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SANTRAUKA

Sio darbo metu siekta istirti, ar epigenetiniy laikrodZiy rezultatams daro jtaka iSorinio
(1asteliy skai¢iaus) ir/ar vidinio (DNR modifikacijos) variabilumo sukelta citoziny modifikacijos
lygio kaita paros eigoje. Pirmiausia parodyta, kad 13-os i$ 17-os skirtingy epigenetiniy laikrodziy
pateikiami rezultatai statistiSkai reikSmingai osciliuoja 24 val., eigoje ir dél Sios prieZasties
priklauso nuo paros laiko. Sia variacija i§ dalies paaiskina iSorinis variabilumas kadangi parodyta,
jog tirtuose méginiuose NK, B ir CD4 T Iasteliy proporcijos statistiSkai reikSmingai osciliuoja
paros eigoje ir Siems lasteliy tipams Horwath pan-tissue 2013 laikrodis pateikia skirtingg spéjama
amziy palyginus su visuminiu kraujo méginiu. Taciau, jtaka daro ir vidinis variabilumas, kadangi
dalis osciliacijy laikrodziy rezultatuose iSliko iStyrus iSgryninty T lagsteliy méginius, beto Siuose
meéginiuose statistiSkai reitkSmingai osciliavo CD4, bet ne CD8 T Igsteliy proporcija. Papildomai,
nustatyta, kad neutrofily atveju vidutiniskai 4,3%, o T lasteliy - 7,7% epigenetiniy laikrodziy
naudojamy citoziny persidengia su tais, kuriy modifikacijos lygis osciliuoja paros eigoje.
Galiausiai, parodyta, kad vidinio variabilumo nepaaiSkina DNR metilinimo procesa reguliuojanciy
baltymy transkripty kiekio kitimai 24 val., eigoje, taciau i§vados patvirtinimui reikalingi iSsamesni
tyrimai. Apibendrinus, ateityje siekiant uZztikrinti tyrimy, kuriuose yra naudojami epigenetiniai

laikrodziai, tiksluma, turi biti atsizvelgiama i Iasteliy tipy proporcijas bei méginiy surinkimo laika.
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SUMMARY

The aim of this work was to investigate whether epigenetic clock results are influenced by extrinsic
(cell number) and/or intrinsic (DNA modification) variability in the modification levels of
cytosines over the course of a day. Firstly, it is shown that the results provided by 13 out of 17
different epigenetic clocks oscillate statistically significantly over the course of 24 hours and
therefore depend on the time of day. This variation is partly explained by extrinsic variability as
the proportions of NK, B and CD4 T cells were shown to oscillate statistically significantly over
the course of the day in the samples tested and the Horwath pan-tissue 2013 clock gives different
predicted ages for these cell types compared to the whole blood sample. However, internal
variability is also a factor, as some clocks still retained oscillations in their results in the purified
T-cell samples. The proportion of CD4, but not CD8, T-cells oscillated statistically significantly
in these samples as well. In addition, it was found that for neutrophils on average 4.3% and for T
cells 7.7% of the cytosines used by epigenetic clocks overlap with those whose level of
modification oscillates over the course of the day. Finally, it has been shown that internal
variability is not explained by variations in the levels of transcripts of proteins regulating DNA
methylation over 24 h., but further studies are needed to confirm this conclusion. In summary, in
future, the proportions of cell types and the timing of sample collection must be taken into account
to ensure the accuracy of studies using epigenetic clocks.



IVADAS

Tyrin¢jant zmogaus epigenomg, buvo identifikuoti citozinai, kuriy modifikacijos lygis
priklauso nuo asmens amziaus. Tokiy citoziny pagrindu sukurti epigenetiniai laikrodziai (angl.,
epigenetic clocks), galintys nuspéti asmens chronologinj ar biologinj amziy (Bernabeu et al.,
2023). Vadovaujantis panasiu principu, buvo sukurti mitoziniai laikrodziai, leidziantys nuspéti
lastelés dalijimysi skai¢iy (Teschendorff, 2020), arba jvertinantys telomery ilgj (Lu, Seeboth, et
al., 2019). Visy Siy epigenetiniy laikrodziy grindziamai analizei dazniausiai yra naudojamas
kraujas. Kraujo méginiy paémimo procediira yra nesudétinga, reikalaujanti tik minimalios
intervencijos ir beveik neturinti nepageidaujamy efekty (Galena, 1992). Kita vertus, kraujas yra
heterogeniskas audinys, sudarytas is jvairiy leukocity tipy, kuriy kiekvienas turi skirtingg ir tik jam
budinga epigenetinj profili. Papildomai, démesj patrauké gerai zinomas reiskinys: neutrofily,
limfocity, monocity ir kity lasteliy tipy kiekiai - o tokiu budu ir proporcijos - osciliuoja paros
eigoje, tai vadinama cirkadiniu ritmu (Aroca-Crevillén et al., 2020; Born et al., 1997). D¢l Siy
priezasCiy, skirtingais paros laikais surinkti kraujo méginiai atskleidzia citoziny modifikacijos
lygio skirtumus. Taigi, lasteliy skai¢iaus variabilumas ir su juo susij¢ epigenominiai svyravimai
gali daryti jtaka epigenetiniy laikrodziy rezultatams. Be leukocity tipy ir jy santykiy svyravimy
dar buvo atrastas ciklinis vidulastelinis epigenetinis variabilumas: atskiry kraujo lasteliy tipy
epigenomuose yra citoziny, kuriy modifikacijos lygis osciliuoja 24 val., eigoje (G. Oh et al., 2019).
Tokia vidiné citoziny modifikacijos lygio variacija taip pat gali daryti jtakg epigenetinio laikrodZio
rezultatams. Siekiant uztikrinti tyrimy, taikan¢iy epigenetinius laikrodzius, tiksluma ir
informatyvuma svarbu istirti laikrodZiy pateikty rezultaty variabiluma paros eigoje ir tam daranciy

veiksniy jtaka.

Tikslas: Istirti, ar epigenetiniy laikrodziy rezultatams daro jtaka iSorinio (lasteliy skaiciaus) ir/ar

vidinio (DNR modifikacijos) variabilumo sukelta citoziny modifikacijos lygio kaita paros eigoje.

UZzdaviniai:
1. [I8tirti ar 1S kraujo Igsteliy méginiy gauti epigenetinio amZiaus jvertinimai svyruoja paros
eigoje.
2. Ivertinti ar kraujo meéginiuose, paros eigoje, keiciasi skirtingy lasteliy tipy proporcijos ir
kaip nuo Iasteliy tipo priklauso epigenetinis amzius.
3. [Istirti ar i§ iSgryninty neutrofily ir T lasteliy méginiy gauti epigenetiniy laikrodziy rezultatai
svyruoja paros eigoje.

4. Jvertinti ar skirtingy T lasteliy subtipy proporcijos keiciasi paros eigoje.



5. Istirti ar iSgryninty neutrofily ir T lgsteliy méginiuose randama citoziny, kuriy
modifikacijos lygis keistysi paros eigoje, ir jvertinti jy persidengima su citozinais,
naudojamais epigenetiniy laikrodziy rezultatams sudaryti.

6. Istirti ar iSgryninty neutrofily ir T Igsteliy méginiuose keiciasi DNR metilinimo procesa

reguliuojanciy baltymy transkripty kiekis paros eigoje.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 DNR sekos modifikacija

Nors visos to paties daugialgs¢io organizmo Igstelés turi identiSkg DNR seka, neretai jos
biina itin skirtingos tiek morfologiskai ir funkciskai - sudaro skirtingus organus ir audinius - tiek
geny raiSkos atzvilgiu. Kokia yra Siy skirtumy priezastis? IS esmés, zinduoliniy lasteliy
branduoliuose saugoma DNR seka gali nulemti geny raiskos ir funkcijos skirtumus populiacijoje,
jei joje atsiras DNR sekos pokyc¢iy - mutacijy. Taciau, mutacijy daznis vienoje Zmogaus genomo
vietoje per vieng individy karta téra 1 - 1,25 x 10°®, taigi mutacijy atsiradimas negali paaiskinti
skirtingy Iasteliy tipy variacijos individe (1000 Genomes Project Consortium et al., 2010; Kong et
al., 2012). Taciau, tokig didelg lasteliy tipy variacija gali paaiskinti epigenetiniai skirtumai.
Epigenetika lemia geny raiSkos ir funkcijos skirtumus lgstelése nekei¢iant DNR sekos, o tik
modifikuojant jg arba su ja susijusius histony baltymus (Waterland, 2006). Tai reiskia, kad net jei
dviejose lastelése yra tokia pati DNR seka, jos funkciSkai gali skirtis, kadangi minéta seka bus
nevienodai modifikuota. Taigi, epigenetika yra mokslas, kuris analizuoja tiesiogines DNR sekos
modifikacijas tokias kaip metilinimas, acetilinimas ar hidroksi-metilinimas, chromating
sudaranciy histony potransliacines modifikacijas ir variantus bei RNR molekuliy kontroliuojamus
geny raiSkos mechanizmus bei visy $iy procesy jtaka lasteliy veiklai ir funkcijai (Delcuve et al.,
2016).

IS visy epigenetiniy procesy, DNR modifikacija, o konkreciau metilinimas, yra labiausiai
tirlamas ir analizuojamas. Tai grjZtama ir nattraliai vykstanti, DNR sekoje esancio nukleotido
citozino, cheminé modifikacija, kurios metu prijungiama metilo grupé (-CH3) prie 5 anglies atomo
pirimidino Ziede taip sukuriant 5-metilcitozing (1.1 Pav., 5SmC) (Adams, 1995). Sis procesas yra
biidingas tiek eukariotams tiek prokariotams, iSskyrus tokius organizmus kaip mielés
(Saccharomyces cerevisiae) ir apvalioji kirmélé (Caenorhabditis elegans). Pastaryjy DNR sekoje
metilinty citoziny beveik nerandama arba jy kiekiai yra labai nedideli <0,1% (Hu et al., 2015; Tang
etal., 2012). Papildomai, prokariotuose citozinas gali biiti metilinamas kitoje pozicijoje pirimidino
ziede taip sukuriant N4-metilcitozing (1.1 Pav., 4mC) (Ehrlich et al., 1987). Galiausiai, be citozino,
genome gali buti metilinamas ir adeninas (1.1 Pav., 6mA), §i modifikacija taip pat randama
prokariotuose ir augaluose (Ehrlich et al., 1985; Karanthamalai et al., 2020). 4mC ir 6mA
prokariotiniy organizmy atzvilgiu yra svarbiis DNR seky apsaugai nuo endonukleaziy ir yra
restrikcijos-modifikacijos sistemos dalis, o0 6mA dalyvauja augaly vystymosi ir atsako ] stresa

procesuose (Jiménez-Ramirez et al., 2022; Oliveira, 2021).
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1.1 Pav. Modifikuoti DNR sekos nukleotidai. 6-metiladeninas (6mA), 5-metilcitozinas (5mC), 4-
metilcitozinas (4mC). Raudona spalva pazyméta prie nukleotido prijungiama metilo grupé. Iliustracijos

Saltinis (Davis et al., 2013).

Didzioji dalis citoziny, kurie gali buti modifikuojami zinduoliy lastelése, yra randama 5°-
CpG-3’ dinukleotiduose. CpG dinukleotidas tai citozinas ir po jo DNR sekoje esantis guaninas
sujungti fosfodiesteriniu rysiu. Zmogaus genome randama ~28 min CpG dinukleotidy, i§ kuriy
~70-80% yra metilinti (Lister et al., 2009; Y. Luo et al., 2014). Nepaisant to, CpG dinukleotidy
skaiius yra mazesnis nei buty galima tikétis (Bird, 1986). To priezastis - mutageniSkumas,
kadangi spontaninis metilcitozino deamininimas sukuria timino nukleotidg (Cooper et al., 2010).
Si pazaida genome néra atpaZjstama ir po DNR replikacijos sukelia C -> T pasikeitima taip
prarandant buvusj CpG dinukleotida. Tikétina, jog dél Sios priezasties CpG dinukleotidai sudaro
<2% visy genomo dinukleotidy (Long et al., 2017). Papildomai, CpG dinukleotidai genome yra
pasiskirste netolygiai. Regionai, turintys tankiai iSsidés¢iusius CpG dinukleotidus, sudaro CpG
salas. CpG sala tai bent 200 baziy pory ilgio genominis regionas, kuriame GC kiekis yra >50%, 0
CpG daznis (nustatytas / tikétinas) >0,6 (Illingworth & Bird, 2009). ~70% CpG saly yra susijusios
su geny promotoriais ir turi geno transkripcijos pradZios vieta, taip pat CpG salos lieka
nemetilintos (Deaton & Bird, 2011). Kitos genomo vietos, kur CpG dinukleotidai randami dideliu
tankumu tai pasikartojanCios genomo sekos - centromeros, satelitinés sekos - ten CpG
dinukleotidai randami modifikuoti (Scelfo & Fachinetti, 2019).

Like modifikuoti citozinai identifikuoti ne-CpG dinukleotiduose (Y. He & Ecker, 2015).
Citozino modifikacija kitoje genomo vietoje negu CpG dinukleotidas parodyta neuronuose,
oocituose ir embioninése kamieninése lgstelése (de Mendoza et al., 2021; Ramsahoye et al., 2000).
Embrioninése Iastelése §i modifikacija yra praturtinta geny sekose po pirmojo egzono, bet ne
reguliaciniuose regionuose, taip pat ne-CpG modifikacija buvo paSalinta jvykus Iasteliy
diferenciacijai (Lister et al., 2009). Kandangi embrioninése kamieninése lastelése ~25%
modifikuoty citoziny yra randami ne-CpG dinukleotiduose, sudaroma prielaida, kad geny raiskos
reguliavimui Siose Igstelése yra naudojami kitokie procesai negu diferenciavusiose (ibid.).

Smegeny lastelése ne-CpG modifikacija taip pat yra praturtinta geny sekose ir yra svarbi su



metilcitozinu sgveikaujanc¢io MeCP2 (angl. methyl-CpG binding protein 2) kontroliuojamam geny

raiSkos slopinimui (Kinde et al., 2016).

1.1.1 DNR sekos metilinimo procesas lastelése

Eukariotuose DNR metilinimo procesg atlieka ir kontroliuoja kelios klasés baltymy. Tai
baltymai, kurie katalizuoja metilinimg (angl., writers), modifikuoja ar Salina metilinimo zZyme¢
(angl., erasers) ir tie, kurie atpazjsta ir gali prisijungti prie $ios modifikacijos (angl., readers).
Metilo grupés prijungima prie citozino atlicka DNR metiltransferazés (Dnmt) ir jos priklauso
pirmajai baltymy klasei. Jy zinomos trys: Dnmtl, Dnmt3a ir Dnmt3b. Visos trys DNR
metiltransferazés turi panasia struktiirg - baltymo sekos C gale yra katalizinis domenas, o sekos N
gale - reguliacinis domenas (Gowher & Jeltsch, 2018). Metilinimo procese metilo grupés donoras
yra S-adenozilmetioninas (SAM), tad DNR metiltransferazés perkelia metilo grupg nuo SAM, taip
sukuriant metilcitozing ir S-adenozilhomocisteing (SAH). Lastelése SAH molekulé toliau
dalyvauja metionino cikle ir po adenozino atskyrimo yra paver¢iama homocisteinu, véliau,
veikiant metionino sintazei ir kofaktoriui B12 - metioninu, ir galiausiai metionino adenozil
transferaz¢, panaudodama ATP, katalizuoja SAM sukiirima, kuris toliau gali veikti kaip metilo
grupés donoras (Lauinger & Kaiser, 2021). Pagrindinis skirtumas tarp minéty trijy DNR
metiltransferaziy yra DNR seka, kurig jos atpazjsta aukStesniu afiniSkumu. Dnmtl atpazjsta ir
saveikauja su hemimetilinta DNR, kuri yra sukuriama DNR replikacijos metu (Bashtrykov et al.,
2012). Judant replikacinei Sakutei, viena DNR seka lieka originali ir i8laiko metilcitozing, taciau
antroji seka yra naujai susintetinta ir joje citozinas yra metilintas (Petryk et al., 2021). Netrukus
po tokios hemimetilintos DNR sukiirimo, Dnmtl ja atpaZjsta ir prisijungia bei katalizuoja citozino
metilinimg (ibid.). Sis procesas ir Dnmtl leidzia tiksliai atkurti prie§ DNR replikacija, toje
genomingje pozicijoje buvusig modifikacijg. Taip pat, Dnmtl dalyvauja metilinimo pazaidy
taisyme ir palaiko DNR metilinimo i§laikymg diferencijavusiose lgstelése (Mortusewicz et al.,
2005). Dnmt1 baltymo svarbg parodo ir tai, kad organizmai, turintys Dnmtl mutacijg Zusta dar
embrioninéje stadijoje (Li et al., 1992). Kitos dvi DNR metiltransferazés - Dnmt3a ir Dnmt3b yra
vadinamos de novo, kadangi jos gali metilinti ne tik hemimetilintg, bet ir visai nemetilintg DNR
seka (Okano et al., 1999). Zinduoliy lasteliy genome jos metilina palindromines CpG pozicijas,
tatiau taip pat gali sukurti ne-CpG pozicijy metilinima (Y. He & Ecker, 2015). Sios DNR
metiltransferazés ypa¢ svarbios embriono vystymosi metu, kadangi jvykus embriono DNR
demetilinimui, jos atkuria prarastas DNR sekos modifikacijas. Nors iy DNR metiltransferaziy
funkcijos persidengia, Dnmt3b mutantai ziista embriono stadijoje, o Dnmt3a praéjus ~4 savaitéms
po gimimo (Okano et al., 1999). Tai rodo, kad abu baltymai yra reikalingi ir atlieka savitas

funkcijas DNR modifikacijos atzvilgiu. Dnmt3a uztikrina imprintingo procesus ir satelitiniy
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regiony metilinimg gametoganezés metu, 0 Dnmt3b reguliuoja metilinimo procesus embriono
vystymosi laikotarpiu (T. Chen et al., 2003). Be aprasyty Dnmt, lgstelése veikia ir Dnmt3L, taciau
$1 DNR metiltransferaz¢ neturi katalizinio domeno, todél negali katalizuoti metilinimo (Hata et al.,
2002). Nepaisant to, Sis baltymas prisijungia prie Dnmt3a ir Dnmt3b ir uZtikrina jy veikima bei
dalyvauja imprintingo procesy reguliavime (ibid.).

