Valentina GINEVICIENE + Justina KILAITE « Erinija PRANCKEVICIENE
Alina URNIKYTE « RGta DADELIENE - Asta MASTAVICIUTE
lldus I. AHMETOV « Vidmantas ALEKNA

Genomo, epigenomo ir telomery
ilgio ypatumai esant sarkopenijai
ir senatviniam iSsekimo sindromui

VILNIAUS UNIVERSITETO LEIDYKLA



Metodinés rekomendacijos ,,Genomo, epigenomo ir telomery ilgio ypatumai esant sarkopenijai ir
senatviniam i$sekimui“ skirtos gydytojams, gydytojams rezidentams, sveikatos priezitiros specialis-
tams, medicinos genetikams siekiantiems suprasti ir daugiau Zinoti apie ankstyvaja sarkopenijos ir
i$sekimo sindromo prevencija ir diagnostika. Sios metodinés rekomendacijos taip pat skirtos moks-
lininkams-tyréjams, atliekantiems genetinius ir kitus $iuolaikinius genomikos tyrimus, siejamus su
zmogaus senéjimo procesais ir patologija senatvéje.

Metodinés rekomendacijos patvirtintos Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Tarybos 2025 m.
kovo 25 d. posédzio nutarimu Nr. (1.13 E) 150000-TPN-36.

Autoriai:

Valentina Gineviciené, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas
Justina Kilaité, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas

Erinija Pranckeviciené, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas
Alina Urnikyté, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas

Ruta Dadeliené, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas

Asta Mastaviciuté, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas
Ildus I. Ahmetov, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas,
Liverpool John Moores University, United Kingdom

Vidmantas Alekna, Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas

Recenzavo:
Prof. habil. dr. Vita Lesauskaité, Lietuvos sveikatos moksly universitetas
Prof. dr. Algirdas Utkus, Vilniaus universitetas

Padéka:
Autoriai nuosirdziai dékoja recenzentams prof. habil. dr. Vitai Lesauskaitei ir prof. dr. Algirdui Utkui
uz i$samia darbo analizg ir vertingas pastabas.

Dékojame uz pagalbg - Ievai Eglei Jamontaitei, Dorei Orentaitei, Jekaterinai Danilovai, Gabijai Ani-
keviciatei, Laurai Jurkanaitei ir Kristijonai Gutauskaitei — uz pagalba renkant pacienty duomenis, uz
isskirtinj darbg laboratorijoje bei analizuojant genomo duomenis.

Sios metodinés rekomendacijos parengtos vykdant Lietuvos mokslo tarybos finansuojamga projekta
»Genomo, epigenomo ir telomery ilgio ypatumai esant sarkopenijai ir senatviniam i§sekimui® (sutar-
ties Nr. S-MIP-22-36).

Bibliografiné informacija pateikiama Lietuvos integralios biblioteky informacinés sistemos (LIBIS)
portale ibiblioteka.lt

ISBN 978-609-07-1148-4 (skaitmeninis PDF)

© Valentina Gineviciené, Justina Kilaité, Erinija Pranckeviciené, Alina Urnikyté, Rata Dadeliené,
Asta Mastaviciate, I1dus I. Ahmetov, Vidmantas Alekna, 2025
© Vilniaus universitetas, 2025



TURINYS

IVAAAS ettt ettt en 4
SANEIUINIPOS ooiiiiiiiic e e 6
I. Sarkopenija ir senatvinis iSsekimo sindromas ... 7
Sarkopenijos ir i$sekimo sindromo fenotipo ypatumai .......cccccceeveuvininininicincincnncnnen, 8
Sarkopenijos ir i$sekimo sindromo fenotipas ir jo vertinimo metodologija ............... 9
Sarkopenijos ir i$sekimo sindromo priezastys ir rizikos veiksniai ........ccoccceeeveereunennee 1
Il. Genetinis sarkopenijos ir senatvinio iSsekimo pagrindas ... 16
Genomo ypatumai esant sarkopenijai ir senatviniam i$seKimui .........coevveevcrrerrernennee 17
Epigenomo ypatumai esant sarkopenijai ir senatviniam i$sekimui .........ccccecuecucnnce. 19
Telomery ilgio ypatumai esant sarkopenijai ir senatviniam i$sekimui ........cccccecuueene. 22
l1l. Molekulinés-genetinés analizés metodologija ........cccooooovvvvvvcrrennece. 24
DINR ISSKYTIMAS .eovuvreeiieciiiciiicieieieieeeieese et eees et sese s sese s et saesseaesseaces 24
Plataus masto genotipavimo tyTimas ........cccceeeeerernerneerevreeeeerenennereesessessseessessersensennes 25
Plataus masto epigenomo tYTIMAS ......c.occureueueueurerriereeeireserreesseaessesessesessesessesessesenseseeaes 33
Santykinio telomery ilgio NUSTAtYMAS ........ocevevcmeireiriirieieeee e 35

IV. Sarkopenijos ir iSsekimo sindromo genetinés rizikos
vertinimas pagal fenomo, genomo, epigenomo ir santykinio

telomeryilgio tyrimy rezultatus ..., 39
Plataus masto viso genomo asociacijos tyrimo rezultatai ..........cocoveveveereeercrrernennenn. 40
Plataus masto viso metilomo asociacijos tyrimo rezultatai ..........ccoeeecereceneeuncrenncnne. 45
Leukocity telomery ilgio tyrimo rezultatai .........coccveeeveerercerecireeerereeneeeencerecereeeneens 48
V. Sarkopenijos ir iSsekimo sindromo prevencija ..., 53

VI. Sarkopenijos ir iSsekimo sindromo ankstyvojo vertinimo
INOAELIS ..ottt ettt st e e s s e se s senee 55

LItEratliTa ..vccvecceeeeieiecieceete ettt et e e e et e et e s te et e e s e baessesbeesaeeseenseesaesbeensensaansans 58



4 GENOMO, EPIGENOMO IR TELOMERY ILGIO YPATUMAI ESANT
SARKOPENIJAI IR SENATVINIAM ISSEKIMO SINDROMUI

[VADAS

Siuolaikinis mokslu pagristas poziiiris, paremtas genomikos technologijomis ir $iy meto-
dy prieinamumas bei taikymas klinikinéje praktikoje padés suprasti geriatriniy sindro-
my patogeneze, tame tarpe ir sarkopenijos ir i§sekimo sindromo, bei spresti su senéjimu
susijusias problemas.

Sarkopenija ir senatvinis iSsekimo sindromas yra pagrindiniai geriatriniai sindromai,
kurie didina senyvo amziaus asmeny sergamumg ir mir§tamuma. Siy glaudziai susiju-
siy geriatriniy sindromy patogenezé néra visiskai aiski. Iki $iol nebuvo priimty vieningy
praktiniy rekomendacijy ir ankstyvos diagnostikos metody. Dél to siekiant $iy senatvi-
niy sindromy prevencijos, ankstyvos diagnozés, gydymo ir/ar prognozés bitina suprasti
ju patogeneze, molekulinius mechanizmus ir rysius tarp procesy, siejamy su senéjimu
ir $iy bukliy pozymiais, — tam reikalingas Siuolaikinis mokslu pagrjstas pozitris, ypac
sistemy biologijos, t.y. omikos (fenomikos, genomikos, epigenomikos ir kt.) metody pri-
einamumas ir jy taikymas klinikinéje praktikoje.

Genetinis testavimas $iuolaikinéje medicinoje jau taikomas daugelio ligy diagnosti-
koje, ta¢iau dar néra taikomas geriatrijoje, ypac tokiy bukliy kaip sarkopenija ir iseki-
mo sindromas, taip pat néra jy tiksliosios diagnostikos ir/ar prevencijos rekomendacijy.
Naujausi tyrimai rodo, kad senatvéje, esant sarkopenijai ir i§sekimo sindromui, i§ryskéja
specifinés savybés (sumazéja skeleto raumeny masé ir jéga, fizinis pajégumas) ir geneti-
nis polinkis, kuris susij¢ su energijos apykaitos sutrikimais, biologiniy procesy disregu-
liavimu, pazintiniy funkcijy sutrikimu ir sisteminiu uzdegimu. Genetinis sarkopenijos
ir senatvinio i§sekimo komponentas yra sudétinis jtakojamas daugelio geny ir aplinkos,
bei priklauso nuo individualiy fiziologiniy ir molekuliniy savybiy. Moksliniai duome-
nys rodo, kad telomery ilgis yra molekulinis senéjimo proceso pozymis, kuris atspindi
biologinj amziy DNR lygmeniu. Neseniai buvo pranesta, kad senéjimas jvertintas pagal
epigenetinj (DNR metilinimo) amziaus pagreit] ir telomery ilgio poky¢ius, yra glaudziai
susije su jvairiais senéjimo ir ligy fenotipais. Tokiu badu senéjima moduliuojancios ge-
nomo, epigenomo ir fenomo sgveikos molekuliné analizé gali padéti nustatyti naujus
molekulinius Zymenis, kurios biity galima pritaikyti sarkopenijos ir i$sekimo sindromo
ankstyvai diagnostikai ir prognozei. Ta¢iau genomo profiliy, DNR metilinimo, telomery
ilgio ir klinikiniy fenotipy sasajos analizé tarp senyvo amziaus pacienty su sarkopenja ir/
ar i$sekimo sindromu, dar nebuvo atlikta. Geresnis sarkopenijos ir i§sekimo sindromo
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pozymiy ir molekuliniy procesy supratimas leis gydytojams, sveikatos prieziaros specia-
listams identifikuoti $iy geriatriniy sindromy rizikos veiksnius, jgyvendinti prevencines
priemones, tobulinti intervencijas, klinikine praktika bei atitinkamai uztikrinti kiekvieno
senyvo amziaus zmogaus poreikius.

Siose metodinése rekomendacijose aprasyti tyrimo metodai, tokie kaip sarkopenijos
ir i$sekimo sindromo fenotipiniy savybiy analizé, santykinio telomery ilgio, plataus mas-
to epigenomo ir genomo asociacijy tyrimai, bei rizikos veiksniai ir molekuliniai Zymenys,
jtakojantys polinkj geriatriniams sindromams, tarp jy ir polinkj j fiziologiniy sistemy is-
sekimg, sumazéjusig raumeny mase, jéga ir funkcine bukle.

Sios metodinés rekomendacijos yra skirtos gydytojams, gydytojams rezidentams,
sveikatos priezitiros specialistams, medicinos genetikams, siekiantiems suprasti ir dau-
giau zinoti apie ankstyvaja sarkopenijos ir i$sekimo sindromo prevencija ir diagnostika.
Sios metodinés rekomendacijos taip pat skirtos mokslininkams-tyréjams, atliekantiems
genetinius, plataus masto genomo ir epigenomo tyrimus, siejamus su Zzmogaus ilgaamzis-
kumu, senéjimu ir patologija senatvéje.
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SANTRUMPOS

CES-D - epidemiologiniy tyrimy centro depresijos simptomy skalé, angl. Center for
Epidemiologic Studies Depression Scale)
DNR - deoksiribonukleoragstis

GEPITEL - Genomo, epigenomo ir telomery ilgio ypatumai esant sarkopenijai ir sena-
tviniam i$sekimui (projekto pavadinimas)

GWAS - plataus masto viso genomo asociacijos tyrimas, angl., Genome-Wide Associa-
tion Study

EWGSOP, Europos darbo grupé senyvo amziaus Zmoniy sarkopenijai vertinti, angl.,
European Working Group on Sarcopenia in Older People

HVP - Hardzio-Vainbergo pusiausvyros désnis

IDAT - intensyvumo duomeny (angl., intensity data) formatas
nkRNR - nekoduojancioji ribonukleino rugstis

KMI - kiino masés indeksas

MOXY - raumeny apripinimo deguonimi vertinimo sistema, angl., Muscle Oxygen
Monitor

PASE - senyvo amziaus asmeny fizinio aktyvumo vertinimo skalé, angl. Physical Activi-
ty Scale for the Elderly,

RL-PGR - realaus laiko polimerazés grandininé reakcija

SPPB - trumpasis fizinés funkcijos testy rinkinys, angl. Short Physical Performance
Battery

STI - santykinis telomery ilgis
SmO, - raumeny prisotinimas deguonimi (angl., muscle oxygen saturation)
SRMI - skersaruoziy raumeny masés indeksas

VNP - vieno nukleotido polimorfizmas



|. SARKOPENIJA IR SENATVINIS

ISSEKIMO SINDROMAS

Senstanti visuomené susiduria su sveikatos problemomis, su gausybe létiniy ligy susiju-
siy su senéjimu, gretutinémis ligomis ir geriatriniais sindromais, — tai yra rimtas is$takis
ekonomikos ir sveikatos priezitros sistemoms. Vyriausybés strateginés analizés centro
(STRATA) 2020-yjy mety duomenimis prognozuojama, kad dél spartaus populiacijos
senéjimo netolimoje ateityje Lietuva bus viena seniausiy visuomeniy Europos Sgjungoje.
Dél geréjanciy gyvenimo salygy, medicinos tobuléjimo, mazéjancio mirtingumo ilgéja
tikétina vidutiné gyvenimo trukmé, taciau tai vyksta sparéiau nei sveiko gyvenimo tru-
kmeés ilgéjimas. Dél Sios priezasties didéja medicininés islaidos, apsunkinama senstanti
visuomeneé ir sveikatos apsaugos sistema.

Sarkopenija ir senatvinis i§sekimo sindromas yra dazni senyvo amziaus asmeny gru-
péje. Sios biiklés yra glaudZiai susijusios, nes sumazéjes fizinis aktyvumas ir skeleto rau-
meny masés mazéjimas yra budingas abiem sindromams [1,2]. Sarkopenijai ypac budin-
gas progresuojantis raumeny jégos ir masés mazéjimas, o iSsekimo sindromui - fiziniy ir
kognityviniy rezervy i$sekimas, dél ko atsiranda sveikatos ir savarankiskumo problemos.
Senatvinio i$sekimo sindromo fenotipas yra apibréziamas kai yra trys i§ penkiy kriteri-
jy: nevalingas kiino masés sumazéjimas, silpnumas, nuovargis, létumas ir mazas fizinis
aktyvumas. Mokslinéje literatiiroje nurodyta, kad sarkopenijos ir senatvinio i§sekimo
fenotipas yra sudétinis (daugiaveiksnis), jtakojamas daugelio genetiniy, epigenetiniy ir
aplinkos veiksniy.

Siekiant senatviniy sindromuy, tokiy kaip sarkopenija ir i$sekimo sindromas, prevenci-
jos, ankstyvos diagnozés, gydymo ir/ar prognozés batina suprasti jy patogeneze, moleku-
linius mechanizmus ir rysius tarp procesy, siejamy su senéjimu ir $iy bukliy pozymiais.
Molekuliné genomo ir aplinkos sgveikos analizé turéty padéti nustatyti bioZymenis, le-
miancius geriatriniy sindromy pasireiskima, senatvine patologija ir/arba ilgaamziskuma.
Taigi, genetiniy veiksniy, genomo ir epigenomo vertinimas bei nustatyti biozymenys leis
suprasti fiziologinius ir molekulinius organy ir sistemy poky¢ius senatvéje, bendrai bio-
loginius senéjimo mechanizmus.

Siuo metu klinikiniuose tyrimuose yra svarbiis pacienty i$gyvenamumo vertinimo
modeliai. Kadangi skirtingi duomenys gali turéti jtakos paciento iSgyvenamumui, ge-
nomo ir epigenomo biozymenys, kartu su fenotipo vertinimo rodikliais, gali pagerinti
$iy vertinimo modeliy rezultatus ir gali bati naudojami kaip nepriklausomi kintamieji
kuriant sarkopenijos ir senatvinio i§sekimo sindromo predikcinius vertinimo modelius.
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Sarkopenijos ir iSsekimo sindromo
fenotipo ypatumai

Tyrimuose, kuriuose nagrinéjami sarkopenijos ir i§sekimo sindromo kompleksiniai di-
naminiai fenotipai, vyksta jy priezasties paieska, tame tarpe galimy su amziumi susijusiy
pakitimy ir galimy bendry biologiniy procesy, kurie apsprendzia senyvo amziaus Zmo-
néms budingas bukles [3]. Padidéjusia sarkopenijos ir i$sekimo sindromo i$sivystymo
rizikg lemia veiksniai, tokie kaip sociodemografiniai (senyvas amzius, Zemas i$silavinimo
lygis, socioekonominé padétis, vienatvé), klinikiniai (poliligotumas, nutukimas, netinka-
ma mityba, pazinimo funkcijy sutrikimai, depresiskumo simptomai, polifarmacija), bi-
ologiniai (uzdegiminiai ir endokrininiai poky¢iai, mikroelementy trikumas), genetiniai
(genomo, epigenomo), su gyvenimo bidu susije veiksniai (fizinis pasyvumas ar Zalingi
jprociai) ir daugiakomponenté $iy veiksniy sgveika. Buvo jrodyta, kad esant sarkopenijai
tris kartus dazniau i$sivysto ir senatvinis i§sekimo sindromas. Vertinant sarkopenija, kaip
galima prading i$sekimo sindromo stadija, esminis fenotipinis komponentas yra suma-
zéjes skersaruoziy raumeny funkcinis rezervas, kuris kliniskai apibréziamas kaip maza
raumeny masé ir jéga. Epidemiologiniy ir klinikiniy tyrimy rezultatai rodo, kad senyvo
amziaus asmeny preklinikiné buklé siejama su uzdegimu ir padidintu raumeny katabo-
lizmu. Klinikinéje stadijoje atsiranda augimo hormony ir lytiniy hormony koncentraci-
jos poky¢iai; a motoriniy neurony sumazéjimas, kataboliniy citokiny ir raumeny skai-
duly skaiciaus ir savybiy poky¢iai, satelitiniy lasteliy skai¢iaus ir aktyvumo sumazéjimas
[4]. Uzdegiminis procesas yra susijes su oksidaciniu stresu, lasteliy senéjimu ir telomery
trumpéjimu.

Tyrimai rodo, kad su amziumi susijes raumeny nykimas lydimas létinio uzdegimo.
Sis procesas pasizymi nedideliu, bet nuolatiniu uzdegiminiy zymeny, tokiy kaip TNF-a,
IL-1B, IL-6 ir CRB (C reaktyvaus baltymo) padidéjimu. Didesné CRB, IL-6 ir TNF-a
raiSka yra biidinga i§sekimo sindromui ir sarkopenijai. Sie zymenys gali skatinti raumeny
baltymy skaidymg ir slopinti jy sinteze, taip sukeldami raumeny atrofijg. Buvo nustatyta,
kad IL-6 ir CRB yra susije su sumazéjusia raumeny jéga. Be to, senyvo amziaus Zmoniy
raumenyse kaupiasi senstancios lastelés, kurios irgi isskiria uzdegiminius citokinus, kurie
ne tik skatina raumeny atrofija, bet ir trikdo mitochondrijy funkcija, didindami oksida-
cinj stresg ir reaktyviyjy deguonies formy (ROS) gamyba. Per didelé ROS gamyba dar
labiau padidina mitochondrijy pazeidimus ir vélesnius medziagy apykaitos sutrikimus
bei skatina proteolize, sustiprindama ubikvitino proteosomy sistemg, vieng i$ pagrindi-
niy baltymy skaidymo bady, todél skeleto raumenys nyksta. Dél vietinio uzdegimo i$si-
skiriantys prouzdegiminiai veiksniai gali paskatinti makrofagy ir kity imuniniy lgsteliy
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infiltracija, kas lemia kity uzdegiminiy veiksniy atsakg, skatina raumeny baltymy skai-
dyma, plecia uzdegimo mastg ir didina pazeidimg. Be to, TNF-a aktyvacija gali sukelti
raumeny lasteliy apoptoze, skatindama kaspaziy veikimg. TNF-a, pagrindinis apoptozés
signalinio kelio reguliatorius, jungiasi prie TNF-a receptoriy skeleto raumenyse ir per su
Fas susijusj mirties domeng (FADD) aktyvuoja kaspazes, taip sukeldamas apoptoze. Dél
suaktyvéjusios apoptozés skeleto raumenyse padidéja raumeny baltymy irimas. Siame
procese taip pat svarbus ubikvitinas, kuris duoda signalg proteosomai ardyti raumeny
baltymus. Su ubikvitinu yra susije skaidymo sistemos baltymai, tokie kaip MuRF1 (rau-
meny specifinis RING pirsto baltymas 1) ir Atrogin-1, kuris taip pat vadinamas su raume-
ny atrofija susijusiu faktoriumi.

