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SANTRUMPU SARASAS

ASW — Afrikos kilmés pietvakariy JAV gyventojai (angl. African Ancestry
in Southwest US)
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BEB — bengalai i§ Bangladeso (angl. Bengali from Bangladesh)

CDX — dajai i$ Sisuangbanos, Kinijos (angl. Chinese Dai in Xishuangbanna,
China)

CEU — Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos gyventojai (angl. Utah
Residents with Northern and Western European Ancestry)

CHB — kinai i§ Pekino miesto, Kinijos (angl. Han Chinese in Bejing, China)

CHD - kinai i§ Denverio miesto, Kolorado (angl. Chinese in Metropolitan
Denver, Colorado)

CHS — kinai i§ Piety Kinijos (angl. Southern Han Chinese, China)

CV — kryZzminé duomeny kontrolé (angl. Cross validation, CV)

DEN — danai i§ Danijos

DNR — deoksiribonukleortigstis (angl. DNA, Deoxyribonucleic Acid)

ESN — esan gyventojai i§ Nigerijos (angl. Esan in Nigeria)

FIN — suomiai i§ Suomijos (angl. Finnish in Finland)

Fsr— F statistika

GBR - britai i§ Anglijos ir Skotijos (angl. British in England and Scotland)

GIH — indy gudZzaraty kilmés Hiustono gyventojai, Teksasas (angl. Gujarati
Indians in Houston, Texas)

GWD - Vakary Gambijos gyventojai (angl. Gambian in Western Divisions
in the Gambia)

llgalaikis Ne — ilgalaikis efektyvus populiacijos dydis (angl. Long-term
effective population size)

ITU — indy telugy kilmés Jungtinés Karalystés gyventojai (angl. Indian
Telugu from the UK)

YRI — jorubai i§ Ibadano, Nigerijos (angl. Yoruba in Ibadan, Nigeria)
JPT —japonai i§ Tokijo, Japonijos (angl. Japanese in Tokyo, Japan)
K — protéviniy populiacijy skaicius (angl. Number of ancestral populations)

KHV - kinh tauta i§ HoSimino miesto, Vietnamo (angl. Kinh in Ho Chi Minh
City, Vietnam)

LD — nepusiausvyra sankiba (angl. Linkage Disequilibrium)



LWK — luchjai i§ Vebujé, Kenijos (angl. Luhya in Webuye, Kenya)
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Ne — efektyvus populiacijos dydis (angl. Effective population size)

NET - olandai i§ Olandijos

PJL — pandzabiai i§ Lahoro, Pakistano (angl. Punjabi from Lahore, Pakistan)

STU — Sri Lankos tamily kilmés Jungtinés Karalystés gyventojai (angl. Sri
Lankan Tamil from the UK)

PK — pagrindiné komponenté (angl. Principal Component, PC)

PKA - pagrindiniy komponenéiy analizé¢ (angl. Principal Component
Analysis, PCA)

pr. m. e. — prie$ milsy erg
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effective populatin size)
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IVADAS

Dabartiné Lietuvos populiacija yra sudaryta i§ ankstesniy balty genciy
atstovy. Tikétina, kad dabartinés Lietuvos gyventojai iSsaugojo senyjy
protéviy geny fonda. Genomo jvairovés tyrimai palengvino Zmogaus
evoliucinés genetikos tyrimus. Kiekvienos populiacijos genetiné jvairové —
tai prisitaikymo prie aplinkos pokyc¢iy garantas. Tiriant DNR sekos jvairove,
galima rekonstruoti zmogaus populiacijos evoliucing istorija, kilme,
struktirg ar nustatyti evoliucijos veiksnius: gamting atranka, efektyvyji
populiacijos dydj ir divergencijos laikg tarp populiacijy. Demografiniai
pokyc¢iai populiacijoje palicka pédsaka, keisdami populiacijos geneting
jvairove. Izoliuotos populiacijos iSsaugo savo genetinj unikalumg, O
migracija mazina genetinius populiacijy skirtumus. Taigi misy biologiné
istorija yra uzkoduota DNR sekoje.

Siame darbe, taikant plataus masto vieno nukleotido polimorfizmy
(VNP, angl. SNP, Single Nucleotide Polymorphism) genotipavimo
duomenis, detaliai charakterizuota Lietuvos populiacijos vidiné genetiné
struktiira ir nustatyti evoliucijos veiksniai: efektyvus populiacijos dydis,
divergencijos laikas ir teigiama gamtiné atranka bei jos veikiamos specifinés
genomo sritys Lietuvos populiacijai.

Darbas yra aktualus, kadangi tokie tyrimai ne tik papildo
fundamentaliojo mokslo zinias, bet ir padeda geriau suprasti egzistuojancius
rySius tarp gamtinés atrankos ir ligy bei evoliucinius mechanizmus, dél kuriy
polinkis sirgti tam tikromis ligomis yra skirtingas tiek individy, tiek
populiacijos lygmeniu.

Naujumas. Siame darbe, taikant plataus masto VNP genotipavimo
duomenis ir istyrus pakankamag skaiCiy asmeny, nustatyta detali Lietuvos
populiacijos vidiné genetiné Struktiira ir padétis kity Europos ir pasaulio
populiacijy atzvilgiu. Darbo metu pirma karta nustatytos specifinés lietuviy
populiacijai kandidatinés teigiamos gamtinés atrankos veikiamos genomo
sritys, panaudojant plataus masto VNP genotipavimo duomenis, ir atlikta
Lietuvos ilgalaikio ir trumpalaikio efektyvaus populiacijos dydzio,
divergencijos laiko ir evoliuciniy ry$iy su kitomis pasaulio populiacijomis
analizé. Remiantis nustatytu efektyviu populiacijos dydziu ir divergencijos
laiku, rekonstruoti praeities jvykiai tarp Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy.

Aktualumas. Pirminiai Lietuvos populiacijos struktiiros tyrimai buvo
pagristi Y chromosomos, mikrosatelity ir mitochondrinés DNR (mtDNR)
duomenimis [1-3]. Siuo metu metody, skirty populiacijos genetiniy
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duomeny gavybai, alternatyva yra naujos kartos sekoskaita, kuri i§sprendzia
daugybe ankstesniy metodiky apribojimy ir suteikia galimybe nustatyti
naujus ir geriau suprasti jau zinomus mikroevoliucijos procesy
mechanizmus, vykdant specifiniy kohorty genomo varianty analize. Darbo
metu gauti rezultatai apie Lietuvos populiacijos geneting struktiira papildo
jau turimas Zinias ir suteikia galimybe atlikti palyginimo analiz¢ bei daryti
tvirtas i§vadas. Siame darbe, panaudojus Lietuvos genetinius duomenis kartu
su 1 000 genomy projekto duomenimis, buvo nustatyta Lietuvos populiacijos
genetiné struktiira kity pasaulio populiacijy atzvilgiu, 0 tai leido jvertinti ne
tik egzistuojancius skirtumus tarp populiacijy, bet ir misy populiacijos
genetinj unikaluma [4]. Detali populiacijos genetinés struktiiros analizé yra
svarbi asociacijy tyrimuose, tiriant populiacijy praeitj, identifikuojant
vietinés adaptacijos veikiamas genomo sritis bei priskiriant kilme individo
lygmeniu.

Gamtiné atranka yra pagrindinis evoliucijos veiksnys, galintis keisti
genomo struktiirg. Mikroevoliuciniai ir aplinkos veiksniai lemia populiacijos
gebéjimg prisitaikyti prie kintanéiy ir skirtingy aplinkos salygy. Teigiamos
gamtinés atrankos nustatymas zmoniy populiacijoje suteikia galimybe
suprasti Siuolaikiniy zmoniy fenotipus ir gebéjima prisitaikyti prie kintanciy
aplinkos salygy. Darbo metu nustatytos specifinés lietuviy populiacijai
kandidatinés gamtinés atrankos veikiamos genomo sritys ne tik uzpildo Sioje
srityje esancias ziniy spragas, bet ir gali padéti nustatyti jy poveikj fenotipui
bei identifikuoti adaptyvius alelius.

Nustatytas efektyvus populiacijos dydis (angl. Effective Population
Size, Ne) gali padéti prognozuoti neutralios genetinés jvairovés praradimg ir
pasiskirstyma, naudingy ir zalingy aleliy fiksacijos tikimybe bei mazos
populiacijos tinkamuma ir i§gyvenamuma.

Testinumas. Didesnés skiriamosios gebos genetinés struktiiros
nustatymas, pavyzdziui, fineSSTRUCTURE algoritmu ir panaudojant viso
genomo sekoskaitos duomenis, suteikty galimybe iSsamiau jvertinti Lietuvos
populiacijos genetine struktiirg tiek jos viduje, tiek kity populiacijy atzvilgiu.
Nustatytos specifinés lietuviy populiacijai kandidatinés teigiamos gamtinés
atrankos veikiamos genomo sritys turéty buti patvirtintos funkciniais
metodais.

Darbo tikslas

Lietuvos populiacijos genetinés strukttros ir evoliuciniy veiksniy:
efektyvaus populiacijos dydzio ir gamtinés atrankos, jvertinimas, taikant
plataus masto vieno nukleotido polimorfizmo genotipavimo duomenis.
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Uzdaviniai

1. Nustatyti ir jvertinti Lietuvos populiacijos geneting struktirg kity
populiacijy atzvilgiu, taikant plataus masto vieno nukleotido
polimorfizmo genotipavimo duomenis.

2. Nustatyti specifines lietuviy populiacijai kandidatines teigiamos
gamtinés atrankos veikiamas genomo sritis, panaudojant plataus masto
vieno nukleotido polimorfizmo genotipavimo duomenis.

3. Atlikti Lietuvos ilgalaikio efektyvaus populiacijos dydzio, divergencijos
laiko ir evoliuciniy ryS$iy su kitomis pasaulio populiacijomis analize,
taikant plataus masto vieno nukleotido polimorfizmo genotipavimo
duomenis.

4. Remiantis nustatytu ilgalaikiu efektyviu populiacijos dydziu ir
divergencijos laiku, rekonstruoti praeities jvykius tarp Lietuvos
populiacijos etnolingvistiniy grupiy.

5. Nustatyti Lietuvos trumpalaikj efektyvyji populiacijos dydj ir jvertinti
efektyvaus populiacijos dydzio bei bendro individy skaiciaus
populiacijoje santykj.

Ginamieji teiginiai

1. Lietuvos populiacija yra homogeniska ir galimai pasizyminti
specifinémis genominémis ypatybémis kity tirty Europos populiacijy
atzvilgiu.

2. Lietuvos populiacijai biidingos specifinés gamtinés atrankos veikiamos
genomo sritys.

3. Lietuvos efektyvus populiacijos dydis (Ne) yra mazesnis, palyginti su
kitomis Europos populiacijomis.

4. Galimi aukstaiéiy ir Zemaiciy genetiniai skirtumai turi jtakos statistiskai
reikSmingiems efektyvaus populiacijos dydzio (Ne) skirtumams tarp
grupiy.

5. Lietuvos populiacija yra nedidelé, istorijoje patyrusi butelio kaklelio
efekto padarinius ir ekspansija, o tai galimai lemia maza efektyvaus
populiacijos dydZzio ir bendro individy skaifiaus populiacijoje santykj

(Ne/N).

11



Darbo aprobacija

Darbo rezultatai paskelbti Lietuvos ir uzsienio leidiniuose, pristatyti

mokslinése konferencijose.

Disertacijos tema paskelbty straipsniy sgrasas:

1.

Urnikyté A, Molyté A, Kucinskas V. Recent effective population size
estimated from segments of identity by descent in the Lithuanian
population. Anthropological Science 2017; 125(2): 53-58. DOI:
10.1537/ase.170125.

Molyte A, Urnikyte A, Kudinskas V. A comparative analysis of
mathematical methods for effective population size estimation. Lietuvos
matematikos rinkinys 2016; Ser. A, 57: 53-58. ISSN 0132-2818.
Urnikyte A, Domarkiene I, Stoma S, Ambrozaityte L, Uktveryte I,
Meskiene R, Kasiulevi¢ius V, Burokiene N, Kucinskas V. CNV
analysis in the Lithuanian population. BMC Genetics 2016, 4; 17(1): 64.
DOI:10.1186/s12863-016-0373-6.

Stendiniai prane§imai:

1.

Urnikyte A, Molyte A, Kucinskas V. Relationship between effective
population size and inbreeding in the Lithuanian population. The
European Human Genetics Conference, 2018 June 16-19, Milan, Italy.
Abstract no. PS18.21, p. 332.

Urnikyté A, Molyté A, Kucinskas V, Kucinskiené ZA. Recent changes
in contemporary effective population size from identical by descent
segments. American Society of Human Genetics, 2017 October 17-21,
Orlando, Florida. Abstract no. 2315T, p. 976.

Urnikyté A, Molyté A, Kucinskas V. Recent effective population size
estimated from segments of identity by descent in the Lithuanian
population. The European Human Genetics Conference, 2017 May 27—
30, Copenhagen, Denmark. E-P18.14.

Urnikyté A, Molyté A, Pranckevi¢iené E, Kucinskas V. Inference of
evolutionary relationships among human populations based on the
estimates of effective population size. American Society of Human
Genetics, 2016 October 18-22, Vancouver, Canada. Poster abstracts.
Vancouver : ASHG, 2016, p. 491.

Urnikyté A, Molyté A, Kucinskas V. Recent Effective Population Size
Estimated from Segments of Identity by Descent in the Lithuanian

12



Population. The 3rd International Conference Evolutionary Medicine:
Pre-Existing Mechanisms and Patterns of Current Health Issues, 14th—
19th of June, 2016, Vilnius University, Lithuania. P. 77, ISBN 978-609-
459-720-6.

Urnikyté A, Molyté A, Pranckeviciené E, Kucinskas V. Demographic
inference of the Lithuanian population. The European Human Genetics
Conference, 2016 May 21-24, Barcelona, Spain. European journal of
human genetics. London: Nature Publishing Group, 2016, 24(e-suppl.
1): 388. ISSN: 1018-4813.

Urnikyté A, Domarkiene I, Uktveryte I, Ambrozaityte L, Meskiene R,
Kucinskas V. Genomic diversity and distribution of CNVs in
Lithuanian population. European Human Genetics Conference, 2015
June 6-9, Glasgow, Scotland, United Kingdom. European journal of
human genetics. London: Nature Publishing Group, 2015, 23(1): 332—
333.

Zodiniai praneSimai:

1.

Molyté A (praneséja), Urnikytée A, Kucinskas V. A comparative
Analysis of Mathematical Methods for homogeneity estimation of the
Lithuanian population. Pristatyti tyrimo rezultatai Lietuvos matematiky
draugijos konferencijoje 2018 m. birzelio 18-19 d. Kaune.

Urnikyte A (praneséja), Mondal M, Bosch E, Molyte A, Kudinskas V.
Detecting signatures of adaptive positive selection from high-density
genotyping data in the Lithuanian population. Pristatyti tyrimo
rezultatai ,,56th Polish and 14th International Conference Juvenes Pro
Medicina“, 2018 m. geguzés 25-26 d. Lodzéje, Lenkijoje. Gautas Il
vietos apdovanojimas (PhD sekcija).

Molyte A (pranes¢ja), Urnikyte A, Kucinskas V. A Comparative
Analysis Of Effective Population Size In Six Ethnolinguistic Groups Of
The Lithuania Population. Pristatyti tyrimo rezultatai ,,XIV Baltic
Congress of Laboratory Medicine®, 2018 m. geguzés 10-12 d. Vilniuje.
Molyté A, Urnikyté A (pranesé¢ja), Kucinskas V. Efektyvaus
populiacijos dydzio lyginamoji analizé tarp Lietuvos etnolingvistiniy
grupiy. Pristatyti tyrimo rezultatai Lietuvos matematikos draugijos 58-
ojoje konferencijoje, 2017 m. birzelio 21-22 d. Vilniuje.

Urnikyté A (pranes¢ja). Lietuvos populiacijos evoliuciniy rysiy analizé.
Pristatyti tyrimo rezultatai Lietuvos moksly akademijos Biologijos,
medicinos ir geomoksly skyriaus jaunyjy mokslininky konferencijoje
,BIOATEITIS: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos“, 2016 m.

13



gruodzio 7 d. Gautas III vietos apdovanojimas (medicinos sekcija).

6. Molyté A, Urnikyté A (pranes¢ja), Kucinskas V. A comparative
analysis of mathematical methods for effective population size
estimation. Pristatyti tyrimo rezultatai Lietuvos matematiky draugijos
LVII konferencijoje 2016 m. birzelio 20-21 d. Vilniuje, Vilniaus
Gedimino technikos universitete.

7. Urnikytée A (pranes¢ja), Molyté A, Kucinskas V. Recent Effective
Population Size Estimated from Segments of Identity by Descent in the
Lithuanian Population. Pristatyti tyrimo rezultatai ,,The 3rd
International  Conference Evolutionary Medicine: Pre-EXisting
Mechanisms and Patterns of Current Health Issues®“, 2016 m. birzelio
14-19 d. Vilniuje, Vilniaus universitete. P. 77. ISBN 978-609-459-720-
6.