Antroji klasé baltymy, dalyvaujanciy DNR modifikacijos procese, yra fermentai keiciantys
arba Salinantys metilo grupe nuo citozino. DNR sekos demetilinimas gali buti pasyvus arba
aktyvus. Pasyvus demetilinimas vyksta, kai Igstelei dalijantis, po DNR replikacijos sukurtoje
hemimetilintoje sekoje Dnmt1 negali atlikti citozino metilinimo (Kagiwada et al., 2013). Taip gali
nutikti dél keliy priezas¢iy - sumazéjusi Dnmt baltymy raiska ar aktyvumas, netinkama baltymo
lokacija, SAM trikumas - todé¢l citozinas naujai susintetintoje DNR sekoje néra modifikuojamas
ir informacija yra prarandama. PrieSingai pasyviam procesui, aktyviam DNR sekos demetilinimui
yra reikalingi papildomi baltymai galintys tiesiogiai pasalinti arba modifikuoti metilcitozing ir tai
vyksta nepriklausomai nuo DNR replikacijos (Zhu, 2009). Zinduoliy lastelése néra baltymo,
galinCio pasalinti metilo grupe nesukuriant tarpiniy produkty, todél aktyvus demetilinimas vyksta
keliais etapais. Pagrindiniai baltymai Siame procese yra Tet (angl. ten-eleven translocation) Seimos
metilcitozino dioksigenazés, kurios Zinomos trys: Tetl, Tet2, Tet3 (Kohli & Zhang, 2013). Tet
baltymai katalizuoja 5-metilcitozino metilo grupés oksidacijg taip sukuriant 5-
hidroksimetilcitozing (S5hmC) (Tahiliani et al., 2009). Sukurtas ShmC néra vien tarpinis
demetilinimo proceso produktas, taciau yra svarbus geny raiSkos reguliacijai, kadangi blokuoja
MeCP2 prisijungima (Valinluck et al., 2004). Beto ShmC yra praturtintas smegeny audiniuose
(Kriaucionis & Heintz, 2009). Po ShmC sukiirimo seka kitos oksidacijos reakcijos, kuriy metu
ShmC paverciamas | 5-formilcitozing (5fC) ir galiausiai j 5-karboksicitozing (5caC) (Ito et al.,
2011). 5fC ir 5caC yra atpazjstami timino DNR glikozilazés (TDG), kuri pasalina modifikuota
citozing ir inicijuoja nemodifikuoto citozino jterpimg BER (angl. base excision repair) reparacijos
budu (Y.-F. He et al., 2011). Tokiu biidu modifikuotas citozinas pakei¢iamas tokiu, kuris neturi
jokios cheminés modifikacijos. Tiek DNR metiltransferazés tiek Tet metilcitozino dioksigenazés
yra svarbios DNR metilinimo dinamikos palaikymui lgsteliy diferenciacijos, daljimosi ir sen¢jimo
procesy metu.

Paskutinioji DNR metilinimo procese dalyvaujanti baltymy klas¢ tai fermentai
atpaZjstantys ir galintys saveikauti su modifikuotu citozinu. Zinomos trys tokiy baltymy Seimos:
MBD (angl. methyl-CpG-binding domain), UHRF (angl. ubiquitin like with PHD and RING finger
domains) ir cinko-pirsteliy (angl. zinc-finger). MBD Seimg sudaro 11 baltymy, kurie turi vieng
metilinta CpG dinukleotidg prisijungiantj domeng, o Seimai priklauso tokie baltymai kaip MBD1,
MBD?2 ir MeCP2 (Nan et al., 1993). Be metilintg citozing atpazjstan¢io domeno, Sie baltymai turi
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transkripcijos represijos domeng (TRD), kuris gali saveikauti su chromatino striiktiirg kei¢ianciais
kompleksais bei kitais represoriais, ir tokiu btidu reguliuoti geny raiska (Nan et al., 1998). Beto,
nustatyta, kad MBD3 baltymas turi tasking mutacijag dél kurios, sgveika su metilinta DNR
nevyksta, tac¢iau gali vykti su ShmC, o MBD4 turi glikozilazés domeng, kuris svarbus 5SmC
deamininimo sukelty pazaidy reparacijoje (Hashimoto et al., 2012; Yildirim et al., 2011). Kitai
metilinta DNR atpazinti gebanciai baltymy Seimai - cinko pirSteliy - priklauso astuoni baltymai
(Hudson & Buck-Koehntop, 2018). Sios $eimos baltymai turi cinko pirsteliy motyva, kuris leidzia
sgveikauti tiek su metilinta tiek su nemetilinta DNR seka ir inicijuoti geny raiskos represijg (Filion
et al., 2006). Seimos narys - KAISO, kitaip nei kiti $eimos baltymai, atpaZjsta ir prisijungia prie
dviejy CpG dinukleotidy, o KLF4 gali veikti kaip transkripcijos aktyvatorius (Prokhortchouk et
al., 2001; Wan et al., 2017). Galiausiai, UHRF $eimos baltymai - UHRF1 ir UHRF2 yra sudaryti
1§ bent penkiy skirtingy funkciniy domeny ir su didesniu efektyvumu atpazjsta hemimetilinta DNR
seka (Arita et al., 2008; Sidhu & Capalash, 2017). D¢l Sios priezasties UHRF1 saveikauja su
Dnmtl ir pritraukia ja prie hemimetilintos DNR taip uztikrinant DNR modifikacijos iSlaikyma po
replikacijos, o UHRF2 gali atpazinti ir sgveikauti su ShmC (Bostick et al., 2007; Zhou et al., 2014).
Taigi, Sios Seimos baltymy funkcija yra ne tik reguliuoti geny raiska, bet ir kontroliuoti DNR

metilinimo palaikymo procesus lgstelése.

1.1.2 Biologinés DNR metilinimo funkcijos

DNR metilinimo funkcija i§ dalies priklauso nuo jos lokacijos genome. Didzioji dalis
zmogaus genomo sudaryta 1§ nekoduojanc¢iy pasikartojanéiy seky ir transpozabiliy elementy
(Deniz et al., 2019). Ivykus Siy elementy raiskai ir insercijai, biity pazeistas genomo stabilumas,
geny sekos suardytos, jvykty mutacijos (ibid.). Nekoduojan¢iy genomo elementy seky metilinimas
uztikrina, kad tai nejvykty, taigi apsaugo genomo stabilumg (Schulz et al., 2006). PrieSingai nei
nekoduojancios genomo vietos, CpG salos lieka nemetilintos ir skatina geny raiSka, uZtikrinant
chromatino prieinamuma ir transkripcijos faktoriy prisijungima (Deaton & Bird, 2011). Taciau, jei
CpG sala yra metilinta, tuomet pasireiks stabilus geny raiskos slopinimas (Mohn et al., 2008). D¢l
Sios priezasties metilinimo kontroliuojama geny raiska svarbi imprintingo, diferenciacijos ir
vystymosi procesams (Choi et al., 2005; Shen et al., 2007). Minétas CpG saly metilinimas
apsunkina transkripcijos faktoriy prisijungimg bei pritraukia metilo grupe prisijungiancius ir
slopinimg skatinancius baltymy kompleksus tokiu biidu reguliuojant geny raiska (Bogdanovi¢ &
Veenstra, 2009). Galiausiai, esant metilinimui geno pirmajame egzone pasireiskia to geno raiskos
slopinimas tuo tarpu metilinimas po pirmojo egzono siejamas su raiSkos aktyvacija
besidalinanciose lgstelése (Aran et al., 2011; Brenet et al., 2011). Taigi, DNR metilinimas yra

biitinas genomo stabilumo palaikymui ir geny raiSkos reguliacijai.

12



1.2 Epigenetiniai laikrodziai

Nors pagrindiné epigenetiniy procesy funkcija yra kontroliuoti geny raiska, papildomai
buvo pastebéta, kad DNR modifikacijos lygis koreliuoja su amziumi, mirtingumo rizika ir
biologine individo biisena (Horvath, 2013). Senstant, genome vyksta DNR modifikacijos 1ygio
regresija link vidurkio ir didéja entropijos laipsnis, todél dalis CpG dinukleotidy palaipsniui keicia
modifikacijos lygj (Seale et al., 2022). D¢l Sios priezasties, remiantis minéta koreliacija, yra
kuriami jvairGs matematiniai modeliai ir algoritmai, galintys panaudoti DNR modifikacijos
duomenis ir suteikti papildomos informacijos apie asmenj. Tokie modeliai bendrai vadinami
epigenetiniais laikrodziais. Kuriant epigenetinj laikrodji DNR modifikacijos ir transformuotiems,
bet nebitinai kintamojo (amzius, mirtingumas) duomenims pritaikomas reguliuojamas regresijos,
pavyzdziui elastiniy tinkly modelis (angl., ElasticNet model) taip atrenkant informatyvius
citozinus ir sukuriant kintamajj apskai¢iuoti galin¢ia matemating formule (Field et al., 2018). Sios
strategijos pagrindu sukurti epigenetiniai laikrodziai galintys pateikti asmens chronologinj ir
biologinj amziy, mirtingumo rizika, lasteliy pasidalijimo skai¢iy ar telomery ilgj. Pirmosios kartos
laikrodziai - Horwath 2013 ir Hannum 2013 - buvo skirti kuo tiksliau nuspéti asmens chronologinj
amziy, taciau, pastebéta, kad $iy laikrodziy spé&jimo netikslumai t.y. per didelis arba per mazas
amzius nebuvo tik klaidos, o turéjo asociacijg su ligomis ir mirtingumu (Oblak et al., 2021). Dél
Sios prieZasties sukurti antros kartos laikrodZziai tokie kaip Levine PhenoAge 2018, Lu GrimAge
2019, kurie naudoja daugiau skirtingy parametry ir informacijos apie individg (KMI, rikymos
statusas, kraujospuidis) bei pateikia spéjimus apie asmens organizmo biologinj amziy - funkcing
kiino organy ir audiniy biiseng (Margiotti et al., 2023). Galiausiai, trecios kartos laikrodis -
Dunedin PoAm 2020, geba jvertinti individo senéjimo greicio kitima (ibid.). Taigi, remiantis DNR
modifikacijos informatyvumu yra sukurta jvairiy epigenetiniy laikrodziy algoritmy, vertinanciy

skirtingas individo savybes.

1.2.1 Chronologinio amZiaus epigenetiniai laikrodziai

Epigenetiniai laikrodziai gali biti klasifikuojami pagal tai, kokio tipo rezultata pateikia.
Pirmoji kategorija tai chronologinio amZiaus epigenetiniai laikrodZiai, kurie remdamiesi DNR
modifikacijos duomenimis pateikia spé€jima apie asmens chronologinj amziy. Vieni pirmyjy ir
populiariausiy chronologinio amziaus laikrodziy yra Horwath 2013 ir Hannum 2013. Pastarasis
laikrodis sukurtas iSanalizavus 656-1y jvairaus amziaus asmeny kraujo meéginius ir naudoja 71-3
specifini CpG dinukleotidg chronologinio amziaus sp¢jimui sukurti (Hannum et al., 2013).
Koreliacija tarp spéjamo ir tikrojo amziaus yra 96%, o spéjimo paklaida - 3,9 metai (ibid.). Visgi,
laikrodis buvo sukurtas remiantis suaugusiy asmeny (>19 mety) kraujo méginiais, todél jo

tikslumas mazéja analizuojant vaiky arba ne kraujo méginius. Horwath 2013 (kitaip Horwath Pan-
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Tissue) epigenetinis laikrodis sukurtas panaudojus 7844-is méginius surinktus i$ 51-0 audinio tipo
i§ jvairaus amziaus asmeny jtraukiant naujagimius ir vaikus (Horvath, 2013). Chronologinio
amziaus spéjimui sudaryti naudojami 353-ys CpG dinukleotidai, o koreliacija tarp spéjamo ir
tikrojo amziaus yra 96%, su 3,6 mety sp¢jimo paklaida (ibid.). Horwath 2013 laikrodis leidzia
iSlaikyti didesnj tikslumg tiriant méginius, surinktus platesnése amziaus ribose, palyginus su
Hannum 2013 laikrodziu, beto, néra apsiribojama tik kraujo méginiais. Kiek véliau pasirodé
Horwath 2018 (kitaip Horwath Skin and Blood) laikrodis specialiai sukurtas kraujo, keratinocity,
fibroblasty, endotelio ir seiliy méginiams tirti (Horvath et al., 2018). Sis laikrodis naudoja 391-a
CpG dinukleotidg ir yra jautresnis, gali nustatyti epigenetino amziaus padidéjimg Hutchinsono
Gilfordo progerijos sindromo atveju, nors kiti laikrodziai skirtumo nerodé (ibid.). Kiti
chronologinio amziaus laikrodziai tai Weidner 2014, kuris i$siskiria tuo, kad naudoja 3-is CpG
dinukleotidus, tac¢iau nurodo amziy tik su 4,5 mety paklaida, o tikslumg patvirtina ir tai, kad
laikrodis pateikia mazesnj amziy indukuotoms pluripotentinéms kamieninéms Igsteléms, o didesnj
- ligy, kurios lemia prieslaikinj telomery ilgio sumaz¢jima, atveju (Weidner et al., 2014). Visgi,
Sis laikrodis sukurtas naudojant DNR modifikacijos duomenis gautus bisulfitinio pirosekvenavimo
biidu, todél rezultaty tikslumas mazéja, jei naudojami metilinimo gardeliy metodu gauti duomenys,
reikalingos papildomos duomeny apdorojimo procediiros (Declerck & Vanden Berghe, 2018).
Kitas laikrodis - Lin 2016 - naudoja 99-is CpG dinukleotidus, o koreliacija tarp spé&jamo ir tikrojo
amziaus yra 97%, spéjimo paklaida vos 3,45 metai (Lin et al., 2016). Papildomai, buvo patikrinta,
ar didinant méginiy, naudojamy laikrodzio kiirimui, skaiiy nuo 335-iy iki 12710-ies did¢ja
rezultaty tikslumas(Q. Zhang et al., 2019). Si tendencija pasitvirtino - Zhang 2019 laikrodzZio
chronologinio amziaus spéjimai darési tikslesni, tafiau, maz¢jo sgsaja tarp pagreité€jusio
epigenetinio sené&jimo ir mirties t.y. biologinio amziaus informatyvumas mazéjo (ibid.). Iki dabar
apraSyti epigenetiniai laikrodZiai naudoja duomenis gautus metilinimo gardeliy arba
pirosekvenavimo biidu, taciau abu metodai yra brangs ir reikalauja specifinés jrangos. D¢l Sios
priezasties, sukurtas Vidal-Bralo 2016 laikrodis, kuris naudoja 8-is CpG dinukleotidus ir gali buti
adaptuotas pigesnei metilinimo analizei MS-SNUPE metodu (Vidal-Bralo et al., 2016). Sio
laikrodZio rezultatai nepaveikiami lyties, rilkymo ir lasteliy subpopuliacijy skirtumy bei pateikia
rezultatus su 6,07 mety paklaida (ibid.). Visi aprasyti epigenetiniai laikrodziai pateikia spéjimus
apie asmens chronologinj amziy dideliu tikslumu, bet Horwath 2013 ir Zhang 2019 laikrodziai
18siskiria kaip geriausi dél auksciausio tikslumo ir galimybés juos pritaikyti jvairiems audiniams
bei Igsteliy tipams (Bergsma & Rogaeva, 2020). Nepaisant sékmés jvertinant chronologinj asmens
amziy, pastebéta, kad daugumos laikrodziy atveju, padidéjes epigenetinis amzius koreliuoja su
ligos ir mirtingumo rizika, kuriant prielaida, kad laikrodziai yra informatyviis ne tik chronologinio

bet ir biologinio amziaus atzvilgiu.
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1.2.2 Biologinio amZiaus epigenetiniai laikrodzZiai

Antroji epigenetiniy laikrodziy kategorija tai biologinio amziaus laikrodziai, kurie
remdamiesi DNR modifikacijos duomenimis pateikia spéjimg apie asmens organy ir audiniy
fiziologine bisena. Sie laikrodZiai nurodo, kokio amZiaus turéty biti tiriamas individas pagal jo
fiziologing biiseng. Vienas populiariausiy - Levine PhenoAge 2018 laikrodis atspindi jvairiy su
sen¢jimu susijusiy padariniy rizika, tokiy kaip mirtis, véZinis susirgimas, alzheimerio liga, fizinis
funkcionalumas (Levine et al., 2018). Laikrodis naudoja 513-a CpG dinukleotidy, ir pateikia
asmens biologin] amziy, kurio sgsaja su mirties rizika yra itin aukSta - biologinio amziaus
padid¢jimas vieneriais metais palyginus su chronologiniu amziumi lemia 4,5% didesn¢ mirties
rizika (ibid.). Kitas populiarus biologinis laikrodis yra Lu GrimAge 2019. Sio laikrodzio atveju,
DNR modifikacijos duomenys pirmiausia naudojami jvertinti 7-iy kraujo plazmos baltymy ir
rukymo lygi, po to §i informacija pritaikoma nustatant laikg likusj iki mirties ar ligos ivykio(Lu,
Quach, et al., 2019). Lu GrimAge 2019 laikrodis pateikia tiksliausig laikg likusj iki mirties, vézinio
susirgimo ar koronarinés Sirdies ligos (ibid.). Taip pat sen¢jimo pagreitéjimas pagal $j laikrodj
siejamas su kognityviniy funkcijy praradimu ir smegeny kraujotakos sistemos pazeidimais
vyresniame amziuje (Hillary et al., 2021). Pragjus trims metams buvo pristatyta patobulinta
laikrodzio versija - Lu GrimAge2 2022. Si laikrodZio versija pritaiko papildomy dviejy
logaritmisSkai transformuoty kraujo plazmos baltymy lygio informacijg ir suteikia tikslesnius
mirtingumo sp¢jimus palyginus su senesne laikrodZio versija (Lu et al., 2022). Taip pat, remiantis
Lu GrimAge 2019 laikrodzio algoritmu ir i§ DNR modifikacijos duomeny gautais papildomais
fiziologiniais parametrais, apiblidinanciais asmens fizinio pasiruo$imo lygj, sukurtas Jokai
DNAmFitAge 2022 laikrodis. Remiantis Siuo laikrodZiu maZesnis epigenetinis amzius nurodo
stipresn] fizin] pasiruo$img ir maZesn¢ su amziumi susijusiy ligy ir mirtingumo rizika (McGreevy
etal., 2023). Kitas - Zhang 2017 laikrodis, naudojantis vos 10 CpG dinukleotidy i$siskiria, kadangi
pateikia ne amziaus skai¢iy metais, bet mirties rizikos ivertinimg (Y. Zhang et al., 2017). Jeigu
Zhang 2017 laikrodZio rezultatas yra 1, 2-5 arba 5+ tuomet mirties rizika (angl., hazard ratio) 95%
pasitikéjimo intervale yra 2,16, 3,42 ir 7,36 karto atitinkamai didesné, lyginant su 0, tad gauti
jvertinimai gali biiti naudojami stratifikuojant ligos paveiktus asmenis (ibid.). Galiausiai, sukurtas
laikrodis, kuris jvertina asmens epigenetinio senéjimo greitj esamuoju laiku - Belsky
DunedinPACE 2022. Sio laikrodZio rezultatai leidzia jvertinti senéjima stabdanéiy intervencijy

poveikj ar gyvenimo jpro¢iy pakeitimo jtakg epigenetiniam senéjimui (Belsky et al., 2022).

