon. Coxin regressiomallilla saadaan
tulos, joka voidaan kuvata kuolleisuuden riskisuhteen logaritmina. Tama parametri muutettiin ma-
temaattisesti lineaarisesti biologista ikda mallintavaksi DNAmM GrimAgeksi, jonka luotettavuutta tes-

tattiin viela useilla tuhansilla naytteilla eri tietokannoista (Lu ym. 2019).

DNAm GrimAgen algoritmi sisaltda siis kohdehenkildon idn, sukupuolen ja kahdeksan DNA:n me-
tylaatiotasoihin perustuvaa biomarkkeria (tupakointi ja seitseman plasmaproteiinia). Lisaksi tutkijat

kehittivat epigeneettisen ian kiihtyvyytta arvioivan mallin, AgeAccelGrimin. Sen tarkoituksena on
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huomioida kuinka paljon yksilén kronologinen ika vaikuttaa hanen epigeneettiseen ikaansa, jotta
kronologiselta ialta erilaisia henkil6ita ja heidan biologista vanhenemisnopeuttaan voidaan vertailla
keskenaan. Epigeneettisen ian kiihtyvyys saadaan laskettua, kun epigeneettistd ikda verrataan
kronologiseen ikdan lineaarisen regressioanalyysin avulla. Jos saatu arvo on alkuperaista korke-

ampi, on solujen vanhenemisprosessi kiihtynytta (Chen ym. 2016, Lu ym. 2019).

4.2.2 Tulokset

Biologista ikda mallintava DNAmM GrimAge korreloi voimakkaasti (r=0.82) kronologisen idn kanssa
FHS-datassa, jota kaytettiin DNAmM GrimAgen luomisessa. Taman lisdksi DNAm GrimAgen ennus-
tuskykya ja toimivuutta testattiin useiden eri tietokantojen naytteilla. Kaytossa oli kaiken kaikkiaan
viisi kohorttia, jotka sisalsivat yhteensa 6 935 naytettd. Naytteista tehtiin meta-analyysi, josta sel-
visi, ettd AgeAccelGrim seka jokainen DNAmM GrimAgen kahdeksasta biomarkkerista ennusti hyvin
jaljelld olevaa elinaikaa (time-to-death). AgeAccelGrim oli myds merkittava jaljelld olevan elinajan
ennustaja, kun analyysi rajattiin tupakoimattomiin tai aikaisemmin tai nykyisin tupakoiviin henkil®i-
hin (Lu ym. 2019).

Selvaa on, ettd pelkkien plasmaproteiinipitoisuuksien maarittdminen on monissa laboratorioissa
helpompaa ja edullisempaa kuin metylaatiotasojen mittaus, jonka vuoksi tutkittiin, antavatko me-
tylaatiotasot selvasti luotettavampaa ja parempaa tietoa niin, etta sita olisi hyodyllista kayttaa jat-
kossakin. Tutkijat testasivat, onko jaljella olevan elinajan ennustekyvyssa eroavaisuuksia, jos ana-
lyysi tehdaankin mitattavissa olevilla biomarkkereilla, jolloin analyysissa kaytetaan veren plas-
maproteiinipitoisuuksia ja raportoitua tupakointihistoriaa eika niita vastaavia metylaatiotasoja.
DNA:n metylaatiotasoihin pohjautuva DNAm PACKYRS seka ikasopeutetut biomarkkerit DNAmM
PAI-1, DNAm TIMP-1, DNAm Cystatin C ennustivat paremmin jaljella olevaa elinaikaa kuin vas-
taavat, ei-metylaatiotasoihin perustuvat biomarkkerit. Toisaalta nimenomaan plasmaproteiinipitoi-
suuksista ja raportoidusta tupakointihistoriasta tehty ikaalgoritmi ei eronnut merkittavasti metylaa-
tiopohjaisesta AgeAccelGrimista, silla DNAmM AgeAccelGrimin hasardisuhde (HR) oli 1,12 ja p-arvo
oli 8,6x105, ja vastaavasti ei-metylaatioihin perustuvien biomarkkereiden pohjalta tehdyn AgeAc-
celGrimin HR oli 1,10 ja p-arvo oli 3,2x107. Tulokset osoittivat myds sen, ettd AgeAccelGrimilla
sekad muutamalla DNA:n metylaatiotasoihin pohjautuvalla biomarkkerilla ja plasmaproteiinipitoisuu-

della on merkittava perinndllisyys (Lu ym. 2019).