8. Urnikyté A (praneséja). DNR kopijy skai¢iaus pokyciy jvairovés ir
pasiskirstymo analizé Lietuvos populiacijoje. Pristatyti tyrimo rezultatai
konferencijoje ,,LITGEN: Lietuvos populiacijos genetiné jvairové ir
sandaros kitimai, susije su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis
ligomis®, 2015 m. kovo 6 d. Vilniuje.

Stazuoté:

Pompeu Fabra universiteto Eksperimentiniy ir sveikatos moksly
departamento  Evoliucinés populiacijy genetikos laboratorija (angl.
Evolutionary Population Genetics Lab of the Department of Experimental
and Health Sciences at the Universitat Pompeu Fabra), Barselona, Ispanija,
nuo 2017 m. lapkricio 2 d. iki 2018 m. geguzés 11 d.

14



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Lietuva prieSistoriniais laikais ir lietuviy kilmé

Dabartiné Lietuvos populiacija yra sudaryta i§ ankstesniy balty genciy
atstovy. Tikétina, kad dabartinés Lietuvos gyventojai iSsaugojo senyjy
protéviy geny fonda. Lietuva, kaip ir visg Pabaltijj, bent tris kartus buvo
padenge ledynai. Paskutinis apledéjimas émé trauktis apie XIV tikstantmet]
pr. Kr., taciau i§ Lietuvos teritorijos jam isslinkti prireiké apie 3 000 m. [5].
Pirmieji zmogaus pédsakai piety Pabaltijyje randami vélyvojo paleolito
periodu [5, 6]. Tai buvo medZiotojai, atéje i§ Vidurio ir Vakary Europos, kurie
atsine$¢ dvi kultiras — Svidry ir Pabaltijo Madeleino. Svidry kultiiros pédsaky
piety Lietuvoje iSliko iki neolito pradzios [5]. Pabaltijo Madeleino kultiira
plito i§ Vakary Europos per Danija ir Vokietija. Siaurés Europa pasiekeé
véliausios jos atmainos. Daugiau duomeny yra apie Zmogaus gyvenimg
mezolito laikotarpiu: nuo 10 000 iki 4 000 mety pr. Kr., kai klimatas atSilo,
gamta teiké pakankamai gérybiy, o ezerai — zuvy ir vandens pauks$¢iy [6].
Lemiama reikSme piety ir ryty Pabaltijo mezolito kultiirai turéjo i$ pietvakariy
einanti Maglemosés tipo kultira. Ryty Pabaltijyje ji sudaré salygas dviem
vietinéms kultiroms susidaryti: mezolitinei Nemuno ir Kundos kultiirai,
kurios peraugo ] neolitines. Atlikti AukStumalos aukstapelkés archeologiniai
tyrimai 2004 m. byloja apie pirmyjy gyventojy Lietuvos teritorijoje
pasirodymg ir gyvenseng vélyvojo ledynmecio ir ankstyvojo holoceno
laikotarpiais [7]. Neolito laikotarpiu, kuris truko nuo 4 000 iki 2 000 m. pr.
Kr., keiciasi zmoniy gyvenimo biidas i§ klajokliy j sésly gyvenimg ir pradeda
plétotis primityvi zemdirbysté [6, 8]. Ankstyvojo neolito metu Lietuvoje
paplito dvi kulttiros: neolitiné Nemuno ir Narvos kultiira. IS Narvos kultiiros
gyvenviediy ypa¢ pazymétina Sventoji prie Baltijos jiros, kuri laikoma
svarbiausia $io laikotarpio Lietuvos gyvenviete. Narvos kultiira savo Saknimis
siekia Vakary Europa, 0 Lietuvoje svarbiausios Nemuno kultiiros gyvenvietes
yra Varénos rajone. Vidurinio neolito laikotarpiu atsiranda rySiy su dviem
nevietinémis neolitinémis kulttiromis — Sukinés-duobelinés keramikos, ateiviai
i§ ryty (finougry protéviai), ir rutuliniy amfory kulttiros, kuri Lietuvg uzliejo
tik i dalies [5, 8]. Vélyvojo neolito laikotarpiu prasideda virvelinés keramikos
kultiira, kurig atne$é¢ ateiviai i§ pietvakariy, ryty Pabaltijyje pasirode III
tikstantme¢io pr. m. €. viduryje. Virvelinés keramikos kultlira yra viena
pagrindiniy indoeuropieciy bendrijai priklausiusiy kultury, todél su ja
Pabaltijyje yra susietas ir balty kilmés klausimas. R. Rimantienés teigimu, j
Siaurés Europa indoeuropietiai atéje nuo Juodosios jiiros su antraja
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pastoralisty (gyvuliy augintojy) banga [9]. Lietuvoje pirmieji indoeuropie€iai
pasirodé¢ vakary Lietuvoje su rutuliniy amfory kultira apie 3 000 m.
pr.m. e. [9].

Taigi balty tauty susiformavimg lémé kelios skirtingos kultiirinés
sistemos: prieSindoeuroping, arba senosios Europos, atkeliavusi i§ Vakary
Europos, dabartinés Pranciizijos srities, ir indoeuropietiskoji, i$sirutuliojusi i$
Eurazijos stepiy (kurgany) kultaros [6]. Indoeuropieciy kalbg ir visuomening
patriarchaling, patrilinearing ir trijy klasiy struktiirg j ryty Pabaltijj, Baltarusija
ir vidurio Rusijg apie 2 500 m. pr. m. e. atne$¢ virvelinés keramikos kultdiros,
suindoeuropietinti  Vidurio Europos Zmonés. Vietinés kultiros nebuvo
iSnaikintos ir paliko pédsaky [9]. II tikstantmetyje prie$ miisy erg Siaurés ryty
ir ryty Lietuvoje vyravo briik§niuotosios keramikos kulttira, kuri neabejotinai
priklausé tiesioginiams lietuviy (aukstaiciy) protéviams.

Baltai priklauso indoeuropieciy kalby Seimai. 1§ didelés Siy kalby
Seimos — prisy, lietuviy, kurSiy, ziemgaliy, séliy ir latgaliy (latviy) — iki Siy
dieny isliko tik lietuviy ir latviy kalbos. KurSiai gyveno Siaurés vakary
Lietuvoje ir vakary Latvijoje, Ziemgaliai gyveno vidurio Lietuvos Siauréje ir
vidurio Latvijoje. Lietuviai, latviai ir séliai, kurie gyveno dabartinégje Ryty
Lietuvoje ir Latvijoje bei Baltarusijoje, rasytiniuose Saltiniuose minimi tik nuo
XI amziaus (zr. 1.1 pav.) [9]. Balty, ypa¢ lietuviy, kalby konservatyvumas
turéjo nemazg reik§me indoeuropieciy prokalbei rekonstruoti.

Balty gentys IX-XIl a;* \h\/ 3 ESTAI =
Istorikas.com remd ‘

(}zmghdos

(YAYIS NLAY

LENKAI

1.1 pav. Balty gentys XI-XII a. (http://www.istorikas.lt/baltu-gentys-ix-xii-a/)

16



1.2. Populiacijos genetiné struktiira
ir Zmogaus genomo jvairove

Populiacija apibréziama kaip vienos rasies individy grupé, gyvenanti
tam tikroje teritorijoje ir galinti kryzmintis tarpusavyje. Populiacijy genetika
— genetikos mokslo sritis, tirianti aleliy daznius bendrame geny fonde ir jy
kitima populiacijoje per kartas. Zmogaus genomas yra dinamiskas, ji kei¢ia
evoliucijos metu vykstantys DNR sekos poky¢iai, persitvarkymai, kurie
perduodami kitoms kartoms ir gali jsitvirtinti Zmoniy grupése ir
populiacijose. Vykdyti didelés imties projektai: Zmogaus genomo jvairovés
projektas (angl. Human Genome Diversity Project, HGDP), Zmogaus
genomo projektas, tarptautinis HapMap projektas, 1 000 genomy projektas,
suteiké daug informacijos apie Zmogaus genomo struktiira, jvairove ir
funkcijas tiek tarp individy, tiek tarp populiacijy [4, 10-12].

Zmogaus genomo jvairové pasireiskia nuo vieno nukleotido
polimorfizmy iki dideliy, mikroskopiskai matomy, chromosomos pokyciy
(dydis >2-5 Mb). Bet kuriy dviejy atsitiktinai pasirinkty asmeny DNR sekos
identiskumas yra 99.9 proc., taigi skirtumai tarp individy vidutiniskai sudaro
0,1 proc. Daugelio tyrimy rezultatai parodé, kad apie 83—88 proc. genetinés
jvairovés randama populiacijos viduje ir tik apie 9-13 proc. — tarp skirtingy
populiacijy [13]. Kiekvienos populiacijos genetiné jvairové - tai
prisitaikymo prie aplinkos poky¢iy garantas.

Tiriant DNR sekos jvairove, galima rekonstruoti Zmogaus populiacijos
evoliucing istorija, kilme, struktlirg ir iSaiskinti individy ar populiacijy
panaSumus ir skirtumus. Demografiniai pokyciai populiacijoje palieka
pédsaka, keisdami populiacijos geneting jvairove. Sumazéjgs populiacijos
dydis mazina geneting jvairove, ir atvirkséiai. Izoliuotos populiacijos i§saugo
savo genetinj unikaluma, O migracija mazina populiacijy genetinius
skirtumus. Taigi galima teigti, kad miisy istorija yra uzkoduota DNR sekoje.

Tokiuose tyrimuose daZniausiai naudojamos mMIDNR ir Y
chromosomos sekos, VNP ar trumpos paeiliui pasikartojancios sekos,
pasiskirs¢iusios po visg genomg. Tiriant populiacijy divergencijos laika,
priemaisa (angl. admixture), migracija, populiacijos dydzio pokycius bei
kitus demografinius procesus, pirmo pasirinkimo zZymenys yra plataus masto
VNP genotipavimo duomenys [14].

Populiacijos genetinés struktiiros tyrimai naudojami siekiant
i§siaiskinti panaSumus ir skirtumus tarp vienos grupés individy ar tarp
skirtingy individy grupiy, ir veiksnius, kurie lemia tuos skirtumus. Tai
vadinama biologine evoliucija, kuri gali vykti dél gamtinés atrankos [15].
Zmogaus organizma veikia nuolat kintantys aplinkos veiksniai, todél
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evoliucijos metu susiformavo daugybé prisitaikomyjy mechanizmy,
palaikan¢iy normalig organizmo veiklg. Nauji pokyciai organizmui gali biti
ir naudingi, ir zalingi. Poky¢iai, sudarantys salygas organizmui prisitaikyti
prie aplinkos, perduodami i§ kartos j kartg. Geny kitimas yra suderintas su
viso genomo pokyciais, kuriuos gamtiné atranka palaiko, jeigu jie suteikia
privalumo [16].

Per pastargji deSimtmetj galimybés nustatyti detalesn¢ didesnés
skiriamosios gebos populiacijy geneting struktiirg stipriai pasikeité, atsiradus
didelio nasumo genotipavimo technologijoms, kurios leidzia vienu metu
atlikti Simty tikstanéiy ar milijono Zymeny genotipavimg [17]. Detali
populiacijos genetinés struktiiros analizé yra svarbi asociacijy tyrimuose,
tiriant populiacijy praeitj, identifikuojant vietinés adaptacijos veikiamas
genomo sritis ir priskiriant kilme individo lygmeniu [18-20].

Analizés biidas pasirenkamas priklausomai nuo turimy duomeny ir
iSsikelty tiksly. Pastarajj deSimtmet] populiacijos genetinei struktarai
nustatyti dazniausiai naudojamas tiesinés projekcijos metodas — pagrindiniy
komponenc¢iy analizé (PKA) (angl. Principal Component Analysis, PCA)
[20], taip pat modeliu paremti metodai, jdiegti programose STRUCTURE ir
ADMIXTURE [21]. PKA metodas paremtas genetiniy atstumy tarp pory
individy skai¢iavimu. Nustatomas duomeny genetinés jvairovés santykis.
PKA pateikia globalius rySius tarp populiacijy, remiantis lyginamy pory
genetiniais atstumais. PKA taip pat naudojamas genetiniams atstumams tarp
individy atvaizduoti. Modeliu paremti metodai, pvz., ADMIXTURE,
tinkamesni rekonstruojant praeitj, individy kilme, atsakant j klausima, kuriai
populiacijai individas priklauso. Skirtingi individai yra grupuojami |
skirtingus klasterius, remiantis genetiniu panaSumu ir pagal pasirinkta
protéviniy populiacijy skai¢iy (K). Protéviniy populiacijy skaiius
pasirenkamas pagal prading iSsikelta hipotezg, pvz., analizuojant dviejy
populiacijy priemaisg, K bus 2. Neturint pradinés hipotezés, analizé
atlickama su skirtingais K jverciais, 0 tinkamiausias K pasirenkamas pagal
maziausig apskai¢iuotg ADMIXTURE programos duomeny kontrolés (angl.
Cross validation, CV) jverti.

Vidurio ir Vakary Europos kilmé iStirta gana i$samiai, didziausia
genetiné diferenciacija rasta tarp Zemyno Siaurés ir piety [22, 23].
J. Novembre su kolegomis iStyré Europos populiacijy geneting struktiira,
remdamasis 3 000 individy, genotipuoty pagal daugiau negu 500K Zymeny,
genetiniais duomenimis [23]. PKA rezultatai parodé, kad asmenys i$ to
paties geografinio regiono susigrupuoja ir taip atskiriamos skirtingos
populiacijos. Taip pat nustatytas koreliacinis rySys tarp tiriamy populiacijy
genetiniy ir geografiniy atstumy. PK1 parodé Siaurés—Siaurés vakary ar
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piety—pietryciy asies genetinés variacijos gradienta. PK1 aprasé 0,30 proc., 0
PK2 — 0,15 proc. genetinés jvairovés [23]. Ryty Europos populiacijy
genetiné struktiira iSsamiai apraSyta M. Nelis ir kolegy darbe [24]. Tirti
3112 individy i§ 16 Europos populiacijy (95 individai i§ Lietuvos
populiacijos), genotipuoty pagal 270 000 VNP Zymenis su Illumina
318K/370 CNV lustais, genetiniai duomenys. Atlikus Europos populiacijy
PKA, EIGENSOFT programa nustatyta, kad PK1 aprasé 8,7 proc., PK2 —
4,9 proc. genetinés jvairovés, 0 tai parodo Europos populiacijy genetinj
vientisuma. Jtraukus j analiz¢ HapMap projekto asmeny i§ CEU, YRI, CHB
ir JPT populiacijy genetinius duomenis, nustatyta, kad PK1 aprasé 36,6
proc., 0 PK2 — 23,8 proc. genetinés jvairovés. Tarp tirty Europos populiacijy
i§siskyré keturi regionai: 1) Suomija; 2) Baltijos Salys (estai, latviai ir
lictuviai), Vakary Rusija ir Lenkija; 3) Vidurio ir Vakary Europa; 4) Italija.
Piety italai buvo labiausiai nutole (zr. 1.2 pav.).
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1.2 pav. Europos populiacijy genetiné struktdra, remiantis 273 464 VNP
duomenimis [24]

Atlikus genetiniy atstumy tarp pory populiacijy skai¢iavimus F
statistika (Fst), nustatyta nedidelé, tadiau statistiskai reikSminga koreliacija
tarp genetiniy ir geografiniy atstumy (r°=0,382, p<0,01) [24]. Fs
reik§més tarp geografiskai artimy populiacijy buvo <0,001, didziausia Fgr
reik§mé (0,023) nustatyta tarp pietry¢iy Italijos ir Suomijos. Tarp Vokietijos
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ir Europos (CEU) Fsr = 0. Fsr reikSmés tarp Europos (CEU) ir Latvijos,
Lietuvos, Estijos bei Vakary Rusijos atitinkamai buvo 0,006, 0,005, 0,004 ir
0,004. Tarp lietuviy ir suomiy i§ Helsinkio Fsr reiksmé buvo 0,007, o tarp
lietuviy ir suomiy i§ Kuusamo — Fsr = 0,013. Fgr tarp Lietuvos ir Siaurés
Italijos buvo 0,011, o tarp Lietuvos ir Piety Italijos — 0,014. Fsratstumai tarp
Europos (CEU) ir Afrikos (YRI) buvo 0,153, tarp Europos (CEU) ir
Japonijos (JPT) — 0,0111, tarp Europos (CEU) ir Kinijos (CHB) — 0,110.
Remiantis geografiniais atstumais, nustatyti genetiniai atstumai tarp
Suomijos ir Italijos, Ryty Baltijos regiono ir Lenkijos, Bulgarijos ir Vakary
Rusijos, Lenkijos, Lietuvos [24].

Modeliu paremta priemaiSos analizé, atlikta ADMIXTURE,
STRUCTURE programomis pagal VNP genotipavimo duomenis, taip pat
parodo, kad asmenys i$ to paties geografinio regiono formuoja vieng klasterj,
0 populiacijos i8 skirtingy regiony atsiskiria ir suformuoja atskirus klasterius
[21, 25, 26].

I. Uktveryté 2014 m. savo disertacijoje analizavo lietuviy ir HapMap3
projekto populiacijy priemaisa [27]. Tirtos populiacijos geriausiai buvo
aprasomos keturiy grupiy (K = 4) modeliu. Pagrindinés grupés (Afrikos,
Azijos, Piety Azijos, Siaurés Amerikos, Europos populiacijos) atsiskyré.
Didziausia Azijos genetinés jvairovés dalis buvo stebima TSI populiacijoje,
mazesné — CEU, 0 maziausia — tirtoje lietuviy populiacijoje.