Taigi esant sarkopenijai ir i§sekimo sindromui raumenyse ir visame organizme vyksta
daugybé molekuliniy poky¢iy, kurie neigiamai veikia Sirdies ir kraujagysliy, kraujodaros,
raumeny ir kauly sistemas bei kognityvine funkcijg ir tuo prisideda prie budingy senéji-
mu fenotipiniy poky¢iy.

Sarkopenijos ir iSsekimo sindromo fenotipas
ir jo vertinimo metodologija

Klinikinis apibadinimas

Sarkopenija nustatoma vadovaujantis Europos seny zmoniy sarkopenijos darbo gru-
pés (angl.: The European Working Group on Sarcopenia in Older People, EWGSOP2,
2018 m.) bendru sutarimu, pagal pasitlytus kriterijus — sarkopenijos diagnostinés reiks-
meés:
+ maza raumeny masé — skersaruoziy raumeny (galiniy) masés indeksas (SRMI):
vyrams < 7,0 kg/m?* ir moterims < 6,0 kg/m?
+ mazaraumeny jéga (plastaky dinamometrija): < 27 kg vyrams ir < 16 kg moterims;
+ maza fiziné funkcija - eisenos greitis < 0,8 m/s (esant sunkiai sarkopenijos formai).
+ Senatvinio i§sekimo sindromo vertinimas ir diagnostika remiasi L. Fried kriteri-
jais, t.y. tirlamasis vertinamas kaip turintis senatvinj issekimo sindromag jei atitinka
tris i§ penkiy kriterijy:
+ kano masés mazéjimas (per pastaruosius 12 ménesiy kiino masé sumazéjo dau-
giau nei 4,5 kg savaime);
+ nuovargis (atsakoma teigiamai j bent vieng i§ dviejy klausimy depresijos vertini-
mo skalés (CES-D) klausimyne: ,Viskas, kg dariau, reikalavo dideliy pastangy®
»Man buvo sunku pradéti kg nors dirbti ar veikti);
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* sumazéjes éjimo greitis (Zemiausias 20 proc. pagal lytj ir agj);

+ maza raumeny jéga (plastakos raumeny jéga patenkanti j zemiausig 20 proc. atsi-
zvelgiant j Iyt ir kiino masés indeksa);

+ mazas fizinis aktyvumas (vertinamas fizinio aktyvumo klausimynu (PASE): vyry <
64 baly, motery < 52 baly).

Sarkopenijos ir iSsekimo sindromo fenotipo
parametry vertinimo metodologija

Tiriamyjy klausimynas demografiniams, socialiniams ir sveikatos rodikliy kintamiesiems
vertinti (anketiné apklausa): kontaktiniai duomenys, amzius, Seimyniné padétis, issilavi-
nimas, Zalingi jprodiai, gretutinés ligos, vartojami medikamentai, griuvimai, mitybos bii-
klés vertinimas (MNA, sudaro 6 klausimai, naudojamas vertinant mitybos jprocius, ape-
tita, kiino masés mazéjima; laisvos prieigos klausimynas https://www.mna-elderly.com/
sites/default/files/2021-10/mna-mini-lithuanian.pdf); kasdienés veiklos anketa (rodo
nepriklausomumo lygj, naudojama vertinant kasdienes funkcijas, laisvos prieigos klau-
simynas https://e-seimas.Irs.It/portal/legal Act/It/TAD/TAIS.392555/asr); instrumentiné
kasdienés veiklos anketa (rodo savarankiskumg, vertinamos savarankiskumo veiklos;
laisvos prieigos klausimynas https://e-seimas.lrs.It/portal/legal Act/It/ TAD/TAIS.392555/
asr); fizinio aktyvumo klausimynas (PASE, Physical Activity Scale for the Elderly - rodo
fizinj aktyvuma, t.y. laisvalaikio, namy ruo$os ir su darbu susijusias veiklas); laisvos
prieigos klausimynas https://www.sralab.org/rehabilitation-measures/physical-activi-
ty-scale-elderly); geriatriné depresijos skalé (GDS, atspindi emocing bukle, rodo gali-
ma depresijg, laisvos prieigos klausimynas https://e-seimas.lrs.It/portal/legal Act/It/ TAD/
TAIS.392555/asr), trumpasis protinés buklés tyrimas (https://e-seimas.lrs.It/portal/lega-
1Act/It/TAD/TAIS.392555/asr).

1) Antropometriniai matavimai ir funkciniai testai: ugis, kiino masé, kiino masés
indeksas (KMI), kano daliy apiméiy matavimas, kano sudétis (dvisrauté radio-
absorbciometrija — raumeny masés matavimui), ranky raumeny jéga (plastakos
dinamometrija), psichomotorinés reakcijos laikas ir judesiy daznis (reakciometru
ir programine jranga judesiy daznio nustatymui), Sirdies ir kraujotakos sistemos
reakcija j standartinj aerobinj fizinj kravj (ergometras ir telemetriné Polar siste-
ma,), raumeny aprapinimas deguonimi (MOXY sistema).

2) Trumpasis fizinés funkcijos testy rinkinys (SPPB, angl., Short Physical Performance
Battery) — 4 metry éjimo greicio vertinimas, pusiausvyros vertinimas (stovint ir
stengiantis iSlaikyti pusiausvyrg po 10 sekundziy trijose padétyse: suglaustomis
pédomis, pusiau tandeminéje padétyje ir tandeminéje padétyje), gebéjimas atsi-
stoti nuo kédés (penkis kartus, rankas laikant ant kratinés).


https://www.mna-elderly.com/sites/default/files/2021-10/mna-mini-lithuanian.pdf
https://www.mna-elderly.com/sites/default/files/2021-10/mna-mini-lithuanian.pdf
https://e-seimas.lrs.lt/portal/legalAct/lt/TAD/TAIS.392555/asr
https://e-seimas.lrs.lt/portal/legalAct/lt/TAD/TAIS.392555/asr
https://e-seimas.lrs.lt/portal/legalAct/lt/TAD/TAIS.392555/asr
https://www.sralab.org/rehabilitation-measures/physical-activity-scale-elderly
https://www.sralab.org/rehabilitation-measures/physical-activity-scale-elderly
https://e-seimas.lrs.lt/portal/legalAct/lt/TAD/TAIS.392555/asr
https://e-seimas.lrs.lt/portal/legalAct/lt/TAD/TAIS.392555/asr
https://e-seimas.lrs.lt/portal/legalAct/lt/TAD/TAIS.392555/asr
https://e-seimas.lrs.lt/portal/legalAct/lt/TAD/TAIS.392555/asr
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Sarkopenijos ir iSsekimo sindromo priezastys
ir rizikos veiksniai

GEPITEL projekto metu tyrime dalyvavo 204 senyvo amziaus asmenys (amziaus vidurkis
82,217,6 metai): 161 moteris (78,9 proc.) ir 43 vyrai (21,1 proc.). Kontroline grupe sudaré
asmenys, kurie neturéjo nei sarkopenijos, nei senatvinio issekimo sindromo pozymiy -
82 tiriamieji (80,2+7,5 mety amziaus, 65 moterys ir 17 vyry). Sarkopenijos ir senatvinio
issekimo sindromo grupe sudaré 122 tiriamieji (85,3+6,7 mety amziaus): 31 (15,2 proc.) su
sarkopenija, 29 (14,2 proc.) su i$sekimo sindromu ir 62 (30,4 proc.) asmenys su sarkope-
nija ir i$sekimo sindromo diagnoze.
Tiriamyjy pagrindinés fenotipo charakteristikos pateiktos 1 lenteléje.

1 lentelé. Tiriamyjy fenotipinés charakteristikos

TR TRt eI v
Charakteristika ) BTUPC! 1o sindromo grupé P
(n=204) (n=282) reik§me
(n=122)
Amzius, metai 83 (77 - 87) 81 (75 - 86) 86 (82 — 89,25) <0,001
Motery. (%) 161 (78,9%) 65 (79,2%) 96 (78,68%) 0,001
I$silavinimo lygis 0,549
- Pradinis 1(0,5 %) 1(0,7%) 0
- Pagrindinis 4 (2 %) 3 (2,1 %) 1(1,6%)
- Vidurinis 41 (20,1%) 24 (16,9%) 17 (27,4%)
- Specialusis vidu- | 13 505 21 (14,8%) 6 (9,7%)
rinis
- Aukstesnysis 46 (22,5%) 30 (21,1%) 16 (25,8%)
- AukStasis neuni- |5 1y 3000 17 (12%) 6 (9,7%)
versitetinis
- AukStasis univer-| o) 5, 4o) 46 (32,4%) 16 (25,8%)
sitetinis
Rikymas (%) 0,325
- Niekada nertuké 163 (79,9%) 116 (81,7%) 47 (75,8%)
- Rake 35 (17,2%) 21 (14,8%) 14 (22,6%)
- Dabar ruko 6 (2,9%) 5 (3,5 %) 1(1,6%)
Alkoholis (%) 0,005
- Nevartoja 159 (77,9%) 103 (72,5%) 56 (90,3%)
- Vartoja 45 (22,1 %) 39 (27,5%) 6 (9,7%)
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e .. . | Sarkopenijos ir isseki-
Charakteristika Visi tirfamieji | Kontroliné grupé mo sindromo grupé . p .
(n=204) (n=82) reik§meé
(n=122)
Ligos, skaic¢ius 7(4-9) 6(3-8) 8 (6-10) <0,001
Medikamentai,
skaidius 6(4-38) 6(4-8) 6 (3,75-8) 0,536
Polifarmacija 113 (55,4%) 47 (57%) 66 (51,6%) 0,473
MNA, balai 11 (9 - 14) 12 (10,75 - 14) 8 (7 -10) <0,001
GDS, balai 3(0-5) 2(0-4) 4(0-6) 0,014
TPBT, balai 27 (24 - 29) 28 (25 -29) 24 (23 - 26) <0,001
ANTROPOMETRIJA IR KUNO KOMPOZICIJA
- 166,5 (163 -
Ugis, cm 167 (163 - 172) 170.25) 169 (163,5 - 176,72) | 0,021
Kano masé, kg 67,3 (59,7 - 78,5) 69’757§691)’52 N 61,4 (53,8 - 77,1) <0,001
KMI, kg/m? 24 (21,59 - 26,97)| 24,6 (22,72 - 27,4) | 21,55 (19,73 - 24,71) | <0,001
Raumeny (liesoji 39,01 40,04
masé), kg (32,96 4331) | (3504-4503) | -72(302-3964) 1<0001
Galuiniy liesoji 18,09 19,24
masé, kg (15,31 - 21,63) (16,12 - 21,99) 15,51 (14,5 - 19,53) <0,001
. . 24,6 25,72
Riebaly masé, kg (20,18 - 31,97) (21 - 33,49) 21,6 (18,45 — 28,44) 0,011
13,62 14,32
2 > ) _
SRMI, kg/m (12,08 - 15,55) (12,84 - 15,98) 12,38 (11,23 - 13,29) | <0,001
FIZINIS PAJEGUMAS IR FUNKCINE BUKLE
KVA, balai 6(4-6) 6(4-6) 3 (1-4,25) <0,001
IKVA, balai 5(2-8) 7(4-38) 2(1-2,25) <0,001
Dinamometrija
(plastakos spaudi- | 14 (12 - 23,5) 16 (14 - 26) 12 (9,5 - 18,5) <0,001
mo jéga), kg
ijsenos grettls, 1068 (0,53 - 0,82)| 0,78 (0,64 -0,86) | 0,52 (0,47 - 0,59) | <0,001
TFFT, balai 8,5(6-10) 9(8-11) 64-7) <0,001
SAFAS, balai 35 (27 - 76) 56 (32,5 - 83) 27 (25 - 30) <0,001
Paprastos psicho-
motorinés reakci- | 326 (285 - 405) |305 (271 - 349,75) 406 (358 - 478) <0,001

jos laikas, mls
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Visi tiriamieji | Kontroliné grupé L iy
Charakteristika ) 8TUP€ | 16 sindromo grupé . p .
(n=204) (n=82) reik§meé
(n=122)

Sudétingos psicho-
motorinés reakci- | 617 (527 - 782) |575 (494,5 — 658,5) 781 (673 - 913) <0,001
jos laikas, mls
10 sek judesiy da-| o) 4o 0 o6y | 53(48-57) 44 (41- 49) <0,001
nis, skaicius
60 sek judesiy daz- 275 (240,75 -
nis, skaidius 253 (217 - 298) 307.25) 215,5 (188 - 239,75) <0,001
Borgo skalé, balai 7(5-8) 7 (5,25 - 8) 7 (4,25 - 8) 0,752
Raumeny oksige- 70,16 (47,59 - 77,88 (61,27 -
nacija ramybéje % 92,73) 94,49) 35.09 (27,66 - 42,52) | <0.001
Raumeny oksi-
genacija krivio 60’4885((3)2’)88 - 68’0867(2?)3 1= 2600 (1486 -37.14) | <0.001
metu % ’ ’

MNA - trumpasis mitybos buklés vertinimas, GDS - geriatriné depresijos skalé, TPBT -
trumpasis protinés baklés tyrimas, KMI - kiino masés indeksas, SRMI - skersaruoziy raume-
ny maseés indeksas, KVA - kasdienés veiklos anketa, IKVA - instrumentiné kasdienés veiklos
anketa, TFFT - trumpasis fiziniy funkcijy testy rinkinys, SAFAS - senyvy asmeny fizinio
aktyvumo skalé

Nustatyta, kad sarkopenijos ir i§sekimo sindromo grupéje dalyviai buvo statistiskai
reik§mingai vyresni, turéjo daugiau gretutiniy ligy ir buvo maziau savarankiskesni (verti-
nant kasdiene veiklg ir instrumentine kasdiene veiklg) negu kontrolinés grupés asmenys
[5]. Visy tiriamyjy grupése nebuvo nustatyta reik§mingy skirtumy analizuojant varto-
jamy vaisty kiekj ar polifarmacijos paplitimg. Bendrai polifarmacija buvo nustatyta 113
(55,4 proc.) tiriamyjy. Vertinant tiriamyjy asmeny skersaruoziy raumeny maseés indeksa
(SRMI) nustatyta, kad motery amzius (r = -0,29; p = 0,0002) ir i$silavinimas (r = 0,13;
p = 0,094) turéjo reik§mingg sgsajg SRMI. Taip pat tiriamyjy sveikatos buklé (bendras
ligy skaicius) reik§mingai neigiamai jtakojo SRMI: vyry (r = -0,38; p = 0,011), motery
(r =-0,36; p < 0,0001).

Tyrimo mety nustatytas mitybos nepakankamumas (MNA baly suma <7) 24 tiria-
miesiems (11,8 proc., 3 kontrolinés grupés asmenys ir 21 i§ sarkopenijos ir i$sekimo sin-
dromo grupiy, p < 0,0001), 0 mitybos nepakankamumo rizika (MNA baly suma 8-11)
nustatyta tarp 9o (44,1 proc.) asmeny. Vyry mitybos ypatumai teigiamai jtakoja SRMI
(r = 0,45; p = 0,0023), tac¢iau motery mityba néra toks reik§mingas veiksnys siejamas su
SRMI (r = 0,14; p = 0,074).



14 GENOMO, EPIGENOMO IR TELOMERY ILGIO YPATUMAI ESANT
SARKOPENIJAI IR SENATVINIAM ISSEKIMO SINDROMUI

I$ viso 133 (65,2 proc.) dalyviai nurodé, kad bent vieng kartg per paskutinius 12 mé-
nesiy patyré griuvimg. Kontrolinéje grupéje griuvimy buvo reik$émingai maziau negu
sarkopenijos ir/arba i§sekimo sindromo grupése (p < 0,001). Be to tarp asmeny su sar-
kopenija ir/arba i$sekimo sindromu buvo reik§mingai daugiau griuvusiy nei negriuvusiy
(77 vs. 56, p <0,001) [6-8].

Vertinant visy tiriamyjy emocine bukle nustatyta, kad 43 (21,07 proc.) dalyviai ture-
jo depresiskumo pozymius. Sarkopenijos ir i$sekimo sindromo grupés tiriamieji turéjo
reik§mingai daugiau depresiskumo pozymiy nei kontrolinéje grupéje (p = 0.007). Pro-
tinés buklés tyrimy rezultatai parodé, kad visi tiriamieji surinko pakankamai baly, kad
pazinimas buty vertinamas kaip nesutrikes. Taciau sarkopenijos ir issekimo sindromo
grupéje baly skaicius buvo statistiskai reik§mingai mazesnis negu kontrolinéje grupéje
(p < 0,0001).

Fizinio aktyvumo lygio analizé parodé, kad pusé tiriamyjy turéjo sumazéjusia fizing
funkcija: 41 (28,87 proc.) asmuo i$ kontrolinés grupés ir 61 (98,3 proc.) i$ sarkopenijos ir/
arba i§sekimo sindromo grupiy (p < 0,0001) [9]. Be to, tarp grupiy nustatytas statistiskai
reik§mingas skirtumas vertinant eisenos greitj ir raumeny (plastakos spaudimo) jéga:
sarkopenijos ir i$sekimo sindromo grupéje dalyviai buvo létesni (p < 0,001) ir silpnesni
(p = 0.006). Tiriamyjy vyry (r = 0,35; p = 0,024) ir motery (r = 0,46; p < 0,0001) fizinis
aktyvumas buvo teigiamai susijes su SRMIL

Buvo atlikta SRMI ir fiziologiniy charakteristiky sasajos regresiné analizé, atsizvel-
giant i 10 fenotipo parametry, tokiy kaip tiriamyjy lytis, amzius, fizinis aktyvumas, mi-
tyba, ligy skaicius, psichiné buklé, geriatrinés depresijos skalé, issilavinimo lygis, riuky-
mas ir alkoholio vartojimas. Sios analizés rezultatai parodé, kad (1) psichikos biklé ir
depresija turi reik§mingg poveikj SRMI; (2) maza raumeny masé siejama su prastesniu
pratimy toleravimu (Borgo skalé ergometrijos metu) ir didesniu pastangy suvokimu
(p = 0,0005); (3) didesné tiriamyjy raumeny masé (SRMI) siejama su didesne raumeny
jéga (p < 0,0001) ir su geresniu motoriniu grei¢iu bei koordinacija, t.y. su geresne neu-
romotorine funkcija (p = 0,0013); kuo mazesnis SRMI - tuo prastesné raumeny jéga ir
neuromotoriné funkcija.