Kuten PhenoAgen kohdalla, myds tassa tutkijat olettivat, ettd biologista ikda mallintava GrimAge
ennustaa aikaa erilaisten sairauksien puhkeamiseen. Coxin regressioanalyysilla saadut tulokset
osoittavat, ettd AgeAccelGrim ennustaa erittéin hyvin sepelvaltimotaudin ja kongestiivisen syda-
men vajaatoiminnan ilmaantumista. Myds yksittéinen ikdsopeutettu DNAm PAI-1 biomarkkeri en-

nusti hyvin ndiden molempien sairauksien ilmaantuvuutta. Poikkileikkaustutkimukset osoittivat
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myos, ettd korkeammat AgeAccelGrim-arvot liittyvat fyysisen toimintakyvyn alenemiseen, korke-
ampaan verenpaineeseen, 2-tyypin diabetekseen ja naisten varhaisiin vaihdevuosiin (Lu ym.
2019). Vaihdevuosien ja epigeneettisen ian kiihtymisen valista yhteytta on tutkinut myds Thurston
ym. (2020). Heidan tuloksensa tuki Lu ym. (2019) tuloksia, silld he totesivat tutkimuksessaan, etta
varhaisista vaihdevuosista karsivilla naisilla vakavat ja myéhaan ilmaantuvat vasomotoriset oireet,

kuten kuumat aallot, liittyivat korkeampiin DNAmM PhenoAgen ja DNAm GrimAgen arvoihin.

Tarkeaa on tietysti myds tietaa, miten hyvin kehitetty malli toimii muihin kelloihin verrattuna. AgeAc-
celGrim ennusti parhaiten jaljella olevaa elinaikaa seka aikaa minka tahansa syévan kehittymiselle
ja naisten varhaiselle menopaussille, kun sita verrattiin aiemmin kehitettyinin DNAm PhenoAgeen
(Levine ym. 2018) seka Horvathin (2013) ja Hannumin (2013) kelloihin. AgeAccelGrimia vastaavat,
epigeneettisen ian kiihtymista kuvaavat mittarit, nimettiin AgeAccelPhenoksi, AgeAccelksi (Horvat-
hin kello) ja AgeAccelHannumiksi. AgeAccelGrim korreloi parhaiten (r=0,45) AgeAccelPhenon
kanssa (Levine ym. 2018), mikd on hyvin oletettavaa, koska ne molemmat mallintavat biologista
ikaa toisin kuin Hannumin ja Horvathin kellot. Meta-analyysin p-arvot osoittavatkin, etta naista nel-
jasta kellosta juuri biologista ikda mallintavat kellot, ja erityisesti AgeAccelGrim, ennustavat parhai-
ten jaljella olevaa elinaikaa. Tulos on hyvin looginen sen takia, etta biologinen ikd huomioi yksildl-
liset vanhenemismuutokset toisin kuin kronologinen ika. Jarjestys p-arvojen mukaan parhaimmasta
huonoimpaan oli AgeAccelGrim (p=2,0x107%; HR=1,10), AgeAccelPheno (p=3,5%x10¢; HR=1,05),
AgeAccelHannum (p=6,8x10""%; HR=1,04) ja AgeAccel (p=8,9%10%;, HR=1,02). Jarjestys ei muut-
tunut, vaikka analyysia rajoitettiin tupakoinnin perusteella tai tutkittiin vain 20 % nopeimmin ja hi-
taimmin vanhenevia ihmisia. Coxin regressiomallilla tehtyja analyyseja pystyttiin myds mukautta-
maan tietokannoista saatujen tietojen perusteella. Kovariaatteina kaytettiin muun muassa painoin-
deksia, seka aikaisemmin sairastettua syopaa, diabetesta tai korkeaa verenpainetta, koska nailla
uskotaan olevan vaikutusta solujen toimintakykyyn ja siten biologiseen ikaan. Erilaisista kovariaa-
teista huolimatta AgeAccelGrimilla oli jalleen korkein ja merkittavin ennustekyky jaljella olevalle

elinajalle (Lu ym. 2019).

4.3 DNAm PhenoAgen ja DNAm GrimAgen erot ja yhtenevaisyydet

Vaikka DNAmM PhenoAge ja DNAm GrimAge arvioivat molemmat biologista ikaa, on niissa paljon
eroavaisuuksia. Alla olevaan taulukkoon (Taulukko 6) on koottu tietoja kyseisten kellojen biomark-
kereista, CpG-kohtien maarasta ja muutamia esimerkkeja kellojen kayttékohteista. Yhtalaisyyksia
I6ytyy lahinna kellojen kayttokohteista, silla epigeneettisen ian kiihtymisella on todettu olevan yh-
teyttd muun muassa monien sydpasairauksien riskin lisdéntymiseen ja fyysisen toimintakyvyn heik-
kenemiseen (Gao ym. 2020, Kresovich ym. 2019, Levine ym. 2018, Lu ym. 2019). PhenoAgen ja
GrimAgen kayttdkohteita on 10ydetty myds muista tutkimuksista, kuten kappaleissa 4.1.2 ja 4.2.2

tuotiin esiin.
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Taulukko 6: Yhteenvetotaulukko DNAm PhenoAgesta ja DNAm GrimAgesta. Tiedot haettu
Levine ym. (2018) ja Lu ym. (2019) artikkeleista.

