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Véeston ikaantyessd vanhenemiseen liittyvat sairaudet muodostavat merkittdvan haasteen
terveydenhuoltojarjestelmille, mink& vuoksi uusien biomarkkerien I6ytdminen on entistd
tarkeampaa. Pitkaikéaisyys- ja ikdantymistutkimuksissa keskeiseksi tutkimuskohteeksi on viime
vuosikymmenien aikana noussut DNA-metylaatio, epigeneettinen saatelymekanismi, joka
vaikuttaa  geeniekspressioon  kajoamatta itse DNA:n  eméssekvenssiin.  DNA-
metylaatiokuvioihin perustuvat epigeneettiset kellot ovat matemaattisia malleja, jotka pystyvat
arvioimaan kronologisen ian liséksi niin sanottua biologista ik&4 sekd ikaantymisen kiihtymista.
Tunnetuimmat naista kelloista ovat Horvathin ja Hannumin kronologiset kellot sek& biologista
ikdd mittaavat yhdistelmabiomarkkerit PhenoAge ja GrimAge. Jotkut ndistd kelloista
soveltuvat myo6s sairausalttiuksien ja elinajanodotteen arvioimiseen paremmin kuin osa
perinteisistd kliinisista markkereista. Taman lisaksi epigeneettiset kellot ovat paljastaneet selvié
yhteyksia DNA-metylaation ja lukuisten vanhenemiseen liittyvien sairauksien, kuten
hermoston  rappeutumissairauksien  ja  erilaisten  syOpatautien  Vvéalilla.  Usein
metylaatiomuutoksia on havaittavissa jo ennen taudin puhkeamista, ja tdstd syysta
metylaatiopohjaisen biomarkkerin kehittdmiselle on paljon odotuksia. Metylaatiokellojen
kaytossa on kuitenkin ongelmia, jotka liittyvéat seké teknisiin yksityiskohtiin etta ikaantymisen
biologisen taustan perimmaéiseen syyhyn, joka on viel toistaiseksi tuntematon. N&it4 haasteita
on tarpeen kasitelld, jotta epigeneettisten kellojen hyddyntdminen kliinisessa ja terapeuttisessa
kaytossa olisi tehokasta ja luotettavaa.

Avainsanat: biomarkkeri, DNA-metylaatio, epigenetiikka, ikd&dntyminen, ikdantymiseen
liittyvéat sairaudet, metylaatiokello
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1 JOHDANTO

Ik&antyminen on biologisesti moniulotteinen prosessi, johon liittyy lukuisia fysiologisia ja
solutason muutoksia. Vaikka ikaantymisen vaikutukset ulkoiseen ilmiasuun ovat usein selkeat,
ikédantymisen molekulaarinen syy-seuraussuhde on edelleen tieteelle arvoitus. T&man
selvittamiseksi on tutkittu useita eri ik&antymiseen liittyvié prosesseja, joita ovat esimerkiksi
genominen instabiliteetti, telomeerien lyheneminen, proteostasian menetys, hairiintynyt
ravintoaineiden aistiminen, mitokondriaaliset toimintahdiriét, solujen senesenssi eli
vanheneminen, kantasolujen ehtyminen, muuttunut solujen valinen kommunikaatio sek&
epigeneettiset muutokset (Lopez-Otin ym. 2013). Néista viimeisin on noussut pitkaikaisyys- ja
ikédantymistutkimusten kuumaksi pisteeksi, eikd syyttd. Maailman véestd on kokemassa
mittavan demografisen muutoksen, kun yli 60-vuotiaiden osuuden ennustetaan kohoavan 22
%:iin vuoteen 2050 mennessé (World Health Organization 2022). Vaikka tdmd on rohkaiseva
merkki edistyneesta terveydenhuollosta, pidempi elama ei valttamaétta tarkoita terveellisempaa
elamaa. Pikemminkin se tuo mukanaan haasteita, kuten ikdantymiseen liittyvien sairauksien
lisdédntymistd ja tyOvoiman vahenemistd, mik& puolestaan saattaa johtaa monimutkaisiin
konflikteihin (Fiorito ym. 2021).

Koska monen ikaantymiseen liittyvén sairauden ennuste paranee mitd varhaisemmin tauti
havaitaan, on sairauden puhkeamista edeltdvien biomarkkerien havainnointi ennakoivana
strategiana ensisijaisen Kriittistd. Talla saralla epigeneettiset metylaatiokellot ovat nousseet
lupaavaksi tyokaluksi. Ndama kellot ovat yksilon biologista ja/tai kronologista ikéaa arvioivia
matemaattisia malleja, jotka hyoddyntdvat genomin DNA-tason metylaatiokuviota (engl.
methylation pattern). Biologinen ikd voi poiketa kronologisesta idstd, mika kuvastaa
elamantapojen, ympariston ja geneettisten tekijoiden kumulatiivista vaikutusta solujen
terveyteen (Fraga ym. 2005). DNA-metylaatiolla, erityisesti metyyliryhméan lisaéamisella CpG-
dinukleotideihin, on keskeinen tehtdva geenien ilmenemisen séételyssa. Siind missa CpG-
kohdat ovat genomissa tyypillisesti metyloituja, geenien promoottorialueiden CpG-saarekkeet
pysyvat suurelta osin metyloitumattomina eli hypometyloituneina, jolloin ne ovat paremmin
transkriptiotekijoiden saavutettavissa. Tamé geeni-ilmentymistd lisddva hypometylaatio on
ratkaisevan tarkeda geenien ilmentymiselle, koska metylaation on perinteisesti ajateltu
toimivan geenien transkription vaimentimena (Eden & Cedar 1994). On havaittu, ett4 tiettyjen

CpG-kohtien metylaatioasteet kokevat tyypillisia muutoksia ik&antymisen ja erilaisten



sairauksien myo6ta (Campisi & Vjig 2009), mika tekee yrityksesté ennustaa sairauksia ja niiden

riskitasoja metylaation avulla entisté realistisempaa.

Aiempi tutkimus on tuottanut useita vaihtoehtoisia metylaatiokelloihin perustuvia
implementaatioita (Horvath 2013; Hannum ym. 2013; Levine ym. 2018; Lu ym. 2019). Tdmén
tutkielman tavoitteena on arvioida tunnetuimpien epigeneettisten metylaatiokellojen
(HorvathAge, HannumAge, PhenoAge, GrimAge) potentiaalia biomarkkereina ik&&antymiseen
liittyvissa sairauksissa. Annan yleiskatsauksen alan nykytilasta esittelemélla naiden kellojen
vahvuuksia, kehitystd ja validointia, mutta ké&sittelen myo6s niiden rajoituksia ja kayttoon
liittyvi& haasteita. Liséksi tarkastelen erikseen syovén ja hermoston rappeutumissairauksien
metylaatiodatan perusteella tehtyja 16ydoksia, jotka tukevat metylaatiokellojen hyddyntamista

néiden ikaantymiseen liittyvien sairauksien osalta.

2 DNA-METYLAATION PERUSTEET

Epigenetiikka tutkii sellaisia periytyvia muutoksia geenien ilmenemisessa tai solujen
fenotyypissd, jotka eivat muuta yksilon perimdd eli DNA:n eméssekvenssid. Tallaisiin
epigeneettisiin - muunnoksiin kuuluvat muun muassa DNA- ja histonitason kemialliset
muokkaukset mutta my0ds geeniekspressiota sdételevét ei-koodaavat RNA-molekyylit. Kenties
kaikkein tutkituin epigeneettinen muunnos on DNA:n metylaatio eli S-adenosyylimetioniinista
(SAM) irrotetun metyyliryhmén entsymaattinen lisays sytosiinieméksen 5’-hiileen (K. Chen
ym. 2016). Toisin kuin geneettiset mutaatiot, metylaatiomuutokset ovat palautuvia prosesseja,
joihin vaikuttavat erilaiset ympariston arsykkeet lapi yksilon elamén, mika tekee metylaatiosta
dynaamisen rajapinnan genomin ja ympariston valilla. Nisakkaiden soluissa DNA-metylaation
tiedetddn olevan ratkaisevassa o0sassa muun muassa genomin eheyden yll&pidossa,
yksilonkehityksessd, geneettisessa  leimautumisessa, X-kromosomin inaktivaatiossa,

ikéantymisessa seké sydvan kehityksessa.

DNA-metylaatio viittaa pdédasiassa 5-metyylisytosiinin (5mC) muodostumiseen yhdessa tai
useammassa genomin 28 miljoonassa CpG-dinukleotidissa. Tama voi vaikuttaa
geeniekspressioon  esimerkiksi  hairitseméalld  transkriptiofaktoreiden  sitoutumis- ja
tunnistuskohtia tai varvaamalla proteiineja, jotka sédatelevat kromatiinin pakkautumisastetta

(Reddington ym. 2013; Yin ym. 2017). Genomin metylaatioaste on yleensd runsas lahes



kaikilla alueilla paitsi geenien promoottori- ja vahvistaja-alueiden lahelld sijaitsevilla CpG-
saarekkeilla (Nishiyama & Nakanishi 2021). Namé saarekkeet ovat DNA-sekvensseja, joissa
on erityisen korkea sytosiini-guaniinipitoisuus. Liséksi normaaleissa soluissa esiintyy
hypometylaatiota CpG-rannikoilla (engl. CpG island shores), jotka ké&sittdvat noin kahden
kiloemaksen pituisen alueen CpG-saarekkeen ympérilld. Hypometylaatiota esiintyy myds
aktivoiviin tai inaktivoiviin histonimarkkereihin assosioituneissa DNA-metylaatiokanjoneissa,

joita karakterisoi hyvin alhainen metylaatioaste (Jeong ym. 2014).

Metylaation vakaan mutta palautuvan luonteen vuoksi DNA:ssa tapahtuu sekd metyyliryhmien
lisdystd ettd niiden poistoa eli demetylaatiota (kuva 1). Metylaation tapahtumisesta ja
yllapitdmisesta vastaavat padasiassa kolme erilaista DNA-metyylitransferaasia (DNMT), jotka
nimensa mukaisesti siirtdvat metyylirynmédn DNA:lle. Solunjakautumisessa DNA-juoste
hemimetyloituu, minkd seurauksena uuden DNA-molekyylin tytarjuoste on hetken
metyyliryhmdatén. DNMT1 varmistaa néiden ryhmien samanlaisen kopioitumisen replikaation
aikana, kun taas DNMT3A ja DNMT3B katalysoivat paljaan DNA:n de novo -metylaatiota
(Nishiyama & Nakanishi 2021). Sen sijaan demetylaatiota tapahtuu kahden eri reitin
valityksella: passiivisesti replikaatiosta riippuvaisella tavalla tai aktiivisesti TET-perheen
(engl. ten-eleven translocation) demetylaasien vaikutuksesta (Kagiwada ym. 2013; Yamaguchi
ym. 2013). Nisakkaat ekspressoivat TET1-, TET2- ja TET3-entsyymeja, jotka hapettavat
metyloidun 5mC:n 5-formyylisytosiiniksi (5fC) ja edelleen 5-karboksyylisytosiiniksi (5caC)
(Kudo ym. 2012). Taméan lisaksi demetylaatioon osallistuu tymiini-DNA-glykosylaasi eli
TDG. Se tunnistaa ja leikkaa TET:n muokkaaman emaksen, kuten 5fC:n tai 5caC:n, mink&
jalkeen  DNA-polymeraasit  viimeistelevat  eméksettoman  kohdan  korvaamisen

metyloitumattomalla sytosiinilla (Dalton & Bellacosa 2012; Onodera ym. 2021).