Detalios Lietuvos populiacijos genetinés struktiiros, modeliu paremtu
metodu (ADMIXTURE), analizés apraSymo néra.

Siame darbe pirmg karta analizuojama Lietuvos populiacijos genetiné
strukttra ir padétis 1 000 genomy projekto populiacijy atzvilgiu, naudojant
plataus masto VNP genotipavimo duomenis ir PCA, ADMIXTURE analizés
metodus.

1.3. Gamtiné atranka ir Zmogaus genetiné jvairoveé

1.3.1. Geny dreifo teorija

Manoma, kad didzioji dalis genomo varianty yra neutralls, nesuteikia
biologiniy privalumy neSiotojui. Tokiu atveju geny dreifas yra vienas
svarbiausiy veiksniy, galin¢iy nulemti tam tikro alelio i§likimg populiacijoje.
Geny dreifas apibréziamas kaip atsitiktinis geny aleliy dazniy svyravimas
populiacijoje, tik atsitiktinumas nulemia, kurie aleliai bus perduodami kitai
kartai [28]. Aleliy dazniy svyravimai dazniausiai labiau btidingi mazoms
populiacijoms. Veikiant geny dreifui, kai neveikia nei mutacijos, nei gamtiné
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atranka, aleliai gali buti fiksuojami arba prarandami populiacijoje, taip
sumazinant geneting jvairove. Tokiu atveju geny dreifas yra priklausomas tik
nuo efektyvaus populiacijos dydzio.

1.3.2. Efektyvus populiacijos dydis

Aleliy dazniai populiacijoje yra veikiami ne tik geny dreifo, gamtinés
atrankos, bet ir demografiniy procesy. Efektyvaus populiacijos dydzio (Ne)
sgvoka populiacijy genetikoje pirma kartg pateiké Sewall’as Wright’as 1931
m., kaip blida evoliuciniams pokyc¢iams, atsiradusiems dél atsitiktinio aleliy
daznio kitimo populiacijoje (geny dreifo), nustatyti [29]. Ne gali buti
apibréziamas kaip besidauginanéiy individy skaic¢ius Wright’o-Fisher’io
idealioje populiacijoje, kurioje geny dreifas bus tokio paties dydzio, kaip
biity vertinamas tikroje populiacijoje [30].

Ideali populiacija yra neriboto dydzio panmiksiné populiacija
(atsitiktinis populiacijos individy kryzminimasis), turinti pastovy dydj,
vienoda, galin¢iy daugintis, vyry ir motery skaitiy, nepersidengiancias
kartas, atsitiktinj poros pasirinkima, vienodas populiacijos individy
reprodukcines galimybes, joje neveikia gamtiné atranka ir mutacijos.

Pagrindine Ne teorija iSplétojo S. Wright’as, Moto Kimura ir James’as
Crow, kurie pasialé skirtingus Ne apibrézimus [29-31]. Dazniausiai
naudojami apibrézimai yra inbrydingo efektyvus dydis ir jvairovés efektyvus
dydis, kurie matuoja geny dazniy poky¢iy jvairove i§ kartos j kartg, taciau
praktikoje Sie apibrézimai daZniausiai néra iSskiriami ir vartojama bendra
efektyvaus populiacijos dydzio sgvoka (Ne).

Efektyvus populiacijos dydis yra svarbus molekulinés evoliucijos,
augaly ir gyviny veisimo ir aplinkosaugos biologijos veiksnys [32]. Ne
saveikaujant su kitais evoliucijos veiksniais, mutacijomis, gamtine atranka,
migracija ir rekombinacija nulemia genetinés jvairovés pasiskirstyma ir kiekj
populiacijoje. Ne gali padéti prognozuoti neutralios genetinés jvairovés
praradima ir pasiskirstyma, naudingy ir zalingy aleliy fiksacijos tikimybe bei
mazos populiacijos tinkamumg ir iSgyvenamumag [33]. Ne yra gerokai
mazesnis uz bendrg individy skaiciy populiacijoje (angl. Census population
size, N) [34]. Rasys, turin¢ios maza Ne, pvz., Zmonés, rodo sumazéjusig
jvairove ir sumazéjusj gamtinés atrankos efektyvuma, palyginti su kitomis
rasimis [35]. Ne gali varijuoti tarp skirtingy raiSies genomo sri¢iy, pvz.,
autosomy, X ir Y chromosomose [36]. Vyry didesné reprodukciné jvairove,
palyginti su motery, mazina Y chromosomos Ne, palyginti su mtDNR, X
chromosoma ir autosomomis. X chromosomos ir mtDNR Ne didesnis,
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palyginti su autosomomis. Gamtiné atranka nulemia sumazéjusj Ne tose
genomo srityse, kuriose genetiné rekombinacija yra nedidelé [37].

Ne gali biiti nustatomas remiantis demografiniais ir genealoginiais
duomenimis [37]. Tadiau surinkti visg $ig informacija populiacijos mastu yra
sudétingas uzdavinys. Todél Ne nustatymo pasirinkimo metodai remiasi
genetiniais duomenimis [38]. Iki tol, kol atsirado plataus masto
genotipavimo technologijos, daugelis tyréjy Ne nustatyti rémési individy,
aleliy dazniy poky¢iais, surinktais maziausiai dviem skirtingais laiko
momentais [38-40]. Plataus masto VNP genotipavimo duomenys paskatino
naujy metody, paremty nepusiausvyra sankiba (angl. Linkage
Disequilibrium, LD), kurie yra tikslesni ir informatyvesni, palyginti su
pastaraisiais [41-43], kirima. Nepusiausvyra sankiba yra dviejy ar daugiau
sriciy aleliy neatsitiktiné asociacija, kurios tam tikri haplotipai gali turéti
didesnj daznj, negu bty tikimasi atsitiktiniu baidu [44]. Genetiniai metodai
leidZia nustatyti pracities Ne nuo 200 iki 6 000 karty, o demografiniai
metodai suteikia informacijos apie Ne pokyc¢ius ateityje [45, 46]. Taip pat
reikia iSskirti ilgalaikj Ne (angl. Long-term effetive population size) ir
trumpalaikj Ne (angl. Recent effetive population size). Trumpalaikis Ne
nurodo labai artima, iki 200 karty nuo dabarties, bendra zmoniy skaiciaus
eksponentinj didéjima populiacijoje, ilgalaikis Ne nurodo praeities, nuo 200
iki 6 000 karty, efektyvyji populiacijos dyd;j. Ilgalaikis Ne yra mazesnis uz
trumpalaikj Ne.

Ne nustatymo metodas pasirenkamas priklausomai nuo issikelto
tyrimo tikslo ir turimy duomeny. Ne kintancioje populiacijoje skai¢iuojamas

ne kaip aritmetinis, o kaip harmoninis vidurkis: Ne = ﬁ géia N; —

N;
besidauginanciy individy skaicius i kartoje, t — karty skaicius. Tai reiskia,
kad mazas populiacijos dydis neproporcingai daro jtakg Ne. Artimoje
praeityje iSaugusiy populiacijy ilgalaikis Ne iSlieka nedidelis dél praeityje
sumaz¢jusio populiacijos dydzio, dél butelio kaklelio ar jkiiréjo efekto.
Apskai¢iuoti Ne, esant nelygiam ly¢iy santykiui, naudojama formulé:
Ne = ;\II\II::I\II\I;, ¢ia N, — vyry Ne, N — motery Ne [30].
Kitas svarbus veiksnys, turintis jtakos Ne, yra vidutinis $eimos dydZio

¢ia N —

kintamumas. Siuo atveju Ne apskaitiuojamas: Ne = %,

besidauginanciy individy skaicius, V — palikuoniy skaiciaus dispersija [47].
Ne mazéjimui jtaka daro poravimasis tarp giminingy asmeny

(inbrydingas), tai iSreiskiama formule: (1_-1FF) ¢ia F — inbrydingo koeficientas

[48]. Inbrydingo laipsnis nustatomas pagal giminingumo koeficienta (angl.
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Coefficient of kinship) — tikimybe¢, kad dviejy skirtingy individy abu aleliai
yra identiSki pagal kilmg¢. Pavyzdziui, pirmos kartos pusbroliy santuokos
F =0,0625, antros kartos pusbroliy santuokos F = 0,0156 [49]. Ne sumazéja,
nes inbrydingas turi jtakos individo greitesnei motininiy ir téviniy aleliy
koalescencijai (angl. coalescente, lot. coalesco — susijungiu), palyginti su
atsitiktiniu poravimusi [50].

Didelése populiacijose, kuriose neveikia gamtiné atranka, individai
poruojasi atsitiktiniu btidu, aleliai yra nepriklausomi srityje ir tarp sriciy, taip
nulemiama Hardzio-Vainbergo pusiausvyra ir pusiausvyra sankiba. Taciau
riboto dydzio populiacijose atsitiktinis geny dreifas nulemia asociacijg tarp
vienos srities aleliy ir skirtingy sri¢iy aleliy. Dél to susidaro heterozigoty
perteklius, o tai véliau paskatina LD atsiradima. Be geny dreifo, LD daro
jtakg migracija ir gamtiné atranka [51]. LD tarp sri¢iy nustatoma remiantis D
statistika, Daog = pap — Pa P, skirtumas tarp poros aleliy — A ir B dazniy
dviejose srityse (pag) ir aleliy dazniy (pa ir ps) produktas. Koreliacijos
koeficientas (r) tarp pa ir ps yra apskaiiuojamas pagal formule:
ras = Das/ (Pa(1 — pa) pa(l — ps))"? [52]. Jeigu dvi sritys yra neutralios ir
populiacija izoliuota, o jos efektyvus dydis ilga laika pastovus, tada rag bus
priklausoma nuo Ne ir rekombinacijos daznio, kurj pazymime c, tarp sriéiy.
Siuo atveju susidaro pusiausvyra (angl. Equilibrium, E), tada E(rag) =0 ir

CZ
2Nevc(z-0)+1/n
rekombinacijos daznis; r — aleliy dazniy koreliacijos koeficientas tarp dviejy
sri¢iy, esanciy LD; n — individy skai¢ius. Nepusiausvyra sankiba tarp dviejy

dispersija  Vrag = E(r?pag) = (1 —¢)? + gia ¢ -

genetiniy sri¢iy gali suteikti informacijos apie populiacijos dinamikg —
efektyvaus populiacijos dydzio kitima laike [53]. Geny dreifas didina
nepusiausvyrg sankiba, o rekombinacija mazina. Taigi LD mazéja didéjant
fiziniam atstumui tarp genetiniy sri¢iy. Zinant, kad LD priklauso tiek nuo
Ne, tiek nuo rekombinacijos daznio tarp sri¢iy, daroma prielaida, kad LD
esant dideliam atstumui tarp genetiniy sric¢iy atspindi artimos praeities Ne, 0
LD esant mazam genetiniam atstumui tarp genetiniy sriciy atspindi tolimos
praeities Ne [53].

Remiantis DNR sekos jvairovés duomenimis, nustatytas ilgalaikis Ne
zmoniy populiacijoje varijuoja nuo ~10 000 ne Afrikos populiacijose iki
~20 000 Afrikos populiacijose [4, 53, 54]. Ne gali varijuoti priklausomai nuo
naudoty genetiniy duomeny (VNP, viso genomo sekoskaitos duomenys)
analizéje ir pasirinkto nustatymo metodo. B. P. McEvoy’aus ir kity tyréjy
nustatytas Ne tarp skirtingy populiacijy varijavo nuo 13 900 (YRI) iki 5 200
(FIN) (zr. 1.3 pav.) [55].
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Ne jverciai, nustatyti nepusiausvyra sankiba paremtu analizés metodu,
panaudojant plataus masto VNP genotipavimo duomenis, yra mazesni,
palyginti su kitais metodais [55]. To prieZastis néra iSaiSkinta, taciau
spéjama, kad dél populiacijos butelio kaklelio efekto jtakos nepusiausvyrai
sankibai. Viso genomo koalescencijos analiz¢ naudoja vis sudétingesnius
genetinius modelius Ne nustatyti, vienas i§ biidy yra paremtas Markovo
koalescencijos analize (angl. Pairwise Sequentially Markovian Coalescent
Analysis, PSMC), kuria galima nustatyti Ne, remiantis diploidiniy genomy
heterozigotiniais polimorfizmais [56]. Siuo metodu nustatyta, kad tarp
100 tukstanciy ir 1 milijono mety Ne varijavo nuo 7 000 iki 15 000.

Zinant, kad Ne stipriai koreliuoja su N daugeliu atveju, naudinga ir
jdomu nustatyti Ne ir N santykj populiacijoje [32, 57, 58]. Ne ir N santykis
gali suteikti informacijos apie ekologinius veiksnius, darancius jtaka Ne [57].
Ne ir N santykio nustatymas néra lengva uzduotis, kadangi yra daug
veiksniy, kurie turi jtakos Siam santykiui, pvz., persidengiancios kartos
sumazina Ne 25-75 proc. N. Stabiliose populiacijose Ne ir N santykis yra
0,5-1, o populiacijose, kuriose individy skai¢ius nepastovus, vidutinis Ne ir
N santykis gali buiti 0,10 [46, 59, 60]. Ne ir N santykis taip pat varijuoja tarp
rasiy, pvz., juros rasiy Ne ir N santykis yra apie 0,0001, o sausumos risiy —
0,14 [60]. Taciau mazam Ne daugiausiai jtakos turi bendros populiacijos
dydzio svyravimai [32].
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Remiantis nustatytu Ne ir genetiniy atstumy (Fsr) dydziais, galima
nustatyti divergencijos laika tarp tiriamy populiacijy. Pirma didzioji
migracijos banga i§ Afrikos jvyko prie§ ~40—60 tiikstanéiy mety. Sios
migracijos palikuonys apgyvendino Europos, Azijos ir Kitus pasaulio
regionus [61]. I. Gronau su kitais mokslininkais nustaté vidutinj
divergencijos laikg tarp Afrikos ir Eurazijos pries ~50 000 (nuo 38 000 iki
64 000) mety, 0 Europos ir Ryty Azijos — prie§ ~31-40 000 mety [60].

F. Tassi kartu su kitais mokslininkais nustatyto divergencijos laiko
tarp Ryty Afrikos ir kity pasaulio populiacijy, remiantis Ne ir Fsr, rezultatai
pateikti 1.1 lenteléje [62].

1.1 lentelé. Nustatytas divergencijos laikas metais tarp Ryty Afrikos ir kity pasaulio
regiony

Populiacija Vidurkis 95 proc. PI”
Europa 69 736 [62 664; 78 916]
Kaukazas 68 143 [60 080; 76 336]
Vakary Azija 66 318 [60 187; 74 087]
Centriné Azija 71021 [65 785; 80 083]
Siaurés Indija 70 23 [65 533; 79 438]
Piety Indija 64 396 [59 931; 71 782]
Ryty Azija 87 432 [80 536; 97 802]
Piety Azija 80 587 [73 452; 89 791]
Malaizija 71622 [66 345; 81 344]

“Pasikliautinasis intervalas.

B. P. McEvoy’us kartu su kitais mokslininkais nustaté vidutinj
divergencijos laikg tarp Afrikos ir Europos prie§ ~ 48 000 mety, tarp Afrikos
ir Ryty Azijos pries ~ 66 000 mety, o tarp Ryty Azijos ir Europos pries
~ 34 000 mety [55].

Divergencijos laikas tarp ne Afrikos populiacijy, nustatytas remiantis
Y chromosoma ir mtDNR, yra atitinkamai prie§ 40-50 tukstanciy mety ir
pries§ 52-60 takstan¢iy mety [63, 64]. Remiantis fosilijomis ir
archeologiniais tyrimy rezultatais, Siuolaikinis Zzmogus j Vakary Europg ir
Ryty Azija atkeliavo prie§ ~30—40 tukstan¢iy mety [65].

Siame darbe pirmg kartg pateikta detali Lietuvos populiacijos ir $esiy
jos etnolingvistiniy grupiy Ne ir divergencijos analizé.
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1.3.3. Teigiama gamtiné atranka

Geny dreifas daznai yra dominuojantis evoliucijos veiksnys, taciau ne
vienintelis, galintis keisti aleliy daznj populiacijoje. Nuo tada, kai Carlzas
Darvinas 1859 m. savo knygoje ,Rasiy atsiradimas® (On the Origin of
Species) apra$¢ gamtinés atrankos teorijg, ji laikoma viena svarbiausiy
evoliucijos veiksniy. Remiantis C. Darvino teorija, jeigu naujas paveldimas
pokytis yra naudingas organizmui, jis bus palaikomas teigiamos gamtinés
atrankos. Naudingas pokytis yra toks, kuris suteikia didesnes galimybes
iSgyventi ar daugintis ir yra perduodamas i$ kartos j karta. Aleliy, lemianciy
naudingg pokytj, daznis spar¢iai iSauga populiacijoje, kol galiausiai tampa
fiksuotas (daznis 100 proc.). Gamtinés atrankos poveikis, kei¢iant naudingy
aleliy daznj, priklauso nuo dviejy veiksniy: gamtinés atrankos stiprumo ir
karty skaiiaus, nuo kada gamtiné atranka prasidéjo. Gamtiné atranka veikia
visg individo fenotipa, kurj lemia daugybé genetiniy ir aplinkos veiksniy.