Tiriant raumeny oksigenacijos procesy ypatumus tarp tiriamyjy asmeny nustatyta,
kad raumeny prisotinimas deguonimi (SmO,) ramybés metu reikSmingai skyrési tarp
kontrolinés grupés asmeny (77,88+16,6%) ir tiriamyjy grupéje su sarkopenija ir/arba isse-
kimo sindromu (35,09%7,43 %). SmO, tarp grupiy skyrési pasibaigus 6 min trukmeés stan-
dartiniam fiziniam kraviui (68,06+19,75 vs. 26,00£11,14 %) ir po 5 min. poilsio (7755 +
714 VS. 46,09 * 11,21 %) (p< 0,001). Taciau SmO, sumazéjimas nuo ramybés bikles iki
standartinio fizinio kriivio pabaigos abiejose grupése buvo panasus 9-10% [10].
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:) Apibendrinant GEPITEL tiriamyjy fenotipo analizés rezultatus galima teigti, kad senyvo am-
Ziaus asmenims su sarkopenija ir/arba issekimo sindromu badinga prasta raumeny oksigena-
cija, maza raumeny masé (raumeny mases indeksas), blogéjanti funkciné baklé ir fizinio kravio
netoleravimas, reikalaujantys didesniy pastangy atliekant fizinius pratimus. Gauti rezultatai
rodo, kad sarkopenija ir senatvinis issekimo sindromas yra susije su poliligotumu, depresisku-
mo pozymiais, mitybos nepakankamumu, padidéjusia griuvimy rizika ir prastesne neuromoto-
riné funkcija.



Il. GENETINIS SARKOPENIJOS IR

SENATVINIO ISSEKIMO PAGRINDAS

Genetinis sarkopenijos ir senatvinio i$sekimo komponentas yra daugiaveiksnis, jtako-
jamas daugelio genetiniy veiksniy, aplinkos, gyvenimo btido bei priklauso nuo indivi-
dualiy fiziologiniy ir molekuliniy viso organizmo savybiy, ypa¢ skersaruoziy raumeny
ypatumy [11]. Yra Zinoma, kad Zmogaus raumenys taip pat turi genetinj komponentg ir
priskiriami prie paveldimy kiekybiniy organizmo pozymiy, kuriy paveldimumo koefi-
cientas svyruoja 30-85 proc. raumeny jégai ir 50-8o proc. raumeny masei [12]. Tyrimai
rodo, kad sarkopenijos ir senatvinio i$sekimo specifiniai genomo Zymenys yra susij¢ su
energijos metabolizmu, biologiniy procesy reguliacija, pazinimu ir sisteminiu uzdegimu
[11,13]. Be to, nemazai svarbiis yra su senéjimu susije epigenetiniai mechanizmai, tokie
kaip DNR metilinimas, histony modifikacijos, nkRNR [11,14]. Moksliniai tyrimai rodo,
kad senéjimo proceso ypatumai koreliuoja su DNR metilinimo poky¢iais visuose zmo-
gaus audiniuose (ypac¢ raumenyse). Buvo jrodyta, kad genomo DNR metilinimo lygis
keic¢iasi Zzmogui senstant ir veikiant aplinkai, todél pastebéti stabilas biologinio senéjimo
skirtumai tarp senyvo amziaus asmeny [14]. Epigenetiniai Zymenys gali nurodyti chro-
nologinj asmens amziy, kuris pagrjstas DNR metilinimo modeliais. Buvo nustatyta, kad
genomo variacija ir kai kuriy genomo sri¢iy DNR seky metilinimas yra susijes su sarko-
penijos ir senatvinio i$sekimo sindromo fenotipo kriterijais, pvz., su sumazéjusia skeleto
raumeny mase, ranky paspaudimo jéga, éjimo greiciu, su pazinimo funkcijomis [11]. Ma-
noma, kad genomo Zymeny ir DNR metilinimo modeliai gali buti taikyti klinikiniuose
tyrimuose kaip rizikos veiksniy, lemianciy su senéjimu susijusiy ligy, analizé [14]. Taip
pat mokslininky jrodyta, kad telomery ilgis yra molekulinis ir Iastelinis senéjimo proceso
pozymis [15]. Buvo pranesta, kad nors telomery ilgis yra reik§mingas senéjimo Zymuo,
taciau vertinant sudétingus su amziumi susijusius sindromus, tokius kaip sarkopenija ir
i$sekimas, reikia remtis papildomais tyrimais (kaip genomo ar epigenomo analizé), t.y.
reikalingas kompleksinis bioZzymeny vertinimas, kuris padéty tiksliau jvertinti ir progno-
zuoti $iy senatviniy sindromy simptomus, progresija ir gydyma.
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Genomo ypatumai esant sarkopenijai
ir senatviniam issekimui

Siuolaikiniai naujomis technologijomis paremti molekuliniai genetiniai tyrimai padeda
nustatyti visg zmogaus DNR seka. I$siaiskinus, kokie geny variantai lemia didesnj polinkj
ligai, galima tiksliai numatyti tikimybe Zmogui susirgti tam tikra liga, nustatyti padidéju-
sig rizikg ankstyvojoje ligos stadijoje arba dar iki pasireiskiant simptomams.

Geny, lemian¢iy sarkopenija ir i$sekimo sindroma, paieska prasidéjo létai nuo 2000-
yjy pabaigos, atliekant geny kandidaty tyrimus ir véliau taikant plataus masto viso geno-
mo asociacijos analizés tyrimus (GWAS, angl. Genome-wide association studies). Popu-
liacijy geny kandidaty tyrimuose buvo identifikuojami vieno nukleotido polimorfizmai
(VNP) tarp senyvo amziaus tiriamyjy (su ir be geriatrinio sindromo pozymiais), taikant
atvejo kontrolés analizés metodologija. Kai kurie nustatyti VNP buvo reik§mingai sie-
jami su energijos metabolizmu, biologiniy procesy reguliacija, pazinimu ir sisteminiu
uzdegimu. Geny kandidaty tyrimuose, analizuojant sarkopenijos ir i§sekimo sindromo
fenotipa, pagrindinis démesys buvo skiriamas raumeny atrofijos, uzdegimo ir citokiny
geny variantams. I§ tokiy zinomy reik§mingy prouzdegiminiy citokiny nustatyty gene-
tiniy varianty buvo TNF-a geno promotoriuje (rs1800629) VNP, IL18 geno variantas irgi
promotoriuje (rs360722) ir 2 VNP IL12 gene (rs9852519 ir rs4679868), kurie ypac siejami
su senatvinio i§sekimo sindromo kriterijais pagal kaupiamojo deficito modelj (apimant
fizinius, psichologinius ir socialinius veiksnius) [16]. Geny raiskos tyrime nustatyta, kad
didesnis IL18 geno raiskos lygis ir IL-18 kiekis kraujo serume siejamas su prastesniu seny-
vo amziaus asmeny fiziniu pajégumu ir blogesne kasdienio gyvenimo veikla [17]. Taip pat
patvirtinta, kad genas kandidatas siejamas su senatviniu i§sekimu yra APOE (koduojantis
apolipoproteing E) [18]. Sis pleiotropinis genas, dalyvauja jvairiose fiziologinése funkci-
jose: lipoproteiny metabolizme, uzdegiminiame atsake, oksidaciniame strese ir centrinés
nervy sistemos fiziologijoje. APOE ¢4, €3 ir €2 aleliai yra labiausiai istirti genotipai susije
su jvairiomis senatvinémis ligomis, tokiomis kaip, Alzheimerio liga, insultu, hipertenzija
ir $irdies-kraujagysliy ligomis. APOE e4 alelis nustatytas kaip reiksmingas i§sekimo sin-
dromo diagnostinis ir prognostinis Zymuo. Apskritai APOE genas buvo vienas pirmuyjy
nustatyty geny kandidaty labiausiai siejamy su ilgaamziskumu, - tai gali paaiskinti $io
geno jtaka senatviniy ligy ir sindromy pasireiskimui [18].

Geny kandidaty tyrimy patvirtinty sarkopenijos ir i$sekimo sindromo Zymeny sara-
$as bei jy vaidmuo formuojant fenotipg [19]:

1) Uzdegiminio atsako signaliniy keliy Zymenys: IL-18 rs360722, IL-12 1s9852519 ir

rs$4679868, SELP rs6131, TNFA rs1800629;
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2) Zymenys atsakingi uz raumeny funkcijg:
¢ Insulino signalinio kelio VNP: IGFz2 rs680;
¢ Pagumburio-hipofizés-antinksc¢iy asis/ Kortizolio sistemos VNP: GR
ER22/23EK (22 ir 23 kodonuose);
¢ Raumeny biogenezés VNP: AMPD1 rs17602729, ACTN3 rs1815739, ACVR18
rs2854464, MSTB rs1805086;
3) Lipoproteiny reguliacijos VNP: LRP1 151799986, APOE &4 alelis;
4) Homeostazés VNP: MTR rs10925235, 152297967, 110802569, IS1770449 ir
1rs1050993; FN1 157567647; GSTZ1 rs2287396; TIAMi rs2833383; STAT1 rs1400657;
TCN2 rs740234; BTRC rs10883631; VTN rs2227729; ACE 1/D, CNTF rs1800169;

5) Apoptozés VNP: CREBBP rs129968; KAT2B rs2929408; CASP8 r1s3769827,
156747918, 152037815 ir 1s6745051;

6) f-Adrenerginio receptoriaus VNP: ADRB2 (f82-ADR) r51042714;

7) Mitochondrinés DNR: mt146, mt204, mt228.

Pastaraisiais metais geny kandidaty tyrimy reik§mé sumazéjo dél didelio nagumo viso
genomo genotipavimo ir sekoskaitos technologijy pazangos, kartu su iSsamiomis Zinio-
mis apie Zmogaus genetine architekttira, — kas leido istirti genetinius variantus visame
genome dél jy vaidmens senéjimo procese ir geriatriniy sindromy patogenezéje. Siuo
metu Zmogaus senéjimo genomo istekliy duomeny bazése (GenAge, LongevityMap,
https://genomics.senescence.info/; Aging Atlas https://ngdc.cncb.ac.cn/aging/age_re-
lated_genes) nurodyti 307 genetiniai variantai reik§mingai siejami su senéjimo procesu,
i$ ju 78 Zymenys yra susij¢ su sarkopenija [20] ir 30 geny kandidaty, siejamy su i§sekimo
sindromu [21].

GWAS tyrimy duomenimis su i$sekimo sindromu buvo patvirtinti 30 geny kandi-
daty biozymenys: CXCLio (C-X-C motyvo chemokino ligandas 10), IL-6 (interleuki-
nas 6), CX3CL1 (C-X3-C motyvo chemokino ligandas 1), GDF15 (augimo diferenciacijos
faktorius 15), FNDCs (fibronektino 5 tipo domenas), PLAU (plazminogeno aktyvatorius,
urokinazé), AGT (angiotenzinogenas), BDNF (smegeny kilmes neurotrofinis faktorius),
PGRN (progranulinas), FGF21 (fibroblasty augimo faktorius 23), LEP (leptinas), miRNR
(mikro Ribonukleinoragstis), AHCY (adenozilhomocisteinazé), KRT18 (keratinas 18);
PTX3 (pentraksinas), sVCAM/ICAM (tirpi kraujagysliy lasteliy adhezijos molekulé 1 /
tarplastelinés adhezijos molekulé 1), APP (amiloido beta pirmtakas), LDH (laktato dehi-
drogenazé), TGFf3 (transformuojantis augimo faktorius beta), PAI-1 (plazminogeno ak-
tyvatoriaus inhibitorius 1), TGM2 (transglutaminazé 2), sSRAGE (tirpas pazangiy glikozi-
linimo galutiniy produkty receptoriai), HMGB1 (didelio mobilumo grupés 1 dézuté), C3/
C1Q (komplemento faktorius 3/1Q), ST2 (Interleukino 1 receptorius), AGRN (agrinas),
IGF-1 (j insuling panasus augimo faktorius 1), RETN (resistinas), ADIPOQ (adiponecti-
nas), GHRL (grelinas), GH (augimo hormonas), LTF (laktoferinas) [21].
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GWAS rezultaty duomenimis, su pagrindiniu sarkopenijos fenotipu - raumeny jéga
(plastakos dinamometrijos rodiklis), raumeny liesa mase (arba skersaruoziy raumeny
masés indeksas) ir éjimo greitis, — reik§mingai siejami 78 nepriklausomi VNP i§ 73 ge-
nomo sri¢iy, asocijuoty su visais trimis pozymiais. I§ 78 VNP 55 polimorfizmai taip pat
buvo susije su kano riebaly mase ir 25 polimorfizmai su 2 tipo diabetu (T2D), o tai rodo,
kad sarkopenija, nutukimas ir T2D turi daug bendry rizikos aleliy [20]. Bioinformati-
né analizé atskleidé, kad sarkopenijos rizikos aleliai buvo susije su nuovargiu, griuvi-
mais (per pastaruosius metus), neurotiSkumu, alkoholio vartojimo daznumu, rakymu,
televizoriaus zitréjimu, didesniu druskos, baltos duonos ir perdirbtos mésos vartojimu.
Apsauginiai (protekciniai) geny aleliai buvo teigiamai susij¢ su kauly mineraly tankiu,
serumo testosterono, IGF1 ir 25-hidroksivitamino D lygiu, tigiu, intelektu, pazinimo vei-
kla, i§silavinimu, pajamomis, fiziniu aktyvumu, maltos kavos gérimu ir sveikesne mityba
(kaip rupiy milty arba viso griado duona, kalis, magnis, suris, riebi Zuvis, baltymai, van-
duo). Be to, literatiiros duomenys rodo, kad fizinis aktyvumas (jégos pratimai) gali sukelti
reik§mingus 26 i§ 73 susijusiy geny raiskos poky¢ius raumenyse (m. vastus lateralis), kas
i$ dalies paaiskina teigiamg jégos treniruociy poveikj sarkopenijos profilaktikai ir gydy-
mui [20].

Epigenomo ypatumai esant sarkopenijai
ir senatviniam issekimui

Zmogaus DNR sekos poky¢iai (kaip VNP Zymenys) néra vieninteliai su amziumi susije
genetiniai veiksniai ir genomo poky¢iai. Prie molekuliniy senéjimo mechanizmy taip pat
priskiriamos epigenetinés modifikacijos, tokios kaip DNR metilinimas, histony modifi-
kacija, chromatino remodeliavimas, nkRNR, kurios turi jtakos geny raiskai nekeic¢iant
pacios DNR sekos. Tarp epigenetiniy modifikacijy reik§mingiausi yra DNR metilinimo
poky¢iai, kurie priskiriami prie pagrindiniy geny raiskos reguliatoriy. Metilinamos geno
reguliacinés sekos — promotoriaus arba greta jo esancios citozino ir guanino sankaupos
(vadinamos CpG salelémis, raidé “p“ parodo, kad citozinas ir guaninas sujungti fosfo-
diesterine jungtimi), — §j procesa katalizuoja fermentas DNR metiltransferazé (metilina
citozing CpG srityse). CpG salelés dazniausiai yra i$sidéste Salia svarbiy koduojanciy sri-
¢iy - geny ir jy reguliaciniy sri¢iy, kurie atsakingi uz pagrindines lastelés funkcijas, ho-
meostazés palaikyma, energijos ir medziagy apykaita. Vienas i§ pagrindiniy epigenetiniy
mechanizmy yra tam tikry geny promotoriy metilinimas ir jy veiklos slopinimo mecha-
nizmy, kuris nustatomas daugelio patologijy atvejais. Taigi, DNR metilinimo sutrikimai
isbalansuoja jvairiy biologiniy procesy eiga, todél skatina jvairiy patologijy atsiradima.
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Siuo metu identifikuojami DNR metilinimo Zymenys, kaip unikalis DNR metilinimo
modeliai, nustatyti patologijy atvejais, kurie keiiasi atsizvelgiant  zmogaus chronologi-
nj amziy. Tyrimuose su atkartojanciais rezultatais buvo nustatytos kelios genomo CpG
vietos, asocijuotos su amziumi [14]. Pastaraisiais metais sarkopenija ir i§sekimo sindro-
mas sulaukeé vis didesnio susidoméjimo dél ryskiy fenotipo sasajy su ilgaamziskumu ir
su senéjimu susijusiais fenotipais. Egzistuoja biologinio senéjimo ir geriatriniy pozymiy
individualus skirtumai tarp senyvo amziaus asmeny, — $j fenomeng i$ dalies ir paaiskina
DNR metilinimo modeliai. Remiantis regresijos koeficientais, apskaiciuotais i$ daugy-
bés duomeny rinkiniy, pagal DNR metilinimo duomenis galima tiksliai numatyti as-
mens chronologinj amziy. Skirtumas tarp prognozuojamo DNR metilinimo amziaus ir
chronologinio amzZiaus buvo pavadintas ,epigenetiniu amziaus pagreitéjimu, kuris pa-
rodé DNR metilinimo sgsajg su keliais senéjimo fenotipais jvairiuose audiniuose. Kelios
mokslininky grupés nustaté ,DNR metilinimo laikrodzius® kurie tiksliai prognozuoja
chronologinj asmens amziy [14,22]. Hannum ir kt. laikrodis, sukurtas i§ kraujo DNR,
matuojantis 25000 CpG saleliy metilinimo frakcij, turéjo koreliacijos koeficientg su am-
ziumi > o, 9 ir vidutine amziaus prognozés paklaidg < 5 mety [22]. DNR metilinimo lai-
krodZiai laikomi hibridiniais skai¢iavimais, apimanciais ir chronologinius, ir biologinius
elementus. I8 tiesy, biologinj amziy gali atspindéti skirtumas tarp tikrojo chronologinio
amziaus ir DNR metilinimo amziaus, kurj numato DNR metilinimo laikrodis. Tyrimai
rodo, kad senyvo amziaus Zzmoniy grupéje $is skirtumas (A amzius) numaté mirtinguma:
5 mety A amzius buvo susijes su 16% padidéjusia mirtingumo rizika, nepriklausomai nuo
amziaus, i$silavinimo, socialinés klasés ir gretutiniy ligy. Taip pat buvo pranesta apie pa-
prastesnj balg, pagrista tik 10 CpG viety metilinimu, numatantj bet kokias $irdies-krauja-
gysliy sistemos priezastis, mirtinguma nuo vézio [14,22].

Kelios mokslininky grupés nagrinéjo su amziumi susijusius DNR metilinimo poky-
¢ius raumenyse, atsizvelgdami j su amziumi susijusius fiziologinius raumeny poky¢ius,
batent raumeny atrofijg, lipidy apykaitos poky¢ius ir raumeny skaiduly susitraukimo
tipy organizacija senatvéje [14,23]. Pagrindinis démesys buvo skiriamas DNR metilinimo,
mRNR ir baltymy raiskos pokyc¢iams genuose, kurie skatina raumeny atrofija (FBXO32,
TRIM63, MYOG, HDAC4, HDAC:), dalyvauja riebaly rag$¢iy metabolizme raumenyse
(CD36, GOT2, CPT1A, HADH, LPL, SLC27A1, SLC27A4, UCP3) ir koduoja miozino len-
gvas ir sunkias grandines, kurios diferencijuoja I, I1a ir IIx tipo skaidulas (MYH6, MYH}
MYHi, MYL3, MYH?2). Nors tik trys lipidy apykaitos genai buvo skirtingai metilinti genai
(DMG, angl., differentially methylated genes) be atitinkamy geny raiskos poky¢iy, visi
genai, skatinantys raumeny atrofijg, buvo hipometilinti su amziumi. Visy pirma, HDAC4
dazniausiai buvo hipometilintas ir atitinkamai padidéjo mRNR lygis, o FBXO32 taip pat
buvo hipometilintas, atitinkamai padidéjus atrogin-1 baltymy kiekiui (2 lentel¢). Beveik
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visi genai, koduojantys miozino grandines, buvo hipometilinti, ta¢iau geny raiskos poky-
¢iy nebuvo aptikta [23].