Klassisen mallin mukaan geenin promoottorin hypometylaatio tehostaa ja hypermetylaatio
puolestaan hiljentda transkriptiota. Epigeneettisen markkerin kuten metyyliryhman lasndolo
hypermetyloituneessa DNA:ssa tyypillisesti siis estdd transkriptiofaktorin sitoutumisen, joskin
enenevasti on nayttba myos siitd, ettd tietyt transkriptiofaktorit kykenevat ohittamaan
sitoutumiskohtiensa repressoivia epigeneettisia tekijoitd. Kun jotkut transkriptiofaktorit
indusoivat DNA:n aktiivisen demetylaation TET-entsyymien valityksell, tiettyjen proteiinien,
kuten SOX2:n, sitoutuminen johtaa passiiviseen demetylaatioon ja siten estdd DNA:n
metylaation yllapidon (Vanzan ym. 2021). Tama lis&a uuden ja odottamattoman nékokulman
metylaatiokuvioiden ja geeniekspression séatelyyn ja taten fysiologisten sekd patologisten

prosessien ymmartamiseen.
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Kuva 1. DNA:n sytosiiniemdasten metylaatiota ja demetylaatiota saadellddn entsymaattisesti.
DNA-metyylitransferaasit (DNMT3A ja DNMT3B) katalysoivat de novo -metylaation, minké
seurauksena DNA saa uusia metyyliryhmid. DNMT1 osallistuu metylaatiokuvion ylldpitdmiseen
kopioimalla parentaalisen juosteen metyyliryhmét tytarjuosteelle. Sitd vastoin TET-entsyymit ja
tymiini-DNA-glykosylaasi (TDG) osallistuvat demetylaatioon: TET-entsyymit hapettavat 5-
metyylisytosiinin joko 5-formyylimetyylisytosiiniksi tai 5-karboksyylisytosiiniksi, jonka TDG leikkaa
pois. DNA-polymeraasit viimeistelevat metyloitumattoman sytosiinin lisdyksen. Replikaatiossa
tapahtuu tdman lisaksi myds passiivista demetylaatiota, jolloin metyloituneiden sytosiinien osuus
vahenee. Kuva muokattu mallista “DNA methylation”, l&hde BioRender.com (2024). Haettu
https://app.biorender.com/biorender-templates

3 METYLAATIOKELLOT IKAANTYMISEN BIOMARKKEREINA

3.1 Kronologinen vs. biologinen ika

Ikéantymistéd koskevissa tutkimuksissa kronologisen ja biologisen ién erotus on vélttdmatonta
mutta haastavaa seka laadullisesti ettd madréllisesti. Kronologinen ikd on suoraviivainen késite,
sill& se on universaalisti ymmarrettavissé oleva luku, joka kuvaa syntymastéd kulunutta aikaa.
Yksilot eivat kuitenkaan vanhene samalla tavalla (Fransquet ym. 2019), ja tdma ero

ikdantymisprosessissa on kiihdyttanyt vaihtoehtoisten ik&&ntymistd mittaavien tekijoiden



etsintd. Vaikka kiinnostus biologista ikad kohtaan on kasvanut viimeisten vuosikymmenien
aikana, sen yhdenmukaisessa soveltamisessa on ongelmakohtia: biologiselle idlle ei ole yhta
sovittua méaaritelmaa eiké standardoitua mittaria (Mitniski ym. 2015). Tutkijat ovat ehdottaneet
lukuisia biologisia markkereita ja fysiologisia parametrejd, kuten telomeerien pituutta,
immuunitoimintaa, sydadmen terveyttd ja kognitiivisia kykyja mahdollisina biologisen ian

indikaattoreina, mutta helposti kvantifioitavan mittarin puuttuminen on merkittdva haaste.

Talla hetkellda yksi lupaavimmista konsepteista on epigeneettinen ika, silld sen uskotaan
heijastavan sellaista osaa biologisesta i&std, joka altistaa yksilon sairauksille ja kuolemalle (Lin
ym. 2016; Christiansen ym. 2016). Tamaén lisaksi yksilotasolla kronologinen ja epigeneettinen
ik& voivat poiketa merkittavasti toisistaan (B. Chen ym. 2016). Kun kronologista ik&& verrataan
néenndiseen DNA-metylaatioikdén (engl. DNA methylation age, DNAmMAGge), ndiden erotus
tuottaa arvion biologisesta iastd (Fransquet ym. 2019), minkd perusteella arvioidaan
ikdantyvéatkd kudokset odotettua nopeammin vai hitaammin. Positiivinen arvo viittaa

epigeneettisen ian olevan korkeampi kuin kronologinen iké ja negatiivinen taas nuorempi.

Ik&dantymisnopeuden on osoitettu olevan perinnéllista, ja fenotyyppisen muuntelun puhtaasti
geneettistd komponenttia kuvaavat heritabiliteettiarvot vaihtelevat vain hieman tutkimuksesta
ja kéytetysta mittaustavasta riippuen. Lu ym. (2019) raportoivat kapea-alaisen heritabiliteetin
(h?) olevan 30 %. Horvath (2013) samantapaisesti esitti laaja-alaisen heritabiliteetin (H?)
asettuvan noin 39 %:iin oltuaan ensin huomattavasti korkeampi vastasyntyneilld, mika
nayttaisi  korostavan  ympériston  vaikutuksen  merkitystd  yksilon  ikadntyessé.
Ik&&ntymisnopeuden geneettistd komponenttia puoltaa myds tutkimus, joka alustavasti osoitti
105-109-vuotiaiksi eldvien jalkeldisilla olevan alhaisempi epigeneettinen ikd kuin

samanikaisilla kontrolleilla (Horvath ym. 2015).

Ikd&ntymisnopeuteen liittyen B. Chen ym. (2016) ovat luoneet verisolujen koostumuksen
perusteella kaksi mittaria epigeneettisen ikdantymisen kiihtymisesta: siséisen epigeneettisen
ikédantymisnopeuden (engl. intrinsic epigenetic age acceleration, IEAA) ja ulkoisen
epigeneettisen ikaantymisnopeuden (engl. extrinsic epigenetic age acceleration, EEAA).
Tiedet&én, ettd veren solujen koostumus muuttuu vanhenemisen myétéd (Pang ym. 2017), ja
arvioidakseen solunsisdisia muutoksia IEAA ottaa ndmé& verisolujen muutokset huomioon
mutta antaa niista riippumattoman sijaislukeman ikaantymisesta. Toisin sanoen IEAA mittaa
ikdantymisté tavalla, joka ei korreloi kronologisen idn kanssa. EEAA péinvastoin siséltaa

edelld mainitut solukoostumuksen muutokset kéyttamalla painotettua keskiarvoa



solulaskelmasta ik&antyvassa kudoksessa. N&ma kaksi ikadntymisnopeuden mittaria
todennakaisesti siis mittaavat hieman eri nakékulmia ik&&ntymisprosessista (Horvath & Raj
2018); IEAA antaa alustavasti yhdenmukaisempia arvoja eri solutyypeissé seka elimissé, kun
taas EEAA ndyttdd assosioituvan paremmin DNA-metylaatioik&&n perustuvan kuolinajan
ennusteen kanssa (Levine ym. 2018). Koska metylaation kaltaiset epigeneettiset muutokset
eivat ole fiksoituja, niiden mahdollinen muokkaaminen tarjoaa tutkimuskohteen, mill4 voi olla

merkittavid yhteiskunnallisia ja terveydellisia vaikutuksia.

3.2 Metylaatiokellojen kehittaminen ja validointi

AFAR (American Federation for Aging Research) on asettanut nelja kriteerid tarkalle ja
kaytannolliselle  ikaantymisen  biomarkkerille.  Biomarkkerin  tulee (a) ennustaa
ikdantymisnopeutta ja elinaikaa paremmin kuin kronologinen ik, (b) aidosti valvoa
ikaantymisprosessia sairauden oireiden sijaan, (c¢) olla toistuvasti ja helposti mitattavissa
turvallisella tavalla ja (d) toimia sek& ihmisissé etta laboratorioeldimissa, joilla alustavat
testaukset aina validoidaan ennen ihmiskokeisiin siirtymistd. Kaytannossa téllaista
biomarkkeria ei kuitenkaan ole vield 16ydetty, eik& sellaisen olemassaolo ole taattua. (Jylhavéa
2017.) Tastd syystd tutkijat ovat tyytyneet Bakerin ja Sprottin (1988) maaritykseen
ikddntymisen biomarkkerista: sen tulisi pystyd nopeasti ennustamaan yksilon tai elimen
toimintakykya ja siina tapahtuvia muutoksia kronologista ikda paremmin. CpG-dinukleotidien
metylaatiotasoihin perustuvat biomarkkerit tayttavat ndma kriteerit, josta syysté ne ovat tulleet
suosituiksi ikdantymis- ja pitkaikaisyystutkimuksissa; tarkkuutensa vuoksi niitd kutsutaankin
epigeneettisiksi kelloiksi tai metylaatiokelloiksi (B. Chen ym. 2016; Horvath & Raj 2018).
Niiden vahvuus perustuu siihen, ettd ne mittaavat metylaatiota joko solu- tai kudoskohtaisesti

tai vaihtoehtoisesti useasta kudoksesta samanaikaisesti (Bergsma & Rogaeva 2020).