Epigeneettiset kellot DNAm PhenoAge DNAmM GrimAge
Veren plasmaproteiinipitoisuuk- | Veren plasmaproteiineja vastaa-
Mista biomarkkerit maaritetty? |sista vista DNA:n metylaatiotasoista
Albumiini Adrenomedulliini
) . Kreatiniini Beeta-2-mikroglobuliini
Elemans St Seerumin glukoosipitoisuus Kystatiini C
Kasvun erilaistumistekija 15
C-reaktiivinen proteiini (CRP) (GDF15)
Lymfosyyttien osuus Leptiini
Plasminogeenin aktivaattorin in-
Keskimaarainen solutilavuus hibiittori (PAI-1)

Metalloproteinaasien kudosinhi-
Punasolujen jakautumisen leveys | biittori-1 (TIMP-1)

Alkalinen fosfataasi Raportoitu tupakointi (vuosina)
Valkosolujen maara Sukupuoli
Kronologinen ika Kronologinen ika
Tutkittavien CpG-kohtien maara 513 1030
Esimerkkeja mita epigeneettisilla | Yleista kuolleisuusriskia Jaljelld olevaa elinaikaa
kelloilla voidaan arvioida tai en- | Syspisairauksien riskia Sydpasairauksien riskia
nustaa Samanaikaisesti esiintyvien sai- | Kongestiivista sydamen vajaatoi-
rauksien maaraa minnan riskia
Fyysista toimintakykya Fyysista toimintakykya
Alzheimerin taudin riskia Varhaisia vaihdevuosia
Todennakoisyytta olla terve Sepelvaltimotaudin riskia

Monissa tutkimuksissa on kaytetty useita erilaisia epigeneettisia kelloja yhden sijaan, jotta saatuja
tuloksia on voitu verrata keskendan. Gutman ym. (2020) ovat hyddyntadneet DNAm GrimAgea ja
DNAm PhenoAgea tutkiessaan poikkeuksellisen pitkaikaisten henkildiden (exceptionally long-lived
individuals, ELLI) metylaatiotasoja. Alla olevassa kuvassa (Kuva 5) on kuvattuna jokaisen ryhman
kronologinen ikd sekd DNAm GrimAgella ja DNAm PhenoAgella maaritetyt epigeneettiset iat. Ku-
vasta voidaan paatella, ettd DNAm GrimAge korreloi paremmin kronologisen ian kanssa kuin
DNAm PhenoAge. Lisaksi epigeneettinen ika oli kaikissa ryhmissa alhaisempi kuin kronologinen
ikd ja ero oli suurin nimenomaan poikkeuksellisen pitkdikaisilla henkildilla. Tutkijoiden mukaan
tama viittaisi siihen, etta poikkeuksellisen pitkaikaisilla yksiloilla on suotuisa DNA-metylaatioprofiili,
mika mahdollistaa hitaamman ikdantymisen muihin verrattuna. Hitaampi ikaantyminen lisda puo-
lestaan tervettd elinaikaa. Huomioitavaa on kuitenkin se, ettad aineisto oli todella pieni, mika voi

antaa virheellisia tuloksia (Gutman ym. 2020).
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Kuva 5: Kronologinen ikd sekd DNAm PhenoAgella ja DNAm GrimAgella maéritetyt epige-
neettiset idt kolmessa eri tutkimusryhméssé. Ryhmét ovat kontrolli (N=28), ELLI eli poik-
keuksellisen pitkéikdiset yksilét (N=24) ja ELLI-jalkeldiset (N=18). Muokattu ldhteestd Gut-
man ym. 2020.

Vaikka epigeneettisten kellojen kohdalla on puhuttu paljon vanhenemisesta ja sen merkityksesta
fyysisen toimintakyvyn heikkenemiseen ja sairauksien iimenemiseen, taytyy muistaa, etta epige-
neettiset tekijat ovat vain yksi vanhenemisen tunnusmerkeista (L6pez-Otin ym. 2013). Viime
vuonna julkaistussa tutkimuksessa verrattiinkin ensimmaista kertaa yhdeksaa erilaista tapaa mal-
lintaa biologista ikaa (Li ym. 2020). Tutkimuksessa ei siis kaytetty pelkastdan epigeneettisia kelloja
vaan 20 vuoden seuranta-ajan aikana tutkittiin muun muassa telomeerien pituutta, fysiologista ikada
ja kognitiivista toimintakykya. Ruotsalaisessa populaatioaineistossa oli mukana 845 henkil6a, jotka
olivat idltdééan 50-90-vuotiaita. Kaikilla mittaustavoilla mitattuna niilld saman ikaryhman henkil6illa,
joilla oli korkeampi biologinen ika, oli suurempi todenndkdisyys kuolla aikaisemmin. Kaytetyista
tutkimusmenetelmista erityisesti DNA:n metylaatiotasoihin perustuvat ikdestimaattorit, joita olivat
Hannumin kello (2013), Horvathin kello (2013), DNAm PhenoAge (Levine ym. 2018) sekd DNAmM
GrimAge (Lu ym. 2019), ennustivat parhaiten yksilon kuolemanriskia (Li ym. 2020). Tulevaisuu-
dessa biologista ikda ja vanhenemisen vaikutuksia tutkittaessa onkin tarvetta juuri tdman kaltaisille
tutkimuksille, joissa pyrittaisiin huomioimaan mahdollisimman monipuolisesti erilaiset vanhenemi-