1.2.3 Kiti epigenetiniai laikrodziai
Dalis biologinj amziy jvertinan¢iy laikrodziy iSsiskiria, kadangi jie pateikia specifinius

spéjimus apie organizmo lgstelése vykstancius procesus. Yang epiTOC 2016 laikrodis naudoja
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DNR modifikacijos informacijg i§ 385-iy CpG dinukleotidy, kurie yra randami Polycomb
komplekso kontroliuojamy geny promotoriuose (Yang et al., 2016). Vaisiaus audiniuose §ios
genomo vietos yra nemetilintos, taciau Igstelei senstant, su kiekvienu pasidalijimu, modifikacijos
lygis did¢ja. Dél Sios priezasties Yang epiTOC 2016 laikrodis pateikia informacija apie lgstelés
pasidalijimy skai¢iy. Beto, laikrodzio tiksluma patvirtina tai, kad véziniy audiniy atveju stebimas
padidéjes pasidalijimy skaiCius lyginant su sveiku audiniu (ibid.). Pragjus keturiems metams
pateikta patobulinta laikrodZio versija - Teschendorff epiTOC2 2020. Si laikrodZio versija naudoja
tik 163-is CpG dinukleotidus, o gaunami rezultatai gali buti naudingi ne tik nustatant lasteliy
mitozinj amziy, bet ir vézio diagnostikos bei rizikos jvertinimo tikslais (Teschendorff, 2020). Kitas
laikrodis, vertinantis bendra lasteliy pasidalijimy skaiciy, tai Youn MiAge 2018. Laikrodis naudoja
268-is CpG dinukleotidus, kurie néra specifiniai audiniui su prielaida, kad dalijantis lasteléms,
replikacijos metu, yra kaupiamos paveldimos stochastinés DNR modifikacijos pazaidos (Youn &
Wang, 2018). Taip pat 13-os skirtingy vézio tipy atvejais, padidéjes laikrodzio rodiklis prognozavo
prastesnj iSgyvenamumg (ibid.). Galiausiai sukurtas Lu DNAMTL 2019 laikrodis, kuris remiantis
140-ies CpG dinukleotidy modifikacijos lygiu, jvertina asmens telomery ilgj, kuris siejasi su
individo amziumi (Lu, Seeboth, et al., 2019).

Sukurti epigenetiniai laikrodziai naudojami ieSkant su liga susijusiy skirtumy bei ateityje
galéty biti pritaikyti klinikinio stebéjimo ir jvertinimo tikslais. Tai leisty identifikuoti asmenis,
kurie yra ligos rizikos grupé¢je dar pries pasireiSkiant ligai. Taip pat laikrodzio rezultaty stebéjimas
leisty jvertinti epigenetinj senéjima létinanciy intervencijy efektyvumg ir gyvenimo jprociy
poky¢iy poveikj ligos rizikai. Beto, epigenetiniai laikrodziai svarbiis aiSkinantis vystymosi ir
sen¢jimo procesy sasajas. Galiausiai, Sie algoritmai turi perspektyva pritaikymui kriminologijoje
- nusikaltimo viety tyrimuose, individo amziaus identifikavimui. Nepaisant perspektyvy, dar néra
tvirtai zinoma kg matuoja Sie laikrodZiai - sen¢jimo pasekmes ar prieZastis. Tolimesni Sios srities
tyrimai padés geriau suprasti kokia jtaka senéjimo procesams daro epigenomo pakitimai.
Epigenetiniai laikrodziai yra ganétinai nauja mokslo sritis ir triksta tyrimy, jvertinanciy laikrodZiy
rezultaty atsikartojamumg bei tikslumg paros eigoje, reikalingi algoritmy patobulinimai,
uztikrinantys pastovy rezultaty tiksluma visos gyvenimo trukmes ribose bei skirtingose etninése
grupése. Tai jgyvendinus, bus uZtikrintas sékmingas epigenetiniy laikrodZiy integravimas j

kliniking praktika, mokslinius tyrimus ar kriminologija.

1.3 Cikliniai osciliuojantys procesai
Epigenetiniai laikrodZziai kuriami tolygiy DNR modifikacijos poky¢iy, vykstanciy su laiku,

pagrindu. Tokia DNR modifikacijos kaita yra linijinis procesas, kuris apibtidina veiksmg, vykstantj
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nuolat ir pastoviai iki kol yra pasiekiamas pabaigos taskas, kuriame atitinkamas kintamasis yra
pasikeites, kitoks, negu buvo pradiniame taske. Linijiniy procesy pavyzdziai tai fermenty katalizés
ir degradacijos reakcijos, lasteliy sen¢jimas ir jau minétas nuo amziaus priklausomy citoziny
modifikacijos lygio pokytis. Taliau, tai néra vienintelé dinamika, kurig galima rasti gamtoje.
Kitokio tipo - cikliniai osciliuojantys - procesai apibaidina veiksma, kuris yra ritmingas, periodiskai
pasikartojantis ir lemia nuolatinj kintamojo reikSmés pokytj apie vidurkj. Jei linijiniai procesai gali
biiti nusp¢jami, tai osciliuojancius procesus nuspéti yra kebliau, taip pat, Siy procesy sistemos yra
sudétingesnés, su papildomais grjztamaisiais rySiais (Kruse & Jiilicher, 2005). Siekiant geriau
suprasti osciliuojancius procesus ir jy jtaka epigenetiniy laikrodziy rezultatams, svarbu zinoti
kokiais terminais apibiidinama osciliacija (1.2 Pav.). Svarbiausi jy - akrofazé, mesor, periodas ir
amplitudé. Akrofazé tai laikas, kai osciliuojancio kintamojo reikSmé pasiekia auksciausig taska
(Cornelissen, 2014). Mesor tai vidutiné osciliuojanéio kintamojo reik§mé, amplitudé - skirtumas
tarp auksciausios / Zemiausios kintamojo reik§mes ir mesor, o periodas tai laikas per kurj jvyksta
vienas osciliacijos ciklas nuo pradzios iki pabaigos (ibid.). Ciklinio proceso pavyzdys tai
daugumos organizmy prisitaikymas gyventi §viesos / tamsos - cirkadiniu - ritmu. Cirkadinis, 24
val., ritmas uZtikrina organizmo prisitaikyma, suteikia galimyb¢ nuspéti, kaip kiinas turéty
reaguoti artimiausiu metu. Pavyzdziui, tamsiuoju laiku melatonino gamyba suaktyvéja taip

uztikrinant sklandzig ir tolygia miego ciklo pradzig (Reddy et al., 2018).
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1.2 Pav. Osciliacijos pavyzdys ir ja apibuidinantys parametrai. X asis - paros laikas, Y aSis - kintamojo

reik§mé. Iliustracijos Saltinis(Lucey & Bateman, 2014).

1.3.1 Osciliacijos organizme
Kaip minéta, geriausiai zinomas ciklinis osciliuojantis procesas biologijoje yra organizmo
cirkadinis ritmas. Tai 24 val., trukmés ciklas, kurio metu keiciasi individo fiziniai, psichologiniai
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ir elgesio parametrai. Daznu atveju, Sis ritmas yra suderintas su nakties / dienos ciklu ir
kontroliuoja miego rezima, hormony gamyba, apetita, virSkinimg ir kiino temperattirg (Vitaterna
etal., 2001). Sj cirkadinj ritma reguliuoja kiekvienos lastelés biologinis laikrodis, o visus procesus
tarpusavyje sinchronizuoja SCN (angl., suprachiasmatic nucleus) smegeny dalis, kuri, taip pat, yra
atsakinga uz melatonino gamybg (ibid.). Mechanistine prasme, biologinis lgstelés laikrodis tai
griztamaisiais rySiais paremtas ir osciliuojantis procesas, kontroliuojantis minéto laikrodzio geny
raiSka. CLOCK ir BMALI baltymai sudaro heterodimera, kuris jungiasi prie promotoriy, turin¢iy
E dézute, ir aktyvina PER, CRY Seimos bei kity $io laikrodzio kontroliuojamy geny transkripcija
(Saini et al., 2019). Naujai susintetinti PER ir CRY baltymai taip pat sudaro heterodimerus, kurie
griztamai blokuoja CLOCK ir BMALI transkripcijos aktyvacijos veikla (Sato et al., 2006). Taigi,
PER ir CRY baltymy stabilumo / degradacijos greitis reguliuoja biologinio laikrodzio perioda, o
visy §iy laikrodZio geny raiska osciliuoja 24 val., periodu (Buhr & Takahashi, 2013). Papildomai,
organizmui senstant, osciliuojan¢iy geny raiSka mazéja taip skatinant organizmo jautruma,
ypatingai, cirkadinio ritmo iSsiderinimui (Wolff et al., 2023). Be geny raiskos, cikliniai procesai
stebimi ir jvairiy fiziologiniy funkcijy - kiino temperatiiros, hormony gamybos, sekrecijos j krauja
atzvilgiu (Brown et al., 2002; Lightman, 2016). Beto, pastebéta, kad cikliSkai keiciasi ir krauja
sudaranciy skirtingy lasteliy tipy proporcijos. Parodyta, kad ziurkiy kraujyje neutrofily, monocity
ir limfocity proporcijos priklauso nuo mety sezono, tokia pati tendencija pasikartojo ir mongolijos
ziurkény atveju - Ziemos periodu limfocity, neutrofily, eozinofily, bazofily ir monocity proporcijos
sumazéja (Kuznetsova et al., 2016; Pushkin et al., 2017). Zmogaus organizmo atveju skirtingy
kraujo lgsteliy tipy kaita stebima net ir paros eigoje. Nakties metu sumazéja monocity, NK Iasteliy
ir limfocity skaiciai, padidéja interleukino-2 gamyba (Born et al., 1997). 24 val., periodu osciliuoja
beveik visy kraujo lgsteliy tipy skaiciai: granuliocity, monocity, T ir B limfocity (Bollinger et al.,
2011; Haus & Smolensky, 1999). Visgi, labiausiai ciklinés cirkadinés savybés budingos
neutrofilams - paros metu kinta jy skaicius ir fenotipas, o tai daro jtakg bendram organizmo atsakui
j uzdegimines reakcijas (Aroca-Crevillén et al., 2020). Cikliné imuninés sistemos variacija biitina
uztikrinant sklandy jos veikimg, i§ anksto parengiant organizmo atsaka ] uzdegimines ar
mikrobines reakcijas, skatinant audiniy atsinaujinima ir gijima (Scheiermann et al., 2013). Taigi,
cikliniai osciliuojantys procesai buidingi daugumai organizmy ir vyksta skirtinguose lygmenyse:
lastelés - audiniy - kiino. D¢l Sios priezasties uztikrinamas prisitaikymas prie aplinkos, o to svarba
patvirtina ir tai, kad cirkadinio ritmo, miego reZzimo iSsiderinimai sukelia didesne vézio,

psichiatriniy ir metaboliniy ligy rizika (Takahashi et al., 2008).

18



1.3.2 DNR modifikacijos lygio osciliacijos

IS visy cikliniy procesy issiskiria DNR modifikacija. Viena prasme tai linijinis procesas,
toks konservatyvus ir grieztas, kad jo pagrindu galima nusakyti organizmo chronologinj ar
biologin} amziy. Kita prasme, parodyta, kad DNR modifikacijai budinga ir cikliné kaita. DNR
modifikacija veikia kaip cikliniy procesy sasajos su linijiniais procesais pavyzdys. Sie procesai
gali daryti jtaka vienas kitam bei lgstelés ir organizmo veiklai. Pirmiausia parodyta, kad peliy
plauciy ir kepeny genome yra citoziny, kuriy modifikacijos lygis osciliuoja paros eigoje (G. Oh et
al., 2018). Plau¢iy audinyje Sie citozinai sudaré 35,6%, o kepeny - 8,2%, visy 7-0je chromosomoje
esanéiy citoziny (ibid.). Véliau rezultatai atkartoti zmogaus neutrofily méginiuose, kuriuose
osciliuojantys citozinai sudaré 8,55% visy tirty citoziny, beto pastebéta, jog Sie citozinai
persidengia su tais, kurie yra diferenciskai modifikuoti véziniy, psichiatriniy ir metaboliniy ligy
atvejais, nurodant galima s3saja su ligos priezastimis arba pasekmémis (G. Oh et al., 2019). Visgi,
akivaizdziausig linijinio ir ciklinio proceso ry$j parodo tai, kad citozino modifikacijos lygio
osciliacijos akrofazé, nurodo kaip keisis to citozino modifikacijos lygis su amziumi (ibid.). Jei
akrofazé pasiekta nakties metu, tuomet su amziumi to citozino modifikacijos lygis mazeés ir
atvirk$c¢iai dienos akrofazés atveju, beto osciliacijy amplitudé senstant darosi mazesné, o
osciliacija prasciau iSreiksta (E. S. Oh & Petronis, 2021). D¢l §iy priezasciy sitiloma, kad citoziny
modifikacijos osciliacijy parametry iSsiderinimas gali daryti jtakg visam Igstelés epigenomui ir
taip sukelti ankstesn¢ regresijg link vidurkio ar netgi sietis liga (ibid.). Epigenomo stabilumo
svarba patvirtina tyrimai su ilgai gyvenandiy (>90 mety) asmeny krauju. Siy asmeny genome
identifikuoti regionai, kuriuvose DNR modifikacijos entropija yra mazesne, taigi modifikacijos
kaitos stabilumo iSlaikymas siejasi su ilgaamziskumu (H.-T. Wang et al., 2024). Taip pat
modifikacijos lygio osciliacijy sgsaja su liga patvirtina tyrimai su pelémis. Citozinai, kuriy DNR
modifikacija ritmiskai keitési, buvo identifikuoti peliy smegeny audiniuose ir, pastebéta, kad
Prader-Willi sindromo atveju didzioji dalis Siy osciliacijy buvo prarasta arba pakeité savo
parametrus (Coulson et al., 2018). Tiksli DNR modifikacijos ciklinés kaitos priezastis néra
zinoma. Vienas galimas paaiSkinimas - paros eigoje kintanti Dnmt ir Tet geny raiSka bei
aktyvumas arba, nors maziau tikétina, kintantis S-adenozilmetionino ir S-adenozilhomocisteino
santykis (Xia et al., 2015). Apibendrinus, DNR modifikacijai buidinga ne tik linijiné, bet ir cikliné
kaita.

1.3.3 Osciliacijy jtaka epigenetiniy laikrodzZiuy rezultatams
IS pirmo Zvilgsnio atrodyty, kad epigenetiniai laikrodZiai, paremti linijiniais kitimais, néra
susij¢ su osciliuojanciais procesais. Visgi, jie néra atskirti ir organizme vykstanciy procesy

osciliacijos, tikétina, gali daryti itaka laikrodziy rezultatams. Epigenetiniy laikrodziy analizei
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dazniausiai naudojami kraujo meéginiai, kadangi jy paémimo procediira yra nesudétinga,
reikalaujanti tik minimalios intervencijos ir beveik neturinti Salutiniy efekty (Galena, 1992). Taip
pat kraujo paémima galima nesunkiai pakartoti ar atlikti reguliariai. Kita vertus, kraujas yra
heterogeniskas audinys, sudarytas i$ jvairiy leukocity tipy, kuriy kiekvienas turi skirtingg ir tik jam
budingg epigenetinj profilj. Beto, skirtingy kraujo lgsteliy tipy proporcijos keiciasi paros eigoje
(Aroca-Crevillén et al., 2020; Born et al., 1997). Jei skirtingy lgsteliy tipy proporcijos keiciasi,
tuomet, iStyrus skirtingu paros laiku surinktus kraujo méginius, biity identifikuoti citoziny
modifikacijos lygio skirtumai. Tokiu atveju, Sie skirtumai buty tik kintan¢iy lgsteliy tipy proporcijy
ir skirtingy jy epigenomy sukeltas artefaktas. Taigi, toks iSorinis - lgsteliy skaiCiaus skirtumo
sukeltas epigenetinis variabilumas gali daryti jtakg ir epigenetiniy laikrodziy rezultatams. Taip pat,
nustatyta, jog individualiy kraujo lgsteliy tipy epigenomuose yra citoziny, kuriy modifikacijos
lygis osciliuoja 24 val., eigoje (G. Oh et al., 2019). Tokia vidiné citoziny modifikacijos lygio
variacija taip pat gali daryti jtaka epigenetinio laikrodzio rezultatams, kadangi Sie citozinai gali
persidengti su tais, kuriy modifikacijos lygis yra naudojamas epigenetinio laikrodzio spéjimui
sukurti. Sio darbo metu siekta istirti, ar epigenetiniy laikrodZiy rezultatams daro jtaka iorinio
(1asteliy skaic€iaus) ir/ar vidinio (DNR modifikacijos) variabilumo sukelta citoziny modifikacijos
lygio kaita paros eigoje. Geriau supratus epigenetinio amziaus kaitg paros eigoje biity uZtikrinta

tikslesné epigenetiniy laikrodziy algoritmais grindZiama analizé.
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2. METODAI

2.1 Asmeny kvietimas dalyvauti tyrime ir tyrimo grupés

Sis tyrimas buvo vykdomas bendradarbiaujant su Respublikine Vilniaus Psichiatrijos
ligonine (RVPL). RVPL dirbantys gydytojai - tyréjai vykdé donory, tinkamy $iam tyrimui, paieska
remiantis Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimu, numeriu
SCHEPIGENE2020 (leidimo data: 2020 11 24). Donory kraujo méginiai taip pat buvo renkami ir
dalinai apdorojami RVPL.