Huolimatta jokaisen kellon ainutlaatuisesta koulutusmallista metylaatiokellojen kehittdminen
on padpiirteittdin samankaltaista. Sek& Horvath ja Raj (2018), Bergsma ja Rogaeva (2020) etté
Mei ym. (2023) ovat kuvanneet yksityiskohtaisesti kellojen koostamista. Kehittaminen alkaa
metylaatioaineiston hankintaan liittyvilla paatoksilla kudostyypista, testistd ja biologisen ién
sijaismarkkerista. Tutkimukseen valitun kudoksen tulisi olla helposti saatavilla, kuten veri,
sylki, suun limakalvon epiteelisolut tai rasvakudos, mutta my6s hankalammin saatavia
kudoksia on kaytetty, kuten kuolemanjélkeisia aivokudosndytteitd. Aineiston on myds tarkeéa

kattaa tarpeeksi iso ik&haarukka, jotta kalibrointi mydhemmadsséd vaiheessa olisi
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mahdollisimman tarkkaa. Metylaatiodataa tuotetaan Ilukuisilla eri menetelmilld, kuten
pyrosekvensoinnilla ja endonukleaasidigestiolla, mutta Illuminan BeadChip-teknologiaan
perustuvat metylaatiotestit (27K, 450K ja 850K eli EPIC) ovat suosituimmat (Kurdyukov &
Bullock 2016). Ensimmdisen sukupolven kronologisissa kelloissa biologisen iéan
sijaismarkkerina on tyypillisesti k&ytetty kronologista ikda (Horvath 2013). Sijaismarkkerina
on mahdollista kayttdd myds muita ikadntymiseen liittyvia mittauksia, kuten veren
plasmaproteiineja, jolloin kaytanndsséa puhutaan yhdistelmabiomarkkerista, mika on tyypillista

toisen sukupolven kelloille.

Toisessa vaiheessa valitaan koneoppimiseen perustuva tilastollinen malli, joka on yleensé
lineaarinen regressioalgoritmi, kuten penalisoitu regressioanalyysi. Téhan lukeutuvat lasso- ja
harjanneregressiot, seka ndma kaksi yhdistavéa elastinen verkko (engl. Elastic Net, EN). EN:n
on todettu sekd teoriassa ettd kaytannossé soveltuvan metylaatiokellojen luontiin, silld se
mukautuu erinomaisesti tilanteisiin, joissa ennustemuuttujia eli selittdjid on huomattavasti
enemman kuin havaintoja. EN ja muut penalisoidut regressiomallit vahentéavét regressiolle
tyypillista ylisovitusta, missa malli oppii koulutusdatansa liian hyvin ja sieppaakin kohinaa ja
satunnaista vaihtelua. Tdma voi johtaa alentuneeseen suorituskykyyn, kun mallia sovelletaan
otoksen ulkopuolisen, tdysin uuden tiedon ennustamiseen. Algoritmi kuitenkin valitsee
kovariaatit eli CpG-dinukleotidit automaattisesti, ja jokaiselle kelloon paatyvélle CpG:lle
asetetaan P-kerroin. Tdma on negatiivinen tai positiivinen paino, joka kuvaa Ko.
metylaatiokohdan metylointitason muuttumista ikaantymisen myo6td. CpG:t skaalataan, missa
yhteydessa niistd vahiten informatiiviset saavat arvokseen 0. Kun CpG:t ja niiden kertoimet

lopuksi summataan, saadaan arvio kudoksen epigeneettisesta iasta (yhtalo 1; Field ym. 2018).

Ika —~ Vakiotermi + f, CpGy + B, CpG, + ... + By CpGn

(Yhtalo 1)

Ennen validaatiota metylaatiokelloa koulutetaan ensimmadisen vaiheen valituilla ja mitatuilla
parametreilld. Aineisto jaetaan koulutus- ja testiosajoukoksi, mistd saadut korrelaatiokerroin
(r) ja keskimaaréinen absoluuttinen erotus todellisen kronologisen idn ja yhtalon antaman ian
valilla (engl. median absolute error, MAE) madrittavat kellon luotettavuuden. Mité pienempi

MAE, sitda paremmin kello on kalibroitu. EN:II& koulutettua metylaatiokelloa voidaan pitaa



luotettavana, mikali sen korrelaatiokerroin on vahintd&n 0,8, joskin on tavanomaista, etta
kellojen tarkkuus koulutusaineistossa on parempi kuin varsinaisessa kaytossa (Horvath 2013).
Vaikka kellot itsessddn ovat hydodyllisi4, niiden pohjalta voidaan rakentaa myds
ikddntymisnopeuteen liittyvid mittareita, jotka heijastavat erilaisiin tauteihin ja ikdantymiseen
liittyvid tiloja (Horvath & Raj 2018).

3.3 Epigeneettiset kellot

Bocklandtin ym. (2011) luotua ensimmdisen metylaatioon perustuvan ik&arvioijan
epigeneettiset kellot ovat kehittyneet huomattavasti. Kaikki kellot eivat kuitenkaan ole
ominaisuuksiltaan ja ké&yttotarkoitukseltaan samanarvoisia, minkd vuoksi kaytt6on on
vakiintunut vain murto-osa nykyaan olemassa olevista kelloista. Naista kaytetyimpia ovat
ensimmaisen sukupolven Horvathin ja Hannumin kellot, sekd seuraavan sukupolven PhenoAge
ja GrimAge. Epigeneettisid kelloja luokitellaan monin eri kriteerein, ja niiden luokittelu onkin
tarked elementti, kun halutaan ymmartéd ikdarvioijan ominaisuuksia, kayttotarkoitusta ja
soveltuvuutta (Kuva 2). Edelld mainittu jako ensimmaisen ja seuraavan sukupolven kelloihin
on kenties kaikkein intuitiivisin. Merkittdvimmat erot ndaiden kellojen valilla liittyvat 1ahinn&
CpG-dinukleotidien kattavuuden laajenemiseen metylaatiodataa hankkivissa testeissé,
ylimadréisten biomarkkerien hyoddyntdmiseen niin sanottuna yhdistelmabiomarkkerina
biologisen ian arvioinnissa (Jylhdva 2017), sekd parantuneeseen tarkkuuteen ja

ennustusvoimaan.

Muitakin jakotapoja on, ja on oleellista ymmartad, mita niilla tarkoitetaan. Metylaatiokellojen
kehitys pohjautuu joko yhdesta tai useasta kudoksesta saatuun metylaatioaineistoon, minka
takia voidaan puhua yhden kudoksen (engl. single tissue) tai useampia kudostyyppeja (engl.
multi-tissue, pantissue) kattavista kelloista. Vain yhteen kudokseen perustuvat kellot vaativat
kalibrointia muihin kudoksiin sovellettaessa (Bergsma & Rogaeva 2020). Taman lisaksi
julkaisuissa usein erotellaan kronologiset kellot biologisista kelloista sen mukaan, onko niiden
kehityksessa kaytetty kovariaattina pelkkda kronologista ikda vai jotain muuta mittaria
(Bergsma & Rogaeva 2020). Siind missd kronologiset kellot sopivat erinomaisesti juuri
kronologisen i&n mittaamiseen, biologiset kellot ovat suunnattu enemman biologisen ian

arvioimiseen. Vaikka eri kellojen suoriutuminen saattaa validointiarvojen perusteella olla



yhdenmukaista, on pidettdvd mielessd, ettd ne perustuvat paaasiallisesti eri CpG-

dinukleotideihin ja taten ne heijastanevat kudoskohtaisia vaikutuksia (Field ym. 2018).

Metylaatiokellot
Ensimmainen Seuraava
sukupolvi sukupolvi

1 1
| ) | !

HorvathAge HannumAge PhenoAge GrimAge

l l l |

* CpG-maara: 353 e CpG-maara: 71

* CpG-maara: 513 * CpG-maara: 1030

* Kudoksen lahde: Useat * Kudok lahde: Kokoveri Kb cAn- . * Kudoksen lahde: Veri
o Kaytto: qunolqgi_s;g_ién , * Kaytto: qunolqgisen ian : ;g%g?g?;lzg?:é:%?;’:" . Kﬁjyy}b’: Elinian ja terveen
[ ek i e i | swemsannen || hanevusonioen
« Validointiarvot: Korkea tarkkuus mittaus Koreiaatio ikéénliinyvien elinajan ja terveen elinajan
eri kudoksissa « Validointiarvot: Hyvé tarkkuus fenotyyppien kanssa kanssa
« Vahvuudet: Laaja verindytteissa = « Vahvuudet: Ennustaa
sovellettavuus, hyvin validoitu, « Vahvuudet: Erityisesti S :(/:gl‘;:i:ﬂfl‘s‘f:lz;s;ziaa elinikaan liittyvia tuloksia,
tarkin ikaarvioija, kliinisessa koulutettu verinaytteille terveystilaa ! kuvaa terveystilaa
kéytossd * Heikkoudet: Rajoittuu 3 % g % * Heikkoudet: Rajoitetut
4 SR 4 A Heikkoudet: Vahemmaén 5
. Helk_kot_{del. Vahemman tarkka verindytteisiin, muut kudokset validoitu muissa kudokaissa kudcz_ksen Ia_hteet, | "
tietyissa populaatioissa vaativat kalibraatiota monimutkainen mallin tulkinta

Kuva 2. Kayttoon vakiintuneiden metylaatiokellojen yleisimpid ominaisuuksia. Taulukossa
vertaillaan neljan metylaatiokellon ominaisuuksia: CpG-dinukleotidien mé&&rdd, kudosléhdetta,
kayttotarkoitusta, validointiarvoja, vahvuuksia ja heikkouksia. Kuva muokattu mallista “Types of
Agrochemicals”, 1dhde BioRender.com (2024). Haettu https://app.biorender.com/biorender-templates

3.3.1 Ensimmadisen sukupolven metylaatiokellot

Varhaisten metylaatiokellojen merkittdvat puutteet, kuten huono tarkkuus ja vahéinen
CpG:iden maaré rajoittivat merkittavasti niiden kayttod, silla DNAm-ikaa ei voi luotettavasti
arvioida monesta kudoksesta vain muutaman CpG:n mallilla (Horvath & Raj 2018). Talla
hetkell& k&ytetyimmat ensimmaéisen sukupolven metylaatiokellot ovat Elastic Net -analyysilla
luodut Horvathin ja Hannumin kronologiset ikdantymismallit, HorvathAge ja HannumAge.
Horvathin 353 CpG:ta kattava kello (Horvath 2013) on ensimmaéinen ik&antymismalli, joka loi
vankan pohjan epigeneettisen ikdantymisen tutkimukselle. Se on myds tdhan mennessa
luoduista kelloista tarkin kronologisen ian arvioija (Horvath & Raj 2018). HorvathAge on
kehitetty suuresta aineistosta (n = 7844) Illuminan 27K- ja 450K -testeill&, jotka mittaavat CpG-
dinukleotidien metylaatiota. Aineisto kattaa koko aikuisidn sek& eri etnisid populaatioita.



Validaatiotestin perusteella korrelaatio on erittdin korkea (0,96) ja MAE vain 3,6 vuotta. Koska
Horvathin kello perustuu useasta kudoksesta saatuun metylaatiodataan, se on sovellettavissa
laajaan kirjoon eri solutyyppejé seka kudoksia (esim. kokoveri, paksusuoli, keuhkot, sylki).
Muutamia  poikkeuksia  kuitenkin  on; soveltuvuus esimerkiksi  rintakudokseen,

luurankolihaskudokseen ja sydanlihaskudokseen on heikko.