Neigiama gamtiné atranka eliminuoja naujus, zalingus variantus i$
populiacijos, taigi, tikimasi, kad didzioji dalis Zzmogaus genomo yra
veikiama $ios atrankos tipo. Tai stebima egzonuose, kuriuose genetiné
jvairové yra mazesné, palyginti su intronine genomo dalimi. Taip pat
nesinoniminiai VNP nustatomi refiau negu sinoniminiai. Nesinoniminiai
VNP, kurie paveikia baltymo funkcija, yra pasalinami neigiamos gamtinés
atrankos dar prie$ tokiems variantams pasiekiant didesnj alelio daznj.

Geriausiai iStirtas gamtinés atrankos tipas yra zinomas kaip stipri
atranka (angl. Hard selective sweep) — jvykusi nauja mutacija sukuria
naudingg savybe viename individe, taigi gamtiné atranka veikia teigiamai
tokj alelj, kurio daznis didéja per kartas, kol pasiekia fiksacijg (Zr. 1.4 pav.,
B) [66]. Kitas gamtinés atrankos tipas yra zinomas kaip silpna atranka (angl.
Soft selective sweep), kai gamtiné atranka veikia vieno geno kelis alelius,
kurie egzistuoja populiacijoje kurj laika (angl. Standing variation) (zr. 1.4
pav., A) [66]. Dél pasikeitusios aplinkos ar kity veiksniy tie aleliai tampa
naudingi ir jy daZnis pradeda didéti per kartas. Sudétingesnis gamtinés
atrankos tipas yra poligenin¢ adaptacija, kai gamtiné atranka veikia skirtingy
geny alelius, kurie gali tapti naudingi pasikeitus aplinkai (zr. 1.4 pav., C).
Lengviausiai nustatoma stipri atranka. Kiek sudétingiau nustatyti silpnaja
atranka, ypac tada, kai genetinis variantas turi didelj daznj dar nepradéjus
veikti gamtinei atrankai, o tai apsunkina tokio varianto atpazinimg ir
interpretacija. Poligeninés adaptacijos tipas yra nustatomas sunkiausiai [67].
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1.4 pav. Stiprios (A) ir sunkios (B, C) atrankos tipai [66]. (A) Visi adaptyvis aleliai
(mélynos spalvos apskritimai) susidar¢ dél vienos naujos mutacijos (x). B —
adpatyviis aleliai susidare dél dviejy nepriklausomy naujy mutacijy (mélynos ir
raudonos spalvos apskritimai), C — adaptyviis aleliai jau buvo susiformave dél
ivykusios mutacijos prie$ pradedant veikti gamtinei atrankai

Yra nemazai publikuoty tyrimy apie gamtinés atrankos poveikj
Zmogaus genomui. Pirmieji tyrimai susije su hemoglobino polimorfizmu.
Heterozigotiniai pagal hemoglobing (HbA/HbS) asmenys yra atsparesni
maliarijai, palyginti su abiejy tipy homozigotiniais individais [68]. Panasts
rezultatai gauti analizuojant G6PDG geng individy, gyvenanciy krastuose,
kur paplitusi maliarija [69]. Nustatyta, kad tam tikri geny variantai lemia
individy atsparumg maliarijai. Pavyzdziui, Duffy kraujo grupés genetingje
srityje, kuri turi tris alelius: FY*A, FY*B ir FY*O, nustatytas didelis FY*O
geno daznis Uzsachario Afrikoje. FY*O alelio neSiotojai yra atsparis
maliarijos sukéléjui Plasmodium vivax [70]. Tyrimo rezultatai parodé, kad
FY*O alelis yra palaikomas gamtinés atrankos Uzsachario Afrikoje [70].
Nustatyta koreliacija tarp individo genotipo ir atsparumo tam tikroms
infekcijoms [71, 72]. Kiti gamtinés atrankos veikiamy zmogaus genomo
sriciy, patvirtinty funkciniais tyrimais, pavyzdziai pateikiami 1.2 lenteléje.

1.2 lentelé. Gamtinés atrankos veikiami genai, patvirtinti funkciniais tyrimais

Genas Sritis Funkcija Populiacija Literatiiros $altinis
FY 1921922 |Atsparumas maliarijai |Afrika Hamblin & Di Rienzo,
2000
EDAR 2q13 Plauky, danty, prakaito |Azija Sabeti ir kt., 2007
liauky vystymasis
LCT 2021 Laktazés persistavimas |Europa Bersaglieri ir kt., 2004

SLC45A2 |5p13.3 Odos pigmentacija Europa Sabeti ir kt., 2007
SLC24A5 |15021.1 Odos pigmentacija Europa Lamanson ir kt., 2005

CYP3A5 7921.1 Jautrumas druskai Europa, Thompson ir kt., 2004,
Azija 2006

FOXP2 7931 Kalba Pasaulis Enard ir kt., 2002

HBB 11p15.5 Atsparumas maliarijai |Afrika Ayodo ir kt., 2007

27



Genas Sritis Funkcija Populiacija Literaturos $altinis
CASP12 |11g22.3 Atsparumas sepsiui Pasaulyje  |Xue ir kt., 2006
SLCP12 15921.1 Odos pigmentacija Europa Lamason ir kt., 2005
ABCC11 |l6gl2.1 Ausy sieros sekrecija  |Azija Xue ir kt., 2009
G6PD Xq28 Atsparumas maliarijai  |Afrika Tishkoff ir kt., 2001

Plataus masto VNP genotipavimo duomenys pastaruosius 17 mety
buvo placiai taikomi teigiamos gamtinés atrankos tyrimuose tick Europoje,
tiek visame pasaulyje (Zr. 1.3 lentele).

1.3 lentelé. Zmoniy teigiamos gamtinés atrankos tyrimai Europoje ir visame

pasaulyje
Saltinis “Metodas “Zymenys

Huttley ir kt., 1999 ISpléstinis LD STR
Akey ir kt., 2002 Fst SNP
Akey ir kt., 2002 Fst SNP
Payseur ir kt., 2002 SFS STR
Kayser ir kt., 2003 Rst STR
Storz ir kt., 2004 Fst, SFS STR
Shriver ir kt., 2004 Fsr SNP
Carlson ir kt., 2005 SFS SNP
Weir ir kt., 2005 Fst SNP
Benjamin 2006 iHS SNP
Voight ir kt., 2006 iHS SNP
Wang ir kt., 2006 LD SNP
Kelley ir kt., 2006 SFS SNP
Williamson ir kt., 2007 CLRT SNP
International HapMap Consortium, 2007  |iHS; EHH SNP
Sabeti ir kt., 2007 iHS; XP-EHH SNP
Tang ir kt., 2007 EHH; LRH SNP
Kimura ir kt., 2007 Haplotipy homozigotiskumas SNP
Olesyk ir kt., 2008 Fst SNP
Johansson & Gyllensten, 2008 Fst SNP
Kimura ir kt., 2008 LRH; SFS SNP
Myles ir kt., 2008 Fst SNP
Amato ir kt., 2009 Fst SNP
Pickrell ir kt., 2009 iHS; XP-EHH; Fgr SNP
Lopez Herraez ir kt., 2009 Rsbh SNP
Albrechtsen ir kt., 2010 Identiski pagal kilme¢ segmentai SNP
Bigham ir kt., 2010 InRH; WGRLH; SFS SNP; CNV
Simonson ir kt., 2010 iHS; XP-EHH SNP
Beall ir kt., 2010 Aleliy daZniy skirtumai SNP
Lappalainen ir kt., 2010 iHS, LRH, EHH; Fsr SNP
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Saltinis “Metodas “Zymenys
Chen ir kt., 2010 XP-CLR SNP
Xuir kt., 2010 iHS; XP-EHH; XP-CLR; Fgy SNP
Metspalu ir kt., 2011 XP-EHH; iHS SNP
Granka ir kt., 2012 iHS; XP-EHH SNP
Piras ir kt., 2012 EHH; XP-EHH SNP
Vernot ir kt., 2012 Fst SNP
Jarvis ir kt., 2012 Fsr; XP-EHH; iHS SNP
Scheinfeldt ir kt., 2012 LSBL SNP
Suo ir kt., 2007 iHS; XP-EHH SNP
Migliano ir kt., 2013 iHS; XP-EHH SNP
Raj ir kt., 2013 iHS; Fsr SNP
Liu ir kt., 2014 iHS, XP-EHH SNP
Bhatia ir kt., 2014 Aleliy dazniy skirtumai SNP
Colonna ir kt., 2014 iHS; XP-EHH; Fgr SNP; indel
Sadler ir kt., 2015 SFS, iHS SNP
Xuanyao Liu ir kt., 2015 XP-EHH SNP
Vatsiou ir kt., 2016 iHS SNP
Jonnalagadda ir kt., 2017 SFS, iHS; Rsb SNP; LSBL
Liu ir kt., 2017 iHS; XP-EHH SNP
Kelsey ir kt., 2018 iHS SNP

“iHS — integruota haplotipy statistika (angl. Integrated Haplotype Statistics, iHS);
CLR - sudétinés tikimybés santykis (angl. Composite Likelihood Ratio, CLR);
LSBL — sri¢iai specifinis sekos ilgis (angl. Locus-Specific Branch Length, LSBL);
INRH — logaritminis heterozigoty santykis (angl. the og of the Ratio of
Heterozygosities, INRH); WGLRH — viso genomo haplotipy testas (angl. Whole
Genome Long Range Haplotype tests, WGLRH); EHH — iSpléstinis haplotipy
homozigotiskumas (angl. Extended Haplotype Homozygosity, EHH); XP-EHH —
tarp populiacijy iSpléstinis haplotipy homozigotiskumas (angl. Cross Population
Extended Haplotype Homozygosity, XP—-EHH); LRH — ilgy haplotipy testas (angl.
Long Range Haplotype test, LRH); SFS — vietos dazniy spektro statistika (angl. Site
Frequency Spectrum statistic, SFS);

“CNV - kopijy skai¢iaus pokytis (KSP, angl. Copy Number Variation, CNV); SNP
— vieno nukleotido polimorfizmas (VNP, angl. Single Nucleotide Polymorphism,
SNP); STR — trumpi tandeminiai pasikartojimai (TTP, angl. short tandem repeats,
STR).

Siame darbe pirmg kartg Lietuvoje analizuojama populiacijos teigiama
gamtiné atranka, panaudojant plataus masto VNP genotipavimo duomenis ir
tris statistinius metodus.
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1.3.4. Gamtinés atrankos nustatymo metodai

1.3.4.1. Metodai, paremti haplotipy dazniu ir jvairove

Haplotipas — vienos chromosomos aleliy rinkinys, paveldimas kaip
nedalomas vienetas. Tokie aleliai dazniausiai yra nepusiausvyroje sankiboje.
Skirtumai tarp haplotipo daznio ir jvairovés gali suteikti informacijos apie
gamting atranka, kuri prasidéjo prie§ <30 tukstanciy mety [73]. Didelio
daznio haplotipai, manoma, yra seni, nes reikia nemazai laiko, kad haplotipo
daznis padidéty veikiant geny dreifui. Haplotipy, turiniy alelj, kuris buvo
veikiamas netolimos gamtinés atrankos (angl. Recent Natural Selection),
genetiniai atstumai yra daug didesni, palyginti su kitais tos srities panaSaus
daznio haplotipais. Su laiku rekombinacija gali pertraukti haplotipa, taigi
prarandama gamtinés atrankos genetiné Zymé (angl. Genetic signature of
natural selection).

Statistiniai metodai, galintys nustatyti tokio tipo gamtin¢ atranka,
vadinami i$pléstiniais haplotipy homozigotiskumo (angl. Extended
Haplotype Homozygosity, EHH) testais, kuriais nustatomi ilgi, didelio daznio
haplotipai populiacijoje [71]. Kitas statistinis metodas, paremtas EHH, yra
XP-EHH — tarp populiacijy iSpléstinis haplotipy homozigotiSkumas (angl.
Cross Population Extended Haplotype Homozygosity, XP-EHH), kuriuo
galime nustatyti populiacijai specifinius gamtinés atrankos veikiamus
genetinius variantus. Siai statistikai reikalinga referentiné populiacija [74].

Skirtingos tyréjy grupés, analizuodamos gamting atranka, pritaiké EHH
statistikag plataus masto VNP genotipavimo duomenims. Pavyzdziui,
P. C. Sabeti kartu su kitais tyréjais, naudodamasis HapMap2 projekto
duomenimis, identifikavo apie 300 kandidatiniy gamtinés atrankos veikiamy
sriCiy, 18 jy 22 yra stiprios kandidatinés sritys [74].

1.3.4.2. Aleliy dazniy spektru paremti metodai

Genetiniy varianty, esanciy skirtingy individy DNR sekose, dazniai
skiriasi. Gamtiné atranka ir demografiniai procesai keifia genetiniy
varianty daznio spektra, tai vadinama aleliy dazniy spektru (angl. Allele
Frequency Spectrum, AFS). Pavyzdziui, jeigu populiacijos dydis neseniai
iSaugo, daugelis naujai atsiradusiy aleliy yra neseni ir jy daznis bus mazas.
Tokioje populiacijoje bus rety aleliy perteklius. Jeigu tam tikros srities
haplotipas yra veikiamas gamtinés atrankos, tokio haplotipo daznis bus
didesnis, palyginti su kitais. Taigi haplotipo specifinis rety aleliy perteklius
gali bati stebimas tik toje srityje, bet ne Kkitur. Subpopuliacijos ir
balansuojanti gamtiné atranka palaiko daugelj haplotipy ilgiau, negu bty
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tikimasi veikiant neutraliai evoliucijai. Taigi galiausiai susidaro vidutinio
daznio aleliy perteklius.

Aleliy dazniy spektru paremti statistiniai metodai remiasi prielaida, kad
veikiant neutraliai evoliucijai skirtingi 0 (teorinis genetinés jvairovés
nustatymo matas) jverciai turi bati vienodi, ¢ia® = 4Nep (Ne — efektyvus
populiacijos dydis; p—mutacijy daznis kartoje). Tik kai kurie 6 jverciai
inkorporuoja informacija apie aleliy daznius; segreguojanciy sriciy skaicius
(S) yra nepriklausomas nuo aleliy daznio, taciau nukleotidy jvairové (m) yra
priklausoma. Skirtumai tarp 6 jveréiy, kurie inkorporuoja informacija apie
aleliy daznius, identifikuoja aleliy dazniy spektro nukrypimus, veikiant
neutraliai evoliucijai.

Vienas daZniausiai naudojamy statistiniy metody, paremtas aleliy
dazniy spektru, yra Tajima’s D, kuris remiasi genetinés jvairoves
sumaz¢&jimu ir nustato senas gamtinés atrankos sritis, veikiamas apie
250 tikstan¢iy mety [75]. Tajima’s D statistika lygina du jverCius:
segreguojanciy sri¢iy skaiciy (S) ir vidutinj skirtumag tarp nukleotidy (m).
Esant nulinei hipotezei, tikimasi, kad E[r] = 8, 0 E[S] = a,0, ¢ia a; =
Yt 1/ ., kur n — DNR seky skai¢ius. Tajima’s D apskaiCiuojamas pagal
formule: D=(m—S/a;)/NV , &a V= Var[t—S/a;] . Vykstant
neutraliai evoliucijai, aleliai yra pusiausvyroje ir Tajima’s D lygi nuliui. Kitu
atveju Tajima’s D jverCiy intervalas yra [-2; 2]. ReikSmingai teigiami
jveréiai indikuoja populiacijos dydZzio sumazéjimg ir (arba) balansuojancia
atranka. Neigiami Tajima’s D jverciai parodo veikiancig teigiama gamting
atranka populiacijoje arba jos ekspansija.

Aleliy dazniy spektru paremtiems metodams tinkamiausi yra DNR
sekoskaitos duomenys, ta¢iau plataus masto VNP genotipavimo duomenys
taip pat tinkami analizuoti.

1.3.4.3. Populiacijos diferenciacija paremti metodai

Gamtiné atranka gali veikti tam tikras genetines sritis vienoje
populiacijoje, o Kitoje ne, ypa¢ tuomet, kai veikia skirtingi aplinkos
veiksniai. Identifikuoti populiacijy skirtumai gali padéti nustatyti gamtinés
atrankos veikiamas genomo sritis tam tikroje populiacijoje. Papraséiausias
biidas yra atlikti genomo sri¢iy nukleotidy jvairovés palyginimo analiz¢ tarp
populiacijy. Jeigu VNP dazZnis vienoje populiacijoje yra labai didelis,
palyginti su kita populiacija, galima daryti prielaida, kad to priezastis yra
gamtiné atranka.

Atlikus 100 000 VNP aleliy daZnio palyginima tarp kiny (Han) ir
tibetieciy, buvo nustatyti EPAS1 geno du VNP su labai dideliu dazniy
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skirtumu dél gamtinés atrankos poveikio. Kiekvieno VNP aleliy daznio
statistika gali bti uzrasyta kaip |JADAF]|, alelio daznio absoliutus skirtumas,
lyginant dvi populiacijas. 1 000 genomy projekto metu nustatyti VNP su
dideliu |ADAF]|, jskaitant VNP EDAR gene, taip pat SLC24A5, DARC ir
TLR1 genuose [13].