Tyrimo tikslais buvo renkamos dvi individy grupés: kontroliniy asmeny ir Sizofrenija
serganéiy asmeny. Sizofrenija serganéiy asmeny grupés jtraukimo j tyrima kriterijai buvo §ie: biti
nuo 18-os iki 50- ies mety amziaus, atitikti Sizofrenijos kriterijus naudojant DSM-5 “M.LN.I”
tarptautine neuropsichiatrine apklausg, neturéti protinio atsilikimo, nutukimo (KMI > 30) ar sunkiy
somatiniy ligy, bent 6 ménesius iki tyrimo pradzios biiti nevartojus narkotiniy medziagy, teisiskai
veiksniis, néra teismo nutartimi pripazinti neveiksnis sveikatos prieziliros ar kitose srityse,
supranta savo bei tyréjy jsipareigojimus, asmens psichikos biisena pakankama, kad galéty kritiskai
jvertinti tyrimo esmg¢. Kontrolinés grupés jtraukimo j tyrima kriterijai buvo $ie: buti nuo 18-0s iki
50-ies mety amziaus, néra sirge jokia psichine liga, neturi psichinémis ligomis serganc¢iy pirmos
eilés giminaiciy, neturi protinio atsilikimo, nutukimo (KMI > 30) ar sunkiy somatiniy ligy, bent 6
ménesius iki tyrimo pradzios nevartoj¢ narkotiniy medziagy, asmuo veiksnus. Jei asmuo atitinka
visus tos grupés jtraukimo j tyrimg kriterijus ir sutinka dalyvauti biomedicininiame tyrime, tuomet
gydytojas - tyréjas asmeniui pateikia ir papraso pasiraSyti informuoto asmens sutikimo forma
(IASF). Tik po IASF pasirasymo asmuo gali biiti jtrauktas j tyrima ir jam suteikiamas kodas.
Apdorojant méginius ir analizuojant duomenis naudojami tik uzkoduoti tyrimo dalyviy duomenys
niekaip neleidziantys susieti asmens su turimais jo duomenimis. Sio tyrimo metu analizuoti

meéginiai gauti i§ 5 Sizofrenija serganciy asmeny ir 1 kontrolinio asmens.

2.2 Kraujo méginiy surinkimo ir apdorojimo schema

IS tyrime sutikusiy dalyvauti asmeny kraujo buvo gaunami neutrofilai ir T lagstelés (2.1
Pav.). ISskiriant neutrofilus, i§ to paties asmens kas 2 valandas buvo paimamas vienas 10 mL
kraujo mégintuvélis su EDTA antikoaguliantu. Gautas kraujas buvo apdorotas taikant MACS
(angl., magnetic-activated cell sorting) metoda, po kurio buvo jvertintas gautos neutrofily frakcijos
skaiCius bei gyvybingumas. Toliau neutrofilai buvo fiksuojami dvejais skirtingais biidais: RNR
i$skyrimui ir tolimesniam neutrofily sortiravimui FACS (angl., fluorescence assisted cell sorting)
metodu. Papildomai, buvo surenkama likusi lgsteliy frakcija po neutrofily iSgryninimo taip

sukuriant visy kraujo lgsteliy iSskyrus neutrofilus méginius. Toliau Sie méginiai bus vadinami
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WBC-Neu frakcija (angl., white blood cells minus neutrophils). ISskiriant T Igsteles, i to paties
asmens kas 2 valandas buvo paimami du 10 mL kraujo mégintuvéliai su antikoaguliantu heparinu.
Kaip ir neutrofily atveju, kraujas buvo apdorojamas MACS metodu, jvertinamas lasteliy skaicius
bei gyvybingumas ir Igstelés fiksuojamos tolimesniems etapams. Taciau, pries fiksacija, T Iastelés
papildomai buvo inkubuojamos su deoksiribonukleaze ir jaucio serumo albuminu, siekiant
iSlaikyti kuo aukstesnj lasteliy gyvybinguma ir apdorojimo FACS metodu efektyvuma. Galiausiai,
1§ neutrofily ir T lgsteliy iSskirta RNR buvo panaudota realaus laiko PGR atlikimui, o i§ MACS ir
FACS metodais apdoroty lgsteliy buvo isskirta genominé DNR (gDNR) tolimesnei DNR
modifikacijos analizei. I§ WBC-Neu méginiy, gDNR buvo i$skirta neatlikus lasteliy sortiravimo
FACS metodu. Papildomai, buvo atlikta T Igsteliy t€kmés citometrijos analizé, siekiant jvertinti

CD4 ir CD8 T lasteliy santykius.

1\ MACS for T cells T cells fixation FACS sorting gDNA extraction
Pl
1 Individual = = = c— H'H
E i LI L oL . » L l l
1 o * o o
1. Treatment ™ . o
, . . with BSA (1%) Cell counts and q & &
~18mL blood (Heparin) (2X) CBL' C.mg.‘lt.mg Aliquot for and DNase purity check -~
Every 2 hours for 24 hours ~ and viability RNA extraction  (200U)
check 2. Cell fixation Aliquot for CD4/CD8 ;éghcso;ummpr;: for
l with Optllyse_[: subtyping 2. Pooled in the end
3. Cell counting 3. Qubit, nanodrop,

DNMT and 4. Flash-freeze electrophoresis

TET gPCR
1 MACS for Neutrophils Neutrophils fixation FACS sorting gDNA extraction
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TET gPCR

2.1 Pav. Kraujo méginiy surinkimo ir apdorojimo schema. VirSuje - T lasteliy apdorojimo schema.
Apacioje - neutrofily apdorojimo schema. MACS - magnetinis lasteliy sortiravimas, FACS - fluorescencija

aktyvuojamas lgsteliy sortiravimas. gDNA - genominé DNR. Iliustracija sukurta naudojant BioRender.com.



2.3 MACS - magnetinis lasteliy sortiravimas

Gavus kraujo méginius, jie nedelsiant buvo apdoroti MACS metodu. Sio metodo pagrindas
- antiklinai, konjuguoti su magnetinémis dalelémis. Neigiamos selekcijos metu, Sie antikiinai
sgveikauja su jvairiomis kraujg sudaran¢iomis Igstelémis ir naudojant magnetg kartu su jomis yra
pritraukiami prie mégintuvelio sienelés. Surinkus laisvg nuo magneto suspensijg, joje lieka tik
norimos iSgryninti lastelés, kadangi su jomis antikiinai, konjuguoti su magnetinémis dalelémis,
nesgveikauja. Gaunama galutiné neutrofily arba T lgsteliy suspensija, kurios grynumas yra iki
~95% remiantis gamintojo aprasymu.

Neutrofily gryninimui buvo naudotas EasySep™ Direct Human Neutrophil Isolation Kit
(“STEMCELL Technologies,, Kanada). Laikytasi gamintojo protokolo, viso apdoroti ~9 mL
kraujo. [ kraujg pridéta po 50 pL/mL antikiiny ir magnetiniy daleliy tirpaly, sumaiSyta ir inkubuota
5 min. Po inkubacijos pridéta 1X PBS (,,Gibco” JAV) su 1 mM EDTA iki galutinio 12 mL tirio.
Si suspensija 10 min., inkubuota EasySep™ EasyEights™ magnete (,,STEMCELL Technologies”
Kanada). Po inkubacijos, nepaSalinus mégintuvéliy i§ magneto, nusiurbta 10 mL lgsteliy
suspensijos, likusi lasteliy frakcija (WBC-neu) surinkta, centrifuguota 10 min., 300 x g,
supernatantas pasalintas, o lgstelés uzSaldytos skystame azote. | nusiurbtg lasteliy suspensija
pridétas toks pat kiekis antikling bei magnetiniy daleliy kaip pirmg kartg, inkubuota 5 min.,
kambario temperatiiroje ir dar 5 min., magnete. Vél nepasalinus mégintuveliy i§ magneto, surinkta
lasteliy suspensija, perkelta | nauja mégintuvelj ir inkubuota magnete dar du kartus 5 ir 10 min.,
atitinkamai, papildomai antik@inai ir magnetinés dalelés nebuvo pridéti. Po ketvirtos inkubacijos
magnete, neutrofily suspensija centrifuguota 10 min., 300 x g. Supernatantas pasalintas, o Igstelés
suspenduotos 1 mL 1X PBS (,,Gibco” JAV) su 1 mM EDTA. T lasteliy gryninimui naudotas
EasySep™ Direct Human T cell Isolation Kit (,, STEMCELL Technologies” Kanada), apdorota
~18 mL kraujo. Protokolas toks pat kaip gryninant neutrofilus, ta¢iau naudotas 1X PBS (,,Gibco”
JAV) be EDTA.

Po MACS tiek neutrofilai tiek T lagstelés buvo suskaiCiuotos bei jvertintas lgsteliy
gyvybingumas naudojant MoxiZ mini automatinj Iasteliy skaic¢iuotuva (,,ORFLO Technologies”
JAV) ir gamintojo protokol. Lasteliy skai¢ius gautas naudojant $ig formule: X * 10° * (skiedimo
faktorius) * 1 mL (suspensijos tiiris) = lasteliy skaicius, kur X yra skaiciuotuvo pateikiamas
skai¢ius. Gyvybingumo jvertinimg procentais apskaiCiuoja prietaisas, remdamasis Coulter

principo analize.

2.4 Lasteliy lizé ir fiksacija
Po MACS ir Igsteliy skai¢iaus bei gyvybingumo jvertinimo 4 x 10° T Igsteliy ir 6 x 10°

neutrofily buvo atidéta RNR i§skyrimui. Sios lasteliy suspensijos centrifuguotos 10 min., 300 x g,
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supernatantas paSalintas, o Igstelés suspenduotos 600 uL. DNA/RNA Shield™ (,,Zymo Research”
JAV) lizés buferio. Gautas méginys uzSaldytas skystame azote ir saugotas -80°C iki RNR
iSskyrimo dienos. RNR i$skyrimui atidétas lasteliy skaicius vidutiniskai sudaro iki 30% gauto
galutinio Igsteliy skaiciaus.

Likusios lastelés po MACS buvo fiksuotos naudojant Optilyse C™ (,,Beckman Coulter”
JAV) reagenta remiantis modifikuotu gamintojo protokolu. Neutrofily ir T Igsteliy suspensijos
centrifuguotos 10 min., 300 x g, supernatantas pasalintas, o lastelés suspenduotos 5 ir 4 mL
Optilyse C™ reagento atitinkamai. Po 5 min., inkubacijos §velniai vartant méginius, pridéta 2M
glicino (,,Sigma Aldrich” JAV) tirpalo iki galutinés 10% koncentracijos. Po 5 min., inkubacijos
kambario temperatiiroje lastelés vél centrifuguotos 10 min., 300 x g, supernatantas pasalintas, o
lastelés suspenduotos 1 mL Optilyse C™ su 10% 2M glicino tirpalo ir suskai¢iuotos su MoxiZ
mini automatiniu lgsteliy skai¢iuotuvu pagal anks€iau apraSyta metodika. Gautas meginys
uzsaldytas skystame azote ir saugotas -80°C iki FACS sortiravimo dienos.

T lastelés pries fiksacija su Optilyse C™ reagentu papildomai buvo inkubuotos 10 min.,
su 200 vienety deoksiribonukleazés (,,Thermo Scientific” JAV) ir 1% jaucio serumo albuminu
(,,Sigma Aldrich” JAV) siekiant pagerinti lasteliy iSsilaikymg fiksacijos ir Saldymo metu. Po
inkubacijos iSkart pereita prie fiksacijos apraSytos ankstesnéje pastraipoje.

Pasibaigus 24 valandy trukmeés eksperimentui, i§ vieno asmens surenkama 12-a neutrofily
arba 12-a T lIgsteliy méginiy kraujg imant kas 2 val., 24 val., laikotarpyje. Toks 12-os neutrofily
arba T lgsteliy méginiy rinkinys toliau bus vadinamas cirkadine kolekcija. WBC-neu méginiy

kolekcija 18 viso sudare 23-ys meéginiai.

2.5 Tékmés citometrija

2.5.1 FACS - fluorescencija aktyvuotas lasteliy sortiravimas

Po cirkadinés kolekcijos, kurig sudaro 12-a neutrofily arba 12-a T lasteliy méginiy,
surinkimo $ie méginiai yra papildomai gryninami FACS sortiravimo metodu grieztai vienos dienos
eigoje. FACS metodas veikia panasiai kaip MACS, taciau antikiinai yra konjuguoti su fluoroforais,
o ne magnetinémis dalelémis. Prietaisas jvertina antikiiny, sgveikaujanciy su kiekviena lastele,
fluorescencija ir tuomet nukreipia ja j viena i dviejy kanaly: iuksliy arba i$gryninty Iasteliy. Sio
metodo pagrindu gaunamos itin grynos, >99% Svarumo Igsteliy suspensijos.

Pilna cirkadiné kolekcija atSildoma S§ilto vandens voneléje ir filtruojama per 35 uM filtra,
pridedama 2 mL eBioscience™ lasteliy dazymo buferio (,,Invitrogen” JAV). I3 §ios suspensijos 100
uL tiirio yra atidedama j atskirag mégintuvélj ir sumaiSoma su 200 pL eBioscience™ lasteliy
dazymo buferio. Tokiu biidu gaunami sortiravimui naudojami nedazyti lasteliy méginiai. Likusios

lastelés centrifuguojamos 10 min., 400 x g, supernatantas pasalinamas, o 1gstelés suspenduojamos
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1 mL eBioscience™ lasteliy dazymo buferio su antikiinais. Vienam méginiui dazyti naudoti Sie
antikiinai ir jy kiekiai: CD45-PE/Cy7 (#557748) 2,5 uL, CD3-FITC (#555339) 30 uL, CD19-
BV605 (#562653) 7,5 uL, CD16-APC (#561304) 2,5 uL, CD15-PE (#555402) 30 uL, CD14-
BV421 (#565283) 5 uL (visi antikainai i§ ,,BD Pharmingen” JAV). Lastelés su antikiiny misiniu
inkubuotos tamsoje, lede 30 min. Po inkubacijos pridéta 2 mL eBioscience™ lasteliy dazymo
buferio ir centrifuguota 10 min., 400 x g. Po centrifugavimo supernatantas pasalinamas, o lastelés
suspenduojamos 1 mL eBioscience™ lasteliy dazymo buferio be antikiiny. Sortiravimas atliktas
VMTTI ,,Inovatyvios medicinos centras” naudotas FACS Aria II tékmés citometras. Tam, kad
lastelé buty nukreipta j iSgryninty neutrofily kanala, ji turi turéti turéti Sias zymes: CD45-PE/Cy?7,
CD15-PE ir CD16-APC (8i zymé biina ne pas kiekvieng donorg). Tam, kad T Igstelé buty nukreipta
1 i8gryninty T lasteliy kanala, ji turi turéti turéti Sias zymes: CD45-PE/Cy7 ir CD3-FITC. Kitos
lastelés, neturincios fluorescencijos pagal iSvardytas Zymes, yra nukreipiamos j Siuksliy kanala.
Po sortiravimo gauta lgsteliy suspensija centrifuguojama 10 min., 500 x g, supernatantas
pasalinamas, o lastelés suspenduojamos 1 mL eBioscience ™ lgsteliy dazymo buferio be antikiiny.
Lastelés suskai¢iuojamos su MoxiZ mini automatiniu lgsteliy skai¢iuotuvu pagal ankscéiau
apradyta metodika. Po skaiGiavimo, j tris mégintuvélius padalinama po 1 x 10° Iasteliy ir
pradedamas genominés DNR skyrimas. Likusios lastelés centrifuguotos 10 min., 600 x g,
supernatantas pasalinamas, o lastelés suspenduojamos 1 mL Optilyse C™ su 10% 2M glicino

tirpalo. Gautas méginys uzsaldomas skystame azote ir saugomas -80°C.

2.5.2 Tékmés citometrija T 1asteliy subtipy analizei

Siekiant gauti T lasteliy populiacija sudaranciy lasteliy subtipy santykius, buvo atlikta
papildoma tékmés citometrijos analizé su i$sortiruotomis T lastelémis. Si analizé veikia panasiu
principu kaip FACS sortiravimas, tafiau nevyksta lgsteliy nukreipimas j skirtingus kanalus,
gaunami tik analizés duomenys.

T lastelés likusios po sortiravimo atSildomos, padalinamos po 1 x 10° lgsteliy j du
meégintuvelius ir centrifuguojamos 5 min., 900 x g. Po centrifugavimo supernatantas nusiurbiamas
ir vienas méginys suspenduojamas 150 pL eBioscience™ lasteliy dazymo buferio, taip gaunant
nedazyta kontrolinj méginj. Antras méginys suspenduojamas 50 pL eBioscience™ lasteliy
dazymo buferio su antikiinais. Vienam meginiui daZyti naudoti Sie antiktinai ir jy kiekiai: CD45-
PE/Cy7 (#557748) 0,25 uL, CD3-FITC (#561806) 2 uL, CD4-APC (#555349) 0,5 uL, CD8-PE
(#344705) 0,5 pL (vist antikiinai 1§ ,,BD Pharmingen” JAV, iSskyrus CDS8-PE, kuris yra i§
,,BioLegend” JAV). Lastelés inkubuojamos tamsoje, lede 55 min. Po inkubacijos, j visus méginius
pridétas 1 mL eBioscience™ lasteliy dazymo buferio ir centrifuguota 5 min., 900 x g,

supernatantas pasalintas, o lastelés suspenduojamos 150 uL eBioscience™ lasteliy dazymo buferio
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be antikiiny. Tékmés citometrija atlikta VMTI ,,Inovatyvios medicinos centras” naudotas FACS
Aria II tékmeés citometras. Fluorescencijos kompensacijai atlikti buvo naudoti kompensacijos
rutuliukai (#552843, ,,BD Pharmingen” JAV), dazyti tuo paciu biidu kaip ir T lastelés.

Analizés metu surinkta >10 000 jvykiy, atvaizduojanciy lgsteles. Prie§ imuniniy Zymeny
analiz¢ buvo atmesti Igsteliy dublikatai (2.2 Pav. A, B, C) ir pasirinktos tik tos lgstelés, kurios
tur¢jo CD45 ir CD3 zymenj (2.2 Pav. E, ketvirtis Q2). Naudojant CD4 ir CD8 Zymenis, analizés
jvykiai padalinti ] CD4 T lasteles (CD4+CDS-) ir CD8 T lasteles (CD4-CD8+) (2.2 Pav. F). Ivykiy
procentinés dalies jvertinimo metu, laikyta, kad 100% yra visi CD45+CD3+ jvykiai, analize atlikta
su ,,FlowJo” programine jranga. Statistiné analizé ir grafiky braizymas atliktas naudojant R
programine kalbg (4.3.1) RStudio programavimo aplinkoje. Osciliacijy paieska CD4 ir CD8 T
lasteliy proporcijy duomenyse atlikta pritaikius bibliotekos ,,matrixTests” funkcija col_cosinor. Si
funkcija taiko kosinuso testa (Cornelissen, 2014) ir patikrina duomeny periodiSkuma 24 val.,
atzvilgiu kiekvienam duomeny lentelés stulpeliui ir pateikia statistinés analizés duomenis (p verte,
R2, mesor, amplitudé bei akrofazg) (R: Cosinor, n.d.). Daugybinio testavimo korekcijai taikytas

Bonferroni metodas.
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2.2 Pav. T lasteliu tekmeés citometrijos duomeny analizés schema. Grafikuose nurodytas jrasyty jvykiy
parinkimas sekanciam grafikui abécéline tvarka. A, B, C - dublety atmetimas. D - neigiamos kontrolés -

nedazyty lgsteliy - signalas. E - teigiamy T lasteliy parinkimas pagal CD45 ir CD3 Zymenis. F - CD4 ir
CD8 T lgsteliy parinkimas.
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2.6 Genominés DNR apdorojimas

2.6.1 Genominés DNR skyrimas

Baigus sortiruoti cirkading méginiy kolekcija, lastelés buvo suskaiciuotos, padalintos j tris
mégintuvélius po 1 x 10° Iasteliy ir pradétas genominés DNR (gDNR) skyrimas. gDNR skyrimui
naudotas NucleoSpin® Tissue XS (,,Macherey-Nagel” Vokietija) komercinis rinkinys ir
gamintojo pateikiamas protokolas su pakeitimais. Méginiai centrifuguojami 10 min., 600 x g,
supernatantas pasalinamas, o Igstelés suspenduojamos 100 puL T1 Igsteliy lizés buferio, pridedama
20 uL proteinazés K. Méginiai inkubuoti 56 °C pernakt. Po inkubacijos pridedama 100 puLL B3 lizés
buferio, maiSyta ir inkubuota 70 °C 5 min. Po inkubacijos pridedama 90 uL 100% etanolio ir
lizatas perkeliamas j DNR gryninimo kolon¢lg. Kolonélé centrifuguojama 1 min., 11 000 x g.
Kolon¢lés membrana praplaunama su 60 pl. B5 buferio du kartus, po kiekvieno pridé¢jimo
centrifuguojant 1 min., 11 000 x g. Trecias praplovimas atliekamas su 100 pL 70% etanolio,
centrifuguojama 1 min., 14 000 x g du kartus. Galiausiai | kolonéle pridedama 22 pL ir 27 pL
eliucijos buferio T Igsteliy ir neutrofily lgsteléms atitinkamai, inkubuojama 3 min., ir
centrifuguojama 2 min., 14 000 x g. Po i$skyrimo atlickamas gautos gDNR koncentracijos ir
kokybés jvertinimas, ilgalaikiam saugojimui meéginiai laikomi -80°C.