sen tunnusmerkit ja tavat mallintaa biologista ikaa.
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5. YHTEENVETO

Epigeneettisten tekijdiden eli DNA:n metylaation, histonien kovalenttisen muokkauksen, nukleo-
somien muokkauksen seka ei-koodaavan RNA:n (Dupont ym. 2009, Taipale 2006, Wei ym. 2017)
tiedetdan olevan yksia vanhenemisen tunnusmerkeista (L6pez-Otin ym. 2013). Niilla pystytaan vai-
kuttamaan geenien toimintaan ja saatelyyn muuttamatta DNA-sekvenssia, ja niiden on todettu pe-
riytyvan vahintadankin mitoottisesti solulta toiselle (Dupont ym. 2009, Taipale 2006, Wei ym. 2017).
Tamanhetkiset tutkimusmenetelmat ja -laitteet mahdollistavat 1&8hinna vain DNA:n metylaatiota-
sojen tutkimisen laajoilla aineistoilla, jonka vuoksi sen merkityksesta geeninsaatelyssa tiedetaan

eniten.

Metylaatiolla eli metyyliryhman (-CHa) liittymiselld DNA:n sytosiiniemakseen voidaan seka akti-
voida ettd inaktivoida geenien luentaa (Dupont ym. 2009, Gillespie ym. 2019, Taipale 2006). Epige-
neettisissa kelloissa tarkastellaan nimenomaan metylaatiotasolla tapahtuvia muutoksia, joiden
avulla voidaan mallintaa seka kronologista (Hannum ym. 2013, Horvath 2013) ettd biologista ikaa
(Levine ym. 2018, Lu ym. 2019). Koska biologisella ialla pyritddn kuvaamaan solujen ja kudosten
toimintakykya ja niihin kertyneita vaurioita, voidaan sen avulla ennustaa myos riskeja erilaisille sai-
rauksille (Li ym. 2020).

Tarkastelussa olleet DNAmM PhenoAge (Levine ym. 2018) ja DNAmM GrimAge (Lu ym. 2019) mal-
lintavat biologista ikaa ja ennustavat melko luotettavasti muun muassa yleista kuolleisuusriskia,
jaljellad olevaa elinaikaa ja riskeja erilaisille sairauksille, kuten Alzheimerin taudille ja sepelvaltimo-
taudille. Yleisesti voidaankin sanoa, etta mita korkeampi biologinen ika on eli mitd enemman solui-
hin on kertynyt vaurioita, sitd suurempi kuolleisuus- ja sairastuvuusriski on (Levine ym. 2018, Lu
ym. 2019). DNAm PhenoAgea ja DNAm GrimAgea on kaytetty myds monissa muissa tutkimuk-
sissa erilaisilla populaatio- ja potilasaineistoilla. Korkeampien DNAm PhenoAge ja DNAm GrimAge
-arvojen on todettu lisddvan esimerkiksi rintasyévan riskia (Kresovich ym. 2019) ja olevan yhtey-
dessa paksusuolensydpaa sairastavien kuolleisuuteen (Gao ym. 2020). Vaikka useat tdhan men-
nessa tehdyt tutkimukset tukevat Levinen ym. (2018) ja Lu ym. (2019) tuloksia, ja epigeneettiset
kellot nayttavat toimivan hyvin kaytetyissd aineistoissa (Gao ym. 2020, Gutman ym. 2020,
Kresovich ym. 2019, Thurston ym. 2020), taytyy kehityksen vield jatkua ennen kuin niita voidaan
hyddyntaa yksittaisten potilaiden kliinisissa tutkimuksissa. Edellytyksena olisi viela laajempien, mo-
nipuolisempien ja pidempaa seuranta-aikaa sisaltavien tutkimusaineistojen kayttd. Lisaksi epige-
neettista tutkimusta hyodyntamalla voitaisiin tunnistaa uusia vanhenemismekanismeja. Niiden hil-
litseminen voisi hidastaa vanhenemisprosessin etenemista, jolloin voitaisiin pidentaa tervetta elin-

aikaa.
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