DazZniausiai naudojamas metodas diferenciacijai tarp populiacijy
nustatyti yra Fsr statistika, kuri nustato gamtinés atrankos veikiamas sritis
nuo <50 takstanciy iki 75 tukstan¢iy mety [76, 77].

Sis metodas daznai sulaukia kritikos, kadangi Fsr yra veikiamas
populiacijos genetinés struktiiros ir demografiniy veiksniy. J. M. Akey’us
kartu su kitais mokslininkais, naudodami Fsr metoda, nustaté daugiau kaip
Simtg sri¢iy, turiniy gamtinés atrankos zymes, ir reikSmingg lyginamy
populiacijy diferenciacija [78]. B. S. Weir’as kartu su kitais mokslininkais
iSanalizavo Perlegan (~1 min. VNP), HapMap | projekto (~0,6 min. VNP)
duomenis ir nustaté, kad sri¢iai specifiniy Fsrjver¢iy variabilumas yra per
didelis. Nepaisant minéty trakumy, analizuojant daugybines nepriklausomas
sritis, su tinkamais kriterijais identifikuojant iSskirtis, Fsr gali buti puikus
populiacijai specifinés gamtinés atrankos indikatorius [79].

Populiacijos diferenciacija paremti metodai dazniausiai yra naudojami
kartu su metodais, paremtais haplotipy daZniu gamtinei atrankai nustatyti
tam tikroje populiacijoje, palyginti su referentine populiacija. Siame darbe
buvo taikyta analogiska gamtinés atrankos analizés strategija.
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2. DARBO METODOLOGIJA

2.1. Tyrimo eiga

Tyrimai, laikantis asmens duomeny apsaugos ir bioetikos reikalavimy,
buvo vykdomi nuo 2014 m. spalio 1 d. iki 2017 m. spalio 31 d. Vilniaus
universiteto Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly instituto Zmogaus ir
medicininés genetikos katedroje (VU MF BMI ZMGK), o nuo 2017 m.
lapkri¢io 2 d. iki 2018 m. geguzés 11 d. — Pompeu Fabra Universitat
Eksperimentiniy ir sveikatos moksly departamento Evoliucinés populiacijy
genetikos laboratorijoje (angl. Evolutionary Population Genetics Lab of the
Department of Experimental and Health Sciences at the Universitat Pompeu
Fabra), Ispanijoje.

Disertacijos tyrimg sudaro dvi dalys: 1) Lietuvos populiacijos
genetinés struktiiros analiz€¢ ir 2) evoliuciniy veiksniy: efektyvaus
populiacijos dydzio ir gamtinés atrankos, analizé pagal plataus masto VNP
genotipavimo duomenis. Tyrimo strategija ir darbo eiga pateikta 2.1
paveiksle.

2.2. Tiriamieji

Pirmosios darbo dalies tiriamyjy imtj sudaré 294 asmenys i§ bendros
Lietuvos populiacijos, o antrosios darbo dalies imtj — 424 tiriamieji,
papildzius pirmos darbo dalies tiriamyjy imtj 130 asmeny. Vidutinis
tiriamyjy amzius — 53 metai. Tirilamyjy veninio kraujo €miniai surinkti
2011-2013 m. LITGEN projekto (VP1-3.1-SMM-07-K-01-013) metu i$
atsitiktinai  pasirinkty = asmeny, priklausanéiy  SeSioms  Lietuvos
etnolingvistinéms grupéms: trys aukstaiciy grupés (Vakary (n = 79), Piety
(n = 67), Ryty (n = 78)) ir trys zemaiiy grupés (Siaurés (n = 79), Piety (n =
78) ir Vakary (n = 43)), kuriy tévai ir seneliai gyveno toje pacioje
etnolingvistinés grupés teritorijoje (Zr. 2.2 pav.). Genoming DNR i§ veninio
kraujo éminiy iSskyré Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto LITGEN
projekto vykdytojai.

Disertacijos metu atliktas tiriamasis darbas yra 2011-2015 m. VU MF
vykdyto projekto ,Lietuvos populiacijos genetiné jvairové ir sandaros
kitimai, susij¢ su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis ligomis, akronimas
LITGEN* dalis.
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qé LITGEN projekto (VP1-3.1-SMM-07-K-01-013)

2 tiriamieji, veninio kraujo éminiai surinkti 2011-2013 m.

- y,
<

o DNR isskyrimas i§ kraujo leukocity fenolio ir

% chloroformo ekstrakcijos metodu bei automatizuota DNR

i§skyrimo sistema TECAN freedom EVO

1llumina Infinium® HD
protokolas, 770K
HumanOmniExpress-12
v1.1 lustas, 719 666 VNP,
295 tiriamieji (atlikimo data
—2011-2014 m.)

Ilumina Infinium HTS
protokolas, Infinium
OmniExpress-24v1-2 lustas, 713
599 VNP, 144 tiriamasis
(atlikimo data —2017 m.)

Genotipa-
vimas

GenomeStudio v2011 Plink v1.07/ v1.9
Perl v5.22 VCFtools

Duomeny
paruosimas

Bioinformaciniai jrankiai: \‘
R v. 3.4.4 programiné jranga (NeON paketas;

popGenome, Phangorn biblioteka)
4Pv.1.0

IBDNe v. 04Sep15.e78

IBDseq v. r1206

EIGENSOFT v. 7.2.1
ADMIXTURE v. 1.3.0

KING v. 2.1

Plink v1.90

SHAPEIT2

Selscan v1.2.0a

VCFtools v.0.1.13

ANNOVAR

Duomeny analizé

2.1 pav. Tyrimo strategija ir darbo eiga
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2.2 pav. Lietuvos etnolingvistiniy grupiy Zemélapis ir tiriamyjy skai¢iaus
pasiskirstymas

Tyrimams, kurie buvo atliekami LITGEN projekto metu, 2011 m.
geguzés 3 d. buvo gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos
komiteto leidimas Nr. 158200-05-329-79. Taip pat buvo gauti visy tiriamyjy
sutikimai dalyvauti LITGEN projekto tyrimuose.

2.3. Genotipavimas

I tyrimg jtraukty Lietuvos populiacijos asmeny genominé DNR buvo
iSskirta i§ kraujo leukocity fenolio ir chloroformo ekstrakcijos metodu ir
automatizuota DNR i$skyrimo sistema TECAN freedom EVO. Isskirtos DNR
koncentracija ir $varumas nustatyti NanoDropR ND-1000 spektrofotometru.
Issamis abiem metodais atlikti DNR i8skyrimo ir koncentracijos bei
Svarumo nustatymo protokolai pateikti | priede.

DNR meéginiy plataus masto genotipavimas pagal vieno nukleotido
polimorfizmo Zymenis atliktas Illumina Infinium® HD ir lllumina Infinium
HTS technologijos lustais. 295 asmeny DNR genotipuota Illumina 770 K
HumanOmniExpress-12 v1.1 (719 666 VNP) VNP lustais LITGEN projekto
metu. 144 asmeny DNR genotipuota Infinium OmniExpress-24v1-2 (713 599
VNP) lustais doktorantiiros metu. Zymeny persidengimas tarp lusty —
707 138 VNP. Illumina Infinium OmniExpress-24v1-2 lustai jsigyti i
doktoranttiros, kuri buvo finansuojama pagal projekta ,,Doktorantiiros
studijy plétra® (Nr. 09.3.3-ESFA-V-711-01-0001), jgyvendinamg pagal
2014-2020 m. Europos Sajungos fondy investicijy veiksmy programos 9
prioriteto ,,Visuomenés Svietimas ir zmogiSkyjy iStekliy potencialo
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didinimas“ priemone 09.3.3-ESFA-V-711 ,Mokslininky ir kity tyréjy
gebéjimy stiprinimas®, 1éSy. ISsamiis plataus masto VNP genotipavimo
protokolai pateikti Il priede.

Genotipuoty duomeny pirminé analizé atlikta GenomeStudio v2011.1
programine jranga. Pirmiausia buvo sukurtas naujas analizés projektas
GenomeStudio programoje, kurio metu buvo jkelti pirminiai genotipavimo
duomenys (angl. Raw data) (Zr. IIT priedo I dalj). Genotipuoty duomeny
kokybés kontrolé pradedama klasterizuojant VNP. Toliau yra atmetami
prastos kokybés méginiai, kurie yra vertinami pagal genotipy kokybés
santykj (angl. Call Rate). Jo jvertis turi bati >98 proc. 14 méginiy buvo
pasalinti dél prasto genotipy kokybés santykio. Naudojantis GenomeStudio
programos papildomu jrankiu PLINK Input Report Plug-in v2.1.3, buvo
sukurti jvesties failai (angl. input) .ped ir .map formatais, reikalingi tolesnei
analizei (Zr. III priedo II dalj).

2.4. Duomeny paruos§imas

2.4.1. Duomeny paruosimas populiacijos
genetinés struktiiros analizei

Sioje tyrimy dalyje tiriamyjy imtis buvo padidinta 131 asmeniu.
GenomeStudio programa buvo sukurti .map ir .ped formaty jvesties failai.
Pagalintos 0, 23, 24 ir 25 chromosomos, haudojantis plink v1.90 programos
komandine eilute plink --file --chr 1-22 --recode —out [80]. Toliau buvo
atliktas 294 tiriamyjy genotipavimo duomeny sujungimas su 131 papildomai
genotipuoto tiriamojo duomenimis, naudojantis plink v1.90 programos --
merge komanda. Po sujungimo ir kokybés kontrolés plink v1.90 programa
pagal 3.4.1 skyriuje apraSytus parametrus liko 424 individai i§ 425 ir
532 836 VNP i§ 589 752.

Atliktas VNP su nepusiausvyra sankiba (r*> 0,5) pagalinimas (angl.
SNP pruning) plink v1.07 programos komandine eilute plink --file data --
indep-pairwise 50 5 0,5, ¢ia lango dydis — 50 VNP, perSokimas — 5 VNP,
koreliacijos koeficientas — 0,5. Po Sios procediiros liko 232 752 VNP [80].
Sie duomenys buvo naudojami Lietuvos populiacijos struktiiros analizéje
EIGENSOFT v7.2 programos SmartPCA programiniu paketu iSskirtims
(angl. Outliers) nustatyti ir Lietuvos populiacijos kilmei jvertinti
ADMIXTURE v1.3.0 programa [21, 81].

Lietuvos populiacijos duomenims su populiacijomis i§ 1 000 genomy
projekto sujungti pirmiausia i§ .map formato buvo isfiltruotos failo eilutés
chr ir last position, panaudojus pacios susikurta perl scenarijy (angl. script).
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Toliau buvo atlickamas Lietuvos populiacijos VNP duomeny pozicijy
filtravimas i§ 1000 genomy projekto duomeny, panaudojant vcftools
programos --positions komanda. Lietuvos populiacijos VNP duomenys
sujungti su duomenimis i§ 1 000 genomy projekto, t.y. su 20 populiacijy i$
keturiy pagrindiniy geografiniy regiony. Tai: Afrikos — jorubai i§ Ibadano,
Nigerija (angl. Yoruba in Ibadan, Nigeria, YRI), luchjai i§ Webuye, Kenija
(angl. Luhya in Webuye, Kenya, LWK), Gambijos populiacija i§ Vakary
Gambijos (angl. Gambian in Western Divisions in the Gambia, GWD),
mendés etninés grupés atstovai i§ Siera Leonés (angl. Mende in Sierra
Leone, MSL) ir esan gyventojai i§ Nigerijos (angl. Esan in Nigeria, ESN);
Europos — Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos gyventojai (angl. Utah
Residents with Northern and Western European Ancestry, CEU), italai i$
Toskanos regiono, Italija (angl. Toscani in Italia, TSI), suomiai i§ Suomijos
(angl. Finnish in Finland, FIN), britai i§ Anglijos ir Skotijos (angl. British in
England and Scotland, GBR) ir lietuviai i§ Lietuvos (LT); Ryty Azija — Kinai
i§ Pekino, Kinija (angl. Han Chinese in Bejing, China, CHB), japonai is$
Tokijo, Japonija (angl. Japanese in Tokyo, Japan, JPT), kinai i§ Piety
Kinijos (angl. Southern Han Chinese, China, CHS), dajai i§ SiSuangbanos,
Kinija (angl. Chinese Dai in Xishuangbanna, China, CDX) ir kinh tauta i$
Hosimino miesto, Vietnamas (angl. Kinh in Ho Chi Minh City, Vietnam,
KHV); Piety Azija — indy gudzaraty kilmés Hiustono gyventojai, Teksasas
(angl. Gujarati Indians in Houston, Texas, GIH), pandzabiai i§ Lahoro,
Pakistanas (angl. Punjabi from Lahore, Pakistan, PJL), bengalai i$§
Banglade$o (angl. Bengali from Bangladesh, BEB), Sri Lankos tamily
kilmés gyventojai i§ Jungtinés Karalystés (angl. Sri Lankan Tamil from the
UK, STU) ir indy kilmés telugai, gyvenantys Jungtinéje Karalystéje (angl.
Indian Telugu from the UK, ITU).

Sujungus duomenis, buvo atliktas VNP su nepusiausvyra sankiba
(r*> 0,5) pasalinimas plink v1.07 programa, po kurio liko 2 928 individai ir
264 946 VNP.

2.4.2. Duomeny paruoSimas teigiamai
gamtinei atrankai nustatyti

Pirmiausia buvo atliktas Lietuvos populiacijos tiriamyjy giminingumo
koeficiento (angl. kinship) ir inbrydingo koeficiento (F) nustatymas
programomis KING v.2.1 ir plink v1.07 [80, 82]. Nustatytos neigiamos F
reikSmés pakeistos | nulius, 0 tai galimai atspindi imties dydzio paklaida
(angl. Sampling error) [83]. Remiantis Sios analizés ir PKA rezultatais,
i§skirtys ir (arba) giminingi asmenys i§ tolesnés analizés buvo paSalinti.
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Haplotipy formavimas atliktas SHAPEIT2 programa [84]. Teigiamai
gamtinei atrankai nustatyti naudoti Lietuvos populiacijos ir 1 000 genomy
projekto suformuoti haplotipai pagal plataus masto VNP genotipavimo
duomenis .vcf formatu.

2.4.3. Duomeny paruos$imas efektyviam
populiacijos dydziui nustatyti

Pirmiausia 295 tiriamiesiems GenomeStudio programa buvo sukurti
.map formato jvesties failai. PaSalintos 0, 23, 24 ir 25 chromosomos,
panaudojant plink v1.90 programos komanding eilutg plink --file --chr 1-22 -
-recode --out. Naujai sukurtoms .map ir .ped formato byloms atlikta kokybés
kontrolé plink v1.07 programa pagal kokybés kontrolés jveréius: --mind 0,1
(individy, kuriems triksta >10 proc. genotipo, pasalinimas); --maf 0,01
(VNP, kuriy maziausias alelio daznis <0,01, paSalinimas); --geno 0,01
(VNP, kuriems truksta >1 proc. genotipo, pasalinimas); --hwe 0,0001 (VNP,
kurie neatitinka HardZio-Vainbergo pusiausvyros désnio su p reikime <10,
pasalinimas). Pirmame analizés etape po kokybés kontrolés pasalintas vienas
tiriamasis i§ 295 ir 151 626 VNP i§ 719 666. Galutiniai .ped ir .map formato
failai konvertuoti plink v1.07 programa j dvejetainius failus su i$vestimis
Jbed, .bim ir .fam, kurios reikalingos efektyviam populiacijos dydZziui
nustatyti R programinés jrangos NeON paketu.

Lietuvos populiacijos divergencijos laikui nustatyti su kitomis
pasaulio populiacijomis Lietuvos duomenys sujungti su HGDP-CEPH
populiacijy duomenimis (Zr. 4.1 lentele) [10]. Duomenims sujungti naudotos
linux shell komandos cut ir join, pries tai konvertavus .ped ir .map formato
failus j .vcf (angl. Variant call format) v4.2 formato faila.

2.5. Duomeny analizé
2.5.1. Populiacijos genetinés struktiiros analize

Lietuvos populiacijos struktarai ir iSskirtims nustatyti atlikta
pagrindiniy komponenc¢iy analizé (PKA) EIGENSOFT v7.2.1 programos
SmartPCA programiniu paketu [81]. PKA taip pat atlikta sujungiant miisy
méginius su referentiniais méginiais i§ 1 000 genomy projekto [4].

Kiekvieno individo genetinés kilmés jvertinimas  atliktas
ADMIXTURE v1.3.0 programa [21]. Analizuotas protéviniy populiacijy (K)
skai¢ius nuo 2 iki 9 su 10 iteracijy. Geriausia K verté nustatyta pagal
kryzminés duomeny kontrolés (angl. Cross validation, CV) ijvertj,
apskaiciuota ADMIXTURE v.1.3.0 programa.
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2.5.2. Kandidatiniy teigiamos gamtingés atrankos
veikiamy genomo sri¢iy nustatymas

Genomo sritys, veikiamos netolimos gamtinés atrankos, nustatytos
remiantis aleliy fiksacijos indeksu (Fsr) ir tarp populiacijy iSpléstiniu
haplotipy homozigotiskumo (XP-EHH) statistiniu metodu [74]. Abu metodai
paremti diferenciacija tarp analizuojamos ir referentinés populiacijos.
Analizé atlikta tarp pory populiacijy: LT ir CEU, LT ir FIN, LT ir YRI, CEU
ir FIN, CEU ir YRI, FIN ir YRI.