Isskirtos gDNR koncentracija jvertinta naudojant Qubit BR dsDNA rinkinj (,,Invitrogen”
JAV) remiantis gamintojo protokolu ir Qubit 4 fluorimetra (,,Invitrogen” JAV). Papildomai, gDNR
koncentracija ir kokybés santykiai jvertinti su nanodrop 2000 spektrofotometru (,,Thermo
Scientific” JAV). Siekiant patvirtinti, kad iSskirta gDNR néra fragmentuota, atlikta elektroforezés
gelio analizé. Elektroforezé vykdyta su 100 ng gDNR, 1X TAE buferyje ir 1% TAE agarozés
gelye, 30 min., 100 V.

2.6.2 gDNR bisulfitiné konversija ir DNR modifikacijos analizé

ISskyrus gDNR, atlikta bisulfitiné konversija ir DNR modifikacijos analiz¢ naudojant
HumanMethylationEPIC v2.0 BeadChip metilinimo gardeles (,,Illumina” JAV) isskyrus WBC-
neu meéginius, kuriy modifikacijos analiz¢ atlikta naudojant HumanMethylation450K BeadChip
(,,Illumina” JAV). Bisulfitinei konversijai naudotas EZ DNA Methylation™ komercinis rinkinys
(,,Zymo Research” JAV). Kiekvienam laiko taskui bisulfitiné konversija atlikta triplikatais,
naudojant po 750 ng gDNR. gDNR inkubuota 30 min., 42 °C su 7,5 pL M skiedimo buferio, po
inkubacijos pridéta 97,5 uL CT - konversijos reagento. Visa kita atlikta remiantis gamintojo
pateiktu protokolu. 500 ng gDNR po bisulfitinés konversijos buvo panaudota metilinimo
mikrogardeliy analizei atliktoje “The Centre for Applied Genomics” Toronte pagal uzsakyma.

Analiz¢ atlikta triplikatais.
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2.6.3 DNR modifikacijos duomeny analizé

DNR modifikacijos duomenys apdoroti naudojant R programing kalbg ir ,minfi”
bibliotekg (Aryee et al., 2014). Pasalinti visi méginiai, kurie turéjo daugiau negu 3% prasto
jvertinimo (p < 0,05) detekcijos signaly ir po paSalinimo duomenys normalizuoti ,,noob” metodu
(Heiss & Just, 2019; Triche et al., 2013). Taip pat atliktas funkcinis normalizavimas po kurio
metilinty ir nemetilinty kanaly informacija panaudota metilinimo beta vertéms apskaiciuoti (Fortin
et al., 2014). Jei po duomeny apdorojimo liko tik viena techniné replika, toks méginys buvo
pasalintas.

Lasteliy tipy proporcijy analizé remiantis DNR modifikacijos duomenimis atlikta taikant
Houseman (Houseman et al., 2012) algoritma su Salas korekcija (Salas et al., 2022). Gavus
rezultatus techninés replikos buvo apjungtos apskaiciuojant jy vidurkj. Epigenetinio amziaus
jvertinimai Siems laikrodziams: Hannum 2013, Horwath pan tissue 2013, Horwath Skin and blood
2018, Levine PhenoAge 2018, Zhang 2019, Lu GrimAge 2019, Teschendorff epiTOC2 2020, Lu
GrimAge2 2022 ir Jokai FitAge 2022 gauti DNR modifikacijos duomenis jkélus j DNR metilinimo
amziaus skai¢iuokle (https://dnamage.clockfoundation.org). Weidner 2014, Lin 2016, Vidal-Bralo
2016, Zhang mortality risk 2017 laikrodziy rezultatai gauti naudojant R programing kalbg ir
,,methylCIPHER” biblioteka, o Belsky Dunedin PACE 2022 naudojant ,,DunedinPACE”
bibliotekg (Thrush et al., 2022). Youn Miage 2018 laikrodZio rezultatai gauti remiantis autoriy
aprasyta procedura (Youn & Wang, 2018). Gavus rezultatus techninés replikos buvo apjungtos.
Tolimesné statistiné analize ir grafiky braiZymas atliktas naudojant R programing kalba (4.3.1)
RStudio programavimo aplinkoje. Osciliacijy paieSka epigenetinio amZiaus, lasteliy tipy
proporcijy ir DNR modifikacijos duomenyse atlikta pritaikius bibliotekos ,,matrixTests” funkcijg
col_cosinor, kuri taiko kosinuso testa (Cornelissen, 2014) ir patikrina duomeny periodiSkuma 24
val., atzvilgiu bei pateikia statistinés analizés duomenis (p vertg, R2, mesor, amplitudé bei
akrofazg) (R: Cosinor, n.d.). Daugybinio testavimo korekcija atlikta Bonferroni metodu.

Wang et al 2023 (GSE224807) ir Reinius et al 2012 (GSE35069) publikuoty DNR
modifikacijos duomeny analizé¢ atlikta tik su duomenimis gautais HumanMethylation450k
metilinimo gardeliy pagrindu. Pasirinkti 23 donorai i§ Wang et al 2023 ir 6 1§ Reinius et al 2012
duomeny rinkiniy, kadangi jie turéjo DNR modifikacijos duomenis visiems kraujo lasteliy tipams
ir visuminiam kraujo meéginiui. Apskaiciuotas vidutinis skirtumas tarp amzius, gauto iSgrynintame
lasteliy tipe ir visuminiame kraujo meéginyje visy donory atzvilgiu. Epigenetinio amZiaus

skirtumas palygintas taikant Studento T testa.
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2.7 RNR apdorojimas

2.7.1 RNR skyrimas

Po kraujo apdorojimo MACS metodu, Igstelés buvo suspenduotos 600 uL. DNA/RNA
Shield™ (,,Zymo Research” JAV) lizés buferio ir saugotos -80°C. RNR isskyrimo dieng visi
vienos cirkadinés kolekcijos meginiai buvo atSildyti and ledo ir pradétas RNR skyrimas naudojant
komercinj mirVana™ miRNA rinkinj (,,Invitrogen” JAV). Iskart po atSildymo ; méginj pridedama
600 pL lizés buferio, maiSoma purtykléje ir pridedama 60 pL miRNR homogenato reagento.
Lizatas inkubuojamas 10 min., lede. Po inkubacijos pridedama 600 pL fenolio:chloroformo
tirpalo, maiSoma purtykléje ir centrifuguojama 5 min., 10 000 x g kambario temperatiiroje. Po
centrifugavimo surenkama tik virSutiné - vandeniné - méginio fazé ir perkeliama | naujg Svary
meégintuvelj. | § méginj pridedama 1,25 karto tiirio kambario temperatiiros 100% etanolio ir lizatas
perkeliamas j gryninimo kolonélg, centrifuguojama 20 s., 10 000 x g. I kolonéle pridedama 5 pL
deoksiribonukleazés ir 75 pL. DNR ardancio buferio, inkubuojama kambario temperatiiroje 15
min. Po inkubacijos pridedama 700 puL pirmojo praplovimo buferio, centrifuguojama 20 s., 10 000
x g. Atlieckami dar du praplovimai su 500 pL antrojo praplovimo buferio, kiekvieng kartg
centrifuguojant po buferio prid¢jimo. Po, dar vieng karta centrifuguojamos tusc¢ios kolonélés 1
min., 10 000 x g., siekiant paSalinti visus ankstesniy buferiy liku¢ius. Ant membranos pridedama
50 uL 95°C eliucijos buferio, centrifuguojama 30 s., didziausiu grei¢iu. Gauta RNR saugoma -
80°C.

2.7.2 Kopijinés DNR sintezé

RNR isskirta i§ pilnos cirkadinés kolekcijos, kurig sudaro 12-a neutrofily arba T lasteliy
meéginiy surinkty skirtingu paros metu, buvo panaudota kopijinés DNR sintezei. Sintezeé atlikta
naudojant komercin] RevertAid First strand cDNA synthesis (,,Thermo Scientific” JAV) rinkinj.
Reakcijai naudotas vienodas RNR kiekis 1§ visy cirkadinés kolekcijos méginiy. Vienai reakcijai
atlikti, sumaiSoma 125 ng RNR su 1 pL pradmeny, pridedama vandens be nukleaziy iki galutinio
12 pL tirio. Taip pat | reakcija pridedama 4 pL 5X reakcijos buferio, 1 puL ribonukleaziy
inhibitoriaus, 2 pL nukleotidy miSinio ir 1 pLL RevertAid M-MuLV RT transkriptazés. MiSinys
Svelniai sumaiSomas ir inkubuojamas termocikleryje 5 min., 25°C laipsniy temperatiiroje ir 60
min., 42°C laipsniy temperatiiroje. Reakcija sustabdoma misinj inkubuojant 5 min., 70°C laipsniy
temperatiiroje. Sintezés reakcijos kontrolinis méginys gaunamas tokiu paciu biidu, taiau ]
reakcijos miSinj néra dedama RevertAid M-MuLV RT transkriptazé. Kopijiné DNR saugoma -
20°C iki realaus laiko PGR atlikimo.
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2.7.3 Realaus laiko PGR

Gauta kopijiné DNR panaudota realaus laiko PGR reakcijai su TagMan™ pradmenimis
(,,Applied Biosystems” JAV). Naudoti Sie pradmenys skirtingy DNR metiltransferaziy: Dnmt3A
(#4331182, ID Hs01027162_m1), Dnmt3B (#4331182, ID Hs00171876_m1), Dnmtl (#4331182,
ID Hs00945899 ml) ir TET Seimos metilcitozino dioksigenaziy transkripty gausinimui: Tetl
(#4331182, ID Hs00286756_m1), Tet2 (#4331182, ID Hs00325999_m1), Tet3 (#4331182, ID
Hs00896441 m1). Kontroliniy - nuolatinés raiSkos - geny transkripty gausinimui naudoti Sie
pradmenys: TBCB (#4331182, ID Hs00998434 m1l), TBP (#4331182, ID Hs00427620_m1).
Realaus laiko PGR atlikimui naudotas Maxima Probe qPCR polimerazés rinkinys (,,Thermo
Scientific” JAV). Vienai reakcijai atlikti sumaiSomi 5 pL Maxima qPCR buferio, 0,5 pL
atitinkamo TagMan™ pradmens, 10 ng kopijinés DNR, pridedama vandens be nukleaziy iki
galutinio 10 pL turio. MiSinys Svelniai sumaiSomas ir inkubuojamas termocikleryje 10 min., 95°C
laipsniy temperatiiroje polimerazés aktyvacijai. Po to seka 40 cikly denatiracijos (15 s., 95°C) ir
sekos pratgsimo (60 s., 60°C) etapy. Visos reakcijos atliktos triplikatais taip pat kiekvienai
pradmeny porai atliktos kontrolinés reakcijos: reakcija be pridétos kopijinés DNR ir kopijinés
DNR sintezés kontroliné reakcija. Gauty rezultaty analizé atlikta su “Bio-Rad CFX Manager,, ir
Rstudio programine jranga. Pirmiausia apjungtos méginiy replikos paskaiciuojant jy vidurkj,
tuomet santykiné raiska pagal 2°“%Y formule. ACt reik§mé gauta i§ analizuojamo geno Ct vertés
atémus nuolatinés raiSkos geno Ct verte, o AACt - 1§ specinio laiko taSko AC atémus suvidurkintg
visy 12-o0s laiko tasky AC vertg. Ct tai ciklas, reikalingas pasiekti transkripto detekcijos limita.
Gavus santyking geno raiSkos verte, statistiné analizé ir grafiky braizymas atliktas naudojant R
programine kalbg (4.3.1) RStudio programavimo aplinkoje. Osciliacijy paieska atlikta pritaikius

bibliotekos ,,matrixTests” funkcijg col cosinor.
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3. REZULTATAI

Sio darbo metu siekta itirti, ar epigenetiniy laikrodziy rezultatams daro jtaka iSorinio
(1asteliy skai¢iaus) ir/ar vidinio (DNR modifikacijos) variabilumo sukelta citoziny modifikacijos
lygio kaita paros eigoje. Tikslui pasiekti, atlikta kraujg atstojanciy WBC-neu méginiy analizé.
Patikrinta ar paros eigoje svyruoja epigenetiniy laikrodziy rezultatai ir skirtingy lasteliy tipy
proporcijos. Taip pat jvertinta ar skirtingi lasteliy tipai pateikia skirtingg to paties individo
epigenetinj amziy naudojant publikuotus duomenis. Siekiant paSalinti lasteliy tipy proporcijy
kaitos jtaka, tokia pati epigenetinio amziaus analizé atlikta su iSgryninty neutrofily ir T lgsteliy
méginiais. Papildomai, T lgsteliy atveju, jvertinta CD4 ir CD8 subtipy kaita paros eigoje. Beto,
iStirta ar iSgryninty lasteliy méginiuose randami citozinai, kuriy modifikacija osciliuoty paros
eigoje ir ar Sie citozinai yra naudojami epigenetiniy laikrodziy algoritmuose. Galiausiai, patikrinta
ar keic¢iasi DNR metilinimo procesa reguliuojanciy baltymy transkripty kiekis paros eigoje. Dalis
Sio darbo rezultaty buvo publikuoti moksliniame straipsnyje ,,Epigenetic age oscillates during the
day”, autoriai Karolis Koncevicius, Akhil Nair, Ausriné Sveikauskaite, Agné Sestokaite, Aukse
Kazlauskaité, Audrius Dulskas, Arttiras Petronis, iSspausdintame zurnale Aging Cell (2024)

(Koncevicius et al., 2024).

3.1 Epigenetiniy laikrodziy pateikiamy rezultaty variabilumas kraujo méginiuose
Siekiant iStirti, ar epigenetiniy laikrodziy rezultatai osciliuoja paros eigoje, buvo
1Sanalizuoti WBC-neu méginiai, surinkti kas 3 valandas 72 val., eigoje, viso - 23 méginiai. WBC-
neu méginiai tai lgsteliy frakcija gauta po neutrofily pasalinimo i§ kraujo MACS (magnetinis
lasteliy sortiravimas) metodu. Visiems WBC-neu meéginiams buvo gauti 17-os skirtingy
epigenetiniy laikrodziy rezultatai ir atlikta statistine analizé, leidZianti patikrinti, ar skirtingu paros
metu gauti laikrodZziy epigenetiniai amziai osciliuoja - ritmingai keiciasi. Tai atlikus nustatyta, kad
13-o0s 18 tirty 17-os epigenetiniy laikrodziy pateikiami rezultatai statistiSkai reikSmingai osciliuoja
paros eigoje - pateikia skirtingg rezultatg priklausomai nuo paros laiko (3.1 Pav.). I§ 7-iy skirtingy
laikrodziy, nustatanc¢iy asmens chronologini amziy, 5-iy laikrodziy rezultatai osciliavo paros
eigoje: Hannum 2013 (p = 0,0011), Horwath pan-tissue 2013 (p = 0,0016), Weidner 2014 (p =
0,043), Lin 2016 (p = 9,1e-04), Horwath skin and blood 2018 (p = 0,025) (3.1 Pav., A, D). IS $iy,
trijuose (Hannum 2013, Horwath pan-tissue 2013, Lin 2016) osciliacijos isliko statistiSkai
reikSmingos po daugybinio testavimo korekcijos. Visy tirty mitoziniy laikrodziy rezultatai taip pat
osciliavo statistisSkai reikSmingai: Yang epiTOC 2016 (p = 0,0028), Youn MiAge 2018 (p =
0,0089), Lu DNAMTL 2019 (p = 7,8e-04), Teschendorff epiTOC2 2020 (p = 0,0026) (3.1 Pav. B,
D). Po daugybinio testavimo korekcijos tik Youn MiAge 2018 tapo statistiSkai nepatikimas.
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Galiausiai, 1§ 6-iy laikrodziy, nustatanciy biologinj asmens amziy, 4-iy osciliacijos buvo
statistiSkai reikSmingos: Zhang mortality-risk 2017 (p = 2,2e-04), Lu GrimAge 2019 (p = 0,0068),
Lu GrimAge2 2022 (0,022), Jokai FitAge 2022 (p = 0,0032) (3.1 Pav., C, D). Taip pat, Zhang
mortality-risk 2017 ir Jokai FitAge 2022 laikrodZziy rezultatai iSliko statistiS8kai reikSmingi po
daugybinio testavimo korekcijos.