2 lentelé. Su amZiumi susije geny raiskos ir DNR metilinimo pokyciai raumenyse (pagal Voisin
et al., 2021 [23]).

Genetiniy
veiksniy
reik§meé

Raumeny
atrofija

Riebaly
rugsciy me-
tabolizmas
raumenyse

SMS metilinimo| Geny raiskos
Geno Genas SMS okyciai su am- | pokytis su am-
pavadinimas skaicius| PO Y1 St PokyTs 86
Ziumi Ziumi
Atrogin-1 FBX032 2 |Hipometilinimas Padidéj usllvbal—
tymo raiska
MuRF1 TRIM63 3  |Hipometilinimas
Miogeninas MYOG 1 Hipometilinimas
Histono deacetila- Hipo- ir hiper- Padidéjusi
zé 4 HDACH 19 metilinimas | mRNR raiska
Hlston(;gizacetlla— HDAC5 2 |Hipometilinimas
. s s Sumazéjusi
Riebaly rigciy CD36 0 mRNR ir balty-
translokazé oy
mo raiska
Plazmos membranos
riebaly ragstis suri- | GOT2 0
$antis baltymas
Karnitino palr}11t01l— CPTIA 0
transferazé 1
B-Hidroksiaci-
lo-KoA dehidroge- | HADH 2 |Hipometilinimas
nazé
Lipoproteiny lipazé LPL 1  |Hipometilinimas
Ilgos grandinés rie-
baly riigsciy trans- | SLC27A1 0
porto baltymas 1
Ilgos grandinés rie- Sumazéiusi
baly ragsciy trans- | SLC27A4 0 ue
baltymo raiska
porto baltymas 4
Atsijungimo UCP3 1 |Hipometilinimas

balimas 3
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Genetiniy SMS metilinimo| Geny raiskos
veiksni Geno Genas SMS okyciai su am- | pokytis su am-
sniy pavadinimas skaicius POV PoXyMs st
reik§mé Ziumi Ziumi
Miozino sunkioji- |1y, 1 Hipometilinimas
grandiné 2
Miozino §upk10)1 MYHI 0
Raumeny grandiné 1
skaiduly | Miozino lengvoji | py 5 2 |Hipometilinimas
tipui budin- grandiné 3
i genai i0zi ioji
gig Miozino §upk10)1 MYHs 0
grandiné 6
Miozino sunkioji . S
- MYH7 5 |Hipometilinimas
grandiné 7

SMS - skirtingai metilinta sritis (arba DMG, angl., differentially methylated genes).

Telomery ilgio ypatumai esant sarkopenijai
ir senatviniam issekimui

Siuo metu intensyviai ie§koma zymeny, kurie galéty prognozuoti sveikata senyvame am-
ziuje, gyvenimo ir sveiko gyvenimo trukmes. Vienas tokiy potencialiy senéjimo Zymeny
yra telomery ilgio trumpéjimas, — kaip molekulinis ir lastelinis senéjimo proceso pozy-
mis.

Telomeros - tai zmogaus linijiniy chromosomy galuose esantys baltymy nekoduojan-
tys tandeminiai DNR sekos pasikartojimai. Telomeros, jy formuojamos antrinés strukti-
ros ir $elteriny baltymy kompleksai pasizymi svarbia funkcija — apsaugo chromosomose
esancig genetine informacija, kuri galéty buti prarandama replikacijos metu, degraduo-
jant nukleazémis ar dél reparacijos sutrikimy [24,25]. Dél DNR replikacijos mechaniz-
mo ypatumy su kiekvienu lgstelés dalijimusi telomeros trumpéja. Be to, jy ilgj neigia-
mai veikia vidiniai organizmo veiksniai (pvz., oksidacinis stresas) bei jvairiis aplinkos
ir gyvenimo budo veiksniai (tokie kaip fizinis aktyvumas, stresas, mityba ar socioeko-
nominé padétis) [24,26]. Manoma, kad sutrumpéjusias telomeras gali atstatyti fermen-
tas telomerazé, pasizyminti atvirkstinés transkriptazés aktyvumu, taciau $is fermentas
besidalijanciose somatinése lastelése néra aktyvus arba yra labai mazo aktyvumo, todél
Siose lgstelése telomeros progresyviai trumpéja. Telomeroms pasiekus kritinj ilgj, laste-
lés ciklas ,,uzrakinamas”, prasideda uzdegiminiai ir kiti Iastelinio senéjimo procesai. Su-
trumpéjusios telomeros laikomos senéjimo pozymiu ir siejamos su amziumi susijusiomis
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ligomis, tame tarpe ir su senatviniu iSsekimu bei sarkopenija, taip pat su senyvo amziaus
nulemiamo mirtingumo rizika (predikcinis zymuo) [27,28].

Nesenai atlikta dvikrypté Mendelio atsitiktinés randomizacijos analizé parodé, kad
leukocity telomery ilgis yra susijes su sarkopenija [15]. Buvo nustatyta, kad ilgesnés telo-
meros turi reikémingg rysj su didesne liesgja raumeny mase ir greitesniu éjimo tempu,
o trumpesnés telomeros — su mazesne plastaky suspaudimo jéga ir sumazéjusiu fiziniu
aktyvumu [15]. JK Biobanko duomeny analizé parodé reik§éminga rysj tarp trumpesnio
telomery ilgio ir didesnés i$sekimo sindromo pasireiskimo rizikos 472 ooo tiriamyjy
grupéje, 40-69 mety amziaus, su iSsekimo ir pries-i$sekimo sindromu [29]. Tyrimo re-
zultatai sutapo su kitais Jungtinéje Karalystéje atliktais tyrimais kai tiriamyjy amziaus in-
tervalas buvo 60-75 metai. Mokslininky nustatyta, kad laipsniskai trumpéjantys telome-
ry ilgiai visose amziaus grupése buvo susije su senatvinio iSsekimo (pries/ir) sindromo
pozymiais, t.y., su visais Fried kriterijais. Sis telomery ilgio trumpéjimo rysys su fenotipu
(atskirais komponentais) stipréja didéjant issekimo sindromo rodikliy skai¢iui. Be to, ti-
riamuyjy kiano kompozicijos rodikliai, socialiniai-demografiniai ir gyvenimo bado veiks-
niai, tokie kaip KMI, socialinis nepriteklius, alkoholio vartojimas, rikymas ir gretutiniy
ligy buvimas atskirai, turéjo daug stipresne asociacijg su i$sekimo sindromo kriterijais
nei telomery trumpéjimas. Ta¢iau gyvenimo budo veiksniai, kaip ritkymas, mityba, fizi-
nis aktyvumas, buvo reik§mingai susije su telomery ilgio trumpéjimu. Tyrimy rezultatai
parodé, kad telomery ilgis, kaip prieslaikinio senéjimo zymuo, pagreitina chronologinio
amziaus poveikj geriatriniy sindromy rizikai. Moksliniy tyrimy rezultatai patvirtina nau-
jausias sampratas apie telomery dinamika ir su senéjimu susijusias ligas [15,29].



I1l. MOLEKULINES-GENETINES

ANALIZES METODOLOGIJA

I$ kraujo méginiy (veninio kraujo leukocity) i§skiriama DNR (metodika nurodyta pos-
kyryje ,DNR isskyrimas) bei atliekami telomery ilgio, viso genomo ir epigenomo aso-
ciacijos tyrimai:

1. Plataus masto viso genomo tyrimas, t.y. genotipavimas lustais (Infinium Global
Screening Array-24 v3.o Kit) pagal DNR Zymenis (metodika nurodyta poskyryje
»Plataus masto genotipavimo tyrimas®).

2. Plataus masto epigenomo tyrimas — visuminé DNR metilinimo profilio analizé
lustais (Infinium(®)Human Methylation 450K arba EPIC) (metodika nurodyta pos-
kyryje ,,Plataus masto epigenomo tyrimas®).

3. Santykinio telomery ilgio tyrimas taikant kiekybine polimerazés grandinine reak-
cija (metodika nurodyta poskyryje ,,Santykinio telomery ilgio nustatymas®).

DNR isskyrimas

Siekiant apsaugoti DNR nuo degradacijos ir i$vengti mikrokresuliy susidarymo, tiriamy-
jy kraujas surenkamas j vakuuminius meégintuvélius su antikoaguliantu EDTA (etilendi-
amintetraacetatu). DNR i$skyrimas ir gryninimas su ,,PureLink~ Genomic DNA Mini
Kit“ (Thermo Fisher Scientific, JAV) rinkiniu atliekamas remiantis gamintojo nurodytu
protokolu.

Naudojami reagentai ir priemoneés: Invitrogen™ PureLink™ Genomic DNA Mini Kit,
Proteinazé K tirpalas (20 mg/ml), RNazé A tir palas (20 mg/ml), 96-100 % etanolis, fos-
fatinis buferinis drusky tirpalas, genominis eliucijos buferis, genominis lizés/suris§imo
buferis, genominis plovimo buferis 1 ir plovimo buferis 2, gryninimo kolonélés surinki-
mo mégintuvéliuose, surinkimo mégintuvéliai, sterilais 1,5 ml talpos mikrocentrifuginiai
mégintuvéliai.

Iranga: centrifuga ,Eppendorf™ Centrifuge 5424 R* (Eppendorf AG, Vokietija), ter-
moblokas ,,Stuart SBH200D/3 Block Heater® (Cole-Parmer, Jungtiné Karalysté), vortek-
sas ,,Vortex-Genie 2° (Scientific Industries, JAV)

Darbo eiga: i sterily mikrocentrifuginj meégintuvélj pridedama 20 pl proteinazés K
tirpalo. I$ $aldytuvo i$imami kraujo éminiai ir paliekami kambario temperatiroje susilti
10-15 min. At$ildzius kraujo éminj, j mikrocentrifuginj mégintuvélj su proteinaze K per-
keliama 200 ul kraujo. Jei méginyje nepakankamas kraujo kiekis, méginys skiedZiamas
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PBS tirpalu iki reikiamo 200 ul tario. Ribonukleoragstis (RNR) i§ méginio pasalinama
j méginj jpilat 20 ul RNazés A tirpalo. Méginys gerai sumaiSomas trumpai sukant (vor-
teksuojant) bei inkubuojamas kambario temperatiiroje 2 min. Pridedama 200 pl genomi-
nio lizés/surisimo buferio bei sukama iki kol bus pasiektas homogeninis tirpalas. Norint
suaktyvinti baltymy skaidyma, inkubuojama 55°C temperatiroje termobloke 10 min.
Pasibaigus inkubacijos laikui, j mégintuvélj pridedama 200 pl 96-100 % etanolio bei su-
kama, kol bus pasiektas homogeninis tirpalas. Paruostas lizatas (~640 pl) i§ mégintuvélio
perkeliamas j gryninimo kolonéle, jdétg j surinkimo mégintuvélj. Kolonéle centrifuguo-
jama kambario temperatiiroje 1 min. 10 ooo X g. Panaudotas surinkimo mégintuvélis
iSmetamas, o kolonélé patalpinama j naujg surinkimo meégintuvélj. ] kolonéle jpylus
500 pl genominio plovimo buferio 1, centrifuguojama kambario temperattiroje 1 min.
10 000 X g. Kolonélé perkeliama i$§ panaudoto surinkimo mégintuvélio j nauja. ] kolonéle
ipylus 500 pl genominio plovimo buferio 2, centrifuguojama kambario temperattroje
3 min. maksimaliu 19 ooo x g grei¢iu. Panaudotas surinkimo mégintuvélis iSmetamas, o
kolonélé perkeliama j sterily 1,5 pl talpos mikrocentrifuginj mégintuvélj. ] kolonéle jpy-
lus 100 pl genominio eliucijos buferio, méginys inkubuojamas kambario temperattiroje
1 min. Toliau centrifuguojama kambario temperatiiroje 1 min. maksimaliu 19 000 x g
grei¢iu. Norint i$gauti daugiau DNR, eliucijos etapas kartojamas antra karta. | kolonéle
pridedama 50 pl genominio eliucijos buferio ir centrifuguojama kambario temperattroje
1,5 min. maksimaliu 19 ooo x g greic¢iu. Kolonélé iSmetama, o mikrocentrifuginis mégin-
tuvélis su i§skirta DNR laikinai laikomas 4°C temperataroje Saldytuve.

DNR koncentracija ir kokybé vertinama ,,NanoDrop® ND-1000“ spektrofotometru,
matuojant absorbcija (A) tam tikrame $viesos bangy ilgyje. Spektrofotometras nuvalomas
ir kalibruojamas su 1-2 pl dejonizuoto vandens. Nuvalius vandenj, 1-2 pl DNR méginio
uzne$ami ant spektrofotometro. DNR koncentracijos matavimas vykdomas esant 260 nm
bangos ilgiui, ties kuriuo DNR absorbuoja $viesg. Svarbu atsizvelgti | DNR kokybe, nes
prastas DNR $varumas gali neigiamai paveikti tolimesniy tyrimy rezultatus. Kadangi bal-
tymai sugeria Sviesa esant 280 nm bangos ilgiui, A260/A280 santykis naudojamas DNR
$varumo jvertinimui. Geros kokybés DNR A260/A280 santykis turéty biti ~1,8. Atsizvel-
gus i DNR meéginiy $varuma, geros kokybés méginiai toliau koncentruojami arba skie-
dziami dejonizuotu vandeniu iki tolimesniems tyrimams reikalingos koncentracijos.

Plataus masto genotipavimo tyrimas
Plataus masto genotipavimo principas. Genominés DNR méginiy plataus masto genotipa-

vimas atliekamas pagal VNP Zymenis (nuo 700 ooo iki 1.8 mljn. VNP) naudojant lustus
(pvz. Infinium Global Screening Array-24 v3.0 Kit, Illumina). Kiekviename Illumina rinki-
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nyje yra lustai (BeadChips) kartu su reagentais, skirtais DNR méginiams (koncentracija
~200 ng 50 ng/uL) amplifikuoti, fragmentuoti, hibridizuoti, Zymeti ir aptikti (iScan Illu-
mina instrumentu) (1 pav.).

I diena

Il diena

Il diena

DMR amplifikacija
Trukme: ~1 val./96 méginiai
Reagentai: 0.1 N NaOH, MA1,
MA2, MSM

!

MSA3 plokstelés inkubacija
20-24 val.
I5eiga: MSAZ plokitelé su
amplifikucta DNR

DNR fragmentavimas
Trukmeé: ~30 min.
Inkubacija: 1 val.
Reagentai: FMS

!

DNR nusodinimas
Trukmeé: ~30 min.
Inkubacija: 2 val.
Reagentai: 2-propanolis, PM1

Lusto plovimas
Trukme: ~15 min.
Vésinimas: 25 min.
Reagentai: PB1

|
*

Lusto dafymas
Trukme: ~3 val.
Vésinimas: 25 min.
Reagentai: 75% RtOH, 95%
formamidas/1mh EDTA,

i AT, EML, LX1, LX2, RAI,
PB1; RAL, SML, XC3, XC4
M) DZiovinimas: 1 val.

DNR resuspendavimas
Trukme: ~30 min.
Inkubacija: 1 val. l
Reazentai: RA1 Y.

l Lusto vizualizacija

e e e e \ llumina iScan vaizdy sistema
Meg'“"‘ hinridizacija luste Skenavimas 35 min./lustas
Trukme: ~30 min.

Inkubacija: 20 min.

Vesinimas: 30 min.

Inkubacija: 16-24 val.

Reasentai: 100% EtOH. PB2. /,

1 pav. Plataus masto genotipavimo /llumina Infinium tyrimo protokolas ir darbo eiga

Analizé remiasi viso genomo amplifikacija (1 val. ir inkubacija 37°C, 20-24 val.) pa-
gausinant DNR iki 1000 karty; amplifikuota DNR yra fragmentuojama (37°C, 1 val.),
nusodinama, resuspenduojama (48°C, 1 val.) ir hibridizuojama su VNP specifiniais pra-
dmenimis, kurie yra imobilizuoti luste (hibridizacija vyksta 48°C, 16-24 val.). Toliau vyk-
domas pohibridizacinis etapas (lusto dazymas), kuris apima atplovimo ir vieno nukleoti-
do pratesimo reakcijg su pratestu nukleotidu, zymétu fluorescenciniu dazikliu, ir signalo
sustiprinimas dazais. Fluorochromais Zyméti nukleotidai yra aptinkami naudojant Illu-
mina iScan opting sistema, kuri identifikuoja spalvas ir signalo intensyvuma. Pirminiy
duomeny kokybés kontrolé (duomeny normalizavimas, klasterizacija ir genotipy klasifi-
kavimas) ir pirminé analizé atliekama naudojant GenomeStudio 2.0 programing jranga.
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Plataus masto genotipavimo protokolas.

(1) gDNR gausinimas
Etapui naudojami reagentai: MA1, MA2, MSM, 0,1 N NaOH
Darbo eiga:

*

* & o o

Atsizvelgiant | tirlamy DNR méginiy skaiciy, | MSA3 / MSA6 plokstele i$pilstoma
po 20 pl MA1 reagento.

I plokstelés kiekviena $ulinélj su M A1 jpilti po 4 pl 0,1 N NaOH.

I plokstelés sulinélius jpilti po 200 ng DNR (t. y. po 4 pl DNR (50+5) ng/pl koncen-
tracijos). Uzdengti plokstele dengiamuoju dangteliu.

Purtyti plokstele purtykléje 1600 aps./min. grei¢iu 1 min. Centrifuguoti 28oxg
greiciu 1 min.

Inkubuoti plokstele kambario temperattiroje (nuo +18 °C iki +25 °C) 10 min.

I kiekvieng plokstelés $ulinélj su méginiais i$pilstyti po 34 pl MA2 reagento.

I kiekvieng plokstelés $ulinélj su méginiais i$pilstyti po 38 ul MSM reagento.
Uzdengti plokstele dengiamuoju dangteliu. Purtyti purtykléje 1600 aps./min. grei-
¢iu 1 min. Centrifuguoti 280xg grei¢iu 1 min.

Inkubuoti plokstele hibridizacijos krosnyje +37 °C 20—24 val.

(2) gDNR skaidymas
Etapui naudojami reagentai: FMS

Darbo eiga:

*

ISimti i$ hibridizacijos krosnies MSA3 / MSA6 plokstele, nucentrifuguoti 28oxg
greiciu 1 min.

I plokstelés $ulinélius su méginiais iSpilstyti po 25 pl FMS reagento, uzdengti
plokstele dengiamuoju dangteliu. Purtyti 1600 aps./min. grei¢iu 1 min. Centrifu-
guoti plokstele 280xg greic¢iu 1 min.

Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje +37 °C 1 val.

(3) gDNR issodinimas
Etapui naudojami reagentai: PM1, 2-propanolis
Darbo eiga:

*

*

*

] MSA3 / MSAG6 plokstelés méginiy Sulinélius po 50 ul iSpilstyti PM1 reagenta,
uzdengti dengiamuoju dangteliu. Purtyti 1600 aps. / min. grei¢iu 1 min.
Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje +37 °C 5 min. Po inkubavimo
centrifuguoti 28oxg greic¢iu 1 min.

I kiekvieng plokstelés Sulinélj iSpilstyti po 155 ul 100 % 2-propanolio, uzdengti
plokstele nauju dengiamuoju dangteliu. 10 karty apversti.
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Inkubuoti plokstele saldytuve (nuo +2 °C iki +8 °C) 30 min.
Po inkubavimo plokstele centrifuguoti 3000xg grei¢iu 20 min. Po centrifugavi-
mo plokstelés Sulinéliuose su méginiais dugne turi biti matomos melsvos spalvos
nuosédos.