Aleliy Fsrjverciai tarp analizuojamy populiacijy apskai¢iuoti VCFtools
v.0.1.13 programa [85]. Neigiami jver¢iai pakeisti j nulius [83]. XP-EHH
jvertis kiekvienam VNP tarp lyginamy populiacijy apskai¢iuotas Selscan
v1.2.0a programa [86]. Jveréiai >2 (programos autoriy rekomenduojama
reik§mé) pasirinkti tolesnei analizei, kaip galimi kandidatai, identifikuojant
gamtinés atrankos veikiamas genomo sritis. Diferencijuotoms genomo sritims
identifikuoti  pasirinktas i$skir¢iy metodas pagal duomeny empirinj
pasiskirstyma. Gamtinés atrankos veikiama kandidatine genomo sritimi buvo
laikoma ta, kuri buvo tarp 0,1 proc. i$skiréiy, srityje buvo >2 VNP ir bent
vieno VNP Fsrp reik§mé <0,01. Fsr p reikSmés apskaiéiuotos pagal kriterijy
rangavimo metoda (angl. Rank scores) [87].

Senesni gamtinés atrankos signalai nustatyti Tajima’s D neutralumo
statistikos metodu. Tajima’s D jverciai apskai¢iuoti R programinés jrangos
PopGenome paketu, pasirenkant 100 kb slenkantj langg (angl. Sliding
window) per visas autosomas su 10 kb perSokimo dydziu [88]. Rezultaty
i8skirtys nustatytos pagal Tajima’s D p reik§miy, apskaiciuoty pagal kriterijy
rangavimo metoda, empirinj pasiskirstymg. Prie$ tai slenkanciy langy
duomenys isrikiuoti didéjancia tvarka pagal Tajima’s D jvercius. Rezultatai,
kuriy p reikSmés <0,01, jtraukti  tolesne analizg.

Anotacija atlikta ANNOVAR programa pagal GRCh37 (hgl9),
RefSeqGene, dbSNP147 ir CADD v1.3 [89, 90]. CADD yra jrankis, skirtas
nustatyti zmogaus genomo vieno nukleotido varianty zalinguma.

2.5.3. llgalaikio efektyvaus populiacijos
dydzio ir divergencijos analize

Lietuvos populiacijos ir jos SeSiy etnolingvistiniy grupiy efektyviam
populiacijos dydziui nustatyti naudotas R programinés jrangos NeON v1.0
paketas, kuris remiasi nepusiausvyros sankibos jvertinimu tarp autosomy
VNP Zymeny (Zr. IV prieda, T) [91].

NeON paketui, kaip jvesties failams, reikalingi dvejetainiai (.bed, .bim,
.fam) plink v1.07 programos failai. Tre¢iame .bim formato faile stulpelyje
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pateikiama kiekvieno Zymens pozicija genolapyje, kuri reikalinga
nepusiausvyros sankibos koreliacijos koeficientui kvadratu (r.p) apskaigiuoti
tarp zymeny. Efektyvus populiacijos dydis apskai¢iuojamas: Ne =~ 1/(4c) *
[(1/1,p%) — 2], ¢ia ¢ — genetinis atstumas Morganais tarp Zymeny. Programa,
remiantis Mezzavilla’os-Ghirotto’o metodu, kuris buvo naudotas Siame darbe,
sukuria 250 persidengianciy genetiniy atstumy kategorijy kas 0,001
centimorgang (cM) nuo 0,005 iki 0,25 ¢cM (zr. 2.3 pav., b).

SNP1 SNP2 SNP3
. ' Ai Chromosoma
Rekombinacijos daznis (r) | | JI
Genetinis Genetinis
atstumas1 atstumas 2
. . Nepusiausvira sankiba
<025 M
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a) [ I [ 50 nepersidengianiy genetiniy
‘ | | ‘ I [ ‘ atsturmy kategorijy
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Arba
12 345678910 249 250
b)\ [ | ] L] [ 1] 250 persidengianciy genetiniy
[TTT] ‘ ‘ [TTT ‘ ‘ | | atstumy kategorijy
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&

2.3 pav. Skirtingi genetiniai metodai efektyviam populiacijos dydziui nustatyti,
remiantis nepusiausvyra sankiba: a — McEvoy’aus metodas, sukuriantis 50
nepersidengianéiy genetiniy atstumy kategorijy nuo 0,005 iki 0,25 cM; b —
Mezzavilla’os-Ghirotto’o metodas

Kiekviena Zymeny pora yra priskiriama vienai i§ genetiniy atstumy
kategorijy. Efektyvus populiacijos dydis apskai¢iuojamas kiekvienos
chromosomos kiekvienai 250 kategorijy tam tikru laiko intervalu praeityje,
pvz., t=1/(2c) kartai, ¢ia ¢ — vidutinis kiekvienos kategorijos genetinis
atstumas [92]. Praeities Ne nustatomas nuo ~6 000 iki ~200 karty, arba nuo
150 000 iki 5000 m., karta — 25 metai, su pasikliautinaisiais intervalais [5
proc.; 95 proc.], kuriy rezultatai vizualizuojami pritaikius NeON paketo
funkcija Ne_Plot. Ilgalaikis Ne apskai¢iuojamas kaip harmoninis vidurkis su
jo pasikliautinuoju intervalu [29].
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Divergencijos laikas (T) tarp tirty populiacijy apskaiciuotas pagal
formule T = In (1 — Fst)/Iln (1 —1/2 Ne), NeON paketo Tdverg funkcija.
Tam reikalinga genetiniy atstumy (Fst) tarp analizuojamy populiacijy
matrica (zr. IV priedo 1 lentelg) ir kiekvienos populiacijos ilgalaikio Ne
saraSo atskiras failas. Weir ir Cockheram genetiniai atstumai, Fsr, nustatyti
4P v1.0 programa [93].

HGDP-CEPH populiacijy Ne jver¢ius nustate M. Mezzavilla ir
S. Ghirrotto’as (University of Trieste, Italy) 2015 m. R programinés jrangos
NeON paketu (zr. 4.1 lentel¢) [91]. Duomeny vizualizavimas atliktas R
programingés jrangos Phangorn biblioteka [94].

2.5.4. Trumpalaikio efektyvaus populiacijos dydzio analizé

Trumpalaikis efektyvus populiacijos dydis nustatytas neparametriniu
metodu, kuris naudoja identiskus pagal kilme (angl. Identical By Descent,
IBD) segmentus ir remiasi Wright’o-Fisher’io diskre¢iy karty modeliu,
idiegtu j atviros prieigos programinj paketa IBDNe v.04Sepl5.e78,
publikuota S. R. Browning’o ir B.L.Browning’o 2015 m. [29, 95].
Trumpalaikiam efektyviam populiacijos dydziui nustatyti pasirinkta kita
programa, kadangi NeON paketas nepritaikytas tokiems skai¢iavimams. Sis
metodas skaiciuoja tikéting laiko pasiskirstyma kartomis (karta — 25 metai),
iki artimiausio bendro protévio (angl. Most Recent Common Ancestor,
TMRCA) pagal IBD segmenty ilgj. Pagal kiekvienam TMRCA priskirty
IBD segmenty kiekj yra apskaiCiuojamas efektyvus populiacijos dydis
konkre¢iam TMRCA. Naudojant plataus masto VNP genotipavimo
duomenis, trumpalaikis Ne apskai¢iuojamas 50-iai karty nuo nulinés kartos
(dabarties).

IBD segmentai nustatyti IBDseq v.ri206 programiniu paketu,
pasirinktas IBD segmenty ilgis — 7 ¢cM [95]. Mazesni nei 7 ¢cM IBD
segmentai buvo pasalinti. Toliau nustatomi genetiniai atstumai panaudojant
HapMap genolapj. Genominés sritys, kuriose nustatyta itin daug IBD
segmenty, yra pasalinamos, dazniausiai tai yra centromerinés ir telomerinés
sritys. Taip pat pasalinami giminingi asmenys.

IBDNe v.04Sep15.e78 programa trumpalaikiui Ne nustatyti nuskaito 1BD
segmentus, nustatytus IBDseq v.r1206 programa, atlicka IBD segmenty ir
genominiy sri¢iy filtravimg ir apskai¢iuoja trumpalaikj Ne su 95 proc.
pasikliautinaisiais intervalais kiekvienai kartai (karta = 0, 1, 2, 3 ... 50).
Detalus analizés protokolas pateiktas IV priedo II dalyje.
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3. TYRIMO REZULTATAI

3.1. Lietuvos populiacijos genetinés struktiiros nustatymas
ir jvertinimas kity populiacijy atzvilgiu pagal plataus
masto genotipavimo duomenis

Pirmiausia atlikta genetiniy panasumy tarp Lietuvos populiacijos pory
individy analiz¢, apskaic¢iavus giminingumo ir inbrydingo (F) koeficientus
(zr. 3.1 lentele). Vidutinis giminingumo koeficientas tarp tirty Lietuvos
populiacijos asmeny nustatytas 0,00075, vidutinis F — 0,0022 [49]. I§ viso
nustatyti 4 asmenys, kuriy F buvo didesnis negu biuidingas antros kartos
pusbroliy santuokai (0,0156). Giminingi asmenys paSalinti i§ tolesnés
analizes.

3.1 lentelé. Vidutiniai giminingumo ir inbrydingo koeficientai, nustatyti tarp
Lietuvos populiacijos tirty asmeny

Vidutinis Vidutinis
- L L . . Asmenys
Populiacija Tiriamieji giminingumo inbrydingo E > 00156
koeficientas koeficientas (F) '
LT 424 0,00075 0,0022 4 (0,7 proc.)

Lietuvos populiacijos SeSiy etnolingvistiniy grupiy genetiniams
ryS§iams nustatyti atlikta PKA, panaudojus tolygiai po visg genoma
pasiskirséiusiy 424 asmeny 232 752 VNP duomenis. Atlikus pirmy dviejy
pagrindiniy komponenc¢iy (PK) vizualizavimg, identifikuotos aStuonios
i8skirtys, kurios buvo pasalintos ir nevertintos tolesnéje analizéje. Pirmos dvi
pagrindinés komponentés, kurios paaiskina 22,36 proc. genetinés jvairoves,
parodé, kad asmenys i§ SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy suformuoja
vieng bendrg klasterj. Gauti rezultatai parodo Lietuvos populiacijos
homogeniskumg (zr. 3.1 pav.). Taip pat Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy diferenciacija jvertinta apskaiciavus Fsr atstumus (zr.
3.2 lentele).
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3.2 lentelé. Weir’o ir Cockerham’o Fgy reik§més tarp tirty Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy. SZ — Siaurés Zemaiciai, PZ — Piety Zemaiciai, VZ — Vakary
zemaiciai, VA — Vakary aukstaiciai, PA — Piety aukstaiciai, RA — Ryty aukstaiciai

PA PZ RA S7 VA VZ
PA |0 0,002586 0,002765 0,002738 |0,002201 |0,003884
PZ |0,002586 0 0,002485 0,001886 | 0,00217 0,00333
RA |0,002765 0,002485 0 0,002236 |0,001986 |0,003764
SZ  |0,002738 0,001886 0,002236 0 0,002006 |0,003293
VA |0,002201 0,00217 0,001986 0,002006 |0 0,003641
VZ |0,003884 0,00333 0,003764 0,003293 [0,003641 |0
A
;._
+ 2k
B &
g 7
g 9
o ]
X
a
]
i
I
<
3 -
n &
S - +
[ [ | I |
-0.4 -0.2 0.0 0.2 04
PK1 (11.25%)

[oPA 4PZ +RA x5Z © VA vWZ]

3.1 pav. Pagrindiniy komponenéiy analizé, panaudojus asmeny i§ Sesiy Lietuvos
populiacijos etnolingvistiniy grupiy genotipavimo duomenis. PA — Piety aukstaiciai;
PZ — Piety zemaiciai; RA — Ryty aukstaiciai; SZ — Siaurés Zemai¢iai; VA — Vakary
aukstai¢iai; VZ — Vakary Zemaiciai

Lietuvos populiacijos genetinei struktiirai nustatyti ir jvertinti Europos
populiacijy atzvilgiu pagal plataus masto genotipavimo duomenis atlikta
PKA, itraukus 1 000 genomy projekto CEU (99 tiriamieji), TSI (109), FIN
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(99) ir GBR (99) populiacijy duomenis (zr. 3.2 pav.) [4]. Analizéje naudoti
158 633 VNP, esantys pusiausvyroje sankiboje. Pirma PK, paaiskinanti
27,11 proc. genetinés jvairovés, atskiria lietuvius nuo kity analizuoty
Europos populiacijy, antra PK, paaiskinanti 13,42 proc. genetinés jvairoves,
atskiria FIN populiacija, kuri turi didziausia duomeny sklaidg grafike,
palyginti su kitomis populiacijomis. GBR su CEU formuoja vieng klasteri,
TSI artimesné CEU ir GBR, palyginti su LT ir FIN populiacijomis. Lietuviy
populiacijos klasteris i$sidésto ar¢iau CEU ir GBR, palyginti su FIN ir TSI.
Deél skirtingo imties dydzio jtakos PK analizgje, ji buvo pakartota i analize
itraukus 100 atsitiktiniu biidu atrinkty Lietuvos populiacijos individy (zr. IV
priedo 1 pav.). Gauti rezultatai sutampa su pirminés PK analizés rezultatais.
Skirtingas méginiy skai¢ius neturi jtakos gautiems rezultatams.

0.05
1

PK2 (13.42%)

0.00
1

-0.05

-0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04 0.06

PK1 (27.11%)

TSI+ CEU ©PA mRA ¢VA
A GBR * FIN  pZ 82  eVZ

3.2 pav. Pagrindiniy komponenc¢iy analizé¢, panaudojus LT ir keturiy 1 000 genomy
projekto populiacijy (GBR, FIN, TSI ir CEU) VNP duomenis

Analizuoty Europos populiacijy diferenciacija jvertinta apskaiciuotais
Fsr atstumais (zr. 3.3 lentelg). Fsr reikSmés tarp LT ir CEU bei LT ir GBR
buvo panasios — 0,006 ir 0,007. Fsrtarp LT ir FIN buvo 0,008, didZiausia
diferenciacija nustatyta tarp LT ir TSI bei FIN ir TSI, kur Fs;— 0,011. Sie
rezultatai koreliuoja su PKA rezultatais, kur Lietuvos populiacija artimesné
CEU ir GBR, didziausi atstumai stebimi tarp LT ir TSI bei FIN ir TSI,
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3.3 lentelé. Weir’o ir Cockerham’o Fsyreik§més tarp tirty Lietuvos ir 1 000 genomy
projekto Europos populiacijy

LT CEU GBR FIN TSI
LT 0
CEU 0,006 0
GBR 0,007 0,0003 0
FIN 0,008 0,006 0,007 0
TSI 0,011 0,003 0,004 0,011 0

Lietuvos populiacijos genetinei struktarai nustatyti ir jvertinti ne tik

Europos, bet ir kity pagrindiniy geografiniy regiony atzvilgiu, atlikta PKA,
jtraukus 1 000 genomy projekto 19 populiacijy duomenis (zr. 3.3 pav.) [4].
Amerikos populiacijos nejtrauktos j analize dél sudétinés genetinés kilmes.
Analizéje naudoti 187 447 VNP, esantys pusiausvyroje sankiboje. PK1
paaiskino 52,71 proc., o PK2 — 32,3 proc. genetinés jvairoves ir parodé, kad
visos analizuotos populiacijos klasterizuojasi atitinkamai pagal savo Zemyna.
Kaip ir buvo tikétasi, Lietuvos populiacija formuoja klasterj su kitomis
Europos populiacijomis (zr. 3.3 pav.).

PK2 (32,3%)

0.01 0.02
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-0.02 -0.01
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oLT <¢CDX ¢ESN = [TU 4 JPT
GBR vPJL eBEB o CEU LWK
FIN KHV © MSL = YRl o TSI
CHS #* GWD 8 STU o CHB * GIH

3.3 pav. Pagrindiniy komponenéiy analizé, panaudojus LT ir 1 000 genomy projekto
19 populiacijy VNP duomenis
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Lietuvos populiacijos struktiirai ir genetiniams komponentams nustatyti
ir jvertinti atlikta priemaiSos analizé ADMIXTURE programos klasterizavimo
algoritmu, taikant didziausio tikétinumo metodg, analizuojant Lietuvos 424
individy i$ Sesiy etnolingvistiniy grupiy 232 752 VNP duomenis (zr. 3.4 pav.).
Tikslas — sugrupuoti skirtingus individus j K skirtingy klasteriy, remiantis
genetiniu  panasumu. SkaiCiavimai klasterizavimo algoritmu atliekami
skirtingam klasteriy skaiCiui, priklausomai nuo analizuojamy populiacijy
skaiciaus. Geriausias K pasirenkamas pagal maziausig apskaiciuotg kryzminés
duomeny kontrolés jvertj (CV) [21]. KryZzminis duomeny kontrolés jvertis
apskaiCiuojamas padalijant analizuojamus genotipus pagal nutyléjimg |
v = 5 lygias grupes. Atlickant vienos genotipy grupés skaiiavimus,
kitos grupés genotipai laikinai yra uzmaskuojami, 0 jy duomenys (G)
naudojami apskaiCiuoti jver¢iams 6= (Q, P). Kiekvienas uzmaskuotas
genotipas gjj apskai¢iuojamas pagal formulg: ui]-=E[gi]-|Q, P] = 2 ¥k qik Pk, O
prognozuojamo  genotipo  klaida  apskaiCiuojama  pagal formule:
d(nyj, i) = nylog(nyj/wij) + (2 — nyj)log[(2 — ny) /(2 — wy)].