Horvathin kellon CpG:iden annotaatio paljastaa assosiaatioita solukuolemaan ja solujen
selviytymiseen, kudoksen ja organismin kehitykseen, sydpaan, sekd solujen kasvuun ja
jakautumiseen liittyvien geenien kanssa. Sen lisaksi ndma kello-CpG:t voidaan jakaa kahteen
ryhmaéan niiden Kkorrelaation perusteella idn kanssa; positiivinen korrelaatio ké&sittdd 193
CpG:t4, jotka ovat yliedustettuja lahelld Polycomb-ryhman kohdegeenejd, kun taas
negatiivisen korrelaation ryhméssd on 160 CpG:td, jotka esiintyvdt pédasiassa CpG-
rannikoilla. Kyseisen kellon pohjalta luotu keskimaardinen ikaantymiskiihtyvyys (engl.
average age acceleration) kykenee madrittamadn, onko tietyn kudoksen metylaatioikd

odotettua vanhempi tai nuorempi.

Samoihin aikoihin luotu HannumAge (Hannum ym. 2013) perustuu 656 yksilon
kokoverindytteistd johdettuun epigeneettisen assosiaatiotutkimuksen (EWAS) dataan. Tutkijat
hyoddynsivat kahta kohorttia (n1 = 482, n2 = 174), jotka koostuivat seké kaukasialaisista etta
latinalaisamerikkalaisista. Yksiloiden ik& vaihteli 19 ja 101 vuoden vélilla, mink& vuoksi
Hannumin kello ei ole ihanteellinen lapsista saatujen ndytteiden analysoimiseen.
Metylaatioprofiilien kasittely suoritettiin  Illuminan Infinium HumanMethylation450
BeadChip -testilld, joka kattaa 485577 CpG:td. Elastic Net valikoi parhaimpaan
ennustemalliin perustuen 71 CpG:t4, joskin analyysista jatettiin pois sukupuolikromosomeihin
kuuluvat markkerit tulosten tulkitsemisen yksinkertaistamiseksi. Samasta
analyysimenetelméstd huolimatta vain kuusi kelloon paatyneistd CpG:istd ovat yhteisid
Horvathin kellon kanssa (Jylhdva 2017). Annotaatiossa lahes kaikki CpG:t sijoittuvat joko
vanhenemiseen liittyvien fenotyyppien (esim. Alzheimerin tauti, oksidatiivinen stressi)
geeneihin tai niiden lahelle. Onkin ehdotettu, ettd HannumAge on tarkempi myo6héisen ian
terveydentilan ja kuolleisuusriskien arvioinnissa, kun taas HorvathAge kuvaa paremmin
sisasyntyisid prosesseja (Levine ym. 2018). Kaksi CpG:ta l16ytyy endokriinisysteemin ja
hermoston toiminnalle tdrkedstd somatostatiinigeenistd (STT), mutta useat markkerit
assosioituvat erityisesti ylipainoon ja aineenvaihduntaan. Hannumin kellon tarkkuus on

huomattava, silla todellisen ja ennustetun i&n korrelaatio on 0,91 ja MAE 4,9 vuotta.
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Hannumin ikdantymismallin pohjalta on kehitetty ilmeisen metylomisen ikaantymisnopeuden
(engl. apparent methylomic aging rate, AMAR) mittari, jolla arvioidaan heijastavatko
poikkeavat arvot todellisia biologisia eroja vai esimerkiksi vain mittausvirhettd. AMAR
maadritell&&n metylaatiodatan perusteella ennustetun ian ja kronologisen ién suhteena. Tutkijat
raportoivat, ettd miessukupuoli vaikuttaa ikd&ntymisnopeuteen kiihdyttavéasti. Kiithtymisilmio
todettiin myds kudostyypista riippumatta kasvainkudoksissa, jotka nayttivat ikadntyneen noin

40 % enemman kuin saman yksilon muut normaalit kudokset.

3.3.2 Seuraavan sukupolven metylaatiokellot

Seuraavan sukupolven metylaatiokellojen luomisen perusteena on oivallus siitd, ettd pelkan
kronologisen idn varaan jddminen epigeneettisten ikaantymisbiomarkkerien kehittdmisessa
todennakoisesti jattda huomioimatta sellaisia oleellisia CpG:itd, joiden metylaatioaste ei
muutukaan voimakkaasti ajan kuluessa (Levine ym. 2018). Tdman pohjalta Levine ym. (2018)
ovat kehittdneet 513 CpG:ta késittavan biologisen ikaarvioijan, DNAmM PhenoAgen, jossa
sijaismarkkerina on kronologisen idn sijaan kliinisiin biomarkkereihin perustuva
fenotyyppinen ikd. Kokonaisuudessaan PhenoAge on johdettu yhdeksastd kliinisesta
biomarkkerista (albumiini, kreatiniini, seerumin glukoosi, CRP, lymfosyyttiprosentti, solujen
keskitilavuus, punasolujen koon vaihtelu, alkalinen fosfataasi ja valkosolujen maard) seka
kronologisesta idstd Elastic Net -regressioanalyysilla. Téhén saatu metylaatioaineisto on
peréisin eri tietokantoihin tallennetuista Illuminan 27K-, 450K- ja EPIC-metylaatiotesteista.
PhenoAge ennustaa eroja kuolinsyykohtaisessa ja yleisessa kuolleisuusriskissé, kognitiivisessa
suoriutumisessa, seka fyysisessd toiminnassa samanikaisisséd yksiloissd; yhden vuoden
lisadntynyt fenotyyppinen iké& on yhdistetty 4,5 % korkeampaan yleiseen kuolleisuusriskiin.
Joissakin tapauksissa PhenoAge myos ennustaa jaljell4 olevan eldméan maarad paremmin kuin
kronologinen ikd. Vaikka se on alun perin kehitetty kokoveren perusteella niin kuin Hannumin
kello, se on silti alustavasti osoittautunut soveltuvan erilaisiin soluihin ja kudoksiin, joskin
vahemman validoidusti. Validointitutkimuksessa PhenoAgen ja kronologisen ian valiseksi
korrelaatioksi on saatu 0,71, mutta se vaihtelee eri kudosten vélill4. Esimerkiksi aivokudoksen

kanssa korrelaatio on korkeampi (0,92), kun taas keuhkojen kanssa se on alhaisempi (0,55).

Yksilon DNAm PhenoAge on periytyva (h? = 0,33 tai 0,51 aineistosta riippuen) ja liittyy muun
muassa tulehdusta aiheuttaviin tekijoihin ja transkriptionaaliseen signalointiin. Vain viisi
CpG:t4, jotka assosioituvat geeneihin P2RXL1, SCGN, EDARADD, IPO8, NHLRC1, esiintyvét
kaikissa kolmessa edelld mainitussa kellossa. Nama geenit my0s korreloivat ian kanssa. DNAmM

PhenoAge korreloi positiivisesti monien tulehdukseen ja aineenvaihduntaan liittyvien
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tekijoiden kuten CRP:n ja insuliinin kanssa, kun taas negatiivinen korrelaatio havaitaan HDL -
kolesterolin kanssa. Lisaksi merkittdva osa kello-CpG:istd, joilla on korkea korrelaatio ian

kanssa, sijaitsevat CpG-saarekkeilla, jotka liittyvat Polycomb-ryhmén kohdeproteiineihin.

Samalla periaatteella kehitetty DNAmM GrimAge (Lu ym. 2019) on yhdistelmé&biomarkkeri,
joka on luotu analysoimalla yli 6000 yksilon verindytteitd kolmesta eri etnisestd ryhmasta.
Kéytetty metylaatiodata on peraisin Illuminan 450K- ja EPI1C-testeistd. T&ssa kellossa on 1030
CpG:té, ja se perustuu seitsemén plasmaproteiinin (ADM, B2M, GDF-15, kystatiini C, leptiini,
PAI-1, TIMP-1) liséksi seka sukupuoleen etté tupakointiaskivuosiin. Ndista markkereista PAI-
1 ja askivuodet osoittautuvat erityisen merkitseviksi. Regressioanalyysin perusteella
GrimAgesta on luotu kolme biomarkkeria: epigeneettistd ikdd mittaava DNAmM GrimAge,
ikdantymisen Kkiihtymistd arvioiva AgeAccelGrim ja idn huomioiva DNAm PAI-1.
Ensimméinen ndistd arvioi aikaa kuolemaan, syOpé&éan, koronaarisydantautiin seké&
menopaussin alkamisik&an, kun taas AgeAccelGrim assosioituu lisasairastavuuteen (engl.
comorbidity), ja viimeisin elinaikaan seké tyypin Il diabetekseen. Annotaation perusteella
GrimAge liittyy geeneihin, jotka yhdistetadn esimerkiksi rasvahappojen solukalvojen véliseen
kuljetukseen, sytokiinivalitteiseen signalointireittiin, sekd luokan 1l MHC-molekyylien
reseptoriaktiivisuuteen. DNAmM GrimAge on osoittautunut paremmaksi ennustamaan aikaa

kuolemaan ja mihin tahansa syopaan kuin HorvathAge, HannumAge ja PhenoAge.

4 |IKAANTYMISEEN LITTYVAT SAIRAUDET

Ikddntyminen on yksi merkittdvimmista riskitekijoistd monille kroonisille sairauksille, minka
vuoksi useat tutkimukset ovat pyrkineet selvittamaan DNA-metylaatioian ja erilaisten
ikadntymiseen liittyvien sairauksien vélistd suhdetta (Jylh&dva 2017; Fransquet ym. 2019).
Taman pohjalta on ehdotettu, ettd luotettava biologisen i&n mittari voisi auttaa ennustamaan
sairauden alkamista ja antaa tietoa ehké&isevistd strategioista. Toistaiseksi DNAmMAgen ja
sairauksien valinen yhteys on kuitenkin pysynyt paikoittain epaselvané vaihtelevien tulosten
vuoksi.  Esimerkiksi  multippeliskleroositutkimuksessa DNAmM  PhenoAge paljasti
fenotyyppisen ian kiihtymistd, kun taas Horvathin ja Hannumin kellot eivdt poikenneet
kronologisesta iastd (Theodoropoulou ym. 2019). Tama todennékdisesti korostaa sopivan
epigeneettisen kellon valinnan térkeytté tautikohtaisia yhteyksia kasittelevissa tutkimuksissa.
(Bergsma & Rogaeva 2020.)
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Tastd huolimatta DNA-metylaatioikd vaikuttaa lupaavalta biologisen ian ja sairauden riskin
biomarkkerilta. Levine ym. (2015) osoittivat Horvathin kellon kiihtymistd Alzheimerin tautia
sairastavien prefrontaalikorteksissa, mika korreloi kognitiivisen heikkenemisen ja
neuropatologisten markkereiden kanssa. Samoin Marioni ym. (2015) ja Belsky ym. (2016)
havaitsivat assosiaatioita DNAmMAgen ja kognitiivisen toiminnan valilla, kun analyysissa
huomioitiin my6s psykometriset mittaritt. DNAmMAge on yhdistetty taman lisdksi sydvan
kehittymiseen ja siitd johtuvaan kuolleisuuteen; Hannum ym. (2013) ja Horvath (2013)
havaitsivat yhteyden kasvainkudoksen epigeneettisen idn lisddntymisen tiettyjen
syopatyyppien osalta. Viimeaikaiset tutkimukset korostavatkin DNA-metylaation Kriittista

osuutta monien biologisten toimintojen saatelyssa ja sen osallisuutta sairauksiin.