¢ Nedelsiant i$imti plokstele i§ centrifugos, pasalinti dengiamajj dangtelj ir staigiu
judesiu apversti plokstele ant beplausiy sugertuky. Neleidziant supernatantui pa-
kliati j kitus Sulinélius stipriai dauzyti plokstele ant absorbuojanciy beplausiy su-
gertuky 1 min.

¢ Apverstg neuzdengta plokstele ant mégintuvéliy stovo dziovinti kambario tempe-
rataroje (nuo +18 °C iki +25 °C) 1 val.

¢ Pries resuspendacijq jsitikinti, kad nuosédos isdzitavo.

(4) gDNR resuspendacija

Etapui naudojami reagentai: RA1

Darbo eiga:

¢ ] MSA3/ MSAG6 plokstele su nuosédomis ispilstyti po 23 ul RA1 reagento.

¢ Ant plokstelés uzlydyti dengiamosios folijos lapg naudojantis folijos uzlydytuvu
(folijos lapo matine puse j vidy).

¢ Plokstele inkubuoti hibridizacijos krosnyje +48 °C 1 val. Po inkubavimo plokstele
purtyti 1800 aps./min. grei¢iu 1 min.; centrifuguoti 28oxg grei¢iu 1 min.

(5) gDNR hibridizacija ant lusty

Etapui naudojami reagentai: PB2

Darbo eiga:

¢ Hibridizacijos kameros paruo$imas: surinkti hibridizacijos kamers, i hibridizaci-
jos kameros dugna tinkamai jdéti gumine tarpine, i dugne esancius rezervuarus,
priklausomai nuo naudojamy lusty skaiciaus, jpilti po 400 pl PB2 reagento, uz-
dengti hibridizacijos kamera dang¢iu.

Hibridizacija:

¢ Resuspenduotus méginius MSA3 / MSA6 ploksteléje denatiiruoti mikroploksteliy
inkubatoriuje +95 °C 20 min.
Po denatiiravimo plokstele vésinti kambario temperattiroje 30 min.
Plokstele trumpai centrifuguoti 280xg greiciu.
I$pakuoti lustus ir tinkamai sudéti j hibridizacijos kameros jdéklus, kurie uzpylus
DNR méginius ant lusty bus dedami j hibridizacijos kamera.

¢ Ant atitinkamo jleidimo j lustg laukelio uzpilti po 14 pl resuspenduoto DNR mé-
ginio.
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¢ Nedelsiant, lustus, esancius hibridizacijos kameros jdékluose, tinkamai jdéti j hi-
bridizacijos kameroje jiems esancias vietas ir atsargiai uzdengti hibridizacijos ka-
meros dangciu. Dviem judesiais uZspausti hibridizacijos kameros uzraktus.

¢ Hibridizacijos kamerg padéti ant hibridizacijos krosnies padéklo taip, kad kame-
ros uzraktai baty nukreipti j kaire ir j deSine krosnies sienas.

¢ Inkubuoti esant 5 vienety hibridizacijos krosnies padéklo sitbavimui +48 °C
16—24 val.

(6) Lusty plovimas

Etapui naudojami reagentai: PB1

Darbo eiga:

¢ I8imti hibridizacijos kamerg i$ hibridizacijos krosnies ir palaukti 25 min. kol atvés
iki kambario temperatiros (nuo +18 °C iki +25 °C).

¢ Pripildyti (~200 ml) du stiklinius indus PB1 reagentu. Metalinj lusty laikiklj pa-
merkti j pirmajj indg su PB1 reagentu.

¢ Paruosti daugiavietj lusty talpiklj. Pripildyti ji ~150 ml PB1 reagento (kad lustai
buty visiskai apsemti).

*

Paruosti Te-Flow™ tékmés kamery dalis: juodus rémelius, plastikines tarpines (In-
Sfinium LCG glass back spacers), dengiamuosius stiklus (Infinium LCG glass back
plates) ir gnybtukus.

Dengiamuosius stiklus paruosti i§ anksto kiekvieng kartg prie$ naudojant plauti
1% detergento tirpalu (pvz., Alconox®™) pagal gamintojo nurodyta protokola.
Jjungti termostatg ir vandens cirkuliacijos sistema prijungta prie Te-Flow™ té-
kmés kamery laikiklio Tecan, kad nusistovéty +44 °C temperatira (temperattiros
matavimui naudoti nesiojamg RTD termometrg).

Hibridizacijos kamerai atvésus, ja atidaryti ir iSimti jdéklus su lustais.

I§ jdéklo isimti po vieng lusta, ji laikant briksniniu kodu arc¢iau saves, vienu létu
jstrizu testiniu judesiu nuimti lusto plévele. Neliesti lusto pavirsiaus su hibridizuo-
tais DNR méginiais. Saugoti lusta nuo isdzitvimo.

Nulupus plévelg, lusta palengva panardinti j metalinj lusty laikiklj pirmame inde
su PB1 reagentu.

Visiems lustams esant panardintiems metaliniame lusty laikiklyje pirmame inde
su PB1 reagentu, lusty laikiklj aktyviai, bet $velniai kilnoti kertant skyscio pavirsiy
1 min.

Perkelti VNP-LGH lusty laikiklj su VNP-LGH lustais j antrg indg su PB1 reagentu
ir aktyviai, bet $velniai kilnoti kertant skys¢io pavirsiy 1 min.
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Te-Flow™ tékmés kamery surinkimas

Paruosti daugiavietj lusty talpiklj, ¢ia patalpinti juodus rémelius j jiems skirtas
vietas talpiklyje.

I rémelius jdéti lustus, jsitikinti, kad jie yra pilnai panire PB1 reagente.

Atskyrus nuo balty apsauginiy pléveliy, permatomas plastikines tarpines tinkamai
uzdéti ant panardinty lusty.

Tinkamai uzdéti talpiklio laikiklj ant lusty talpiklio su rémeliais, lustais ir tarpinémis.
Suspausto sauso oro priemone nupusti dulkes nuo tinkamai i$plauty ir 70 % eta-
noliu nuvalyty dengiamuyjy stikly ir nedelsiant stiklus guldyti ant lusty su plastiki-
némis tarpinémis.

Kiekvienos surenkamos Te-Flow™ tékmés kameros dviejose vietose uzspausti
gnybtukus — 5 mm atstumu nuo vir$aus ir briksninio kodo puséje 5 mm atstumu
nuo reagenty rezervuaro pradzios;

Zirklémis nukirpti i$sikiSusias plastikiniy tarpiniy dalis abiejose surinktos Te-
Flow™ tékmés kameros pusése.

Surinktas Te-Flow™ tékmés kameras laikyti horizontaliai ant darbastalio ir talpinti
i Te-Flow™ tékmés kamery laikiklj Tecan tik tuomet, kai viskas paruosta tolesnei
dazymo procedarai.

Tuscia hibridizacijos kamerg nedelsiant plauti dH O, o PB2 reagento rezervuarus
kruopsciai patrinti Sepetéliu tam, rekomenduojama plovimui naudoti 1 % deter-
gento tirpalg (pvz., Alconox®) ir po to gausiai praskalauti dH,O.

(7) Lusty daZymas
Etapui naudojami reagentai: RA1, LX1, LX2, EML, XC3, SML, ATM, PB1, XC4, 95%

formamido ir imM EDTA misinys.

Darbo eiga:
+ Vienos bazés pratesimo reakcija

»  [sitikinus, kad Tecan laikiklio pavir$iaus temperatiira yra +44°C, patalpinti su-
rinktas Te-Flow™ tékmés kameras j Te-Flow™ tékmés kamery laikiklj Tecan.
= ] kiekvieng Te-Flow™ tékmés kamerg automatine pipete jpilti:
- 150 pl RA1 reagento, inkubuoti 30 s, kartoti 5 kartus (i$ viso 6 jpylimai);
- 225 ul LX1 reagento, pakartoti vieng karta, inkubuoti 10 min.;
- 225 ul LX2 reagento, pakartoti vieng karta, inkubuoti 10 min.;
- 300 ul EML reagento, inkubuoti 15 min.;
- 250 pl FA ir EDTA reagento, inkubuoti 1 min., du kartus pakartoti ir inku-
buoti 5 min.
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Termostato ir vandens cirkuliacijos sistemoje nustatyti temperatirg nurodyta
ant SML reagento buteliuko.
- 250 pl XC3 reagento, inkubuoti 1 min., pakartoti du kartus.

¢ Lusty dazymas

Jei jvykdzius protokola numatoma i$ karto skenuoti lustus, jjungti HiScan™SQ

sistemos iScan genominj analizatoriy.

Dazyma pradéti tik tuomet, kai pasiekta ant SML reagento pakuotés nurodyta

temperatura.

I kiekvieng Te-Flow™ tékmés kamerg automatine pipete jpilti:

- 250 pl SML reagento, inkubuoti 10 min,;

- 250 pl XC3 reagento, inkubuoti 1 min., du kartus pakartoti ir inkubuoti
5 min.;

- 250 pul ATM reagento, inkubuoti 10 min.;

- 250 pl XC3 reagento, inkubuoti 1 min., du kartus pakartoti ir inkubuoti
5 min.;

- 250 pl SML reagento, inkubuoti 10 min.;

- 250 pl XC3 reagento, inkubuoti 1 min., du kartus pakartoti ir inkubuoti
5 min.;

- 250 ul ATM reagento, inkubuoti 10 min.;

- 250 pl XC3 reagento, inkubuoti 1 min, du kartus pakartoti ir inkubuoti
5 min.;

- 250 pl SML reagento, inkubuoti 10 min,;

- 250 pl XC3 reagento, inkubuoti 1 min., du kartus pakartoti ir inkubuoti
5 min.

Nedelsiant isimti Te-Flow™ tékmés kameras i§ laikiklio Tecan, padéti horizon-

taliai ant darbastalio.

¢ Lusty plovimas ir padengimas

I plastikinj plovimo indg jpilti ~310 ml PB1 reagento, j jj tinkamai patalpinti
plastikinj lusty laikiklj plovimui po dazymo.

Irinkti Te-Flow™ tékmés kameras: mentele atkabinti gnybtukus; atsargiai nu-
imti dengiamuosius stiklus; stengiantis nepaliesti lusto méginiy zony nuimti
plastikines tarpines;

Lustg bruksniniu kodu nuo saves nedelsiant panardinti | PB1 tirpale esantj
plastikinj laikiklj. Puse¢ lusty talpinti prie$ laikiklio rankeng, pus¢ — uz. Lustai
turi bati pilnai panardinti PB1 reagente.

Létai kertant PB1 reagento pavirsiy kilnoti plastikinj laikiklj su lustais auks-
tyn-zemyn 10 karty. Palaikyti 5 min.
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Supurtyti XC4 reagentg, jsitikinti, kad jis visiskai resuspendaves.

I plastikinj plovimo indg jpilti ~310 ml XC4 reagento, nelaikyti jo inde ilgiau
nei 10 min.

Po lusty mirkymo PB1 reagente, plastikinj lusty laikiklj tinkamai patalpinti j
indg su XC4 reagentu.

Létai kertant XC4 reagento pavirsiy kilnoti plastikinj laikiklj su lustais auks-
tyn-zemyn 10 karty. Palaikyti 5 min.

Létai iStraukti ir nuvarvinti plastikinj laikiklj su lustais i§ XC4 reagento indo,
laikiklj padéti ant mégintuvéliy stovo taip, kad lusty briaksniniai kodai buty
nukreipti j vir$y.

I§ plastikinio laikiklio i$traukti lustus ir iSrikiuoti ant mégintuvéliy stovo
bruksniniais kodais j virsy.

Lustus dZiovinti vakuuminéje dziovykléje 50—55 min esant 675 mm Hg (0,9 bar).
I$dziovinty lusty reversines puses atsargiai nusluostyti nuo XC4 reagento per-
tekliaus 70 % etanoliu suvilgytomis beplausémis servetélémis.

Lusty skenavimas Illumina iScan genetiniu analizatoriumi.

iScan genetinio analizatoriaus paruo$imas: jjungti kompiuterj ir suvesti prisi-
jungimo duomenis; jjungti Illumina iScan genetinj analizatoriy; pradiniame
darbalaukio lange pasirinkti iScan Control Software (iCS) aplikacijg ir suvesti
prisijungimo duomentis; i$ anksto per DM AP Client programa parsisiysti lusty
(pagal kiekvieng unikaly bruksninj kodg) dekodavimo dokumentus, kiekvie-
nam lustui po vieng .dmap dokumenta. Juos patalpinti DMAPS kataloge.
Lusty skenavimas: iCS aplikacijoje pasirinkti Start > atsidarius prietaiso dure-
léms ant isvaziavusios platformos j atitinkamas vietas tinkamai sudéti paruos-
tus lustus, > iCS aplikacijoje pasirinkti Next, prietaiso durelés uzsidaro. Gene-
tinis analizatorius nuskaito lusty braksninius kodus. > Pasirodo lentelé (3x4)
su kiekvieno lusto duomenimis (braksninio kodo skaitmenimis, lusto tipu ir
skenavimo protokolu bei vaizdo formatu). > Naudojantis Settings mygtukais
lenteléje pagal poreikj galima atlikti nustatymy korekcijas. Lentelés apacioje
esanciuose laukeliuose butina nurodyti .dmap dokumenty kataloga (angl. In-
put path) ir po skenavimo gaunamy duomeny kaupimo katalogg (angl. Output
path).

Jeigu viskas yra atlikta, pasirinkti Scan. Skenavimo trukmeé priklausomai nuo
skenuojamy lusty skaiciaus — iki 2 valandy.
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Plataus masto epigenomo tyrimas

Plataus masto metilomo analizés principas. Plataus masto metilomo analizé atliekama
taikant Illumina lustus Infinium Methylation EPIC v2.0 BeadChip Kit (32 Spl), kurie lei-
dzia aptikti > 935 ooo Zymeny bei nustatyti tiksliniy genomo sri¢iy metilinimo lygio
skirtumus DNR méginiuose. Kiekviename Illumina rinkinyje yra lustas su reagentais,
skirtais DNR méginiams (200 ng / 50 ng/uL DNR isskirta i§ kraujo leukocity) amplifi-
kuoti, fragmentuoti, hibridizuoti, Zyméti ir aptikti iScan Illumina instrumentu. Pradi-
niam darbo etapui - DNR bisulfitinimui - reikalingi papildomi reagentai Zymo EZ DNR
metilinimo rinkinys (Bisulfite conversion, EZ DNA Methylation™ Kits, Zymo). Analizés
esme sudaro viso metilomo vertinimas, aptinkant citozino metilinimg CpG salose, re-
miantis daugialypiu bisulfitu konvertuotos genominés DNR genotipavimu. Apdorojant
DNR bisulfitu, nemetilinti citozinai chemiskai modifikuojami j uracila, o metilinti cito-
zinai lieka nepakite. Bisulfito konversijos metu reikia laikytis Illumina rekomenduojamy
inkubavimo salygu, kad padidinti DNR konversijos greitj, tac¢iau atlikdami visus kitus
veiksmus, reikia vadovautis gamintojo (Zymo EZ) instrukcijomis. Bisulfitu konvertuoti

| diena

Il diena

Bisulfiting konversija —\\
(pasiruciime etapas)

Trukme: ~1,5 val.
Inkubacija: 17-18 val.
Reagentai: Zymo EZ
DMA Methylation Kit
Genomic DMNA

2 pav. Plataus masto DNR metilinimo analizés protokolas ir darbo eiga

-

BCD plokitelés paruosimas

Trukme: ~2 val.
Reagentai: Zymo EZ DNA
Methylation Kit Genomic
DNA

I

DNR amplifikacija

Trukme:~1val.
Reagentai: 0.1 N NaOH,
MAL, RPM, M5

|

DNR inkubacija

20-24val.
lieiga: MSA4 plokitele su
amplifikuota DMR

Il diena

DNR fragmentavimas
Trukmé: ~30 min.
Inkubacija: 1 val.

IV diena

Lusto plovimas
Trukmé: ~20-30 min.
Wesinimas: 25 min.

Inkubacija: 2 val.
Reagentai: 2-propanolis,
PRI

I

DMNR resuspendavimas
Trukmeé: ~30 min.
Inkubacija: 1 val.

Reagentai: RAL
h

Reagentai: FMS Reagentai: PE1
¥ ¥
DMR nusodinimas
Trukme: ~30 min. Lusto daiymas

Trukme: ~3 val.
WVesinimas:~1val.
Reagentai: 75% EtOH, 95%
formamidas/1mM EDTA,
ATM, EML, XC1, XC2, ¥C3,
XC4, TEM, STM, PE1, RAL
Diiovinimas: 1val.

I

'

Trukmeé: ~30-45 min.
Inkubacija: 20 min.
Vesinimas: 30 min.
Inkubacija: 16-24 val.

xca

o

Méginiy hinridizacija luste

Lusto vizualizacija

llumina iScanvaizdy sistema
Skenavimas ~1val.flustas

Reagentai: 100% EtOH, PB2,
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genominés DNR meéginiai perkeliami i plokstele, tolesni tyrimo etapai atitinka plataus
masto genotipavimo Illumina Infinium tyrimo protokola (2 pav. ir 2.1.1. skyrius ,,Plataus
masto genotipavimo protokolas®). Darbas vykdomas grieztai laikantys gamintojo pro-
tokolo  (https://support-docs.illumina.com/ARR/Inf_HD_Methylation/Content/ARR/
FrontPages/inf_hd_methylation_pg.htm) pagal schema pateiktg 2 paveiksle.

DNR metilinimo duomeny analizé bioinformaciniais jrankiais. Illumina Methylation
EPICv2.0 metilinimo duomenys paprastai gaunami intensyvumo duomeny faily (angl.,

intensity data, IDAT) patentuotu formatu, kurj i$veda iScan skenavimas ir kuriame sau-
gomas kiekvieno lusto zondo intensyvumas. Pirminiy duomeny apdorojimas atliekamas
su ,,GenomeStudio“ programine jranga. Ji naudojama duomeny kokybés kontrolei atlik-
ti. Metilinimo duomeny kokybés kontrolei galima naudoti ir R ,,Bioconductor” paketus
»SeSAMe* bei ,,DMRcate, su kuriais IDAT formato Zaliaviniai duomenys paverciami j
skaitines metilinimo signalo stiprumo vertes. Sie paketai leidzia atlikti tolesnj metilinimo
duomeny normalizavima ir diferencinius tyrimus.

Metilinimo frakcijos vertés, kuriy klaidingo aptikimo tikimybé didesné nei 0,01 (p >
0,01), nevertinamos pasalinant jas i§ analizés. Taip pat jeigu méginyje yra nuo 10% iki
20% nevertinamy metilinimo frakcijos reik§miy tokie méginiai pasalinami i$ analizés.