Sesiy etnolingvistiniy grupiy K analizuotas nuo 2 iki 5. Pagal
apskaiciuotus etnolingvistiniy grupiy CV (K = 2, CV = 0,52766; K = 3, CV
= 0,53040; K = 4, CV = 0,53283; K = 5, CV = 0,53407) geriausiai
aprasomas dviejy klasteriy modelis. PriemaiSos analizés rezultatai parodé
Lietuvos SeSiy etnolingvistiniy grupiy vieng didziausia bendra genetinj
komponenta (raudona spalva). Siais rezultatais dar karta yra patvirtinamas

Lietuvos populiacijos homogeniskumas.
1.0

0.8
0.6
0.4
0.2
00 -

s 0w 2 9 s 0

3.4 pav. Lictuvos SeSiy etnolingvistiniy grupiy priemai$os analizé¢, kai K =2.
Kiekviena vertikali linija reprezentuoja individo kilmés proporcija. Zalios
vertikalios linijos yra iSskirtys, kurios buvo nustatytos ir PKA metodu. RA — Ryty
aukstaitiai; SZ — Siaurés zemaiciai; PA — Piety aukstai¢iai; PZ — Piety Zemaidiai;
VA — Vakary aukstai¢iai; VZ — Vakary zemaiciai
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Lietuvos populiacijos priemaiSos analizé atlikta Europos kontekste,
itraukus j analize¢ CEU, GBR, FIN ir TSI populiacijas i§ 1 000 genomy projekto
[4]. Pagal apskaiciuotus CV geriausiai aprasomas trijy klasteriy modelis (CV =
0,54455) (zr. 3.5 pav.). Kai K = 3, Lietuvos populiacijoje issiskiria vienas
pagrindinis genetinis komponentas (geltona spalva). CEU, GBR ir TSI
populiacijoms tenka antras didziausias genetinis komponentas (Zalia spalva),
kuris Lietuvos populiacijoje pasireiskia nedaug. FIN populiacijai tenka
didziausia dalis tre¢io genetinio komponento (ruda spalva), kuris stebimas ir
kitose analizuotose Europos populiacijose (GBR, CEU), isskyrus Lietuvos
populiacija, kurioje $is komponentas pasireiskia nedideliu santykiu.

1

"WWFWWWW

| I
TSI GBR CEU FIN T

3.5 pav. Individy i§ LT, CEU, GBR, FIN ir TSI populiacijos priemais$os analizé, kai
K = 3. Kiekvienas individas reprezentuotas vertikalia spalvota linija, Kkurioje
skirtingy spalvy segmentai atspindi individo kilmés proporcija, kilusig i§ vienos K
populiacijy

Globalus kilmes profilis nustatytas jtraukus j priemaisos analize 1 000
genomo projekto 19 populiacijy duomenis [4]. Analizuoti 2 317 asmeny i 20
pasaulio populiacijy, jskaitant Lietuvos, 187 447 VNP genetiniai duomenys.
Maziausias apskaiciuotas CV parametro jvertis nustatytas aStuoniems kilmés
komponentams (K =2, CV = 0,55796; K = 3, CV = 0,53075; K =4, CV =
0,52453; K =5, CV =0,52410; K = 6, CV = 0,52339; K =7, CV = 0,52309;
K=8, CV = 0,52275; K = 9, CV = 0,52316). Kai K=2, atsiskiria dvi
populiacijy grupés: Afrika ir Ryty Azija (geltona spalva), Europa ir Piety
Azija (oranziné spalva) (zr. 3.6 pav.). Kai K =3, atsiranda naujas genetinis
komponentas (Zalia spalva), kuris iSskiria Europg kartu su Piety Azija nuo
Ryty Azijos (oranziné spalva) ir Afrikos (geltona spalva). Esant keturiems
kilmés komponentams, naujas genetinis komponentas (geltona spalva) isskiria
Europos populiacijas nuo Piety Azijos populiacijy ir tik, esant K = 6, atsiranda
naujas genetinis komponentas (fuksijos spalva), kurio didziausias santykis
i§skirtas Lietuvos populiacijoje. Kai K =8 (maziausias CV), Lietuvos
populiacijoje atsiranda dominuojantis protévinis genetinis komponentas (Zalia
spalva), kurio nedidelis santykis randamas ir kitose gretimose analizuotose
Europos populiacijose (CEU, FIN, GBR). Taip pat Lietuvos populiacijoje
stebimi Piety Azijos ir Afrikos protéviy genetiniai komponentai. Dél skirtingo

47



imties dydzio jtakos priemaiSos analizéje ji buvo pakartota, j analize jtraukus
120 atsitiktiniu biidu atrinkty Lietuvos populiacijos individy (zr. IV priedo 2
pav.). Gauti rezultatai sutampa su pirminés priemaiSos analizés rezultatais.
Skirtingas méginiy skaiius neturi jtakos gautiems rezultatams.

Europa Piety Azija Ryty Azija Afrika

TSI CEUGBRFIN LT PJL. GIH ITU STUBEBCDXKHV CHS CHB JPT LWKESN YRI MSLGWD

. 3 2 £ & .
A
Il
w

TSI CEUGBRFIN LT PJL GIH ITU STUBEBCDXKHV CHS CHB JPT LWKESN YRI MSLGWD

TSI CEUGBRFIN T PJL. GIH TTU STUBEBCDXKHV CHS CHB JPT TWKESN YRI MSLGWD

TSI CEUGBRFIN T PJL. GIH TTU STUBEBCDXKHVCHS CHR JPT LWKESN YRI MSLGWD

TSI CEUGBRFIN LT PJL. GIH ITU STUBEBCDXKHVCHS CHB JPT LWKESN YRI MSLGWD

TSI CEUGBRFIN T PJL. GIH ITU STUBEBCDXKHVCHS CHB JPT LWKESN YRI MSLGWD

3.6 pav. Individy i§ LT ir 1 000 genomy projekto 19 populiacijy priemaisos analizg,
kai K yra nuo 2 iki 8. Kiekvienas individas reprezentuotas vertikalia spalvota linija,
kurioje skirtingy spalvy segmentai atspindi individo kilmés proporcija, kilusia i§
vienos K populiacijy
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3.2. Kandidatiniy teigiamos gamtinés atrankos veikiamy
genomo sri¢iy nustatymas Lietuvos populiacijoje

Tirtoje lietuviy populiacijoje nustatytos teigiamos gamtinés atrankos
veikiamos genomo sritys, remiantis plataus masto VNP genotipavimo
duomenimis. Specifinés Lietuvos populiacijai genomo sritys, veikiamos
netolimos gamtinés atrankos, nustatytos Fsr ir XP-EHH statistiniais metodais
tarp pory populiacijy: LT ir CEU, LT ir FIN, LT ir YRI, CEU ir FIN, CEU ir
YRI, FIN ir YRI. Pory populiacijy nustatyty gamtinés atrankos signaly XP-
EHH ir Fst metodais pasiskirstymas pateiktas Manhattan grafike 3.7 ir
3.8 paveiksluose. I§samis rezultatai pateikti IV priedo 1 lentel¢je. Gamtinés
atrankos veikiama kandidatine genomo sritimi buvo laikoma ta, kuri buvo
tarp 0,1 proc. XP-EHH jveréiy iSskir¢iy, srityje buvo >2 VNP ir bent vieno
VNP Fsr p reikSmé buvo <0,01 (zr. 3.4 lentele). Analizuojant nustatytas
gamtinés atrankos kandidatines sritis, daugiau démesio buvo skirta toms
sritims, kuriy genai susij¢ su Zmoniy adaptacija: atsparumu patogenams,
dieta, klimatu ar pigmentacija [71].
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3.7 pav. Teigiamos gamtinés atrankos nustatyty signaly XP-EHH metodu
pasiskirstymas autosomose tarp pory populiacijy: LT ir CEU (A), LT ir FIN (B), LT
ir YRI (C), CEU ir FIN (D), CEU ir YRI (E), FIN ir YRI (F). Zalios spalvos taskai
nurodo VNP, kurie atsiranda 0,1 proc. nustatyty i$skir¢iy

a LT-FIN d CEU-FIN

b LT-CEU e CEU-YRI

3.8 pav. Teigiamos gamtinés atrankos nustatyty signaly Fsr metodu pasiskirstymas
autosomose tarp pory populiacijy: LT ir CEU (A), LT ir FIN (B), LT ir YRI (C),
CEU ir FIN (D), CEU ir YRI (E), FIN ir YRI (F). Zali tagkai nurodo VNP Fegr, kuriy
p <0,01
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I viso Lietuvos populiacijoje nustatytos 32 kandidatinés genomo
sritys, veikiamos artimos teigiamos gamtinés atrankos (zr. 3.4 lentele).
Daugelis genomo sri¢iy buvo nustatytos lyginant Lietuvos populiacija su
CEU arba FIN populiacijomis. Keturios sritys nustatytos ir Kkitose
analizuotose Europos populiacijose: trys jy bendros LT ir CEU, o viena — LT
ir FIN (Zr. 3.4 lentel¢). Tarp bendry signaly buvo SLC24A5 genas (15
chromosoma), susijes su $viesios odos pigmentacija, Kuris yra taikinys,
veikiamas netolimos teigiamos gamtinés atrankos ne Afrikos populiacijose
[94]. SLC24A5 geno tarpgeninis variantas rs1834640, kuris atsakingas uz
odos pigmentacija, buvo tarp SeSiy XP-EHH ir Fsr reikSmingy jveréiy,
nustatyty lyginant CEU ir YRI populiacijas.

3.4 lentelé. Kandidatinés gamtinés atrankos veikiamos genomo sritys, nustatytos Fsy
ir XP-EHH metodais Lietuvos populiacijoje

Genomo koordinatés VNP! Genai Populiacija
chr1:35484861-35635453 3 | ZMYM6;ZMYM1; LT ir YRI
SFPQ;
chr1:36549157-36562551 3 | TEKT2;COL8A2 LT ir YRI
chrl:231866461-231908347 3 | TSNAX-DISC1 LT ir CEU
chrl:245363423-247401645 4 KIF26B LT ir FIN
chr2:56070352-56161538 4 |PNPT1;EFEMP1 LT ir CEU
chr3:2347409-2355167 5 |CNTN4 LT ir FIN
chr3:112511598-112816192 5 LOC101929694; LT ir FIN
CD200R1L
chr3:130243249-131445951 2 | COL6A5;COLG6AG; LT ir FIN
CPNE4
chr4:106552414-106594625 3 |ARHGEF38; LT ir YRI
arba FIN ir
YRI
chr4:89629000-89669852 4 HERC3;FAM13A LT ir FIN
chr4:181637915-181691738 4 NONE;LINC00290 LT ir FIN
chr5:10073956-10109791 4 LOC285692; LT ir CEU
FAM173B
chr5:133177588-133638034 4 FSTL4;WSPAR; CDKL3 LT ir FIN
chr6:11710405-11717934 4 TMEM170B;ADTRP LT ir FIN
chr6:27811815-28096280 42 |HIST1H2BN; LT ir FIN
HIST1H2AL,;
HIST1IH1B;HIST1HAL;HIST1H3J;
HIST1H2BO;0R2B2;0R2B2;0R2
B6;
ZNF165;
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Genomo koordinatés VNP? Genai Populiacija
ZSCAN12P1;
ZSCAN16-AS1;GPX5
chr6:46596286-46834685 8 |CYP39A1;PLA2G7; LT ir CEU
MEP1A;ADGRF5
chr7:30276161-30415102 5 | MTURN;ZNRF2; LT ir YRI
DKFZP58611420;
LINC01176
chr7:112994204-113020044 4 | LINC00998; LT ir FIN
PPP1R3A
chr7:129187430-129350170 11 |SMKR1;NRF1 LT ir CEU
chr9:12352971-12537279 29 | PTPRD-AS2;TYRP1 LT ir CEU
chr10:116362835-116377962 4 |ABLIM1 LT ir FIN
chr11:129832270-130645506 11 |PRDMI10;LINC00167;APLP2;C11 | LTirYRI
orfa4; arba CEU ir
LOC100507431 YRI
chr11:41897826-42307166 10 |LINC01499;L0C100507205; LT ir YRI
;HNRNPKP3
chr12:68640583-68654780 6 |IL26;1L22 LT ir CEU
chr12:103326468-103394540 5 |PAH;ASCL1 LT ir CEU
chr15:48389924-48686175 8 | LINCO01491;SLC24A5;SLC12A1;D | LTir YRI
uUT; arba CEU ir
FBN1 YRI
chr15:51639821-51673630 GLDN LT ir CEU
chr15:58579956-58588116 4 |AQP9;LIPC LT ir CEU
chr16:66962411-67028008 7 |RRAD;FAM96B; LT ir FIN
CES2;CES3;CES4A
chrl7:4722606-4885982 15 |PLD2;MINK1;CHRNE;GP1BA;SL | LTirFIN
C25A1;RNF167;ENOS;
SPAG7;CAMTA2
chr20:19702049-19706617 6 SLC24A3;RIN2 LT ir FIN
arba CEU ir
FIN
chr21:21389233-21568418 8 MIR548XHG; LT ir CEU
LINC00320

'Reiksmingi VNP, esantys genomo srityje, kuri buvo nustatyta XP-EHH metodu, ir
yra tarp 0,1 proc. iSskir¢iy bei maziausiai vieno VNP. Fsrp reikSmé < 0,01.

Tarp nustatyty specifiniy lietuviy populiacijai kandidatiniy teigiamos
gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy stipriausias signalas, 284 kb

dydzio, identifikuotas

6 chromosomos 27811815-28096280 srityje,

analizuojant LT ir FIN populiacijas. Genai Sioje srityje priklauso histony ir
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uoslés receptoriy geny Seimai. Atlikus varianty anotacija, nustatytos dvi
nesinoniminés pakaitos OR2B6 gene: rs7767176 (exonl:c.G349A) ir
rs9380030 (exonl:c.A809G) su XP-EHH ijverciais 3,8. rs7767176 Fsr lygi
nuliui, o rs9380030 Fsr lygi 0,006, rs7767176 CADD nustatytas
nereik§mingas, rs9380030 CADD jvertis lygus 27.

Kitas stiprus signalas, ~225 kb dydzio, nustatytas 3 chromosomoje,
lyginant LT ir YRI populiacijas. Srityje yra COL6A5 ir COL6A6 genai,
koduojantys VI tipo klageno alfa 5 ir alfa 6 grandines. Nustatyta COL6AS5 geno
nesinoniminé pakaita (rs12488457), turinti CADD jvertj 23,2, kuri buvo tarp
reikSmingy XP-EHH ir Fgsr jverciy. Nors $is signalas kaip reik§mingas buvo
nustatytas lyginant LT ir YRI, Europos populiacijose Sio alelio daznis yra
aukstas (>0,748), taciau YRI populiacijoje Zemas (~0,013). Dar vienas signalas,
lyginant LT ir YRI populiacijas, rastas 1 chromosomoje su dviem variantais
(rs274750 ir rs274752), esanciais COL8A2 geno 3' UTR srityje, kurie XP-EHH
ir Fst metodais buvo nustatyti kaip reikSmingos iSskirtys. COL8A2 genas
koduoja VIII tipo klageno alfa 2 granding. Signalas buvo reik§mingas tik
lyginant LT ir YRI populiacijas, taciau pakite (angl. derived) rs274750 ir
rs274752 varianty C ir A aleliai yra fiksuoti (~1) tirtose trijose Europos
populiacijose ir randami vidutiniu dazniu (0,5) YRI populiacijoje. COL6AS
geno polimorfizmai asocijuoti su kiino masés indeksu ir odos fenotipu, pvz.,
egzema, 0 mutacijos Siame gene asocijuotos su ragenos distrofijomis [96, 97].

Nesinoniminé pakaita nustatyta PLA2G7 gene (rs1805018,
exon7:c.T593C), kuri yra 6 chromosomos 46596286-46834685 srityje. Sis
genas lemia polink;j sirgti astma — viena dazniausiy létiniy kvépavimo taky
ligy, pasireiSkianc¢iy vaikams ir jauniems asmenims.

Kitas stiprus signalas nustatytas 9 chromosomos tarpgeninéje srityje
(12352971-12537279), kurioje i§ vienos pusés yra PTPRD-AS2 genas, kitoje
puséje — TYRP1 genas. TYRP1 genas koduoja melanosomy ferments, kuris
dalyvauja melanino biosintezéje. Sis genas atsakingas uz $viesios odos
pigmentacija ir yra genas kandidatas, veikiamas adaptyvios gamtinés atrankos
tik Europos populiacijose [98]. Taciau tarp nustatyty reikSmingy VNP isskir¢iy
srityje nebuvo susijusiy su tam tikra funkcija (nesinoniminiai variantai).