4.1 Hermoston rappeutumissairaudet

4.1.1 Alzheimerin tauti

Alzheimerin tauti (engl. Alzheimer’s disease, AD) on lansimaissa yleinen muistisairaus, joka
aiheuttaa aivotoimintojen asteittaista heikentymista hermosolujen vaurioitumisen ja kuoleman
seurauksena. Taudin patogeneesi on edelleen jokseenkin epéselvd, mutta se perustuu ainakin
amyloidi-beeta-plakkien (Ap) kertymiseen hermosolujen pinnalle seké hyperfosforyloituneen
tau-proteiinin neurofibrillivyyhtien kasautumiseen intrasellulaaritilassa (van den Hove ym.
2020). Oireet, kuten muistinmenetys, kognitiiviset vaikeudet ja persoonallisuuden muutokset,
tyypillisesti pahenevat taudin edetessa. AD:sta on seka varhain puhkeava (engl. early-onset
Alzheimer’s disease, EOAD) ettd myoh&éan puhkeava (engl. late-onset Alzheimer’s disease,
LOAD) taudinkuva, joiden taustalla on eri mekanismit. LOAD muodostaa selvésti enemmiston
tapauksista ja kehittyy yleensa 65 ikédvuoden jalkeen, kun taas EOAD aiheuttaa kognitiivisia
ongelmia ennen tatd ikdrajaa ja muodostaa vain noin 5 % diagnooseista (Diniz ym. 2017).
Taudin esiintyvyyden odotetaan kasvavan véeston ikééntyessd (Ao ym. 2022), mika tulee
asettamaan merkittdvid haasteita terveydenhuoltojérjestelmille, silla taudille ei ole talla
hetkell& parantavaa hoitoa, ainoastaan taudinkuvaa jarruttavia la&keinterventioita. Olemassa
olevien ladkkeiden riittdmaton teho ja huomattavat sivuvaikutukset ovat suuri kannustin uusien

diagnosointi- ja hoitomenetelmien kehittamiselle (Gao ym. 2022).

Vaikka epigeneettisten muutosten syy-seuraussuhde Alzheimerin taudissa ei ole selvilla, on
kuitenkin osoitettu, ettd erilaiset DNA-metylaatiomuutokset vaikuttavat osaltaan taudin

kehittymiseen (Ao ym. 2022). 5-metyylisytosiini (5mC) on kenties tutkituin aivojen
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epigeneettinen muutos, ja silla on merkittdvé osuus aivojen kehityksessé (Jeong ym. 2021).
Coppieters ym. (2014) raportoivat 5mC:n tasojen kasvavan huomattavasti AD-potilailla
esimerkiksi keskimmaéisessd ylemmassé ja frontaalisessa ohimopoimussa, mik& korreloi
positiivisesti AB:n ja neurofibrillivyyhtien kanssa. Toisaalta Chouliaras ym. (2013) péatyivat
samojen kudosten osalta juuri painvastaiseen tulokseen tutkimuksessa, jossa otoskoko oli
hieman suurempi. Keskeinen AD:n runtelema aivojen alue on myds entorinaalinen aivokuori,
jonka geenien kuten ANKZ1:n hypermetylaatiota havaitaan etuotsalohkossa (Wood 2014).
Liséksi metylaatiomuutoksia on havaittu geeneissa ABCA7 ja BIN1, jotka osallistuvat AD:n
kehitykseen; ndamé&  hypermetylaatiotapahtumat  sattuvat usein  samaan aikaan
amyloidiproteiinien  kertymisen kanssa. On mahdollista, ettd tallaiset DNA-

metylaatiomuutokset viittaavat varhaisiin patologisiin muutoksiin. (Jager ym. 2014.)

Sytosiiniemaksen hydroksymetyylivariantti (5hmC) puolestaan vaikuttaa olevan yhteydessa
geeniekspression aktivoitumiseen aivoissa, ja se liittyy erilaisiin fysiologisiin prosesseihin,
kuten solujen erilaistumiseen, hermoston kehittymiseen ja ikdantymiseen (Wang ym. 2012).
AD:ssa 5hmC:n pitoisuus aivoissa korreloi positiivisesti geenien kuten TREM2:n transkription
kanssa, mik& on yhdistetty Ap42-peptidin fagosytoosiin (Celarain ym. 2016). Tdma on
keskeinen prosessi Af:n aggregaation ja sitd Seuraavien neurotoksisten vaikutusten estdmisessa
erityisesti hippokampuksessa (Jiang ym. 2014). Tatd myotdillen tutkimukset ovatkin
osoittaneet 5hmC:n selektiivistd vadhenemistda sek& AD-potilaiden ettd mallihiirten
hippokampaalisissa ja neokortikaalisissa hermosoluissa, miké pahenee ian my6té ja voimistuu
Ap-késittelyn jalkeen (Zhang ym. 2020). Liséksi TET-entsyymien vaheneminen assosioituu
alentuneisiin  5ShmC-tasoihin, Ap-plakin kertymiseen ja neuropatologisten piirteiden
ilmenemiseen AD-aivoissa. Varhaisessa vaiheessa AD:n patologia liittyy TET-tasojen laskuun
jasitd seuraavaan 5hmcC:n menetykseen hippokampuksessa, miké edistaa taudin etenemista (L.i
ym. 2020). 5hmC:n dynamiikan spesifi osuus AD:n patogeneesissa on kuitenkin edelleen

tuntematon, ja tutkimustuloksissa on ollut ristiriitaisia 10ydoksia (Coppieters ym. 2014).

Amyloidiprekursoriproteiinin (APP), preseniliinil:n (PSEN1) ja Alzheimerin taudin vélista
yhteyttd tutkittaessa on kyetty tunnistamaan tiettyja mahdollisia riskitekijoitd. Coupland ym.
(2015) raportoivat PSEN1:n liiallisen ekspression johtavan MAPT-promoottorin
lisddntyneeseen metylaatioon. Toisaalta myds DNA:n hypometylaatiolla on laajamittaiset
seuraukset SAM-tasojen ollessa alhaiset: se alentaa foolihappotasoja, lisdéd homokysteiinia
perifeerisissd verindytteissa sekd edistdd Ap-reitin geenien ekspressiota (Coppedé ym. 2012;
Carmo ym. 2016). Fuso ym. (2011) havaitsivat CpG-metylaation alenevan B-
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vitamiinipuutostilassa. B-vitamiinin puutos vaikuttaa pédasiassa CpG-metylaatioon
saatelemalld sytosiinin metylaatiota tietyissa kohdissa, mika puolestaan vaikuttaa PSEN1:n
ekspressioon (Lucarelli ym. 2001). Hypometylaatio TMEM59-geenin promoottorialueella
puolestaan estdd APP-proteiinia l&htemé&std Golgin laitteesta (Bakulski ym. 2012). DNA-
metylaatio interaktoi myos neurodegeneratiivisten geenien hiljentamiseen vaikuttavan PRC2-
kompleksin kanssa (Zhang ym. 2021). Monet tutkimukset viittaavat siihen, ettd Alzheimerin
tauti ei yksinomaan heijasta normaalia ikaantymistad vaan pikemminkin osoittaa tyypillisen
ikdantymisprosessin héirigitd, mik& korostaa DNA-metylaatiokuvioinnin monimutkaista
suhdetta geenien ilmenemisen saatelyssa ja Alzheimerin taudin patogeneesissa (Gao ym.
2022).

4.1.2 Muut hermostotaudit

DNA-metylaatiomuutokset ovat olleet myds muiden neurodegeneratiivisiin tauteihin
keskittyvien tutkimusten fokuksena. Younesian ym. (2022) ovat tarkastelleet Alzheimerin
taudin lisaksi DNA-metylaatiota muun muassa Huntingtonin ja Parkinsonin taudeissa.
Parkinsonin tauti (PD) on toiseksi yleisin neurodegeneratiivinen hairio, jolle on ominaista laaja
a-synukleiiniproteiinin kertyminen ja siitd johtuva dopamiinisolujen menetys p&&asiassa
keskiaivoissa. a-synukleiinin  (SNCA) asianmukainen saately on ratkaisevan téarkeaa
hermosolujen terveydelle, koska sen kohonneet tasot voivat johtaa myrkyllisten Lewyn
kappale -proteiinikertymien muodostumiseen hermosolujen sytoplasmassa, mika lopulta
kéynnistdd apoptoottisen solukuoleman (Poewe ym. 2017). PD:n varhainen diagnoosi on

haasteellista, silla tauti oireilee vasta merkittavan hermosoluvaurion seurauksena.

Viimeaikaiset tutkimukset ovat joka tapauksessa korostaneet epigeneettisten mekanismien,
erityisesti DNA-metylaation merkitystd PD:n patologiassa. CpG-saarekkeiden hypometylaatio
PD-potilaiden SNCA-geenin intronissa 1 on havaittu lisddvan a-synukleiiniproteiinin
ilmentymistd (Ai ym. 2014). Lisdksi on huomattu, ettd CYP2E1-geenin promoottorin
hypometylaatio ja lisddntynyt aktiivisuus liittyvat dopamiinisolujen rappeutumiseen
myrkyllisten aineenvaihduntatuotteiden muodostumisen kautta (Kaut ym. 2013). On myads
esitetty, ettd levodopa, joka on keskeinen ladke PD:n hoidossa, saattaa vaikuttaa terapeuttisesti

vaikuttamalla DNA-metylaatioprosesseihin (Schmitt ym. 2015).