Visy chronologiniy ir biologiniy laikrodziy atzvilgiu, dienos metu, nuo ~11 val., iki ~14
val., tirtas 52 mety donoras buvo vyriausio amziaus, o naktj nuo ~23 val., iki ~01 val., - jauniausias.
Sio asmens amZius remiantis Horwath pan-tissue 2013 laikrodZiu buvo 58,5 metai ~11:30 val.,, 0
vakare, ~23:30 val., - 55,3 metai. Rezultatus patvirtina ir tai, jog Lu DNAmMTL 2019 laikrodzio
pateiktas telomery ilgis nakties metu buvo didziausias - osciliacijos akrofazé pasiekta 02:19 val.
Didziausig variacijg tarp spéjamo asmens amziaus parodé¢ Lin 2016 laikrodis: skirtumas tarp
maziausio ir didZiausio spéto amzZiaus 24 val., eigoje buvo 5,5 metai. PrieSingai, Horwath Skin and
Blood 2018 laikrodis rodé maziausig variacija - 1,7 metai. Apibendrinant, iStyrus WBC-neu

méginius parodyta, kad epigenetinio laikrodzio rezultatai priklauso nuo paros laiko.
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3.1 Pav. Ivairiy chronologiniy, mitoziniy ir biologiniy epigenetiniy laikrodziy skirtingu paros metu
pateikiamuy rezultaty osciliaciju analizé WBC-neu méginiuose. Horwath pan-tissue 2013 (A),
Teschendorff epiTOC2 2020 (B) ir Lu GrimAge2 2022 (C) laikrodziy rezultaty osciliacijos kreivés WBC-
neu méginiuose, surinktuose kas 3 val., 72 val., eigoje i$ 52-ejy mety individo. X asis - paros laikas, Y asis
- laikrodZio pateiktas spéjimas. Vientisa kreivé Zymi statistiSkai reikSmingg rezultaty osciliacijg. (D) Visy
tirty laikrodziy osciliacijy parametrai. ParySkinta spalva pazymeéti laikrodziai, kuriy osciliacijos buvo
statistiSkai reikSmingos (p < 0,05), pridétas * Zenklas nurodo statisti$kai reikSmingy osciliacijy i§likimg po

daugybinio testavimo korekcijos Bonferroni metodu.
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3.2 Lasteliy skaiciaus variabilumas kraujo méginiuose

Papildomai, WBC-neu méginiuose buvo jvertinta skirtingy Igsteliy tipy proporcijy kaita 24
val., eigoje. WBC-neu méginiai buvo surenkami po neutrofily pasalinimo MACS metodu taip
sukuriant visy kraujo lgsteliy iSskyrus neutrofilus méginius. Nepaisant to, kad neutrofilai buvo
atskirti, MACS gryninimas nepaSalina visy kraujyje cirkuliuojan¢iy neutrofily. Remiantis lasteliy
tipy proporcijy nustatymu bioinformatiniais metodais (Houseman et al., 2012; Salas et al., 2022),
WBC-neu méginiuose yra lik¢ nuo 10% iki 20% neutrofily (1 Priedas). Minéti bioinformatiniai
metodai iSanalizuoja DNR modifikacijos duomenis ir pateikia t3 méginj sudaranciy skirtingy
kraujo lasteliy tipy proporcijy sp¢jimus. Atlikus gauty rezultaty statisting analize, nustatyta, kad
WBC-neu méginiuose 24 val., periodu osciliuoja trys lasteliy tipai: CD4 T lastelés (p = 4,7¢-05),
B lastelés (p = 8,1e-05) ir NK (angl., natural killers) lastelés (p = 7,4e-06) (3.2 Pav., A, B). CD4
T lastelés ir B Igstelés pasiekia auk$¢iausig skaiciy naktj, ~24 val, o NK lastelés dieng, ~12 val.
Beto, NK ir CD4 T Iasteliy osciliacijy kreivés yra priesingy akrofaziy.

Norint geriau suprasti, kokig jtakg amziaus spéjimams gali daryti skirtingi lasteliy tipai,
i1Sanalizuoti vieSai prieinami Reinius et al 2012 (Reinius et al., 2012) ir Wang et al 2023 (X. Wang
etal., 2023) tyrimy duomenys. Sie mokslininkai atliko DNR modifikacijos tyrimus su skirtingomis
iSgrynintomis kraujo Igstelémis ir visuminiais kraujo méginiais. Peranalizuoti 6 skirtingi lasteliy
tipai: NK, B, CD4, CD8 T lastelés, neutrofilai ir monocitai. Visiems Siems lasteliy tipams ir
visuminiams kraujo méginiams, chronologinis amzius buvo jvertintas taikant Horwath pan-tissue
2013 epigenetinj laikrodj. Nustacius atitinkamo Igsteliy tipo epigenetinj amziy, i$ jo buvo atimtas
epigenetinis amZius gautas 1§ to paties asmens visuminio kraujo meéginio. Tai atlikta siekiant
suzinoti ar specifinio lgsteliy tipo pateikiamas amzZius nesiskiria, yra didesnis/maZesnis uz amziy,
kuris gaunamas iStyrus visuminj kraujo méginj. Abiejuose duomeny rinkiniuose tik NK Igstelés
pateike vidutiniSkai 3,59 metais didesnj amziy negu visuminis kraujo meginys (3.2 Pav., C, D), o
B ir CD4 T lasteles pateike vidutiniskai 4,46 ir 4,44 metais maZesnj] amziy atitinkamai (3.2 Pav.,
C, D). StatistiSkai nereikSmingas skirtumas tarp laikrodZio pateikty amziy nustatytas CD8 T
lasteliy atveju. Monocity ir Neutrofily atveju, statistinis reikSmingumas skyrési tarp Reinius et al
2012 ir Wang et al 2023 duomeny, taciau tendencija iSliko panaSi - abu lasteliy tipai rodé
minimaliai mazesn] amziy negu visuminis to asmens kraujo méginys (3.2 Pav., C, D).
Apibendrinus, WBC-neu méginiuose parodyta, kad NK, B ir CD4 T lasteliy tipy proporcijos
osciliuoja paros eigoje, o iSanalizavus publikuotus duomenis pastebéta, kad Horwath pan-tissue
2013 laikrodis pateikia skirtingg amziy NK, B ir CD4 T lasteliy méginiams palyginus su visuminio

kraujo méginiu gautu i$ to paties individo.
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3.2 Pav. Ivairiy kraujo lIgsteliu tipy proporciju osciliaciju analizé WBC-neu méginiuose ir Horwath
Pan tissue 2013 epigenetinio laikrodzZio rezultatai vieSai prieinamiems lasteliy tipy duomenims. (A)
Sesiy kraujo lasteliy tipy proporcijy osciliacijos WBC-neu méginiuose. X asis - paros laikas, Y aSis -
Houseman metodu nustatyta lasteliy tipy proporcija méginyje. Vientisa linija nurodo statistiskai reikSminga
lasteliy tipo proporcijy osciliacija. (B) Osciliacijy parametrai. ParySkinta spalva pazyméti lasteliy tipai,
kuriy osciliacijos buvo statistiskai reikSmingos (p < 0,05), pridétas * Zenklas nurodo statistiskai reikSmingy
osciliacijy iSlikimg po daugybinio testavimo korekcijos Bonferroni metodu. (C, D) Smuiko grafikai,
rodantys Horwath pan-tissue 2013 epigenetinio laikrodzio pateikto amziaus skirtumg tarp iSgryninto
lasteliy tipo ir visuminio kraujo méginio (C) Reinius et al 2012 ir (D) Wang et al 2023 duomenims. X asis
- lasteliy tipas, Y aSis - skirtumas tarp amzius, gauto iSgrynintame lgsteliy tipe ir visuminiame kraujo

méginyje. Paryskinta spalva pazymétas statistiSkai reikSmingas skirtumas (p < 0,05) pagal Studento T testa.

3.3 Epigenetiniy laikrodziy pateikiamy rezultaty variabilumas iSgryninty kraujo
lasteliy méginiuose

Siekiant geriau suprasti, ar epigenetiniy laikrodziy pateikiamy rezultaty osciliacijas WBC-
neu meginiuose sukélé nustatyta skirtingy lasteliy tipy proporcijy kaita, nuspresta iSanalizuoti
iSgryninty lasteliy méginius. Tiriant tokius méginius iSvengiama lgsteliy tipy proporcijy kaitos,
kadangi analizuojamas specifinis Igsteliy tipas buvo iSgrynintas dviem metodais - MACS ir FACS
(fluorescencija aktyvuotas lgsteliy sortiravimas) po kuriy méginiuose nebelieka kity Iasteliy tipy
priemaiSy. Pasirinkta jvertinti epigenetiniy laikrodzZiy pateikiamus rezultatus neutrofiluose ir T
lastelése, kadangi tai yra dvi didZiausios kraujo Igsteliy populiacijos (1 Priedas). Atlikta tokia pati
osciliacijy paieskos analizé kaip ir WBC-neu méginiy atveju, tac¢iau negauti rezultatai Siems

epigenetiniams laikrodziams: Weidner 2014, Lin 2016, Vidal-Bralo 2016, Youn MiAge 2018,
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Zhang mortality-risk 2017, Beisky DunedinPACE 2022. I$ viso i$analizuoti 3-jy asmeny méginiai.
2-jy asmeny méginiai buvo surinkti kas 2 val., 24 val., eigoje, viso 12-a méginiy. IS vieno 52-ejy
mety asmens gautos T lastelés, o i§ kito 35-iy mety asmens - neutrofilai. Treciojo, 54-iy mety
asmens, meéginiai buvo surinkti kas 3 val., 24 val., eigoje, viso 8-1 méginiai, taciau i$§ Sio asmens
buvo gauti abu Igsteliy tipai tuo paciu metu.

ISanalizavus dviejy skirtingy donory neutrofily méginius surinktus kas 2 ir 3 val., 24 val.,
eigoje statistiSkai reikSmingy osciliacijy nebuvo rasta nei vieno tirto epigenetinio laikrodzio
rezultatuose (3.3 Pav.,). Vienitelis laikrodis, kurio rezultatai beveik pasické patikimumo ribg buvo
Horwath Pan-tissue 2013 (p = 0,064 kas 3 val., ir p = 0,15 kas 2 val.,). Tokios pacios rezultaty

tendencijos buvo nustatytos abiem asmenims.

Neutrophils, 54 yo.
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Neutrophils, 35 yo.
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3.3 Pav. lvairiy chronologiniy, mitoziniy ir biologiniy epigenetiniy laikrodziy skirtingu paros metu
pateikiamu rezultaty osciliacijy analizé MACS ir FACS metodais grynintuose neutrofily méginiuose.
Horwath pan-tissue 2013 (A), Teschendorff epiTOC2 2020 (B) ir Lu GrimAge2 2022 (C) laikrodziy
rezultaty osciliacijos kreivés neutrofily méginiuose, surinktuose kas 3 val., 24 val., eigoje i§ 54-iy mety
individo. Horwath pan-tissue 2013 (E), Teschendorff epiTOC2 2020 (F) ir Lu GrimAge2 2022 (G)
laikrodziy rezultaty osciliacijos kreivés neutrofily méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje i 35-
iy mety individo. X asis - paros laikas, Y aSis - laikrodzio pateiktas spéjimas. (D, H) Visy tirty laikrodziy

osciliacijy parametrai.

T lasteliy atveju, nustatyta, kad 8-iy i§ tirty 11-os epigenetiniy laikrodziy rezultatai
statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) osciliuoja paros eigoje (3.4 Pav.,). Méginiuose, surinktuose kas
3 val., osciliavo Hannum 2013 (p = 0,043), Horwath Pan-tissue 2013 (p = 0,043) ir Horwath Skin
and Blood 2018 (p = 0,014) laikrodziy rezultatai (3.4 Pav., A-D). Visi Sie laikrodZziai pateikia
spejimus apie asmens chronologinj amziy, taciau nei vieno i§ jy osciliacijos neisliko statistiSkai
reikSmingos po daugybinio testavimo korekcijos. Tikétina, jog siekiant pagerinti tyrimo
informatyvumg, meéginius reikéty rinkti daZniau nei kas 3 val. Daznesnis méginiy rinkimas
patvirtinty (osciliacijos i8likty ir po daugybinio testavimo korekcijos) arba paneigty (osciliacijos
visai iSnykty) osciliacijy buvimg laikrodzio rezultatuose.

Rezultatai, gauti i§ méginiy, surinkty kas 2 val., atskleidé kitokias tendencijas palyginus su
meéginiais, surinktais kas 3 val. Laikrodziy rezultatai rod¢ osciliacijas kas 3 val., tapo statistiSkai
nereik§mingi méginius surinkus didesniu dazniu (3.4 Pav. E-H). IS laikrodZiy, nustatan¢iy asmens

chronologinj amziy, tik Zhang 2019 laikrodZio rezultatai statistiSkai reikSmingai osciliavo paros
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eigoje (p = 0,032), o i§ mitoziniy laikrodziy tik Lu DNAmMTL 2019 (p = 3,7e-04) (3.4 Pav. E, F,

H). I§ 4-iy laikrodziy, nustatan¢iy biologin] asmens amziy, 3-jy osciliacijos buvo statistiSkai
reikSmingos: Lu GrimAge 2019 (p = 0,022), Lu GrimAge2 2022 (0,015) ir Jokai FitAge 2022 (p
= 0,048) (3.4 Pav. G, H). Po daugybinio testavimo korekcijos tik mitozinio Lu DNAMTL 2019

laikrodzio rezultaty osciliacijos iSliko statistiSkai reikSmingos. Biologiniy ir chronologiniy

epigenetiniy laikrodziy atzvilgiu, didziausias asmens amzius - osciliacijos akrofazé - buvo pasiekta

antroje dienos pus¢je: nuo ~20 iki ~22 val.,, ir ~17 val., atitinkamai. Taip pat mitozinis Lu

DNAmMTL 2019 laikrodis pateiké didziausig telomery ilgj ~05 val., ryto, laiku, kai kiti laikrodZziai

pateiké jaunesnius asmens amziaus spé€jimus. DidZiausia variacija tarp spéjamo asmens biologinio

amziaus biidinga Lu GrimAge2 2022 ir Jokai FitAge 2022 laikrodziams: skirtumas tarp maziausio

ir didziausio spéto amziaus 24 val., eigoje buvo 1,88 metai abiejy laikrodziy atveju. PrieSingai,

Zhang 2019 laikrodzio rezultaty variacija yra maziausia. Taigi, iSanalizavus 11-o0s epigenetiniy

laikrodziy rezultaty kaitg paros eigoje neutrofiluose ir T lgsteleése, statistiSkai reikSmingos amziaus

spéjimy osciliacijos pastebétos T lgsteliy atveju.
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T cells, 52 yo.
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3.4 Pav. Ivairiy chronologiniy, mitoziniy ir biologiniy epigenetiniy laikrodzZiy skirtingu paros metu
pateikiamu rezultaty osciliaciju analizé MACS ir FACS metodais grynintuose T Igsteliy méginiuose.
Horwath pan-tissue 2013 (A), Teschendorff epiTOC2 2020 (B) ir Lu GrimAge2 2022 (C) laikrodziy
rezultaty osciliacijos kreivés T lasteliy méginiuose, surinktuose kas 3 val., 24 val., eigoje i$ 54-iy mety
individo. Horwath pan-tissue 2013 (E), Teschendorff epiTOC2 2020 (F) ir Lu GrimAge2 2022 (G)
laikrodziy rezultaty osciliacijos kreivés T lasteliy méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje i$ 52-
ejy mety individo. X a8is - paros laikas, Y aSis - laikrodzio pateiktas spéjimas. Vientisa kreivé zymi
statistiSkai reikSminga rezultaty osciliacija. (D, H) Visy tirty laikrodziy osciliacijy parametrai. Paryskinta
spalva pazyméti laikrodziai, kuriy osciliacijos buvo statistiskai reikSmingos (p < 0,05), pridétas * Zenklas

nurodo statistiSkai reik§mingy osciliacijy iSlikimg po daugybinio testavimo korekcijos Bonferroni metodu.

3.4 Lasteliuy subtipy skaiciaus variabilumas iSgryninty T lasteliy méginiuose

8-iy epigenetiniy laikrodziy pateikiamy rezultaty osciliacijos isliko T Igsteliy méginiuose
net ir po kity lasteliy tipy paSalinimo. D¢l Sios priezasties, tekmés citometrijos metodu buvo
ivertintos CD4 ir CD8 T lasteliy proporcijos bendruose T lasteliy méginiuose. Abiejy tirty individy
atveju, daugiau negu du trecdalius visy T lasteliy sudar¢ CD4 T lastelés ir maziau negu vieng
tre¢dal] - CD8 T lastelés (3.5 Pav.). Atlikus lgsteliy proporcijy osciliacijy analizg, nustatyta, kad
meéginiuose, surinktuose kas 3 val., 24 val., eigoje CD4 ir CD8 T lgsteliy proporcijos statistiSkai
reikSmingai nesvyravo (3.5 Pav. A - C). Visgi, méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje
CD4 T lasteliy proporcija statistiskai reikSmingai osciliavo 24 val., periodu (p = 0,043), bet CD8
T Igsteliy - ne (3.5 Pav. D - F). Skirtumas tarp maziausio ir didziausio CD4 T lasteliy skaiciaus 24
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val., eigoje buvo 3,66%. Istyrus T lasteliy méginius, nustatyta, kad CD4, bet ne CD8 T lasteliy
proporcija osciliuoja paros eigoje.

T cells, 54 yo.
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3.5 Pav. CD4 ir CD8 T lasteliu proporciju osciliacijos analizé¢ MACS ir FACS metodais grynintose T
Iastelése. CD4 (A) ir CD8 (B) T lasteliy skaiCiaus osciliacijos kreivés T Iasteliy méginiuose, surinktuose
kas 3 val., 24 val., eigoje i$ 54-iy mety individo. CD4 (D) ir CDS8 (E) T lasteliy skaiciaus osciliacijos kreivés
T lasteliy méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje i§ 52-ejy mety individo. X asis - paros laikas,
Y asis - tekmés citometrijos metodu jvertinta CD4 / CD8 T lasteliy tipy proporcija meéginyje. (C, F) Lasteliy
proporcijy osciliacijy parametrai. Paryskinta spalva pazymétas lasteliy tipas, kurio osciliacijos buvo

statistiSkai reik§mingos (p < 0,05).