Duomeny kokybés kontrolé. Likusiems méginiams ir analizei tinkamiems metilini-
mo frakcijos vertéms atliekama dazo nuokrypio ir fono korekcija (angl. ,Dye-bias and
background correction®) ir normalizavimas ,Noob“ (angl., normal-exponential out-of-
band) metodu. ,Noob“ yra ,,normalus eksponentinis uz juostos riby*“ fono korekcijos ir
dazy poslinkio i$lyginimo metodas, naudojamas analizuojant Illumina Infinium metili-
nimo matricas. Tai metodas, kuris naudoja uz juostos riby esancius valdymo zondus, kad
jvertinty ir iStaisyty fono suri$ima normalizuojant duomenis [30]. Toliau méginiy tin-
kamumo tyrimui patikrinimas atliekamas naudojant daugiamatj mastelio keitima (angl.
»Multidimensional scaling®”, MDS) ir pagrindiniy komponen¢iy analize (ang. ,,Principal
component analysis“, PCA). Sie metodai projektuoja daugiamacius méginius j mazesnio
matumo erdve, kas leidzia pastebéti atskiry méginiy nuokrypius nuo savo kategorijos
ir aptikti partijos efektus (angl. ,Batch effect®) kada skirtumai tarp méginiy yra salygoti
techniniy artefakty, kaip pavyzdziui tie patys méginiai surinkti skirtingose laboratorijose
arba skirtingu laiku, ir matysis kaip skirtingos viena nuo kitos nutolusios grupés projek-
cijy erdvéje. Partijos efektams pataisyti arba naudojami papildomi normalizavimo me-
todai (artimiausiy bendry kaimyny arba dirbtiniy kintamyjy analizé (angl., ,Surrogate
variable analysis“) bet dazniausiai atrastas partijos efektas yra anotuojamas ir tolesnéje
analizéje jtraukimas kaip papildomas kovariantinis kintamasis.

Metilinimo skirtumy tarp grupiy ir asociacijos su fenotipu testavimas. Metilinimo frak-
cijos skirtumai gali bati stebimi tarp skirtingy kokybiniy fenotipiniy grupiy (kaip lytis,
gyvenimo budas ir kt., pvz., skirtumai tarp rakanciy arba nerakanciy). Metilinimo frak-
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cijos skirtumai gali bati asocijuoti ir su tolydziai kintanciais fenotipais, kaip kitno masés
indeksas (KMI) ar santykinis telomery ilgis. Metodai naudojami reik§mingy metilinimo
frakcijos skirtumy nustatymui tarp grupiy ar asociacijos su tolydziu fenotipu yra paremti
tiesiniais modeliais. ,,Bioconductor® R paketai ,,SeSAMe* ir ,,DMRcate® skirti metilini-
mo duomeny analizei naudoja ,,limma“ (angl., linear model matrix) metodag [31]. Limma
yra tiesiniy modeliy naudojimas analizuojant visus eksperimentus kaip integruotg visu-
ma, — tai turi jtakos dalijimuisi informacija tarp méginiy. Kiekvienam lusto zondui (angl.
»probe®) jvertinama ar yra reik§mingas metilinimo frakcijos skirtumas tarp grupiy, ar
stipri koreliacija tarp fenotipo ir metilinimo frakcijos, parodanti asociacijg. Skirtumui
tarp grupiy vertinti ,,limma“ atlieka t-testg patikrinti ar metilinimo frakcijos vidurkis
reik§mingai skiriasi tarp méginiy, kurie priklauso skirtingoms grupéms. Nustatyti aso-
ciacijai su kiekybiniu fenotipu ,limma*“ atlieka tiesinés regresijos modelio koeficienty ir
ju reikSmingumo vertinimg. Asociacijos nustatyme j regresijos modelj gali buti jtraukti
papildomi kintamieji, kurie gali jtakoti asociacijos stipruma (pvz., amzius ir lytis). Kie-
kvienam lusto zondui, kuris buvo jtrauktas j analize ,limma“ suskai¢iuoja skirtumo arba
asociacijos efekto dydj, statistikos reik§me ir p reik§mingumo lygmenj. Taip pat kiekvie-
nam zondui yra jvertinama klaidingo aptikimo tikimybé (angl. ,False discovery rate®,
FDR). Tie zondai kuriems FDR < 0.05 yra atrenkami kaip zymenys, kuriy metilinimo
frakcija reik§mingai skiriasi tarp grupiy ar kitu atveju yra reikémingai asocijuota su to-
lyginiu fenotipu. Jeigu reik§mingi zondai Zymenys CpG salose patenka j geno sritj ar
persidengia su genine sritim, tuomet $is persidengimas atskleidzia galima nustatyto geno
sasaja su tiriamu fenotipu per reguliacinius kelius ir mechanizmus. Tam, kad atskleisti
kokie tai gali bati biologiniai reguliaciniai keliai reikalinga tolesné analizé paremta zy-
mens geninés aplinkos tyrimu. Zymens geninés aplinkos tyrimas gali biiti atliekamas pa-
sinaudojant egzistuojanc¢iomis genomo nars$ykliy duomeny bazémis tokiomis kaip Santa
Kruzo Kalifornijos Universiteto Genomo Narsyklé (angl., ,UCSC Genome Browser®),
Eoropos Bioinformatikos Instituto ,,Ensembl“ duomeny bazé arba Nacionalinio Biotech-
nologijos Informacijos Centro (angl., ,National Center of Biotechnology Information®
NCBI) duomeny bazé.

Santykinio telomery ilgio nustatymas

Periferinio kraujo leukocity santykinio telomery ilgio (STI) matavimas atliekamas tai-
kant kiekybine realaus laiko polimerazés grandining reakcija (RL-PGR) - tai didelio na-
$umo metodas, nereikalaujantis dideliy DNR kiekiy ir yra patogus dideliy im¢iy epide-
miologiniuose tyrimuose.
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STI nustatymo metodologija gali remiantis Joglekar ir kity mokslininky [32] aprasyta
optimizuota RL-PGR metodika. Norint jvertinti STI, amplifikuojamos telomeros ir vie-
nos kopijos genas — Zzmogaus [-globino (HBB) genas. Atliekami du pakartojimai. Kaip
referentiné-kontroliné DNR tyrime naudojamas trijy su tyrimu nesusijusiy asmeny DNR
misinys. Tyrimo metu prie dvigrandés DNR nespecifiskai jungiasi fluorescencinis dazas
,SYBR® Green I“ Pagal didéjantj fluorescencijos lygi po kiekvieno RL-PGR ciklo nusta-
tomas produkto kiekis. Kai fluorescencija 10 karty virsija foninj lygj (angl. baseline) ir
pasiekiamas slenkstinis lygis (angl. threshold), fiksuojama Ct (angl. cycle threshold) verté,
kuri toliau naudojama STI apskaic¢iavimui.

Naudojami reagentai ir priemonés: RL-PGR plokstelé ,,MicroAmp™ Optical 96-Well
Reaction Plate“ (Thermo Fisher Scientific, JAV), optiné plévelé ,Optical Adhesive Co-
vers“ (Thermo Fisher Scientific, JAV), sterilais 1,5 ml talpos mikrocentrifuginiai mégintu-
véliai, vanduo be nukleaziy (QIAGEN N.V,, Vokietija), RL-PGR misinys ,,SYBR™ Green
PCR Master Mix“ (Thermo Fisher Scientific, JAV), pradmeny sekos (Thermo Fisher Sci-
entific, pasirinktos pagal Joglekar ir kt., 2020 [32]):

- TelA5-CGGTTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT TGG GTT-3’

- TelB5’-GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT TAC CCT-3’

- HBB15-GCT TCT GAC ACA ACT GTG TTC ACT AGC-3’

- HBB25-CAC CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3

Jranga: RL-PGR termocikleris ,,790oHT Fast Real-Time PCR System” (Applied Bio-
systems, JAV), centrifuga ,HETTICH ZENTRIFUGEN D-78532 Tuttlingen® (Hettich
Zentrifugen, Vokietija), mini centrifuga ,Mini centrifuge ROTILABO®™ (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Vokietija), purtyklé (Vortex) ,,Lab Dancer Vario“ (IKA Works GmbH
& Co. KG, Vokietija).

RL-PGR plokstelés surinkimas vykdomas sterilioje aplinkoje (traukos spintoje — La-
minare). Pradmenys ir DNR meéginiai at$ildomi kambario temperatiroje, supurtomi ir
nucentrifuguojami. Pagal 3-oje lenteléje pateiktus reagenty tarius 1,5 ml mégintuvéliuose
paruosiami du RL-PGR reakcijos misiniai: vienas — telomery pagausinimui, kitas - HBB
geno.

I mégintuvélj supilami visi reagentai, i§skyrus DNR. Reakcijos mi$iniai supurtomi ir
nucentrifuguojami. ] RL-PGR plokstelés $ulinélius i$pilstoma po 19 pl reakcijos misinio: i
48 Sulinélius telomery amplifikacijai skirto reakcijos misinio, i kitus 48 Sulinélius - HBB
amplifikacijai skirto reakcijos misinio. I $ulinélius jneSama po 1 ul DNR méginio arba
referentinés DNR. Atliekami du pakartojimai. Neigiamai kontrolei j Sulinélj nejne$ama
DNR.
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3 lentelé. RL-PGR reakcijos miSinio sudétis santykinio telomery ilgio nustatymui

Pradiné Galutiné Taris vienam
Reagentas k .. .. L.
oncentracija koncentracija méginiui, pl
Vanduo be nukleaziy - - 5
Pradme- |TelA + TelB 100 uM + 100 pM. | 0,8 pM + 1,5 uM 2+2
nys HBBI1 + HBB2 100 pM + 100 uM 3uM + 7 uM 2+2
RL-PGR misinys ,,SYBR™ Green
PCR Master M}i,x“ 2X 2X 10
Viso: - - 19
DNR 20 ng/ul 1
Viso: - - 20

Surinkta plokstelé uzdengiama optine plévele, apsaugancia nuo garavimo. Plokstelé
centrifuguojama 2 0oo aps./min. 2 min. Plokstelé uzdengiama nuo issilydymo ja apsau-
ganciy terminiu kompresu ir jdedama j RL-PGR termociklerj. ,,SDS 2.3 Applied biosys-
temsTM" programoje pasirenkama standartinés kreivés 96-iy Sulinéliy plokstelei progra-
ma. Kaip detektorius pasirenkamas ,,SYBR® Green 1 dazas. Sukuriama temperatiiriné
programa (4 lentelé).

4 lentelé. RL-PGR temperatiriné programa santykinio telomery ilgio nustatymui

Etapas Temperatiira Trukmé Cikly skaicius

DNR polimerazés 95°C 10 min. 1
aktyvacija
Denatiiracija 95°C 15s
Pra.(.imenq hibridi- 60°C 5 min. 35
zacija
Lvd  kreive 95°C 15s 1

yaymost kretves 60 °C 1 min. 1
stadija

95°C 1

Pasibaigus reakcijai, fiksuojamos Ct vertés. Siekiant patikrinti PGR produkty speci-
fiskuma, papildomai atliekama lydymosi kreivés analizé. Telomery produkto lydymosi
temperatara ~76°C, o HBB produkto - ~80°C.

RL-PGR efektyvumo jvertinimas. Norint uztikrinti RL-PGR optimizacijg ir kokybiska
STI apskai¢iavimg, nustatomas telomery ir HBB geno reakcijy efektyvumas. Sis rodiklis
jtakojamas pasirinktos detekcijos sistemos bei naudojamy pradmeny struktiiros (leidzia
patikrinti, ar néra klaidy ruosiant méginius). RL-PGR reakcijos efektyvumas vertinamas
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atliekant referentinés DNR dukartinius serijinius skiedimus su dviem pakartojimais:
20 ng/ul, 10 ng/pl, 5 ng/yl, 2,5 ng/ul ir 1,25 ng/pl. Pagal gauty serijiniy skiedimy Ct ver¢iy
priklausomybe nuo koncentracijos logaritminéje skaléje konstruojama standartiné krei-
vé. Naudojant standartinés kreivés nuokrypio kampa, reakcijos efektyvumas (E) apskai-
¢iuojamas pagal $ig formule: E = 10(-/nuokrypio kampas)

Procentiné reakcijos efektyvumo iSraiska apskaic¢iuojama: E% = (E - 1) x 100 %.

Idealiu atveju, kai reakcijos efektyvumas lygus 100 % ir po kiekvieno amplifikacijos
ciklo reakcijos produkto kiekis padvigubéja, kreivés nuokrypio kampas lygus -3,32. Tai-
gi, optimizuotos RL-PGR reakcijos STT apskai¢iavimui pasizyméjo reakcijos efektyvumu
90-110% ir standartinés kreivés determinacijos koeficientu (R*) >0,98.

Santykinio telomery ilgio apskaiciavimas. Rezultaty analizé ir STI apskaic¢iavimas vyk-
domas naudojantis MS Excel programa. Pagal dviejy pakartojimy rezultatus kiekvienam
DNR méginiui ir referentinei DNR apskai¢iuojama vidutiné Ct reikmé (Ct ,, ) ir stan-
dartinis nuokrypis. Viso tyrimo metu iSlaikoma tokia pati slenkstinio lygio verté - o,2.
Kiekvieno tiriamojo telomeroms ir refrentiniam HBB genui pagal formule apskai¢iuoja-
ma ACt:

ACt = Ctyiq (refrentinésDNR) — Ct,;q (méginio)

Apskaic¢iuojamas santykinis telomery ilgis (STI):

E (telomery)ACt(telomery)

STL = MACE = —— e et

Kiekvienam méginiui ir referentinei DNR pagal formule apskai¢iuojama ACt:

ACt=Ct , (HBB)- Ct_, (telomery)

Apskaic¢iuojamas santykinis telomery ilgis (STI):

STL=AACt= ACt(méginio)-ACt(referentinés DNR)

Norint jvertinti tyrimo pakartojamumg ir atkartojamuma, skai¢iuojami referentinés
DNR pakartojimy Ct verciy variacijos koeficientai. Vertinant siuos aspektus tyrimo vi-
duje (angl. intra-assay), variacijos koeficientai apskai¢iuojami tarp referentinés DNR pa-
kartojimy vienoje ploksteléje. Vertinant pakartojamumga ir atkartojamuma tarp tyrimuy,
variacijos koeficientai apskai¢iuojami tarp referentinés DNR pakartojimy bent trijose
skirtingose plokstelése.



IV. SARKOPENIJOS IR ISSEKIMO SINDROMO
GENETINES RIZIKOS VERTINIMAS PAGAL
FENOMO, GENOMO, EPIGENOMO IR

SANTYKINIO TELOMERUY ILGIO TYRIMUY
REZULTATUS

Siuolaikinis moksly pagristas sarkopenijos ir i§sekimo sindromo rizikos vertinimas turi
bati kompleksiskas atsizvelgiant j fenotipinius rodiklius, genomo variacija, epigenomo
(DNR metilinimo) lygio profilj, santykinio telomery ilgio dinamika bei pagal $iuo metu
nustatytus ir patvirtintus bioZzymenis bei jy saveika.

Apibendrinta sarkopenijos ir/arba i§sekimo sindromo tyrimy schema (remiantis GE-
PITEL projekto multi-omikos ir bioiformatinés-biostatatistinés analizés seka) pavaiz-
duota 3 paveiksle.

Atlikti GEPITEL tyrimy rezultatai rodo, kad senyvame amziuje esant sarkopenijai ir
i$sekimo sindromui, iSryskéja specifiniai Siems geriatriniams sindromams ir patologi-
niam senéjimui badingi klinikiniai, genetinio polinkio ir epi-genomo ypatumai:

SARKOPENLIOS ir/arba ISSEKIMO SINDROMO

tyrimy schema

Sarkopenljos diagnostika — Senatvinio i¥sekimo
Europos senyvo amiiaus FENOTPO KRITERUY sindromo diagnostika
Zmoniy sarkopenijos darbo VERTINIMAS

pagal Fried kriterijus

grupeés kriterijai (EWGSOP2)

9

VISO GENOMO DUOMENY ANALIZE

A 4

VISO METILOMO ANALIZE

. 4

SANTYKINIO TELOMERY ILGIO
TYRIMAS

- KORELIACUJA TARP FENOTIPINIY RODIKLIY
- GENOTIPO-FENOTIPO ASOCIACLA
- GENOMO / EPIGENOMO/ SANTYKINIO TELOMERY ILGIO / FENOTIPO SASAJA

3 pav. Apibendrinta sarkopenijos ir/arba senatvinio iSsekimo sindromo tyrimy schema.
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¢ susije su poliligotumu, depresiskumo pozymiais, mitybos nepakankamumu, padi-
déjusia griuvimy rizika ir prastesne neuromotoriné funkcija;

¢ idryskéja budingas fizinio ir funkcinio pajégumo sumazéjimas, skeleto raumeny
masés ir jégos nykimas, nepakankama raumeny oksigenacija, fizinio kravio neto-
leravimas;

¢ genetinis polinkis siejamas su genomo variacija atsakinga uz raumeny bei cen-
trinés nervy sistemos veiklg ir reguliacija bei su transmembraniniy receptoriy
signalizacija, kuri dalyvauja raumeny ir viso organizmo energijos apykaitoje ir
biologiniy procesy reguliavime, tac¢iau kai kuriy genomo zymeny asociacija dar
turi bati patvirtinta papildomose tyrimuose su didesne tiriamuyjy imtimi;

¢ kompleksiné genomo profilio, DNR metilini mo, telomery ilgio ir klinikiniy fe-
notipy sasajos analizé tarp senyvo amziaus pacienty su sarkopenja ir/ar i$sekimo
sindromu parodé polinkj j fiziologiniy sistemy i$sekima, sumazéjusiag raumeny
mase, jéga ir funkcing bukle, o DNR metilinimo profilis buvo reik§mingai susije
su telomery ilgiu, fiziologiniais parametrais ir su gyvenimo bado ypatumais;

¢ nepaisant amziaus ir lyties, pacientai su trumpesnémis telomeromis turi didesne
rizika sirgti sarkopenija ir/arba i$sekimo sindromu;

¢ sumazéjes telomery ilgis reikSmingai susijes su Zemesniu fizinio aktyvumo lygiu ir
su mazesne raumeny mase esant sarkopenijai ir/arba i$sekimo sindromui;

¢ nors santykinis telomery ilgis, kaip atskiras rodiklis, néra reik§mingas prognozuo-
jant sarkopenijos ar senatvinio i$sekimo sindromo atsiradima, ta¢iau kompleksis-
kai jis rodo sasaja su fenotipu ir koreliacija su epigenomu (tarp 49 genomo meti-
linty sric¢iy).

Plataus masto viso genomo asociacijos
tyrimo rezultatai

Plataus masto viso genomo asociacijos tyrimo (GWAS, Genome-Wide Association Stu-
dies) metu galima nustatyti genetinius rizikos veiksnius (vieno nukleotido polimorfiz-
mus) siejamus su specifiniais Zmogaus bruozais, ligomis ar buklémis jskaitant sarkope-
nijos ir/arba i§sekimo sindromo fenotipg. GWAS metu analizuojami atvejo (tiriamuyjy su
dominanciy pozymiu, kaip tirty geriatriniy sindromu) ir kontrolés (asmenys be pozy-
miy) genomo variacija, siekiant identifikuoti reik§mingas asociacijas tarp VNP ir fenoti-
po. GWAS analizéje VNP laikomi reik§mingai susijusiais su fenotipu, kuriy p reik§mé yra
mazesneé nei 5x10°78, ir ,,galimai asocijuoti® (angl., suggestively associated), kai p reik§me
mazesné uz 1x107. Tokie variantai rodo galima, taciau dar nepakankamai stipry rysj su
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fenotipu ir paprastai reikalauja papildomy tyrimy (pvz., taikant geno kandidato atve-
jo-kontrolés asociacijos analize), kad buty patvirtintas jy reikSmingumas.

GEPITEL projekto metu atlikta GWAS analizé 192 senyvo amziaus (82,2176 mety
amziaus) tiriamiesiems su (atvejo) ir be sarkopenijos ir/ar senatvinio i§sekimo sindromo
(kontrolé). GWAS parodé 10 svarbiausiy VNP (su pataisyta p reik§me, angl. p.adjust) sie-
jamy su sarkopenijos ir i$sekimo sindromu, ta¢iau reikSmingumas nesieké 1x107 (5 lente-
1é). Tikétina, kad mazas asociacijos reikSmingumas yra susijes su maza tiriamyjy imtimi.