PD:n tavoin Huntingtonin tauti (HD) on tuhoisa neurodegeneratiivinen tila, ja sitd karakterisoi

diagnoosia hankaloittava kliinisten oireiden vaihtelu. Tyypillisesti potilailla ilmenee ongelmia
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tai poikkeavuuksia motoriikassa, mielialassa, seka kognitiivisissa kyvyissa. Pitkalle edenneend
tauti voi johtaa dementiaan. Huntingtonin taudista on olemassa kaksi erilaista muotoa, joista
molemmilla on omat ominaispiirteensa. Varhaisidn taudissa oirekuva voi painottua
kognitiivisiin ja kaytosoireisiin, kun taas myohaisessa taudinkuvassa motoriset oireet voivat
esimerkiksi muistuttaa parkinsonismia (Sipild ym. 2019). HD johtuu padasiassa kromosomissa
4 sijaitsevan huntingtiinigeenin (HTT) mutaatiosta, joka koostuu yli 40 sytosiini-adeniini-
guaniini (CAG) -trinukleotidin toistosta. Seurauksena syntyy viallinen HTT-proteiini, joka on
haitallinen erityisesti aivojuovion hermosoluille (Caron ym. 2018). Mutatoitunut HTT (mHTT)
-geeni tuottaa kahta lahetti-RNA:ta, jotka transloidaan tayspitkaksi mHTT-proteiiniksi ja
mHTT-eksoni 1-proteiiniksi. Naista jalkimmaéisella on merkittdvé osuus HD:n patologiassa;
siirtyessadan tumaan se oligomerisoituu ja muodostaa kasaumia, jotka johtavat suurempien
jyvésten muodostumiseen hermosolujen sytoplasmassa ja tumassa. Nailla sytoplasmisilla
jyvasilla on tuhoisia vaikutuksia muun muassa aksonaaliseen kuljetukseen, mitokondrioiden

toimintaan sekd proteiinien hajotukseen.

Tutkimukset ovat osoittaneet, ettda DNA:n metylaatiokuviot muuttuvat HD:n yhteydessa. Nama
muutokset liittyvat 5mC:n lisaantymiseen, mika vahentdd hermosolujen toimintaan ja
selviytymiseen olennaisesti liittyvien geenien kuten SOX2, PAX6, NES ja BDNF ilmentymista
(Ng ym. 2013; Pan ym. 2016). On myo6s nayttéd 5hmC:n globaalista alenemisesta seké
aivokuoressa ettd aivojuoviossa. Tdmd menetys voi johtua TET1:n ilmentymisen
vahenemisesta sekd TET-demetylaasien vaimennussaatelystda ja MECP2:n voimistavasta

séatelysta (Wang ym. 2013).

4.2 Sydpa

Syoviélla tarkoitetaan joukkoa eri kudoksista lahtoisin olevia sairauksia, joille on yhteistd
solujen hallitsematon kasvu ja levittdytyminen muualle elimist6on. Seulonnasta ja
hoitoyrityksista huolimatta kuolleisuus sydpatauteihin on edelleen korkeaa, ja se jaé toiseksi
vain sydén- ja verisuonitaudeille (WHO 2020). Mahdollisimman varhainen diagnoosi parantaa
hoitovastetta ja siten potilaan selviytymismahdollisuuksia, minka vuoksi kyseessa on erittdin
ongelmallinen sairaus, sillda yleensd oireita ilmenee vasta primaarisen tuumorin
etdpesakkeistyttya (Roy & Tiirikainen 2021). Vaikka sy6pd on ennen kaikkea mutaatioista

johtuva geneettinen tauti, sille ominainen piirre on myds metylaatioepétasapaino eli poikkeava
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DNA-metylaatio. Tdma epdtasapaino on usein havaittavissa ennen varsinaisen kasvaimen
muodostumista, miké viittaa siihen, ettd DNA-metylaatio voi toimia paaasiallisena yhteytena

ymparistotekijoiden ja syovan alkamisen vélilla (Brait ym. 2009).

4.2.1 Paikallinen hypermetylaatio

Paro ym. (2021, 152-154) korostavat DNA-metylaation ja syovén valisen suhteen olevan
monimutkainen ja monitekijdinen, seka esittelevat laajalti siihen liittyvia ilmigitd. Syovassa
havaitut muutokset ilmenevat usein paikallisena geenien hypermetylaationa eli
metyyliryhmien epatyypillisend lisddntymisend promoottorialueen CpG-saarekkeissa. Tama
voi johtaa sellaisten geenien hiljentymiseen, jotka tyypillisesti ovat aktiivisia terveissa
kudoksissa, missa ne séatelevat esimerkiksi apoptoosia, solusyklid, sekd& DNA-vaurioiden
korjausta. Erityisesti kasvunrajoitegeenien promoottoreihin mutta muihinkin saételyalueisiin
keskittynyt hypermetylaatio liittyy vahvasti syovan kehittymiseen (Saito ym. 2003). On myds
ehdotettu, ettd Polycomb-ryhmdan proteiinien toimesta jo valmiiksi transkriptionaalisesti
vaimennettujen geenien de novo -metylaatio edesauttaisi syopasolujen kantasolumaisen tilan

syntymisté.

Hypermetylaatio on erittéin kontekstisidonnaista, silla sydpien alatyypeillakin on omanlaisensa
metylaatioprofiilit. Esimerkiksi OPCML-geenin promoottorin metylaatio voi johtaa sen
ekspression vdhenemiseen, ja mité alhaisempi kyseisen geenin ekspressio on, sitd vakavampi
munasarjasyopéd potilaalla havaitaan (Chen ym. 2007). Samaan tautiin on yhdistetty
kasvunrajoitegeenien BRCA1 ja RASSF1A metyloituminen (Hentze ym. 2019).
Kohdunkaulasydvassa PAX1:n ja SETP9:n metylaatioaste vaikuttaa taudin vakavuuteen (He
ym. 2023) kun taas suusyovassa solun kasvu héiriintyy monien kasvunrajoitegeenien CpG-
saarekkeiden metylaation seurauksena (Shridhar ym. 2016). Myds mahasydvassé tiettyjen
geenien metylaatioaste on huomattavasti suurempi kuin terveessa kudoksessa (Ooki ym. 2010).
Eturauhassyovassa on havaittu vastaavaa syovéltd suojaavan GSTP1-geenin promoottorin
metylaatiota (Li ym. 2004).

4.2.2 Globaali hypometylaatio

Toinen sy6véan tunnusmerkeistd on globaali hypometylaatio eli 5mC:n menetys (Paro ym.
2021, 154-155). Laajamittaisena tamén tiedetddn johtavan kromosomi-instabiliteettiin
esimerkiksi uudelleenaktivoimalla transposoneja, mutta osuessaan spesifisesti onkogeenien

promoottorialueeseen se lisdd naiden geenien ekspressiota (Hentze ym. 2019; Ao ym. 2021).
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Hypometylaatio on liséksi yhdistetty tuumorien asteittaiseen malignisoitumiseen invasiiviseksi
tyypiksi.

Hypometylaatio on yleinen taustamekanismi useissa eri syodpataudeissa, ja se on yksi
ensimmaisista sy6vassé tunnistetuista epigeneettisista poikkeavuuksista (Paro ym. 2021, 154).
Esimerkiksi keuhkosyodvasséd esiintyy usein laajamittaista DNA-hypometylaatiota yhdessa
promoottorialueiden CpG-saarekkeiden hypermetylaation kanssa. Tdmé& johtaa proto-
onkogeenien aktivaatioon ja kromosomistabiliteetin heikkenemiseen (Balgkouranidou ym.
2013). Sen sijaan mahasyovélle ominaista on transferriinigeenin alentunut metylaatioaste,
mikd aiheuttaa proto-onkogeenin TRF2 ekspression lisddntymistd ja edistdd kasvaimen
syntymistd (Dong ym. 2010). Tutkimukset ovat my6s osoittaneet, ettd naisten syopataudeissa,
erityisesti  munasarjasyovéssd, tiettyjen CpG-saarekkeiden hypometylaatio assosioituu
kudokseen tunkeutumiseen ja etdpesékkeiden muodostumiseen (Zhuang ym. 2012). Detilleux
ym. (2022) ovat osaltaan selvittdneet transkriptiofaktoreiden FOXAL ja GATA3 osuutta
DNA:n hypometylaation saatelyssa rintasydvassa;, molemmat néistd nayttavat edistavén
kromosomi-instabiliteettia ja rintasyOpasolujen epanormaalia geeniekspressiota, miké&
myotavaikuttaa taudin  puhkeamiseen. Sama ryhma korostaa, ettd epanormaalien
metylaatiomuutosten kertymisen mekanismit ovat viel4 huonosti ymmaérrettyj4. Perinteisten
mutaatioiden lisaksi vaihtoehtoina on harkittu TET-entsyymien saédtelyn hairidita seka
akkumuloituvia genomin epimutaatioita (Nishiyama & Nakanishi 2021). Yksi suurimmista
haasteista diagnostiikan nakokulmasta on talla hetkelld tarpeeksi herkédn ja tarkan
syopakohtaisen biomarkkerin 16ytaminen, mik& aikaistaisi hoitoa ja yksilollistdisi
hoitosuunnitelmaa (Roy & Tiirikainen 2021).

5 HAASTEET JA SOVELLUKSET

5.1 Biologiset haasteet

Koska metylaatiomuutosten osuus ikdantymisessa ja ikd&ntymiseen liittyvissé sairauksissa on
kiistatonta, metylaatiokellojen soveltaminen alan tutkimuksissa vaikuttaa suhteellisen
lupaavalta. Kellojen maksimaalinen hyoddyntaminen on todenndkoisesti kuitenkin vield
kaukana, silla tutkimusasetelmien suunnitteluun ja toteuttamiseen liittyy biologisia ongelmia,

joista osa nostaa esiin meille vield tuntemattomia tekijoitd. Bergsma ja Rogaeva (2020)
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korostavat tarvetta erottaa ikdantymisen aiheuttamat DNA-metylaatiomuutokset niistd, jotka
ovat perdisin ympéristo- ja elaméntapatekijoista. Yksiloiden ikaantyessa ulkoisten tekijoiden
merkitys kasvaa, mik& johtaa suurempaan yksiléiden valiseen vaihteluun metylaatiokuvioissa.
Tama Horvathin ja Hannumin kellojen sekd PhenoAgen vahvistama vaihtelu painottaa
ympdristoaltistusten huomioimisen tarkeyttd. Sama ryhmd tuo esiin myods, ettd
metylaatiokellojen tarkka kalibrointi edellyttdd solu- ja kudosspesifisten DNA-
metylaatiokuvioiden huomioimista. Vaikka tallainen korjaus parantaa kellon tarkkuutta, se voi
toisaalta tahattomasti hdmartadd biologisesti informatiivisia signaaleja. Siind missa yhden
kudoksen kattavien kellojen sytosiinit sijaitsevat yleensa CpG-rannikoilla, monen kudoksen

kelloissa sytosiinit paikallistuvat yleensa evolutiivisesti konservoituneille CpG-saarekkeille.