3.5 Citoziny modifikacijos lygio variabilumas iSgryninty kraujo lasteliy méginiuose
Kaip minéta, dalies epigenetiniy laikrodziy pateikiamy rezultaty osciliacijos iSliko net ir
po kity Iasteliy tipy paSalinimo. Tod¢l be lgsteliy subtipy proporcijy kaitos, siekta iSanalizuoti ir
DNR modifikacijos lygio kaita paros eigoje. Visy pirma patikrinta, ar tirty iSgryninty lasteliy
genome randama citoziny, kuriy modifikacijos lygis keistysi - osciliuoty - 24 val., periodu. Tokiy
citoziny buvo rasta visuose trijuose individuose, T lgstelése ir neutrofiluose (3.6 Pav.). Neutrofily
méginiuose, surinktuose tiek kas 2, tiek kas 3 valandas, statistiSkai reikSmingai (p < 0,05)

osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny rasta iki 5% (37 144 ir 41 294 citozinai atitinkamai). T lgsteliy
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atveju, individe, kurio kraujo méginiai buvo surinkti kas 3 val., rasta ~6% (53 838) osciliuojanciy
modifikuoty citoziny ir Sis skaicius padidéjo iki ~10% (86 015) meéginius surinkus didesniu dazniu
- kas 2 val. Po daugybinio testavimo korekcijos statistiskai reikSmingai osciliuojan¢iy modifikuoty
citoziny neliko visuose duomeny rinkiniuose. Kiekvieno asmens 10-ies labiausiai osciliuojanciy
modifikuoty citoziny rinkiniai buvo unikal@is, sutampanciy citoziny nerasta tiek tarp skirtingy

donory tiek tarp skirtingy lasteliy tipy (2, 3 Priedas).

a Neutrophils, 35 yo. b Neutrophils, 54 yo.

p <0.05 37144 (4.21%) p<0.05 41294 (4.68%)
p <0.01 6739 (0.76%) p<0.01 7873 (0.89%)
FDR 0 {0%) FDR 0 (0%)
Bonferroni 0 (0%) Bonferroni 0 (0%)
c T cells, 52 yo. d T cells, 54 yo.

p<0.05 86015 (9.76%) p<0.05 53838 (6.11%)

p<0.01 25207 (2.86%) p<0.01 10857 (1.23%)
FDR 3 (0%) FDR 110%)
Bonferroni 1(0%) Bonferroni 1(0%)

3.6 Pav. Citoziny modifikacijos osciliacijy analizés p ver¢iy daznio histogramos. p ver¢iy daznio
histogramos neutrofily méginiams, surinktiems kas 2 val., 24 val., eigoje i§ 35-iy mety individo (A) ir
méginiams, surinktiems kas 3 val., 24 val., eigoje i§ 54-iy (B) mety individo. p ver¢iy daznio histogramos
T lasteliy méginiams, surinktiems kas 2 val., 24 val., eigoje i§ 52-ejy mety individo (C) ir méginiams,
surinktiems kas 3 val., 24 val., eigoje i§ 54-iy (D) mety individo. X aSis - p verté nuo 0 iki 1, Y aSis -

specifinio dydzio p vertés daznis.

Parodzius, kad nedidelés dalies citoziny modifikacijai biidinga kaita paros eigoje, svarbu
patikrinti ar epigenetiniai laikrodziai amzZiaus spéjimo sudarymui naudoja citozinus, kuriems
budinga minéta kaita. I$ visy iStirty citoziny pirmiausia buvo atrinkti tie, kuriy modifikacijos lygis
yra naudojamas konkretaus epigenetinio laikrodzio spéjimams sudaryti. Po to patikrinta, ar tarp ty
citoziny yra tokiy, kuriy modifikacijos lygis osciliuoty paros eigoje. Neutrofily atveju vidutiniskai
4% 1ir 4,6% jvairiy laikrodziy naudojamiems citozinams biidingos statistiSkai reikSmingos (p <

0,05) modifikacijos osciliacijos méginiuose surinktuose kas 2 ir 3 val., atitinkamai (3.7 Pav.).
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Vidutiniskai didZiausig osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny skaiéiy - 5% - naudoja Zhang 2019
laikrodis. Maziausias osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny skaicius - 4% - rastas keturiuose
laikrodZiuose: Horvath Pan-tissue 2013, Yang epiTOC 2016, Teschendorff epiTOC2 2020 ir Lu
DNAmMTL 2019. T lasteliy atzvilgiu vidutiniSkai 8,1% ir 7,3% modifikuoty citoziny, naudojamy
laikrodziy spéjimy apskaiciavimui, statistiSkai reikSmingai osciliavo méginiuose surinktuose kas
2 ir 3 val., atitinkamai (3.7 Pav.). Vidutiniskai didziausig osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny
skaiCiy - 14% - naudoja Lu DNAmMTL 2019 laikrodis, o maziausig - 5% - Yang epiTOC 2016.
Apibendrinus, visy tirty individy ir Igsteliy tipy genomuose rasta citoziny, kuriy modifikacija
statistiSkai reikSmingai osciliuoja paros eigoje ir dalis Siy citoziny patenka tarp ty, kurie yra

naudojami epigenetinio laikrodzio spé&jimui sukurti.
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& @9 Q o 'S <
<& g
RS
14 /353 36 /391 45/514 14/ 385 11/163 19/140 32/513
Tcell 2h

52 yo. ind. 4% 10% 9% 4% 7% 17% 6%

29/353 19/391 35/514 22385 11/163 12/140 28/513
Tceell 3h

54 yo. ind. 9% 5% 7% 6% 7% 11% 6%

17 /353 12/391 20/ 514 13/385 5/163 4/140 27/513
Neutrophil 2h

35 yo. ind. 5% 3% 4% 4% 3% 4% 5%

10/353 22/391 28/514 14/ 385 8/163 4/140 22/513
Neutrophil 3h
54 yo. ind. 3% 6% 6% 4% 5% 4% 4%

3.7 Pav. Osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny skai¢ius naudojamas skirtinguose epigenetiniuose
laikrodziuose. Kiekvienas stulpelis Zymi skirtingg epigenetinj laikrodj, o eiluté - skirtingg donorg ir Iasteliy
tipa. Eilutés ir stulpelio sankirtoje nurodytas statistiSkai reikSmingai osciliuojanc¢iy modifikuoty citoziny
skaiius i§ visy to laikrodzio naudojamy citoziny ir iSraiSka procentais. Tamséjanti spalva Zymi didéjant]

osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny skaiciy.

3.6 DNR metilinimo procesg reguliuojanciy baltymu transkripty lygio variabilumas
iSgryninty kraujo lasteliy méginiuose

Kadangi skirtingi epigenetiniai laikrodziai vidutiniSkai naudoja iki 10% ir 5%
osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny T lgstelése ir neutrofiluose atitinkamai, svarbu geriau suprasti,
kas galéty sukelti tokiag modifikacijos lygio kaita. Viena galimy priezas¢iy - DNR metilinimo
procesg reguliuojanc¢iy baltymy transkripty kiekio kaita Igstelése paros eigoje. Siekiant atsakyti ]

§i klausima atlikta realaus laiko PGR reakcija ir jvertintas DNR metiltransferaziy (DNMT) ir Tet
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metilcitozino dioksigenaziy (TET) Seimy geny transkripty kiekis lgstelése skirtingu paros laiku.
Atliekant §j eksperimentg buvo naudoti neutrofilai ir T lastelés gautos i§ 32-ejy ir 24-iy mety
individy atitinkamai, visos reakcijos atliktos triplikatais.

Neutrofily atveju, vidutinis ciklas, reikalingas pasiekti transkripto detekcijos limitg
DNMT1 buvo 29.77, DNMT3A - 25.23, DNMT3B - 33.66, TET1 - 33.01, TET2 - 22.37, TET3 -
23.21 ir TBCB (kontrolinis pastovios raiskos genas) - 25.88. T lasteliy atveju: DNMT1 - 25.49,
DNMT3A - 25.52, DNMT3B - 31.82, TET1 - 28.67, TET2 - 27.64, TET3 - 26.08 ir TBP (kontrolinis
pastovios raiSkos genas) - 26.21. Atlikus analizg, skirtg jvertinti, ar transkripto kiekis osciliuoja
paros eigoje, nustatyta, kad visy geny atveju tiek T Igstelése tiek neutrofiluose transkripto kiekio
svyravimai yra nereik§mingi (3.8 ir 3.9 Pav.). Apibendrinus, iStyrus 6-iy geny, svarbiy

modifikacijos reguliacijai lastelése, transkripty kiekio kaita paros eigoje, osciliacijos nebuvo
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3.8 Pav. Jvairiy geny transkripty kiekio kaitos analizé neutrofiluose paros eigoje. DNMT1 (A),
DNMT3A (B), DNMT3B (C), TET1 (E), TET2 (F), TET3 (G) geny transkripty kiekio osciliacijos kreivés
neutrofily méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje i§ 32-ejy mety individo. X asis - paros laikas,

Y asis - santykiné geno raiska. (D, H) Visy tirty geny osciliacijy parametrai.
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3.9 Pav. Ivairiy geny transkripty kiekio kaitos analizé T 1astelése paros eigoje. DNMT1 (A), DNMT3A
(B), DNMT3B (C), TET1 (E), TET2 (F), TET3 (G) geny transkripty kiekio osciliacijos kreivés T lasteliy
méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje i§ 24-iy mety individo. X aSis - paros laikas, Y aSis -

santykiné geno raiska. (D, H) Visy tirty geny osciliacijy parametrai.



4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 Epigenetiniy laikrodzZiy rezultatai priklauso nuo paros laiko

Sio darbo metu siekta istirti, ar epigenetiniy laikrodZiy rezultatai yra paveikiami i$orinio
ir/ar vidinio variabilumo sukeltos citoziny modifikacijos lygio kaitos 24 val., eigoje. ISorinis
variabilumas apibréziamas kaip skirtingy kraujo Iasteliy tipy proporcijy kaita kraujyje paros
eigoje. Tuo tarpu vidinis variabilumas tai citoziny modifikacijos lygio kaita paros eigoje. Tiek
1Sorinis tiek vidinis variabilumas gali daryti jtakg epigenetiniy laikrodziy rezultatams, todé¢l svarbu
geriau suprasti Sios jtakos pasekmes ir priezastis. Atsakant j iSkeltg klausimg, bitina tirti ne
pavienius, o daugkartinius kraujo méginius, surinktus i$ to paties asmens. Dél Sios priezasties,
darbo metu buvo pasirinkta iSanalizuoti nedidelj skai¢iy individy, taciau surenkant jy kraujo
méginius 24 - 72 val., eigoje kas 2 arba 3 valandas. Kraujas pasirinktas kaip pagrindinis tyrimo
objektas, kadangi tai nesudétingai gaunamas biologinis meéginys i§ kiekvieno zZmogaus, beto,
dauguma epigenetiniy laikrodziy yra kuriami ir pritaikyti kraujo méginiy analizei.

Visy pirma iSanalizuoti WBC-neu méginiai surinkti i§ vieno asmens kas 3 valandas 72 val.,
eigoje. Tokia kraujo surinkimo schema leidzia iStirti, ar epigenetiniy laikrodziy rezultatai svyruoja
tos pacios paros eigoje. Esant pateikiamy rezultaty variacijai patikrinama ar ji yra ritminga - grjzta
1 pradZios taSka po tam tikro periodo, ir atitinka kosinuso kreive (Doyle et al., 2022). Jei taip,
tuomet tokia variacija néra atsitikting ir yra laikoma osciliacija. Po analizés paaiSkéjo, kad 13-0s
i§ 17-os tirty epigenetiniy laikrodziy rezultatai osciliuoja 24 val., periodu (3.1 Pav.). 8-iy laikrodziy
rezultaty osciliacijos iSliko statistiSkai reikSmingos ir po Bonferroni daugybinio testavimo
korekcijos. Visy tirty chronologiniy ir biologiniy laikrodziy reikSmés pasiekdavo didziausig amziy
dienos viduryje, o maziausig - naktj. Laikrodis, jvertinantis telomery ilgj - Lu DNAMTL 2019 taip
pat osciliavo ir pateikdavo didZiausig telomery ilgj nakties metu, kai asmens epigenetinis amzius
buvo jauniausias pagal kitus laikrodzius. Tiksliausiai chronologini amziy nurodydavo
neosciliuojantis Vidal-Bravo 2016 laikrodis: vidutiniskai pateikdavo 51,5 mety amziy, kai tikrasis
amzius yra 52 metai. IS osciliuojan¢iy - Horwath Skin and blood 2018, kuris vidutiniSkai
nurodydavo 51-ius metus. Labiausiai nuo tikro amziaus nutolusius spéjimus pateikdavo Zhang
2019 (vidutinisSkai 63,4 metai) ir Weidner 2014 (vidutiniskai 44,5 metai) laikrodziai. PanaSios
osciliacijy tendencijos buvo pastebétos ir epigenetiniy laikrodziy, sukurty remiantis principinémis
komponentémis, rezultatuose. IS 6-1y laikrodziy, 5-1y pateikiami rezultatai osciliavo (Koncevicius
et al., 2024). Taigi, parodyta, kad didZiosios dalies epigenetiniy laikrodziy rezultatai osciliuoja ir
yra priklausomi nuo paros laiko. Panasi nepastovumo tendencija pastebéta tiriant metilinimo
gardelése esanciy zondy pateikiamy rezultaty variacijg laike. ISmatavus to paties asmens kraujo

meéginius, surinktus tg pacig dieng, bet 75 ir 135 min., laiko intervalu, modifikacijos lygis
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nesiskyré, taciau tarp surinkty méginiy padidinus laiko intervalg iki 285 min., pastebéta, kad
gaunami modifikacijos lygio rezultatai tampa statistiSkai reikSmingai skirtingi (Apsley et al.,
2023). Papildomai buvo palygintas epigenetinis amzius tarp méginiy surinkty 12:45 val., ir 16:15
val., Apsley et al. 2023 tyrime (Koncevicius et al., 2024). Pasirinkti 12:45 val., méginiai, kadangi
tai laikas, panaSiausias | WBC-neu méginiuose identifikuotos akrofazés laikg, ir 16:15 val.,
kadangi tai tolimiausias taSkas nuo 12:45 val. Palyginus $iy méginiy epigenetinj amziy, nustatytas
statistiSkai reikSmingas amziaus skirtumas 9-iy is tirty 17-os epigenetiniy laikrodziy atveju (ibid.).
Vélesniu dienos laiku laikrodziai pateiké mazesnj epigenetinj amziy, tad statistiSkai reikSmingai
skiriasi ne tik modifikacijos lygis, bet ir apskaiCiuotas epigenetinis amzius. Galiausiai,
epigenetinio amziaus skirtumai identifikuoti ir tarp méginiy surinkty vienos dienos intervalu
monocity bei PBMC (angl., peripheral blood mononuclear cells) méginiy atvejais (Komaki et al.,
2022). Vidutinis epigenetinio amziaus skirtumas tarp dviejy dieny Horwath pan-tissue 2013,
Horwath skin and blood 2018 ir Levine PhenoAge 2018 laikrodziy atzvilgiais buvo 3,6 metai
PBMC atveju ir 4,3 metai monocity atveju (ibid.). Tai parodo, kad epigenetinio amziaus kaita
paros eigoje budinga jvairaus tipo méginiams ir tyrimams. Identifikuota variacija tarp pateikiamy
laikrodzio rezultaty dienos eigoje gali mazinti tyrimy informatyvuma. PavyzdZziui, tiriant jaunus
asmenis su didele Seimos rizika Sizofrenijai ar bipoliniam sutrikimui parodytas statistiskai
reikSmingas Horwath Pan-tissue 2013 ir Hannum 2013 laikrodZiy epigenetinio amzZiaus skirtumas
palyginus su kontroliniais asmenimis (Segura et al., 2023). Minétas amzZiaus skirtumas tarp tirty
grupiy téra ~1-eri metai, tuo tarpu skirtumas tarp didziausio ir maZiausio to paties asmens amziaus
paros eigoje abiejy laikrodziy atzvilgiu yra 3,24 ir 3,9 metai. Taigi, skirtumas pastebétas tarp
grupiy yra mazesnis negu paties laikrodzio rezultaty variacija 24 val., eigoje. Neatsizvelgus, kad
epigenetinis amzius kinta, kelios tiriamosios grupés gali pasirodyti besiskiriancios, nors 1§ tiesy
méginiai tose grupése buvo surinkti skirtingu paros metu. Pavyzdziui, kontroliniy asmeny
meéginius surinkus véliau negu serganciyjy - ligos paveikti asmenys pasirodyty senesni, o surinkus
atvirksciai - kad jie jaunesni nors i$ tiesy biologinio skirtumo tarp jy néra arba jis yra mazesnis.
D¢l Sios priezasties, atliekant DNR modifikacijos analizés tyrimus, reikéty uztikrinti nekintantj
kraujo surinkimo laikg i§ visy dalyviy arba atsizvelgti | laika duomeny analizés metu. Kraujo
méginiy rinkimo laiko suvienodinimas uZztikrinty tikslesniy rezultaty gavima bei, tikétina, prisidéty

prie rezultaty atkartojamumo gerinimo.

4.2 ISorinio variabilumo jtaka epigenetiniy laikrodziy rezultatams
Epigenetiniy laikrodZiy rezultaty osciliacijos pirmiausiai pastebétos WBC-neu
méginiuose. Siuose méginiuose didZioji dalis (80-90%) neutrofily yra pasalinta, todél jie

visapusiskai neatstoja kraujo méginiy (1 Priedas). Taciau, epigenetiniy laikrodziy tyrimuose yra
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naudojami ne tik visuminio kraujo, bet ir vienbranduoliy kraujo lgsteliy - PBMC frakcija, kurios
sudétyje taip pat néra neutrofily (D. He et al., 2019). Taigi, WBC-neu frakcija atkartoja méginius
naudojamus epigenetiniy laikrodziy tyrimuose. Minétuose WBC-neu méginiuose yra islike visi
skirtingi kraujo lgsteliy tipai (1 Priedas). Dél Sios priezasties, vienas galimy epigenetiniy laikrodziy
rezultaty osciliacijos paaiskinimy yra skirtingy kraujo lgsteliy tipy proporcijy kaita paros eigoje.
Kiekvienas kraujo lasteliy tipas turi skirtingg ir tik tam tipui biidingg epigenetinj profilj (Roy et
al., 2022). Taigi, jei jvairiy lasteliy tipy proporcijos keiciasi paros eigoje, tuomet, kraujo méginius
iStyrus skirtingu paros metu, pamatytume citoziny modifikacijos lygio skirtumus. Tai reiksty, kad
epigenetinio amziaus skirtumai yra kintanciy lasteliy tipy proporcijy ir skirtingy jy epigenomy
nulemtas artefaktas, kuriam epigenetiniai laikrodziai néra atsparts. Skirtingy kraujo lasteliy tipy
skaiCiy kaita 24 val., eigoje buvo parodyta visy leukocity atzvilgiu (Aroca-Crevillén et al., 2020;
Born et al., 1997). Beto, neutrofily, B ir T lasteliy proporcijos reikSmingai skiriasi tarp sveiky ir
liga (Sizofrenija) paveikty asmeny net atsizvelgus ; méginiy surinkimo laika (Hannon et al., 2021;
Villar et al., 2023). Dél §iy priezasCiy patikrinta ar ir WBC-neu méginiuose skirtingy lasteliy tipy
skaiCiai kinta paros eigoje. Tokie kitimai buvo pastebéti, o statistiSkai reikSmingai osciliavo CD4
T lasteliy, B lasteliy ir NK Igsteliy proporcijos (3.2 Pav.). Siuo atveju skirtingy lasteliy tipy
proporcijos buvo gautos bioinformatiniy metody pagrindu i§ DNR modifikacijos duomeny, todel
ateityje, siekiant uztikrinti rezultaty tikslumag ir patikrinti atsikartojamuma, lgsteliy skaiciaus kaitg
reikty jvertinti tiesioginiu tékmés citometrijos metodu.