5 lentelé. Genomo varianty asociacija su sarkopenija ir senatvinio iSsekimo sindromo statusu.

Chromosoma VNP UNAD]J GC BONF | HOLM | SIDAK_SS | SIDAK SD | FDR_BH | FDR_BY
10 rs1469808 | 1.04E-05 | 1.27E-05 1 1 0.8377 0.8377 0.7811 1
19 rs10404976 | 1.64E-05 | 1.97E-05 1 1 0.9422 0.9422 0.7811 1
10 rs34714034 | 1.65E-05 | 1.99E-05 1 1 0.9434 0.9434 0.7811 1
1 rs10900325 | 2.73E-05 | 3.25E-05 1 1 0.9913 0.9913 0.7811 1
21 rs7279061 | 3.00E-05 | 3.58E-05 1 1 0.9946 0.9946 0.7811 1
5 rs17076915 | 3.70E-05 | 4.39E-05 1 1 0.9984 0.9984 0.7811 1
3 rs783511 | 3.74E-05 | 4.44E-05 1 1 0.9985 0.9985 0.7811 1
4 rs4862562 | 3.79E-05 | 4.50E-05 1 1 0.9986 0.9986 0.7811 1
3 rs6769702 | 4.24E-05 | 5.02E-05 1 1 0.9994 0.9994 0.7811 1
2 rs10208260 | 6.64E-05 | 7.80E-05 1 1 1 1 0.7811 1

GC - Genominés kontrolés koreguota reik§mingumo verté; BONF - Bonferroni koreguota
reik§mingumo verté, HOLM - Holm pakopinio mazinimo koreguota reik§mingumo verté;
SIDAK_SS - Sidako vieno zingsnio pakoreguota reik§mingumo verté, SIDAK_SD - Sidako
pakopinio mazinimo pakoreguota reik§mingumo verté; FDR_BH - Benjamini ir Hochberg
pakopiné FDR kontrolé; FDR_BY - Benjamini ir Yekutieli pakopiné FDR kontrolé.

Atlikta GWAS analizé vertinant VNP sasaja su fenotipiniais rodikliais, tokiais, kaip
tiriamyjy eisenos greitis, raumeny jéga (plastaky suspaudimo jéga) ir raumeny masé.
Vertinant VNP sgsaja su eisenos greiciu ir raumeny mase reik§mingai asocijuoty VNP
nebuvo nustatyta, tac¢iau 4 VNP (rs60001950, 15935630, 1556879175, rs10903128) buvo ga-
limai asocijuoti su eisenos greiciu ir 5 VNP (rs11731003, 1$59939477, 154876847, 152473666,
r$4456805) su raumeny mase. Daugelis nustatyty VNP literatairoje neaprasyti, taciau su
eisenos grei¢iu galimai susije VNP rs935630 yra nekoduojancios RNR geno LOC105373390
neapibtdintas introno variantas; su raumeny mase susije: rs11731003 yra SORCS2 (angl.,
Sortilin Related VPS10 Domain Containing Receptor 2) geno variantas, kuris dalyvauja
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centrinés nervy sistemos neuropeptidy receptoriy aktyvume; rs59939477 VNP geno
THSD7B (angl., Thrombospondin Type 1 Domain Containing 7B), dalyvaujantys aktino
citoskeleto reorganizavime; rs4876847 SAMDi2 (angl., Sterile Alpha Motif Domain Con-
taining 12) geno — dalyvauja transmembraniniy receptoriy baltymy tirozino kinazés si-
gnalizacijos kelyje (6 lentelé).

6 lentelé. GWAS rezultatai: VNP sasaja su fenotipu

CHR VNP ‘ UNAD]J ‘ GC ‘ BONF ‘ HOLM ‘ SIDAK_SS ‘ SIDAK_SD ‘ FDR_BH ‘ FDR_BY

VNP asociacija su eisenos greiciu

3 rs60001950* | 3.10E-06 | 3.37E-06 | 0.5395 | 0.5395 0.4169 0.4169 0.3155 1

2 rs935630% | 5.48E-06 | 5.94E-06 | 0.9547 | 0.9547 0.6151 0.6151 0.3155 1

5 | rs56879175* | 7.19E-06 | 7.78E-06 1 1 0.714 0.714 0.3155 1

1 | rs10903128%* | 7.25E-06 | 7.84E-06 1 1 0.7169 0.7169 0.3155 1

8 rs71530220 | 1.37E-05 | 1.47E-05 1 1 0.9073 0.9073 0.4757 1

16 rs6498643 | 2.21E-05 | 2.37E-05 1 1 0.9785 0.9785 0.6402 1

1 rs12034358 | 3.28E-05 | 3.51E-05 1 1 0.9967 0.9967 0.7969 1

4 rs11933661 | 4.25E-05 | 4.54E-05 1 1 0.9994 0.9994 0.7969 1

2 1512694884 | 6.10E-05 | 6.50E-05 1 1 1 1 0.7969 1

6 rs6927621 | 6.76E-05 | 7.20E-05 1 1 1 1 0.7969 1
VNP asociacija su raumeny mase

4 | rs11731003* | 4.26E-06 | 4.93E-06 | 0.7416 | 0.7416 0.5236 0.5236 0.2583 1

2 1s59939477* | 4.46E-06 | 5.15E-06 | 0.7754 | 0.7754 0.5395 0.5395 0.2583 1

8 rs4876847* | 5.51E-06 | 6.36E-06 | 0.9599 | 0.9599 0.6171 0.6171 0.2583 1

6 1s2473666* | 6.06E-06 | 6.98E-06 1 1 0.6515 0.6515 0.2583 1

3 rs4456805* | 7.56E-06 | 8.69E-06 1 1 0.7316 0.7316 0.2583 1

4 rs4695338 | 1.01E-05 | 1.16E-05 1 1 0.8281 0.8281 0.2583 1

16 rs34460715 | 1.04E-05 | 1.19E-05 1 1 0.836 0.836 0.2583 1

5 rs11741262 | 2.23E-05 | 2.53E-05 1 1 0.9794 0.9794 0.4645 1

2 rs181133 2.40E-05 | 2.72E-05 1 1 0.9847 0.9847 0.4645 1

6 156927621 6.76E-05 | 7.20E-05 1 1 1 1 0.7969 1
VNP asociacija su raumeny jéga

6 | 1s75652203** | 3.74E-11 | 5.41E-11 |6.52E-06 6'226]3_ 6.52E-06 | 6.52E-06 | 6.52E-06 | 8.24E-05

17 | rs8066532* | 9.00E-07 | 1.12E-06 | 0.1567 | 0.1567 0.1451 0.1451 0.06404 | 0.8097

10 | rs17102732* | 1.10E-06 | 1.37E-06 | 0.1921 | 0.1921 0.1748 0.1748 0.06404 0.8097
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CHR VNP UNAD]J GC BONF | HOLM | SIDAK_SS | SIDAK_SD | FDR_BH | FDR_BY
4 rs1485585* | 2.72E-06 | 3.46E-06 | 0.4734 | 0.4734 0.3771 0.3771 0.08536 1
17 rs3744589* | 2.83E-06 | 3.33E-06 | 0.493 0.493 0.3892 0.3892 0.08536 1
2 rs11126024* | 2.94E-06 | 3.60E-06 | 0.5122 | 0.5122 0.4008 0.4008 0.08536 1
21 rs2850114* | 5.33E-06 | 6.46E-06 | 0.9283 | 0.9283 0.6048 0.6048 0.1183 1
18 | rs12970663* | 5.44E-06 | 6.58E-06 | 0.9464 | 0.9464 0.6119 0.6119 0.1183 1
7 |rs117683238* | 6.40E-06 | 7.73E-06 1 1 0.6719 0.6719 0.1229 1
6 rs2326676* | 7.06E-06 | 8.51E-06 1 1 0.7074 0.7074 0.1229 1

*galimai asocijuoti VNP (p < 1x107%); ** reik§minga VNP asociacija su fenotipu (p < 5x10%).

CHR - chromosoma; VNP - vieno nukleotido polimorfizmas; GC - Genominés kontrolés ko-
reguota reik§mingumo verté; BONF - Bonferroni koreguota reik§mingumo verté, HOLM -
Holm pakopinio mazinimo koreguota reik§mingumo verté; SIDAK_SS - Sidako vieno zings-
nio pakoreguota reik§mingumo verté, SIDAK_SD - Sidako pakopinio mazinimo pakoreguota
reik§mingumo verté; FDR_BH - Benjamini ir Hochberg pakopiné FDR kontrolé; FDR_BY -
Benjamini ir Yekutieli pakopiné FDR kontroleé.

Vertinant VNP sgsaja su tiriamyjy raumeny jéga, nustatytas vienas reik§mingai
asocijuotas VNP - rs75652203, kuris yra i$sidéstes 6 chromosomos reguliacinéje srity-
je ENSR00001362624. Kiti 3-je lenteléje pateikti VNP yra galimai asocijuoti su raume-
ny jéga, i$ ju rs3744589 yra ACACA (angl., Acetyl-CoA Carboxylase Alpha) gene, kuris
koduoja svarby riebaly rug$¢iy biosintezés fermentg acetilkarboksilaze; rs2850114 yra
CLDN14 (angl., Claudin 14) gene, kuris koduoja membraninj baltyma, dalyvaujantj tra-
plasteliniame jony pernesime; rs1485585 yra ANK2 (angl., Ankyrin-2) gene, kuris koduoja
citoskeleto baltyma, rs117683238 — PHF14 (angl., PHD Finger Protein 14) gene, kuris ko-
duoja baltyma, dalyvaujantj chromatino pertvarkyme ir transkripcijos reguliavime.

VNP asociacijos su fenotipu analizés rezultatus galima atvaizduoti Manhattan grafike
naudojant R programinio jrankio paketg. Manhattan grafiko pavyzdys (VNP asociacijos
su eisenos grei¢iu) patektas 4 paveiksle.

Siekiant patvirtinti rsy5652203 VNP asociacijos reik§minguma su raumeny jéga, at-
likta permutacijy (tvarkingy duomeny i§déstymo) analizé su 10000 permutacijy. Sios
analizés rezultatai pateikti 4 lenteléje. Nustatyta, kad varianto rs75652203 taskiné empi-
riné p vertés reik§mé yra mazesné uz 0,05, todél galima teigti, kad rs75652203 genomo
variantas yra reik$mingai susije su senyvo amziaus asmeny raumeny jéga (7 lentelé).
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4 pav. VNP asociacija su tiriamyjy eisenos grei¢iu atvaizduota Manhattan grafiku

7 lentelé. DeSimties labiausiai asocijuoty VNP permutacijy analizés rezultatai

6 1s75652203* 1.00E-04 0.0014
17 rs8066532 1.00E-04 0.6288
10 rs17102732 1.00E-04 0.6728
17 rs3744589 1.00E-04 0.8786
rs1485585 1.00E-04 0.8826

2 rs11126024 1.00E-04 0.895
21 rs2850114 1.00E-04 0.9667
18 rs12970663 1.00E-04 0.9694
rs117683238 0.0004 0.9796
6 rs2326676 1.00E-04 0.9849

CHR - chromosoma; EMP1 - empiriné p reik§mé; EMP2 - tagkiné empiriné p verté

:) Apibendrinant galima teigti, kad taikant GWAS ir vertinant senyvo amziaus tiriamyjy genomo
architektarq bei genetiniy varianty asociacijq su fenotipu, nustatyta statistiskai reiksminga
asociacija tarp reguliacinés genomo srities rs75652203 ir raumeny (plastakos) jégos, taip pat
nustatyti galimai asocijuoti 4 genomo variantai su eisenos greiciu, 5 — su raumeny mase ir 10 -
su jéga.
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Plataus masto viso metilomo asociacijos
tyrimo rezultatai

DNR metilinimas yra pagrindinis DNR modifikacijos mechanizmas, kuris gali keisti
geny raiska, veikiant aplinkai ir/arba sergant tam tikromis lygomis, ypac¢ su senéjimu
susijusiomis ligomis. Citozino metilinimas geny promotoriy CpG salelése yra pagrindiné
transkripcijos slopinimo priezastis, kuri gali keisti geny raiska ir biologinius procesus
Zmogaus organizme.

GEPITEL projekto metu buvo atlikta senyvo amziaus asmeny su sarkopenija ir i$se-
kimo sindromu (62 tiriamieji, t.y. 43 moterys 85,5 + 6,1 mety ir 19 vyry 82,9 + 8,8 mety)
plataus masto viso genomo metilinimo analizé, taip pat buvo siekiama nustatyti asocia-
cijg tarp metilinty genomo sriciy ir tiriamyjy fenotipo [33]. Viesai prieinamose eksperi-
mentiniy duomeny bazése kity tyrimy, atitinkanc¢iy GEPITEL tyrimo salygas ir turin¢iy
kontroliniy asmeny grupe, skaicius ir tyrimy esmé nebuvo pakankami kad $iame etape
suformuoti kontroline grupe naudojant viesos prieigos eksperimentinius metilomo duo-
meny rinkinius.

Atlikome diferencine metilinimo lygmens sgsajy su tiriamyjy amziumi, lytimi ir san-
tykiniu telomery ilgiu analize ir identifikavome skirtingai metilintus regionus (DMR,
angl., differentially methylated regions) pazymédami CpG zondus (su R paketo DMR-
cate v3.2.1 funkcijomis). Pazyméti CpG zondai turintys klaidingo aptikimo tikétinumo
(angl. False discovery rate FDR) p reik§me¢ mazesne nei 0,01 nustato genomines metilini-
mo sric¢iy reik§mingai susijusiy su leukocity telomery ilgiu koordinates. UCSC Genome
nar$ykléje (UCSC, University of California Santa Cruz, https://genome.ucsc.edu/) buvo
iSanalizuota $iy, su telomery ilgiu susijusiy metilinimo sri¢iy genomo aplinka, bei jy
asociacija su tiriamyjy fenotipu, pasitelkiant viso genomo asociacijy registro duomenis
(NHGRI-EBI GWAS https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

Tyrimo rezultatai parodé, kad DNR metilinimo lygis néra susijes su amziumi ar lyti-
mi. Tac¢iau metilintos CpG salelés reik§mingai susije su santykiniu telomery ilgiu ir apima
49 DMR (esant 95% FDR patikimumo lygiui <0,05) , i$ jy galima i$skirti genomo vietas
kur i$sidésto pagrindiniai 7 genai:

1. FPGT genas esantis 1 chromosomos 1p31.1 srityje ir koduojantis fermentg fuko-

zés-1-fosfat guanililtransferazé (angl. Fucose-1-Phosphate Guanylyltransferase);
2. LRRIQ3 genas i§ 1p31.1 srities (Leucino turtingi pakartojimai ir IQ motyvas 3,
angl., Leucine-rich repeats and IQ motif containing 3);

3. MPL genas i$ 1p34.2 srities (Mieloproliferacinés leukemijos / trombopoetino re-
ceptoriaus genas, angl., Myeloproliferative Leukemia Protein / Thrombopoietin
Receptor);


https://genome.ucsc.edu/
https://www.ebi.ac.uk/gwas/
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4. TNFSF9 genas esantis 19 chromosomos (19p13.3) srityje (Naviko nekrozés fakto-
riaus ligando superSeimos narys 9, angl., TNF Superfamily Member 9);

5. ZDHHCi4 genas esantis 6 chromosomos (6q25.3) srityje (Cinko pirstelio DHHC
tipo palmitoiltransferazé 14, angl., Zinc Finger DHHC-Type Palmitoyltransferase

14);

6. LINCoo240 genas koduojantis RNR i§ 6p22.2 srities (Ilga tarpgeniné baltymus ko-
duojanti RNR 240, angl., Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 240);

7. SH3RF3 genas esantis 2 chromosomos 2q13 srityje — (SH3 domenas su Ziediniu
pirstu 3, angl., SH3 Domain Containing Ring Finger 3).

Siy genetiniy sri¢iy metilinty CpG saleliy artimoje genomo aplinkoje yra geny raiska
reguliuojantys seky elementai anotuoti funkciniy genomo elementy ENCODE projekto
enciklopedijoje (https://www.encodeproject.org/), kaip CELF2-AS1 reguliacinis elemen-

tas esantis 10 chromosomos 10p14 srityje (angl., CELF2 Antisense RNA 1). Greta yra ir
didelio intensyvumo H3K27Ac histony modifikacijos Zymenys. Sie elementai rodo jog
tose genomo srityse gali buti padidéjes transkripcijos aktyvumas ir geny raiska. Padidéjes
metilinimo lygmuo asocijuoty geny srityse slopina ty geny raiska. Metilinimas gali blo-
kuoti transkripcijos faktoriy prisijungima prie DNR arba pakeisti chromatino struktira,
todél genai tampa maziau prieinami transkripcijai. Tai reiskia, kad padidéjes metilinimo
lygmuo gali sumazinti arba visiSkai uzblokuoti geny raiska. Tuo tarpu sumazéjes meti-

8 lentelé. Pakitusiy metilinimo sriciy charakteristika.

Genas CpG saleles’genf)mmes T e Asc?c1ac1ya su sa.nt?'kl-
koordinatés niu telomery ilgiu

MPL chr1:43348635-43349606 _ Padidintas Neigiama
(hipermetilinimas)

FPGT chr1:74198143-74198351 _ Sumazejes Teigiama
(hipometilinimas)

SH3RF3 chr2:109128130-109130377 _ Sumazejes Teigiama
(hipometilinimas)

LINC00240 | chr6:27019820-27020295  Sumazéjes Teigiama
(hipometilinimas)

ZDHHCI4 | chr6:157592781-157593224 | Ladidintas Neigiama
(hipermetilinimas)

CELF2-AS1 | chr10:11344304-11344876  Padidintas Neigiama
(hipermetilinimas)

TNFSF9 chr19:6534749-6535068  Padidintas Neigiama
(hipermetilinimas)



https://www.encodeproject.org/
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linimo lygmuo gali skatinti geny raiskg. Tokiu badu metilinimo lygmens poky¢iai per
geny rai$kos reguliavimg jtakoja fenotipg. Nustatyti metilinimo lygmens poky¢iai geny
srityse sasajoje su santykinio telomery ilgio dinamika sarkopenijos ir senatvinio i§sekimo
pacienty grupéje atskleidzia galima ty geny jtaka ir dalyvavima sarkopenijos ir senatvinio
i$sekimo patogenezés procesuose. Pazymétina tai, kad $ioje tiriamyjy grupéje leukocity
telomery ilgis buvo zenkliai mazesnis negu kontrolinéje asmeny grupéje. Pakitusiy meti-
linimo sric¢iy charakteristikos yra pateiktos 8 lenteléje.

Metilinimo srities asociacijos su leukocity telomery ilgiu pobudis:

¢ MPL, ZDHHC14, CELF2-AS1 ir TNFSF9 genetiniy sric¢iy neigiama asociacija su
telomery ilgiu, t.y. auk$tas metilinimo lygmuo (hipermetilinimas) koreliuoja su
telomery trumpéjimu;

¢ FPGT, SH3RF3 ir LINCooz4o0 teigiama asociacija reiskia - mazas metilinimo ly-

gmuo (hipometilinimas) koreliuoja su telomery trumpéjimu.