Talla hetkell& suurin haaste on kuitenkin ymmartaa ik&antymisen biologisia juurisyita ja niiden
liittymistd metylaatioon. Toistaiseksi ei ole vield kyetty todistamaan, ajavatko DNA-
metylaatiomuutokset ik&&ntymistd vai ovatko ne yksinkertaisesti passiivista seurausta
ikaantymisen taustalla olevista prosesseista. Yksi ikadntymisen teorioista on epigeneettinen
drift, joka viittaa ilmidon, jossa nuorilla yksildilla on samankaltaisia epigeneettisia muutoksia,
mutta naméd muutokset alkavat divergoitua voimakkaasti yksiloiden ikaantyessa (Fraga ym.
2005). Tama tarkoittaa sitd, ettd aluksi samankaltaiset epigeneettiset profiilit alkavat muuttua
ja eriytyd, miké voi vaikuttaa solujen toimintaan ja siten ikaantymisprosessiin seké sairauksien

riskiin.

Kayttokelpoisuudestaan huolimatta emme osaa varmuudella myosk&én sanoa, mitd DNAmM-ika
varsinaisesti kuvastaa ja mik& sen biologinen merkitys on. Kehittdessddn metylaatiokelloaan
Horvath (2013) ja sittemmin Horvath ja Raj (2018) ovat havainnollistaneet muutamia seikkoja,
jotka nayttaisivat viittaavan siihen, mitd DNA-metylaatiokellot eivét ainakaan mittaa: solujen
vanhenemista, mitoottista proliferaatiota ja telomeerien pituutta. Huolimatta siitd, etta
vanhenevissa soluissa tapahtuu metylaatiomuutoksia, DNAm-ikdan assosioituvat muutokset
kohdistuvat tyypillisesti eri sytosiineihin. Taman lisaksi DNAm-ialla on mielenkiintoisia
ominaisuuksia: se mittaa kronologista ikda kuolemattomissa mutta silti jakaantuvissa soluissa
sekd on yhteydessd alkion kantasolujen passage-lukuun, joka kuvaa viljeltyjen solujen
siirtokertoja uuteen kasvatusliuokseen. Tasta jalkimmaisesta korrelaatiosta huolimatta DNAmM
ei mittaa mitoottista jakautumistakaan, sill4 se kykenee antamaan tarkan ja yhdenmukaisen
kronologisen ién seka jakautumattomalle kudokselle etta lyhyt- ja pitkaikaisille verisoluille.
Vaikka telomeerien pituus assosioituu DNAm-ikdan heikon negatiivisesti, kyseessé on

todennakaisesti kaksi eri ilmiota, silla telomeraasin ekspressio ei alenna DNAmM-ikaa.
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Koska Horvathin kello tosiaan antaa samankaltaiset kronologiset ikéarviot jakautumattomille
ja jakautuville kudoksille, Horvath (2013) on tdmén pohjalta esittdnyt hypoteesin DNAmM-ian
biologisesta taustasta. Kyseinen malli ehdottaa, ettd DNAm-ik& edustaa niin sanotun
epigeneettisen yllapitojarjestelman (engl. epigenetic maintenance system, EMS) tekemé&a
kertyvad ty6tad. EMS yllapitaa epigeneettistd vakautta ja aktivoituu, mikali se aistii tata vakautta
uhkaavia tekijoitd. Mitd enemman EMS joutuu kuluttamaan energiaa, sitd nopeampi
epigeneettisen kellon tikitystahti on; toisin sanoen DNAm-ikd on reaktio vaurioiden
korjaamiseen tai niiden estdmiseen. Tama ké&visi yksiin metylaatiokellon tikitystahdin
logaritmiseen kayréaan; yksilonkehityksen alussa organismi vaatii suuren energiapanoksen
epigeneettisen vakauden yllapitdmiseksi, kunnes organismin vanhetessa energian kulutus

lopulta tasaantuu.

5.2 Tekniset ja analyyttiset haasteet

Edellda mainittujen biologisten haasteiden liséksi epigeneettisten metylaatiokellojen
ymmartamiseen ja hyddyntamiseen liittyy joukko teknisida ja analyyttisia ongelmakohtia,
joiden tiedostaminen auttaa sek& hahmottamaan metylaatiokellojen heikkouksia etta
tulkitsemaan julkaisuja Kriittisesti. Erityisen tarkedd on ymmartaa, ettd monet tauteja koskevat
metylaatiokellotutkimukset  hyddyntavat  poikittaistutkimuksista  saatua  dataa, ja
pitkittaistutkimusten puuttuessa kausaalisuutta ei ole voitu osoittaa (Jylhava ym. 2017). On siis
mahdotonta sanoa, missd maarin kellojen taustalla olevat prosessit saatelevat ik&antymista ja
niihin liittyvia sairauksia tai vice versa ilman tutkimuksia, joissa yksiloita seurataan pitkalla

aikavalilla.

Alan tutkimuksia on kritisoitu myds muilla tavoin. Vaikka yleisimmin kaytossa olevat
metylaatiokellot osoittavat tilastollisesti merkitsevia yhteyksid erilaisiin tautitiloihin,
metylaatiokellotutkimusten ryhmien valisiad eroja kuvaavat efektikoot (engl. effect size) sen
sijaan ovat olleet melko vaatimattomia (Marioni ym. 2015; Levine ym. 2018). Tama viittaa
siihen, ettd 10ydosten k&ytdnnon merkitys on ehkd ollut liioiteltua. Tata sivuten Mei ym. (2023)
ovat kritisoineet biologisten rinnakkaisnéytteiden puuttumista ja toisinaan pieniéd otoskokoja.
Systemaattisessa vikatestissddn he demonstroivat PhenoAgen putoavan tilastollisen
merkitsevyyden alapuolelle, kun otoskoko kasvatettiin kuuteen kdyttden yhdeksaa itsendista
tietokantaa. My0Os Fransquet ym. (2019) raportoivat meta-analyysissadn epdilynsa

mahdollisesta julkaisuharhasta ja vaaristd positiivisista tuloksista. Edelld mainittu ryhma
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kritisoi lisaksi useita tutkimuksia puutteellisista tiedoista koskien populaation koostumusta,

tapausten ja verrokkien valintakriteereja tai mahdollisia sekoittavia tekijoita.

Sekoittavien tekijoiden vaikutusta korostavat myods Bergsma ja Rogaeva (2020) erityisesti
DNA-metylaatiodataa tuottavien testien sekd ik&haarukkaedustavuuden osalta. Koska testeja
ei ole normalisoitu yhdenmukaisella tavalla, uudet tai poikkeavat metodit voivat johtaa
virheelliseen DNA-metylaatioikdan. Yhté lailla tiettyjen ikaryhmien aliedustus joko kelloja
hyodyntavissd tutkimuksissa tai kellojen kehityksessd puolestaan voi vaikuttaa
metylaatiokellojen ennustetarkkuuteen eri eldmdnvaiheissa, koska lapsuusajan DNA-
metylaation dynamiikka eroaa merkittavéasti aikuisidn dynamiikasta. Esimerkiksi Horvathin ja
Hannumin kellojen mukaan DNA-metylaatioidn muutokset hidastuvat idn myoétd, kun taas
nopeimmat muutokset tapahtuvat varhaisessa kehitysvaiheessa. Tarpeeksi suuri korrelaatio
kronologisen idn kanssa on keskeistd myo6s kiihtyneen ikaantymisen tunnistamiseksi

(Fransquet ym. 2019).

Field ym. (2018) ovat tdsmenténeet rajoituksia, jotka liittyvat erityisesti Horvathin ja
Hannumin kelloihin. Lineaarinen regressio, jota ndissé metylaatiokelloissa kdytetaan, olettaa,
ettd jokaisen kello-CpG:n vaikutus ik&&n on additiivinen ja ettd metylaatiomuutosten nopeus
pysyy vakiona koko elinidn ajan, mika ei valttdmatta pida paikkaansa. Tatd voidaan kuitenkin
yrittad kiertdd matemaattisesti erilaisilla ei-lineaarisilla funktioilla ennen kellon rakentamista.
Ik&arvioiden tarkkuus puolestaan riippuu kaikkien kaytettyjen CpG-kohtien asianmukaisesta
kattavuudesta, mika aiheuttaa haasteita sekvensointipohjaisille tutkimuksille, joiden
menetelmid ei vélttdmaétt4 ole standardoitu Illuminan testien tapaan mittaamaan aina samoja
CpG-kohtia. Osittain tdman takia nykyiset metylaatiokellot eivat vélttamatta sisalla biologisesti
kaikkein informatiivisimpia CpG-kohtia, mutta toki tadhén vaikuttaa se, ettd kattavinkin
metylaatiotesti mittaa vain noin 3 % kaikista ihmisgenomin CpG-kohdista. Vaikka nailla
kelloilla voidaan onnistuneesti ennustaa otoksen ulkopuolisia aineistoja, Mei ym. (2023)
tahdensivat, ettd ElasticNet-analyysi ja CpG:iden valinta perustuvat numeeriseen korrelaatioon
ilmidn kanssa, eikd mahdollisille biologisille merkityksille. Siihen ei taten valttaméatta edes
valikoidu sytosiineja, joiden metylaatio muuttuu tai korreloi vahvasti idn kanssa.
Sytosiinivalintaa tarkemmin tutkiessaan sama tiimi selvitti, ettd EN:n automaattisesti
hylk&amien sytosiinien poisto koulutusdatasta itse asiassa muutti valittuja CpG:it4. Voidaankin

perustellusti todeta, ettd kello-CpG:iden merkitys on vield toistaiseksi epaselva.
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5.3 Terapeuttiset ja kliiniset sovellukset

Varteenotettavista haasteista huolimatta metylaatiokellot on todettu tehokkaiksi tyokaluiksi,
joilla voidaan sekéa ennustaa kronologista iké&é ettd ymmartaa solujen ja kudosten fysiologista
tilaa, mika teoriassa tekee niista erinomaisia vélineitd tautien seulonnassa, diagnostiikassa ja
interventioissa. Yleinen konsensus kuitenkin on, ettd metylaatiokellojen ei ole tarkoitus korvata
jo olemassa olevia Kkliinisi& biomarkkereita, kuten verensokeria, vaan pikemminkin tdydent&a
ja tukea niitd kokonaisvaltaisemman terveydentilan ymmartamisessa (Levine ym. 2018; Lu
ym. 2019). Esimerkiksi Suomen ulkopuolella Horvathin kello on tarkkuutensa ansiosta
kéytossd lukuisissa laboratorioissa, joissa sitd kéytetddn muun muassa apuvalineend
havaitsemaan epdjohdonmukaisuuksia DNA-metylaatiodatan ja kliinisten muuttujien vélilla
(Horvath & Raj 2018).