Taigi, lasteliy tipy proporcijos i8 tiesy keiciasi paros eigoje, taciau tai neturéty jokios jtakos
epigenetinio laikrodzio rezultatams, jei skirtingi lasteliy tipai pateikty tokj pati epigenetinj amzZiy.
Visgi, jei jvairis lgsteliy tipai nurodo skirtingg epigenetinj amziy, tuomet besikeiciancios lasteliy
proporcijos darys jtakg ir viso kraujo meéginio epigenetinio amziaus rezultatui. Siekiant tai
patikrinti, iSanalizuoti Reinius et al 2012 ir Wang et al 2023 publikuoti duomenys. Analizé
atskleidé, kad Horwath pan-tissue 2013 epigenetinio laikrodzio atzvilgiu, statistiSkai reik§mingai
skirtingg nuo bendro kraujo méginio epigenetinj amziy pateikia NK lgstelés, B lgstelés ir CD4 T
lastelés (3.2 Pav.) - tie patys lgsteliy tipai, kuriy proporcijos osciliuoja WBC-neu méginiuose. NK
lastelés laikrodzio atzvilgiu atrodo vyresnés, o B ir CD4 Igstelés - jaunesnés. Si tendencija
atsikartoja ir kity epigenetiniy laikrodziy atzvilgiu, beto, patvirtinta, kad didesné NK lasteliy
proporcija koreliuoja su didesniu epigenetiniu amziumi, o didesné B ir CD4 T lgsteliy proporcija
prieSingai - su mazesniu amziumi (Koncevicius et al., 2024). Apibendrinus, epigenetinis amzius,
gautas iS skirtingy pavieniy lasteliy tipy, skiriasi nuo amziaus gaunamo is viso kraujo méginio. Tai
paaiskina, kodé¢l besikeiCiant skirtingy lasteliy tipy proporcijoms, epigenetinio laikrodZzio
rezultatai osciliuoja paros eigoje. Taigi, iSorinis - lgsteliy skaiCiaus - variabilumas daro jtaka

epigenetiniy laikrodziy rezultatams. Tik Vidal-Bralo 2016 ir Zhang 2019 laikrodziai yra nurodyti
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kaip atsparts lgsteliy subpopuliacijy variacijos jtakai ir $i savybé pasitvirtino WBC-neu
méginiuose - abiejy laikrodziy rezultatai neosciliavo (Vidal-Bralo et al., 2016; Q. Zhang et al.,
2019).

Lasteliy proporcijy jtakg epigenetiniy laikrodziy rezultatams galima patikrinti taikant
statisting korekcija analizés metu arba tiriant i$grynintus kraujo lasteliy tipus. Sio darbo metu
pasirinktas pastarasis btidas ir iStirtos T lastelés bei neutrofilai iSgryninti dviem etapais: pirmiausia
MACS, o po to FACS metodu. Taip sukurti méginiai neturintys kity kraujo lasteliy tipy priemaisy
remiantis tékmeés citometrijos metodu. Nepaisant to, ateityje, S$ig prielaidg reikty patvirtinti
bioinformatiniais metodais. Neutrofily méginiuose, surinktuose i§ 2-jy Sizofrenija serganciy
pacienty, nei vieno tikrinto epigenetinio laikrodzio rezultatai neosciliavo (3.3 Pav.). Tai jrodyty,
kad pries tai matytas epigenetinio amziaus osciliacijas sukélé skirtingy lasteliy tipy kintancios
proporcijos - tai paSalinus, dingo rezultaty osciliacijos. Taciau, §i tendencija neatsikartojo
neutrofily méginiuose, surinktuose i§ 3-jy kontroliniy asmeny, kadangi Yang epiTOC 2016 ir
Teschendorff epiTOC2 2020 laikrodZiy rezultaty osciliacijos i§liko (Konceviéius et al., 2024). Sis
skirtumas gali biiti nulemtas ligos, kadangi parodyta, jog Sizofrenija sicjama su DNR modifikacijos
pakitimais kraujo méginiuose (C. Luo et al., 2021; Wei et al., 2022). Taciau taip pat Sis skirtumas
gali buti nulemtas DNR modifikacijos analizés metodo. Pacienty méginiai analizuoti su naujausia
,,Human Methylation EPIC V2 BeadChip” metilinimo gardele, o kontroliniy asmeny su senesne
versija - ,,Human Methylation EPIC V1 BeadChip”. Dalis metilinimo analizés zondy (~13%),
buvusiy senesniame gardelés modelyje, yra pasalinti i§ naujos gardelés, taip pat reikalinga
atnaujinta duomeny normalizavimo ir apdorojimo eiga, kuri gali sukurti minimaliy techniniy
skirtumy tarp dviejy duomeny rinkiniy (Noguera-Castells et al., 2023). Tikslesniy rezultaty
gavimui, §] eksperimentg reikety atlikti suvienodinus metilinimo gardeles ir jtraukus daugiau liga
paveikty asmeny.

PrieSingai nei neutrofily atveju, iSgryninty T lasteliy méginiuose epigenetiniy laikrodziy
osciliacijos iSliko net paSalinus kity lasteliy tipy priemaiSas, o mitozinis Lu DNAmTL 2019
laikrodis buvo reikSmingiausiai osciliuojantis (3.4 Pav.). Viena prieZastis, kodél osciliacijos galé€jo
i8likti rezultatuose, tai nepakankamas lasteliy iSgryninimas. T lastelés yra heterogeniSka
populiacija, i§skiriamos CD4 naiviy ir atminties, CD8 naiviy ir atminties T lasteliy ir kiti subtipai
(Sauls et al., 2019). Beto Sie subtipai turi jiems biidingus epigenetinius profilius (Z. Zhang et al.,
2022). Tekmés citometrijos metodu jvertinus T Igsteliy subtipy (CD4 ir CD8) proporcijy kaitg
paros eigoje, pastebéta, kad CD4 T lasteliy proporcija osciliuoja méginiuose, surinktuose kas 2
val., (3.5 Pav.). Sio Iasteliy tipo proporcija osciliavo ir WBC-neu méginiuose, beto CD4 T lastelés
pateikia kitokj epigenetin] amziy palyginus su visuminiu kraujo méginiu (3.2 Pav.). Tai parodo,

kad tiriant net iSgryninty T Igsteliy méginius, subtipy proporcijy kaita bent dalinai gali daryti jtakg
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epigenetinio laikrodzio rezultatams. Siekiant $ig jtaka suprasti geriau, analiz¢ reikéty pakartoti
jtraukiant daugiau skirtingy T lasteliy subtipy. Nepaisant to, T lasteliy méginiuose, surinktuose
kas 3 val., nei CD4 nei CD8 T Ilasteliy proporcijos neosciliavo, bet epigenetiniy laikrodziy
rezultatai - osciliavo. Beto, statistinés analizés metu atlikus lasteliy tipy korekcija, epigenetinio
amziaus osciliacijos tapo nereikSmingos WBC-neu méginiuose, bet epigenetinio amziaus
skirtumas tarp dviejy dienos tasky keturiy laikrodziy rezultatuose vis vien isliko reik§mingas
Apsley et al. 2023 tyrimo duomenyse (Koncevicius et al., 2024). Kadangi T lasteliy ir kontroliniy
asmeny neutrofily méginiuose bei publikuotuose duomenyse epigenetinio amziaus skirtumai isliko
net atsizvelgus ar panaikinus Igsteliy tipy proporcijy kaita, tikétina, kad jtaka daro ne tik iSoriné -

lasteliy skaiciaus - variacija, bet ir vidiné - pavieniy citoziny modifikacijos lygio kaita paros eigoje.

4.3 Vidinio variabilumo jtaka epigenetiniu laikrodziy rezultatams

Siekiant jvertinti vidinés variacijos jtaka epigenetiniy laikrodziy rezultatams, atlikta
pavieniy citoziny, kuriy modifikacijos lygis osciliuoja paros eigoje, paieSka iSgryninty neutrofily
ir T Igsteliy méginiuose. Tokiy citoziny rasta abiejuose lgsteliy tipuose (3.6 Pav.). Neutrofiluose
maziau, tik ~5%, palyginus su T lastelémis 6-10%. Patvirtinus, kad tokie citozinai randami,
patikrinta ar jie yra naudojami skirtingy epigenetiniy laikrodziy spéjimams sudaryti, kadangi tai
galéty bent dalinai lemti laikrodziy rezultatams biidingas osciliacijy tendencijas (3.7 Pav.).
Neutrofily atzvilgiu, 7-iuose tikrintuose epigenetiniuose laikrodZiuose, citozinai, kuriy
modifikacijos lygis osciliuoja, nevirsijo 5%, taigi vidinés variacijos jtaka rezultatams yra minimali.
T lasteliy atveju, tirti epigenetiniai laikrodZiai naudoja didesnj kiekj osciliuojan¢iy modifikuoty
citoziny 7-8%. Labiausiai paveikiami Horwath Skin and Blood 2018, Zhang 2019, Teschendorff
epiTOC2 2020 laikrodziai, o didziausig kiekj osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny naudoja
mitozinis Lu DNAmMTL 2019 laikrodis - vidutiniS$kai 14%. Papildomai, visiems Siems
laikrodZiams buvo buidingos epigenetinio amziaus osciliacijos i§gryninty T lasteliy atveju. Vidinés
variacijos jtaka laikrodzio spé€jimams patvirtina ir tai, kad iSgrynintose T lastelése Lu DNAmMTL
2019 laikrodzio rezultatai pasizyméjo stipriausiomis osciliacijomis, kurios iSliko po daugybinio
testavimo korekcijos, o $is laikrodis naudoja didziausig kieki citoziny, kuriy modifikacija
osciliuoja. Tikrinant osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny persidengima su specifiniy laikrodziy
naudojamais citozinais, buvo patikrinti tik 7-i laikrodziai i$ 11-os, kurie buvo analizuoti i§gryninty
lasteliy méginiuose. Taip yra todél, kad 4-iy epigenetiniy laikrodZiy naudojami citoziny rinkiniai
nebuvo zZinomi. Ateityje, kai didesnés dalies epigenetiniy laikrodZiy algoritmai bus pritaikyti
atnaujintai metilinimo gardeliy versijai, analiz¢ reikéty pakartoti jtraukiant daugiau skirtingy

laikrodziy. Taip pat, reikalingi papildomi tyrimai patvirtinantys, kad citozinai, kuriy modifikacija
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osciliuoja néra kintanciy lgsteliy subtipy sukeltas artefaktas, ypatingai, heterogenisky T Igsteliy
atveju.

Galiausiai, patikrinta ar osciliuoja DNR metilinimo procesg reguliuojanciy baltymy geny
transkripty kiekis. Peliy atveju parodyta, kad Dnmt3a ir Dnmt3b geny raiska kinta laike ir délto
lemia DNR modifikacijos pokyc¢ius genome (Maekawa et al., 2012; Xia et al., 2015). Visgi,
zmogaus transkripty atveju, variacija neaptikta nei neutrofily nei T Igsteliy méginiuose nei vieno
i§ 6-1y tirty geny atveju (3.8 Pav. ir 3.9 Pav.). Dél Sios priezasties, DNMT ir TET Seimos geny
raiSkos lygio kaita néra citoziny modifikacijos lygio osciliacijy priezastis. Visgi, Siai iSvadai
patvirtinti reikéty pakartoti eksperimenta su didesne asmeny imtimi. Beto, ne tik transkripto kiekio
kaita gali sukelti osciliacijas, bet ir paties baltymo arba S-adenozilmetionino kiekio variacija paros
eigoje. D¢l Sios priezasties, DNMT ir TET Seimy baltymy kiekis taip pat turéty biti jvertintas
panaudojant imunobloty metoda. Galiausiai, epigenetiniy laikrodziy analizé buvo atlikta su kity
asmeny iSgrynintomis lgstelémis negu transkripty kiekio analize. D¢l Sios priezasties ateityje tiek
epigenetiniy laikrodziy tiek geny raiSkos analiz¢ turéty biti atlikto su to paties asmens méginiais.

Sio darbo metu parodyta, kad epigenetiniy laikrodZiy rezultatai priklauso nuo paros laiko
ir §ig variacijg didzigja dalimi paaiSkina iSorinis - lgsteliy skaiciaus, variabilumas ir mazgja -
vidinis - pavieniy citoziny modifikacijos lygio kaita paros eigoje. Siekiant uztikrinti ateities tyrimy
tiksluma, turi biti atsizvelgiama ] lasteliy tipy proporcijas bei méginiy surinkimo laikg. Lasteliy
tipy korekcija statistinés analizés metu padidinty rezultaty tiksluma, taciau pilnai nepanaikinty
variacijos, kadangi laikrodziy rezultaty kaita iSliko ir iSgryninty lasteliy méginiuose. Taip pat
korekcija galima tik tais atvejais, kai meéginiy skaiCius yra didesnis uz kintamyjy, naudojamy
regresijos modelyje, skai¢iy (Q. Chen et al., 2016). Dél §ios priezasties | lasteliy tipy proporcijas
turi buti atsizvelgiama ne tik duomeny analizés metu, bet ir kuriant epigenetinius laikrodzius.
Ateityje, nauji epigenetiniai laikrodziai turéty buti atspariis skirtingy lasteliy tipy jtakai ir
papildomai validuojami analizuojant méginius, surinktus tos pacios paros eigoje. Tokie
epigenetiniai laikrodZiai yra kuriami, taciau jy rezultatai dar turés biti analizuojami ateityje

(Tomusiak et al., 2023).
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5. ISVADOS

Atlikto darbo metu, padarytos Sios iSvados:

1.

Istyrus kraujo lasteliy miSinio be neutrofily méginius nustatyta, kad 13-os i$ 17-0s skirtingy
epigenetiniy laikrodZziy pateikiami rezultatai statistiSkai reikSmingai osciliuoja 24 val., eigoje
ir dél Sios priezasties priklauso nuo paros laiko.

Nustatyta, kad kraujo Igsteliy miSinio be neutrofily méginiuose NK Iasteliy, B lasteliy ir CD4
T lasteliy proporcijos statistiSkai reikSmingai osciliuoja 24 val., eigoje ir Siems lgsteliy tipams
Horwath pan-tissue 2013 laikrodis pateikia skirtingg spéjamg amziy palyginus su visuminiu
kraujo méginiu.

Istyrus 11-o0s epigenetiniy laikrodziy rezultaty kaitg 24 val., eigoje iSgrynintuose neutrofiluose
ir T lastelése, statistiSkai reikSmingos amziaus spéjimy osciliacijos pastebétos 8-iy laikrodziy
rezultatuose T Iastelése.

Papildomai, iSanalizavus i§gryninty T lgsteliy méginius, nustatyta, kad CD4, bet ne CD8 T
lasteliy proporcija statistiskai reikSmingai osciliuoja 24 val., eigoje.

ISgrynintuose neutrofily ir T Iasteliy méginiuose atitinkamai rasta 4,4% ir 7,9% citoziny, kuriy
DNR modifikacijos lygis statistiSkai reikSmingai osciliuoja 24 val., eigoje. Neutrofily atveju
vidutiniSkai 4,3%, o T lasteliy - 7,7% epigenetiniy laikrodziy naudojamy citoziny persidengia
su tais, kuriy modifikacijos lygis osciliuoja.

IStyrus DNR metilinimo procesg reguliuojanciy baltymy transkripty kiekio kitimus 24 val.,

eigoje, statistiSkai reik§mingos osciliacijos nebuvo rastos.
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Asmeninio indélio apraSas

Eksperimentinio darbo planavimas, organizavimas, méginiy surinkimas ir apdorojimas,
dalis duomeny analizés, baigiamojo darbo rengimas ir apraSymas bei su tyrimu susijusiy
biomedicininiy tyrimy etikos dokumenty kuravimas atliktas savarankiskai su darbo vadovo ir

konsultanto prieziiira.
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Padékos

Nuosirdi padéka darbo ir Chronoepigenetikos laboratorijos vadovui Arttirui Petroniui uz
pasitikéjima, palaikyma, patarimus ir idéjas viso darbo metu paciais jvairiausiais klausimais.
Padéka RVPL personalui - Rugilei Jurkytei, Agnei Sarskutei, Gretai Grigentytei, Monikai
Jasinskaitei, Augustei Matuzaitei - Tomkienei, Laurai Junevi¢, Ausrai Koter, Tatjanai Sniak ir
laboratorijos kolegoms - Rokui Reventui, Laurynui Viliui, Viltei Cereskaitei, Julijai Radeviéiitei
ir Martynui Zelniui, be kuriy pagalbos sudétingi 24 valandy trukmés eksperimentai biity
nejmanomi. Taip pat dékoju Vytautui Kasétai ir Astai Lucitinaitei uz pagalba su lasteliy
sortiravimu ir tekmés citometrija bei Akhil Nair uz méginiy paruoSimg DNR modifikacijos
analizei Kanadoje, eksperimentinio dizaino ir protokoly jzvalgas bei nesibaigian¢ius patarimus ir
padrasinimus. Galiausiai, nuoSirdi padéka Karoliui Koncevi¢iui uz pagalba atliekant duomeny

vvvvv

1 klausimus susijusius su duomeny analize.
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1 Priedas I DNR modifikacijos duomeny nuspétos lasteliy tipy proporcijos WBC-neu méginiuose. Atlikta
taikant Houseman (Houseman et al., 2012) algoritma su Salas korekcija (Salas et al., 2022). X asis - lgsteliy
tipy, nurodyty skirtingomis spalvomis, proporcijos, Y asis - méginiai iSrikiuoti pagal surinkimo laika pradedant

anksciausiai surinktu ir baigiant paskutiniu méginiu.
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2 Priedas 10-ies labiausiai osciliuojan¢iy modifikuoty citoziny profiliai neutrofily méginiuose, surinktuose

kas 3 val., 24 val., eigoje i$ 54-iy mety individo (vir§uje) ir méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje

1§ 35-iy (apacioje) mety individo. X asis - DNR modifikacijos lygis procentine iSraiSka, Y - aSis paros laikas.

Virs kiekvieno grafiko nurodytas specifinio citozino kodas.
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3 Priedas 10-ies labiausiai osciliuojanéiy modifikuoty citoziny profiliai T Igsteliy méginiuose, surinktuose kas

3 val., 24 val., eigoje i§ 54-iy mety individo (virSuje) ir méginiuose, surinktuose kas 2 val., 24 val., eigoje i$

52-ejy (apacioje) mety individo. X aSis - DNR modifikacijos lygis procentine israiska, Y - aSis paros laikas.

Virs kiekvieno grafiko nurodytas specifinio citozino kodas.
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