Metilinimo lygmens pokyciai daznai atsiranda kaip organizmo atsakas j iSorinius
veiksnius ir gyvenimo bada. Sarkopenija ir senatviniu i§sekimu serganciy grupéje rasta
reik§minga sasaja tarp metilinty CpG saleliy ir santykinio telomery ilgio parodo tuos
genus, kurie galimai jtakoja fenotipus stebimus tiriamyjy grupéje. Ta¢iau apibadinti nu-
statyty geny dalyvavima sarkopenijos ir senatvinio i§sekimo vystymosi biologiniuose ke-
liuose ir mechanizmuose $iuo metu dar néra pakankamos informacijos. Pazymétina, kad
LINCoo240 hipometilinimas buvo reik§mingai susijes su tiriamyjy fenotipu ir leukocity
santykiniy telomery trumpéjimu. Atlikus bioinformacing genominiy duomeny baziy
analize (https://www.ebi.ac.uk/gwas/ viso genomo asociacijy tyrimy duomenimis) paais-

9 lentelé. Specifinés asociacijos tarp nustatyty geny (su skirtingai metilintu profiliu) ir fenotipy
pagal viso genomo asociacijy registro duomenis (https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

Genas Susije fenotipai
MPL Gebéjimas mokytis, smegeny morfologija, trombocity skaicius
FPGT KM]I, kiino svoris, rikymas, nutukimas, gebéjimas mokytis, i§silavinimas
SH3RF3 Pazintiné veikla, smegeny morfologija, kauly mineraly tankis, agis, KMI

KMLI, kluby apimtis, raumeny masé, intelektas, polinkis j neurotiskuma,
LNC00240 pasitenkinimas gyvenimu, gelezies lygis, depresijos simptomai, leukocity
telomery ilgis, iSeminé $irdies liga, alkoholio vartojimas, rikymas
Rikymas, gebéjimas mokytis, i§silavinimas, kauly mineraly tankis, gelezies
lygis, depresijos simptomai, alkoholio vartojimas, kiino riebaly masé

ZDHHCI14

Medziagy apykaita ir metabolitai, morfologinis veido pokytis (lapos ir go-

TNFSF9 . .
murio nesuaugimas)
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kéjo, kad genai, kuriy srityse buvo nustatytas sarysis tarp metilinimo lygmens ir leuko-
city telomery ilgo, yra susije su zmogaus gyvensena bei su kiino sudéties ir fiziologiniais
parametrais. Nustatyty geny (su skirtingai metilintu profiliu) ir jy sasaja su fenotipiniais
rodikliais pateikti 9 lenteléje.

Galima teigti, kad egzistuoja abipusis ry$ys tarp nustatyty skirtingai metilinty gene-
tiniy sriciy ir tirlamyjy su sarkopenija ir i§sekimo sindromu fenotipo parametrais, kaip
KM]I, kiino riebaly ir raumeny masé, kauly mineralinis tankis, ritkkymas, alkoholio varto-
jimas, i$silavinimas, polinkis j depresija.

3 Apibendrintai galima teigti, kad Lietuvos senyvo amziaus asmeny su sarkopenija ir iSsekimo
sindromu DNR metilinimo profilis, fiziologiniai parametrai, telomery ilgis ir gyvenimo bado
ypatumai yra reiksmingai susije.

Leukocity telomery ilgio tyrimo rezultatai

Chromosomy galuose esanciy telomery ilgio trumpéjimas gali buti viena i§ molekuliniy
priezas¢iy, lemianciy su amziumi susijusiy patologijy atsiradimo riziks. Todél GEPITEL
projekto metu buvo siekiama jvertinti senyvo amziaus asmeny periferinio kraujo leukoci-
ty STT ypatumus esant sarkopenijai ir i$sekimo sindromui. Tyrime dalyvavo 197 asmenys
(43 vyrai ir 153 moterys, amziaus vidurkis 82,04%7,56), i§ jy 121 asmuo buvo su patvirtinta
sarkopenijos ir/arba senatvinio i§sekimo sindromo diagnoze (26 vyrai ir 95 moterys, am-
ziaus vidurkis 84,36£6,85) ir 75 asmenys neturintys sarkopenijos ir/arba i§sekimo sindro-
mo (kontroliné grupé, 17 vyry ir 58 moterys, amziaus vidurkis 78,28+7,20).

Tirtos senyvo amziaus asmeny grupés STI ., buvo 0,41+0,24. Statistiskai reik§mingas
STT skirtumas tarp ly¢iy nenustatytas: motery STI ,; 0,42+0,25, vyry STI ., 0,38+0,20.
Nustatyta reik§minga neigiama koreliacija tarp STI ir tiriamyjy amziaus tiek visoje im-
tyje, tiek atskirai pagal lytis (r = -0,45, p < 0,001). Serganciyjy STI ,; (0,30+0,15) buvo
reik§mingai mazesnis nei kontrolinés grupés asmeny (0,48+0,26; p<0,001). Senyvo am-
ziaus tiriamieji, kuriy STI maZzesnis nei vidutinis, pasizymi didesniu $ansu turéti sarkope-
nijg ir/arba i$sekimo sindromg nei asmenys, kuriy STI didesnis nei vidutinis (OR = 4,51;
95 % PI 2,22-9,18).

STI skirtumy analizéje tarp serganciyjy ir kontrolinés grupés atlikta ANCOVA tai-
kant trys modelius, koreguotus pagal tiriamyjy amziy ir lytj. Rezultatai parodé, kad STI
yra trumpesnis esant sarkopenijai ir i$sekimo sindromui (F(1,192) = 12,498, p < 0,001)
lyginant su kontrole, taip pat esant tik sarkopenijai (F(1,164) = 9,617; p = 0,002) ir esant
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tik i§sekimo sindromui (F(1,161) = 19,106; p < 0,001). Kadangi tiriamyjy grupés nepasizy-
méjo homogeniskumu, todél STT vidurkiai buvo koreguoti pagal tiriamyjy amziy ir lytj
(10 lentelé).

10 lentelé. Santykinio telomery ilgio vidutinés reikSmés serganciyjy sarkopenija ir/arba
senatviniu iSsekimo sindromu ir kontrolinéje grupése

Santykinio telomery ilgio vidurkis
Nekoreguotas 2y . Koreguotas e
(95 % PI) p-reikSme 95 % PI)* p-reik§meé
Sarkopenija ir
Senatvinio 18se- | 345 (0,310-0,380) 0,360 (0,311-0,410)
kimo sindromas 0.002 0.051
(n=121) : :
Kontroliné grupe | /4 (0,398-0,539) 0,435 (0,373-0,497)
(n=75)
?zil;‘;ﬁem’a 0,347 (0,304-0,391) 0,368 (0,311-0,425)
K — rolinG : 0,004 0,126
ONIroline STUPE | () 469 (0,398-0,539) 0,434 (0,368-0,500)
(n=75)
Senatvinio iSse-
kimo sindromas | 0,308 (0,274-0,342) 0,330 (0,275-0,385) 0,005
(n=90) p < 0,001 ’
éof;;?llne BHUPE 1 0,469 (0,398-0,539) 0,446 (0,384-0,509)

* vidurkis koreguotas pagal tirlamuyjy amziy ir lytj

Rezultatai leidzia daryti prielaidg, kad tiek sarkopenija, tiek senatvinio i§sekimo sin-

dromas yra susije su trumpesniu STI, taciau reikSmingumas priklauso nuo koregavimo
pagal amziy ir lytj. Didziausias STI sutrumpéjimas stebimas ypac i$sekimo sindromo
grupéje.

Pasitelkus logistinés regresijos modeliu, buvo siekta jvertinti, kaip sarkopenijos ir se-
natvinio i$sekimo statusg prognozuoja $ie kintamieji: STI, amzius, lytis ir jy saveikos. I§
visy j modelj jtraukty kintamyjuy, tik vyresnis amzius buvo susijes su didesne sarkopeni-
jos arba senatvinio i§sekimo tikimybe. Rezultatai rodo, kad STI néra reik§mingas rodiklis
sergamumo sarkopenija ar senatviniu i§sekimu prognozei (11 lentelé).
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11 lentelé. Sarkopenijos ir senatvinio iSsekimo sindromo prognozé pagal santykinj telomery
ilgj, amziy, lytj ir Siy kintamuyjy saveikas (STl:amZius, STl:lytis).

Sarkopenija

Koeficiento jvertis | Standartiné paklaida | Z-jvertis p-reik§meé

Laisvasis narys -9,744 3,768 -2,586 0,001 **
STI 2,403 7,897 0,304 0,761
AmZius 0,129 0,046 2,797 0,005 **
Lytis -0,159 0,745 -0,214 0,831
STL:amzius -0,038 0,098 -0,386 0,699
STLIytis -0,697 1,521 -0,459 0,646

Senatvinis iSsekimas

Koeficiento jvertis | Standartiné paklaida | Z-jvertis | p-reik§mé

Laisvasis narys -10,707 4,206 -2,546 0,011*
STI 5,665 10,344 0,548 0,584
AmiZius 0,144 0,052 2,782 0,005 **
Lytis 0,172 0,827 0,208 0,835
STT:amzZius -0,087 0,127 -0,682 0,496
STL:lytis -1,883 1,838 -1,024 0,306

*zymi p < 0,05, ** Zymi p < 0,01; logistinés regresijos modelio formulé: sarkopenija/i$sekimo
sindromas ~ STI + amzius + lytis + STI:amzius + STLlytis

Santykinio telomery ilgio asociacijy su fenotipu analizé. Fenotipiniy rodikliy ir STI
asociacija nagrinéta pasitelkiant daugialypius tiesinius regresijos modelius. Fenotipi-
niy rodikliy priklausomybé nuo STT tirta i regresijos analiz¢ jtraukiant amziy, lytj ir $iy
kintamujy tarpusavio saveikas (STI:amzius, STL:Iytis). Rezultatai parodé, kad dauguma
fenotipiniy rodikliy, naudojamy senatvinio i$sekimo sindromui jvertinimui, jskaitant
nuovargj, kino masés mazéjima, eisenos greitj ir raumeny jéga, neturéjo statistiskai
reik§mingos sasajos su STI. Taciau pastebéta, kad senyvo amziaus asmeny fizinio aktyvu-
mo skalé (PASE) turéjo reiksmingg sasaja su STI (p < 0,05), atspindinc¢ia telomery ilgio ir
fizinio aktyvumo teigiamg koreliacijg (5 pav.).
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5 pav. Santykinio telomery ilgio ir senyvo amZiaus asmeny fizinio aktyvumo skalés (PASE)
sklaidos diagrama

Analizuojant sarkopenijos fenotipinius kriterijus (raumeny jéga, SRMI, eisenos grei-
tis), nustatyta statistiskai reik§minga SRMI priklausomybé nuo STI (p < 0,001), pavaiz-
duota 6 paveiksle.
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:) Apibendrinus galima teigti, kad STI neigiamai koreliuoja su tiriamyjy amziumi. Tiriamieji su
trumpesnémis telomeromis turi daugiau nei keturis kartus didesne tikimybe sirgti sarkopenija
ir/arba issekimo sindromu. Nepaisant amziaus ir lyties, sumaZéjes telomery ilgis koreliuoja su
sarkopenija ir senatviniu issekimo sindromu. Be to, senyvo amziaus tiriamyjy sumaZzéjes telo-
mery ilgis reikSmingai susijes su Zemesniu fizinio aktyvumo lygiu esant iSsekimo sindromui ir
su mazesne raumeny mase esant sarkopenijai. Nors STI, kaip atskiras rodiklis, néra reiksmin-
gas prognozuojant sarkopenijos ar senatvinj issekimg, taciau kompleksiskai jis rodo sqsajq su
fenotipu ir koreliacijg su epigenomu (tarp 49 genomo metilinty sriciy).



V. SARKOPENIJOS IR ISSEKIMO

SINDROMO PREVENCIJA

Sarkopenijos ir senatvinio i$sekimo sindromo prevencija bei profilaktika yra svarbi svei-
katos palaikymo sritis, siekiant i$laikyti senyvo amziaus Zmoniy gyvenimo kokybe ir sa-
varankiSkumga. Yra zZinoma keletas pagrindiniy prevencijos strategijy:

Fizinis aktyvumas. Siuo metu yra daugybé jrodymy, patvirtinanéiy fiziniy pratimy nau-
da sveikatai bei siekiui i$saugoti senyvo amziaus zmoniy funkcinj rezerva, kartu tai veikia
kaip apsauginis veiksnys ir terapiné priemoné nuo nerimo, depresijos ir nemigos. Reguliarts
jégos pratimai padeda ilaikyti raumeny mase ir jéga, o aerobiniai pratimai gerina raumeny
kraujotaka, $irdies ir kraujagysliy sistema, fizinj pajéguma ir bendrg sveikata. Pusiausvyros,
koordinacijos ir jégos pratimai padeda stiprinti raumenis ir mazina griuvimy rizika bei pri-
sideda prie traumy prevencijos. Yra rekomenduojama, kad per savaite buty atliekama nuo
150 iki 300 min vidutinio intensyvumo (pvz.: vaiksciojimas, vaziavimas dviraciu, plaukimas)
aerobinio fizinio aktyvumo arba ne maziau nei 75-150 min. didelio intensyvumo (pvz.: bégi-
mas, lipimas laiptais) aerobinio fizinio aktyvumo arba lygiavertis vidutinio ir didelio inten-
syvumo aktyvumo derinys per visg savaite. Taip pat rekomenduojama maziausiai du kartus
per savaite atlikti jégos arba pasiprie$inimo pratimus ir daugiau nei 3 kartus per savaite atlikti
koordinacijg ir pusiausvyrg lavinancius pratimus. Molekuliniame lygyje fizinis aktyvumas
jtakoja miokiny i$siskyrima, kurie uztikrina viso organizmo homeostaz¢, metabolizmga ir
sveikatg. Taip pat fiziniai pratimai yra svarbas palaikyti telomery ilgj ir uztikrinti teigiamas
epigenetines modifikacijas skatinant tam tikry geny (kaip miokinus koduojan¢iy geny, pvz.,
II-6, BDNF, irizino ir kt.) raiskg raumenyse.

Subalansuota mityba. Pakankamas baltymy kiekis mityboje padeda i$laikyti rau-
meny mase ir yra batinas raumeny atstatymui bei palaikymui. Per dieng rekomenduo-
ja suvalgyti 1-1,2 g/kg baltymy. Vitaminai ir mikroelementai, tokie kaip kalcis, magnis,
vitaminas D, omega-3 riebaly ragstys padeda palaikyti ne tik kauly-raumeny sistemos
funkcionaluma bet ir bendraja sveikata.

Hormony pusiausvyra. Hormony terapija gali buti taikoma tam tikrais atvejais, tiks-
lu kompensuoti su amziumi susijusius hormony poky¢ius.

Medicininé prieziara. Reguliariis sveikatos patikrinimai padeda anksti nustatyti ir
spresti problemas, susijusias su raumeny nykimu.

Socialiné veikla. Dalyvavimas bendruomenés veiklose ir socialiné sgveika mazina
izoliacija ir depresijos rizika, kurios gali prisidéti prie issekimo sindromo.

Kai kurie rizikos veiksniai gali buti modifikuojami, t.y. juos galima pakeisti taikant
konkrecias intervencijas, pvz., fizinj aktyvuma. Siekiant pagerinti senyvo amziaus asme-
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ny funkcine bukle, itin reikSminga yra daugiadisciplininé reabilitacija, orientuota j as-
meny mobilumo ir savarankiskumo kasdienése veiklose didinima bei griuvimy rizikos
mazinimg. Svarbios individualios fiziniy pratimy programos ir tinkama mityba. Esant
sumazéjusiai kiitno masei, skiriamos gydytojo dietologo konsultacijos, o esant padidé-
jusiam nuovargio lygiui, asmenj konsultuoja gydytojas psichiatras arba medicinos psi-
chologas. Konsultacijy metu aptariamos galimybés, skatinancios $iy asmeny socialinj
aktyvuma. Sumazéjusio energijos sunaudojimo bei padidéjusio nuovargio problema
sprendziama skiriant kognityvine elgesio terapija, akcentuojamas jsitraukimo j jvairias
veiklas skatinimas. Esant poreikiui, asmuo nukreipiamas pas kitus daugiadisciplininés
reabilitacijos komandos narius, pvz., fizinés medicinos ir reabilitacijos gydytoja, kinezi-
terapeutg, ergoterapeuts.



VI. SARKOPENIJOS IR SENATVINIO
ISSEKIMO SINDROMO ANKSTYVOJO

VERTINIMO MODELIS

Siuolaikiniai tyrimai rodo, kad genomo ir epigenomo biozymenys, kartu su fenotipo ver-
tinimo rodikliais, gali buiti naudojami kaip nepriklausomi kintamieji kuriant sarkopeni-
jos ir senatvinio i$sekimo sindromo predikcinius vertinimo modelius. Siose metodinése
rekomendacijose pateikiamas sarkopenijos ir senatvinio iSsekimo sindromo klinikinis -
predikcinis — profilaktinis vertinimo modelis 70 mety ir vyresnio amziaus Zzmonéms bei
iSpléstinis ankstyvojo vertinimo algoritmas 6o mety ir vyresnio amziaus zmonéms, kuris
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SARKOPENTJOS IR SENATVINIO ISSEKIMO SINDROMO
KLINIKINIS - PREDIKCINIS - PROFILAKTINIS VERTINIMO MODELIS

Rurikos grupés identi fikavimas
iF VISRotind prevendija

[Ruzikos grupe:

+ Semyvas am¥ius (= T0 meny)
+ Polipatologra
+ Palifarmacija

70 mety ir vyresnio amziaus zmonéms

Taip

)

Regulian pankra:

« BARC-F>={

Visuotine prevencija:

* Sveko gyvenmo bido prmcipa

5]

+ Fried kiriterijai>=3

W

[iryramas:

* Raumeny jéga
» Raumeny masé
+ Firiné funkeyga
» [lsamss gematrims fyremas

E

Pabvirtmama sarkopenya i'ar sthekame saindromas:

Indavidualirsotas gydyme ir priefiitros planas

Fizinis aknumas
Muiyba

Medikamenny perfiiisa
Gretutinig ligy valdymas
Reabalitacija

Socialiné pagalba

)

Regulizrus stebéjamas ir

Testme prevencija:

"] Sveiko grvenimo bide principai

| Muolaitne priedidra ir gyvenimo

kokybas permmmas

pakarotinis bakles vemimimas

SARC-F - sarkopenijos atrankos klausimynas (ang., Strength, Ambulation, Rising from a chair,

Stair climbing and history of Falling)
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SARKOPENIJOS IR SENATVINIO ISSEKIMO SINDROMO
ANKSTYVOJO VERTINIMO ALGORITMAS
65 mety ir vyresnio amziaus Zmonéms

Klinikiniy sarkopenijos ir senatvinio i§sekimo sindromo rizikos veiksniy

jvertinimas
- létumas - nuovargis
létuma: 0
- silpnumas - sunkumas atlikti kasdienes veiklas
- griuvimai - sumaz¢jes fizinis aktyvumas

Nustatyti 3 arba daugiau rizikos veiksniy ‘

Taip Ne
Reguliarus (kas 1 metus)
Telomery ilgio ir DNR metilinimo tyrimai klinikiniy rizikos veiksniy

vertinimas

Nustatyta maza rizika

Nustatyta didelé rizika (sumazéjes
telomery ilgis ir koreliacija su 49
genomo metilinty sriciy)

Reguliarus (kas 1 metus)
klinikiniy rizikos veiksniy
vertinimas

- raumeny jégos ir masés vertinimas

- senatvinio i§sekimo sindromo
vertinimas pagal Fried kriterijus

- i§samusis geriatrinis tyrimas

- modifikuojamy veiksniy korekcija

- fizinis aktyvumas

- mitybos korekcija

- individualizuoto priezitiros plano
sudarymas
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