Metylaatiokellojen Kliininen hyoty perustuu ennen kaikkea niiden ennustavaan voimaan. B.
Chen ym. (2016) tarkastelevat ulkoisen epigeneettisen ik&&ntymiskiihtyvyyden (EEAA)
merkitystd kuolinajan (engl. time to death) ennustamisessa. Heidan I0ydoksensa viittaa
verisolujen koostumuksen sisaltavien epigeneettisten ikdarvioiden, kuten EEAA:n, olevan
merkittavésti yhteydesséd kaikkiin kuolinsyihin liittyviin tekijéihin, ja ne ylittdvat aiemmat
ikaantymisen kiihtymisen mittarit. Namé yhteydet pysyvat johndonmukaisina eri demografisten
jaterveyteen liittyvien alaryhmien valill&4, mukaan lukien etnisyys, sukupuoli, BMI, tupakointi,
fyysinen aktiivisuus sek& merkittavat krooniset sairaudet. Tdma tutkimus vahvistaa kasitysta
siitd, ettd epigeneettiset metylaatiokellot ennustavat yleistd kuolleisuusriskid joitakin
perinteisia riskitekijoita paremmin. DNA-tason metylaatiomittauksilla on etunsa myds
nimenomaan ikdantymisen mekanismeja tutkivissa tutkimuksissa. Levine ym. (2018)
selventavét, ettd tdma perustuu muun muassa kykyyn kvantifioida ikaantymista erityisesti
sellaisissa tapauksissa, missa yksilo on joko erittdin nuori tai terve, jolloin perinteiset

mittauskohteet, kuten CRP, glukoosi ja kreatiniini, eivat viela vaihtele merkittavasti.

DNA:n metylaatioprofiilit voivat tarjota tehokkaita biomarkkereita erityisesti varhaisen
vaiheen syopdpotilaiden tunnistamiseen jo ennen varsinaisen sydpakasvaimen tai -solujen
havaitsemista (Hentze ym. 2019). Esimerkkind tastd on kohdunkaulan sydvan
seulontatutkimuksessa esiin tullut Polycomb-ryhméan kohdegeenien hypermetylaatio, joka
havaittiin  kolme vuotta ennen taudin puhkeamista (Zhuang ym. 2012). Liséksi
munasarjasyopatutkimuksessa on havaittu kolmen geenin (OPCML, RUNX3, TFPI12) kattavan

metylaatioanalyysin tunnistavan varhaisen munasarjasyévan herkemmin kuin seerumin
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syOpdvasta-aineen CA125 tasot (Wang ym. 2015). Ihanteellista biomarkkeria
seulontatarkoituksiin ei ole kuitenkaan l6ydetty, joskin DNA-metylaatio vaikuttaa lupaavalta
(Hentze ym. 2019). Nishiyama & Nakanishi (2021) ovat puolestaan tarkastelleet DNMT-
entsyymien estamistd sydvassé ja korostavat DNA-hypometylaation tarkempaa ymmaértamista
mahdollisten sivuvaikutusten valttdmiseksi. Sama ryhma esittdd myds UHRF1:n toiminnallisia
domeeneja inhiboivien, pienimolekyylisten yhdisteiden olevan mahdollisesti tehokkaita
vaihtoehtoja sydvan hoidossa. Taméa pitdnee paikkansa erityisesti niiden sydpien kohdalla,

joissa esiintyy UHRF1:n yliekspressiota ja p53:n inaktivaatiota.

Younesian ym. (2022) sen sijaan painottavat, ettd neurodegeneratiivisiin tauteihin liittyvéat
DNA-metylaatiomuutokset ovat suurella todenndkdisyydella arvokkaita kohteita terapeuttisille
interventioille, mutta tutkimuksista saadun tiedon siirtdminen kliiniseen kaytantdon on vielé
alkuvaiheissa. Tdma johtuu osittain ainakin siitg, ettd kohdekudokseen pdasy on haastavaa, ja
useimmissa tapauksissa biomarkkereita voidaan mitata vasta kuoleman jalkeen. Pit&a kuitenkin
paikkansa, ettd jotkut epigeneettiset muutokset ilmenevat ennen patologisia muutoksia. Koska
suurin  osa Alzheimerin taudin epigeneettisistd ilmidista liittyy nimenomaan taudin
patologiaan, epigeneettiset interventiot voivat mahdollisesti estda taudin etenemistd tai

parantaa potilaiden kognitiivisia kykyja (Gao ym. 2022).

DNA-metylaation epdvakaaseen luonteeseen pohjautuvat terapeuttiset sovellukset avaavat
kenties kaikkein puoleensavetavimpien mahdollisuuksien kehityksen tulevaisuudessa. In vitro
-tutkimukset ovat osoittaneet, ettd tehokkain interventio epigeneettista ikaantymista vastaan
saavutetaan talla hetkelld solun Yamanaka-tekijoiden ilmentamiselld. Nama tekijat — OCT4,
KLF4, SOX2 ja c-Myc — uudelleenohjaavat somaattiset solut monipotenteiksi kantasoluiksi,
mika kdytanndssa nollaa epigeneettisen kellon (Horvath 2013). Mielenkiintoisia tuloksia on
saatu myos in vivo -toimenpiteilld: esimerkiksi hematopoieettista kantasoluterapiaa saavan
henkildn veren epigeneettinen ika muuttuu lyhytkestoisesti donorin ikaa vastaavaksi (Weidner
ym. 2015). Lisaksi poikittaistutkimukset ovat alustavasti paljastaneet mahdollisen vaylan
ruokavalion sekd elamantapojen ja veren EEAA:n valilla. Hitaampi ikaantymisnopeus liitetdén
esimerkiksi runsaasti kasviksia ja kalaa sisdltdvaan ruokavalioon, ylipainon valttamiseen ja
fyysiseen liikuntaan (Quach ym. 2017). Tata l0ydostd myotdilee myds ensimmainen
pitkittaistutkimus, jossa tarkastellaan fyysisen liikunnan ja ruokavalion kausaalisia vaikutuksia
naisten ik&antymiseen GrimAgella mitattuna (Fiorito ym. 2021). Vaikka tutkimuksessa on
edistytty merkittavasti, on edelleen epévarmaa, voiko DNA-metylaatiotasojen suoralla

manipulaatiolla hidastaa tai kdéntaa biologista ikd&ntymista (Horvath & Raj 2018).
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6 YHTEENVETO

Epigeneettiset metylaatiokellot ovat saavuttaneet vakiintuneen aseman
ikaantymistutkimuksissa  erityisesti biologisen ian kasitteen kannustamana.
Metylaatiomuutosten tutkiminen erilaisten sairauksien biomarkkereina on ensinnékin valaissut
metylaation ja patologioiden monimutkaista vuorovaikutusta, mutta myos antanut arvokasta
tietoa epigeneettisen ik&antymisen prosesseista. Koska useita sairauksia, kuten hermoston
rappeutumissairauksia ja syopaa, karakterisoi tietynlainen metylaatiokuvio joko genomin
laajuisena hypometylaationa tai geenispesifisend hypermetylaationa, motivaatio luoda
biomarkkeri sairauksien seulontaan on korkea ja todenndkdisesti vain ajan kysymys.
Pohjimmiltaan  metylaatiokellojen  potentiaali  biomarkkerina perustuu  metylaation
entsymaattisesti  dynaamiseen luonteeseen; Genomin  metylaatioastetta  sditelevat
metyyliryhmid lisddvat DNMT:t ja niitd poistavat TET-entsyymit, mink& seurauksena geenin
transkriptio joko aktivoituu tai repressoituu. Genomin metylaatiotasot vaihtelevatkin runsaasti:
padasiassa metyyliryhmia lisdtdédn CpG-dinukleotideihin promoottorialueilla, kun taas

esimerkiksi CpG-kanjoneissa metylaatio on vahaista.

Pelkdn kronologisen idn seuraamisen sijaan metylaatiokellot mahdollistavat myds
ikaantymisen poikkeavan kiihtymisen mittaamisen seka erilaisten terveystilojen ennustamisen.
Toistaiseksi suosituimmat kellot ovat Horvathin ja Hannumin kronologiset ikdmallit sek&
PhenoAge ja GrimAge, joilla kaikilla on lineaariseen regressioon perustuva ainutlaatuinen
koulutusmalli. Perustavanlaatuisten erojensa takia tutkijoiden on kuitenkin osattava valita
tutkimusasetelmaansa sopiva kello. Siind missa Horvathin kello soveltuu erinomaisesti
monenlaisiin kudoksiin, Hannumin kello rajoittuu verindytteisiin. Sekd PhenoAge ettd
GrimAge kuvaavat terveystilaa, mutta ensimmadinen soveltuu paremmin esimerkiksi
ikdantymiseen liittyvien fenotyyppien ennustamiseen, kun taas jalkimméinen kuvaa naista

kelloista parhaiten jaljell& olevaa aikaa kuolemaan.

Kéyttokelpoisuudestaan huolimatta epigeneettisissé kelloissa piilee haasteita, jotka vaativat
tarkkaa harkintaa. Biologiset monimutkaisuudet, kuten kudosspesifiset erot metylaatioasteissa
ja ympéristotekijoiden vaikutus, korostavat tdmanhetkisia tietoaukkoja seké tiedon tulkinnan
varovaisuutta. Samoin teknisten haasteiden kasitteleminen edellyttdd monipuolista
ldhestymistapaa. Sekoittavien tekijoiden ja eri alustojen vélinen standardoimattomuuden

huomioiminen ovat valttdméattdmia ndiden biomarkkerien tdyden potentiaalin hyddyntamiseksi
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ikédantymiseen liittyvissd sairauksissa. Mikali kellojen pohjalta tehtédvien analyysien
luotettavuus todistetaan ja kyetddn toistamaan, epigeneettisten biomarkkereiden integrointi
kliiniseen kayttoon tulee tarjoamaan mahdollisuuksia varhaisempaan sairauksien
havaitsemiseen ja kohdennettuihin hoitoihin. Erityisesti se tulee avaamaan ovia personoidulle
ladketieteelle.  Tulevaisuudessa tutkimukset voivat keskittyd kehittamd&an uusia
sairauskontekstiin  raataloityja kellomalleja sek& innovatiivisia menetelmid, jotka
mahdollistavat DNA-metylaatiomuutosten seurannan pitkélla aikavélilla. N&in voimme
paremmin varautua sairauksien kasvavaan taakkaan ja tarjota ennaltaehkéisystrategioita, jotka
ovat olennaisia véeston terveyden ja hyvinvoinnin yllapitamisessa erityisesti nyt, kun

populaation ik&rakenne on muuttumassa suuresti lahivuosikymmenien aikana.
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