Nesinoniminis VNP nustatytas MINK1 gene (rs2302319), serino /
treonino kinazé, kuri neigiamai reguliuoja Ras ir Rap2 signalo transdukcija,
kontroliuojant neurony struktiira ir AMPA receptoriaus veiklg. Taip pat
nesinoniminis VNP nustatytas ENO3 gene (rs238238), kurio funkcija —
skersaruoziy raumeny vystymasis ir regeneracija, taip pat gali bati
atsakingas uz Glikogeno kaupimosi liga (GSD13), metabolinj sutrikima,
budingas mialgijas, bendra raumeny silpnuma ir nuovargj [99].
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Taip pat buvo nustatyti du signalai, susij¢ su imunitetu: vienas
6 chromosomoje su IL26 ir [L22 interleukino genais, o Kkitas —
12 chromosomoje su BRD2 ir HLA genais.

Atsizvelgiant | empirinj p reikSmiy, maZesniy negu 0,01,
pasiskirstyma, identifikuotos 36 genomo sritys, turinCios ekstremaliai
neigiamus Tajima’s D jvercius, kaip galimos Lietuvos populiacijos
kandidatinés gamtinés atrankos sritys (zr. 4.5 lentelg). Taip pat Tajima’s D
analizé¢ atlikta CEU ir FIN populiacijoms, kad buty galima palyginti ir
nustatyti Lietuvos populiacijos specifines sritis (zr. 3.9 pav.). I8 viso
identifikuota 15 specifiniy Lietuvos populiacijos sriéiy.

3.5 lentelé. Kandidatinés gamtinés atrankos sritys, nustatytos Tajima’s D metodu

Gengmo. Langas* | P reik§mé Sritis Genai Popu-
koordinatés liacija

chr1:35818960— | 4 (22) 0,0008 egzoniné KIAA0319L; LT
35948959 ZMYM4
chr1:49988960- |6 (10) 0,0003 egzoniné AGBL4; LT
50728959 ELAVL4
chr1:188788960 |9 (17) 0,0003 intergeniné | LINC01037 LT; CEU
—188968959 :BRINP3
chr2:21728675- |7 (7) 0,0004 intergeniné | TDRD15; LT; FIN
21888674 LINC01822
chr2:179468675 |9 (10) 0,0003 egzoniné TTN LT; CEU
-179648674
chr3:50343412— | 4 (17) 0,0006 egzoniné C3orf18; LT; CEU
51893411 CACNA2D2;

CISH;

CYB561D2;

DCAF1;

DOCKS;

GRMZ2;

HEMK1,;

HYALZ2;

IQCF3;

IQCF6;

MANF;

MAPKAPK3;

NPRL2;RAD54L2;

RASSF1;RBM15B;

TEX264; TMEM11

5;TUSC2;

ZMYND10
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Genomo - RV L : Popu-

Kkoordinatés Langas P reik§mé Sritis Genai liacija
chr3:128763412 |5 (13) 0,0006 egzoniné CNBP;GP9;ISY1;1 | LT;CEU;
—128903411 SY1-RAB43; FIN

RAB43
chr3:143543412 |5 (8) 0,0001 egzoniné SLC9A9 LT;CEU;
—-143683411 FIN
chr4:171930684 | 4 (9) 0,0002 ncRNA_egz |LINC02431; LT
-172360683 oniné MIR6082
chr4:176190684 | 11 (15) 0,0005 intergeniné | ADAM29; LT; FIN
-176400683 GPMB6A
chr5:50531164— |6 (7) 0,0003 egzoniné ISL1 LT
50691163
chr5:126311164 |4 (7) 0,0005 egzoniné C5orf63 LT
-126441163
chr6:35265879— |4 (7) 0,0005 egzoniné DEF6; LT; FIN
35395878 PPARD
chr6:97855879— | 6 (6) 0,0007 ncRNA_egz | MIR548H3 LT
98005878 oniné
chr7:30280729- | 8 (16) 0,0006 egzoniné NOD1; LT
30470728 ZNRF2
chr7:151730729 |5 (7) 0,0002 egzoniné GALNT11;KMT2C | LT; CEU
-151870728
chr8:48621077— |9 (20) 0,0007 egzoniné CEBPD; LT
48801076 PRKDC;

SPIDR
chr8:93731077- |8 (9) 0,0002 egzoniné TRIQK LT; CEU
93901076
chr9:38474202— |5 (6) 0,0001 egzoning ANKRD18A LT; FIN
38614201
chr9:125434202 |5 (8) 0,0006 egzoniné OR1K1;0R1L3;0 |LT
-125574201 R1L4;

ORLLS;

OR5C1
chr10:66065709 |6 (7) 0,0002 intergeniné | REEP3; LT; FIN
—66215708 ANXA2P3
chr10:11819570 |4 (11) 0,0008 egzoniné PNLIP; LT
9-118325708 PNLIPRP3
chr11:71554229 |9 (11) 0,0004 egzoniné DEFB131B; LT
—71734228 IL18BP:

NUMAZ;

RNF121
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Genomo - RV L : Popu-
Kkoordinatés Langas P reik§mé Sritis Genai liacija
chr12:1296235- |4 (6) 0,0009 egzoniné ERC1 LT;
1426234 CEU;
FIN
chr12:15736235 |6 (11) 0,0003 egzoniné EPS8; LT;
-15886234 PTPRO CEU;
FIN
chr13:34108565 |8 (11) 0,0005 UTR5 STARD13 LT
—34278564
chr14:64046743 |10 (13) 0,0005 egzoniné SGPP1; LT
—64236742 WDR89
chr15:48357093 | 3 (4) 0,0005 egzoniné MYEF2; LT;
—48477092 SLC24A5 CEU;
FIN
chr15:69617093 | 3 (6) 0,0002 egzoniné KIF23; LT; CEU
—69737092 PAQR5
chr16:67321264 |7 (20) 0,0005 egzoniné ATP6VOD1; LT; CEU
—67501263 HSD11B2;
KCTD19
;LRRC36;
PLEKHG4;
TPPP3;
ZDHHC1
chrl7:29252345 |5 (5) 0,0002 egzoniné ADAP?2; LT;
—29392344 LOC107984974; |CEU;
RNF135 FIN
chr18:30389383 | 8 (11) 0,0001 egzoniné CCDC178 LT; CEU
—30559382
chr19:50580913 | 3 (4) 0,0005 egzoningé 1ZUMO2 LT
-50700912
chr20:58399095 |3 (8) 0,0006 egzoniné CDH26; LT; FIN
-58539094 FAM217B;
PHACTR3;
PPP1R3D;
SYCP2
chr21:44859932 | 3 (8) 0,0005 egzoniné HSF2BP LT
-44989931

* Langy skaiCius, esantis tarp 0,1 proc. Tajima’s D p reikSmiy iSskirCiy.
Skliausteliuose nurodytas bendras langy skai¢ius toje genetinéje srityje.
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3.9 pav. Teigiamos gamtinés atrankos nustatyty signaly Tajima’s D neutralumo
statistika pasiskirstymas autosomose LT (A), CEU (B) ir FIN (C) populiacijose. Zali
taskai nurodo reik§Smingus Tajima’s D jvercius, kuriy p < 0,01
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Atlikus anotacija, nustatytas daugiau negu vienas genas daugelyje
genetiniy sri¢iy. Vidutinis genetiniy sri¢iy dydis — ~217 kb, viena jy buvo
1,5 Mb (chr3:50343412-51893411), taip pat pirmos chromosomos
49988960-50728959 sritis buvo 739 kb dydzio, o 4 chromosomoje — ~429
kb dydzio sritis.

Lietuvos populiacijos specifiniai stipriausi signalai nustatyti pirmoje
chromosomoje (35818960-5948959), kurioje buvo 22 langai srityje, o p
reiksmé — 0,0008. Srityje randami KIAAO319L ir ZMYM4 genai. Kitas
stiprus signalas, turintis 20 langy, nustatytas 8 chromosomos 48621077—
8801076 srityje su CEBPD, PRKDC, SPIDR genais. Taip pat stiprus signalas
(16 langy) identifikuotas ir 7 chromosomoje (30280729-30470728) su
NODL1 ir ZNRF2 genais.

3.3. Lietuvos ilgalaikio efektyvaus populiacijos dydzio,
divergencijos laiko ir evoliuciniy ry$iy su kitomis
pasaulio populiacijomis analizé

Nustatyti evoliuciniai rysiai tarp Lietuvos ir 22-ejy referentiniy HGDP
ir CEPH populiacijy (zr. 3.6 lentelg), rekonstravus du vienus svarbiausiy
zmogaus evoliucijoje parametrus — efektyvyjj populiacijos dydj (Ne) ir
divergencijos laikg [10]. Analizé atlikta pagal nepusiausvyros sankibos
strukttirg, remiantis autosomy VNP duomenimis, panaudojus R programinés
jrangos NeON paketg [91].

Analizuota lietuviy populiacijos grupe sudaré 295 nesusij¢ asmenys i
bendros Lietuvos populiacijos, kuriems buvo atliktas plataus masto VNP
genotipavimas pagal 719 666 VNP Zymenis. Po kokybés kontrolés analizei
naudoti 294 tiriamyjy 568 040 autosomy VNP duomenys.

Palyginimui naudotas HGDP ir CEPH populiacijy Ne reikSmes 2015
m. apskai¢iavo NeON paketo autoriai M. Mezzavilla ir S. Ghirrotto’as
(University of Trieste, Italy) (zr. 3.6 lentel¢).

Lietuvos populiacijos Ne apskai¢iuotas nuo 200 iki 6 000 karty su
prielaida, kad karta lygi 25 metams. Nustatytas Lietuvos populiacijos
ilgalaikis Ne yra 5 404 su pasikliautinuoju intervalu (P1) [4 910; 5 643]. Ne
reikSmiy kitimas nuo 200 iki 6 000 karty pateiktas 3.10 paveiksle.
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3.6 lentelé. HGDP ir CEPH populiacijy Ne jveréiai, 2015 m. NeON paketu nustatyti
M. Mezzavilla’os ir S. Ghirrotto’o

Populiacija Méginiy skaicius Ne 95 proc. PI

Yoruba 21 9717 [9 066; 10 552]
Mandenka 22 8 806 [8 164; 9 501]
Sindhi 24 7313 [6 824; 8 099]
Palestinian 45 7030 [6 453; 7 466]
Pathan 22 7009 [6 522; 7 501]
Balochi 24 6 920 [6 380; 7 354]
Han 34 6 877 [6 364; 7 192]
Makrani 25 6821 [6 379; 7 555]
Bedouin 46 6 569 [6 070; 7 058]
French 27 6 392 [5924; 6 704]
Brahui 24 6 193 [5 815; 6 583]
Hazara 22 6172 [5767; 6 841]
BiakaPygmy 21 6074 [5671; 6 439]
Burusho 25 6 010 [5 650; 6 614]
Russian 23 5863 [5308; 6 228]
Japanese 28 5767 [5193; 6 192]
Druze 42 5670 [5 415; 6 108]
Mozabite 27 5503 [5034; 5917]
Sardinian 28 5497 [5 320; 6 024]
Basque 22 4773 [4 396; 5 138]
Yakut 25 4160 [3 859; 4 445]
Maya 21 3255 [2 927; 3 600]

Lietuvos Ne nuo 150 000 (6 000 karta) iki 25 000 (1 000 karta) mety
nuolatos mazgjo. Ne didéjimas stebimas apie 25 000 metus, kaip ir daugelio
kity ne Afrikos, ypa¢ Europos ir Azijos, populiacijy [91].

Lyginant analizuoty populiacijy Ne reikSmes, stebima jvairové nuo
~10 000 Afrikos populiacijose iki ~4 000 majy ir jakuty populiacijose (Zr.
3.11 pav.). Lietuvos Ne yra ganétinai mazas, kaip ir daugelio kity Siaurés
Europos populiacijy, pvz., Suomijos Ne yra 5200 galimai dél butelio
kaklelio efekto, asocijuoto su individy sumazéjimu ir rekolonizacija prie$
paskutinj ledynmetj ir po jo, ivykusio pries 13 000-18 000 m. [44].
Populiacijos didéjimas nuo 8 000 iki 5 000 mety, arba nuo 320 iki 200 karty.
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3.11 pav. Analizuoty populiacijy Ne su 95 proc. pasikliautinuoju intervalu

Panaudojus Ne reikSmes ir apskaiiuoty genetiniy atstumy, Fsr, tarp
tiriamy 23-ijy populiacijy matricg, buvo rekonstruotas divergencijos laikas
kartomis (zr. 3.7 lentelg) tarp populiacijy. Jis pavaizduotas filogenetiniame
medyje, kai naudojama artimiausio kaimyno jungtis (zr. 3.12 pav.).
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Japanese
Han
Yakut
Maya

Makrani
Balochi
Brahui
Pathan
Sindhi

Burusho

Hazara
Russian
French
Basque
Sardinian
Lithuania
Palestinian
Bedouin
Druze
Mozabite
Yoruba
Mandenka :'7

BiakaPygmy

E L ||

3.12 pav. Filogenetinis medis, paremtas divergencijos laiku, nustatytu
kartomis tarp analizuoty populiacijy
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3.7 lentelé. Tiriamy 23 populiacijy divergencijos laiko, pateikto metais, nustatyto R

NeON paketu, matrica

programinés jrangos
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Afrikos, Ryty Azijos ir Europos kartu su

Centrine, Piety ir Vidurio ryty Azija. Filogenetinis medis rodo, kad

populiacijy susigrupavimai:

ivyko tarp
populiacijy i§ to paties geografinio regiono, pvz., tarp Europos, Centrinés

Most recent) populiacijy atsiskyrimai

(angl.

paskutiniai

64



piety ir Ryty Azijos populiacijy. llgos filogenetinio medZio Sakos (senesnis
atsiskyrimas) atskiria afrikie¢ius nuo ne Afrikos populiacijy. Pavyzdziui,
mozabite populiacija i§ Siaurés Afrikos klasterizuojasi $alia Vidurio ryty
Azijos populiacijy (beduinai, palestinieciai, druzai) ir taip parodomas $iy
populiacijy genetinis panasumas, nustatytas ir kitais tyrimais [100].

Seniausiai divergavusios yra Afrikos (jorubai, mandenkai, biaka pygmy)
ir Ryty Azijos (haniai, jakutai, japonai) populiacijos — pie$ 70 368 metus, PI
[64 036; 76 700], taip pat Afrikos ir majy populiacijos — prie§ 67 821 metus,
P1 [50 989; 84 653]. Vidutinis divergencijos laikas tarp Afrikos ir Europos
populiacijy nustatytas prie§ 56 536 metus, Pl [54 000; 59 071], tarp Europos
ir Ryty Azijos — prie§ 31 261 metus, Pl [27 089; 35 433]. Véliausias (angl.
The Most recent) atsiskyrimas nustatytas tarp Europos ir Vidurio ryty Azijos
— prie§ 7 074 metus, PI [5 973; 8 176], ir tarp Europos ir Centrinés piety
Azijos — prie§ 8 970 metus, PI [8 191; 9 750].

Lietuviai pirmiausiai atsiskyré nuo Afrikos — prie§ 52 160 mety, PI [44

169; 60 151], ir daug véliau nuo Ryty Azijos — prie§ 26 201 metus, PI [12 272;
40 129]. Atsiskyrimas nuo Centrinés piety ir Vidurio ryty Azijos jvyko panasiu
laiku — pries 8 082 metus, PI [7 198; 8 965], ir 8 880 mety, PI [6 179; 11 581].
Paskutinis genetinis atsiskyrimas nustatytas tarp Lietuvos ir Rusijos — prie$
2 814 mety, ir Pranciizijos — prie$ 3 790 mety. Gauti rezultatai taip pat parodé,
kad Lietuva buvo pirma i§ visy tirty Europos populiacijy (pranciizy, basky,
sardinie¢iy), atsiskyrusi nuo Vidurio ryty Azijos.

3.4. Praeities jvykiy tarp Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy rekonstravimas, remiantis
efektyviu populiacijos dydziu ir divergencijos analize

Siekiant rekonstruoti praeities jvykius tarp Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy, remiantis efektyviu populiacijos dydziu ir
divergencijos analize, analizuoti 295 tiriamieji i§ SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy: trijy auks$tai¢iy grupiy (Vakary (n = 52), Piety (n =
51), Ryty (n = 48)) ir trijy Zzemaiéiy grupiy (Siaurés (n = 61), Piety (n = 59)
ir Vakary (n = 24)) genetiniai duomenys. Po plataus masto genotipavimo
duomeny kokybés kontrolés analizei naudoti 294 tiriamyjy 568 040
autosomy VNP duomenys.

Atlikus skai¢iavimus R programinés jrangos NeON paketu, nustatytas
kiekvienos etnolingvistinés grupés harmoninis Ne, kurio pasiskirstymas
pateiktas 4.13 paveiksle. Maziausias Ne nustatytas Vakary zemaiciy
grupéje — 4 940 [4 674; 5 304], o didZiausias — Vakary aukstaiciy grupéje —
5314 [4829; 5 490] (zr. 4.13 pav. ir 3.8 lentelg). Didesnés Ne reikSmés
stebimos visose trijose aukstaiciy grupése, palyginti su Zemaiciy grupémis.
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3.13 pav. Ne su pasikliautinaisiais intervalais pasiskirstymas Lietuvos populiacijos
SeSiose etnolingvistinése grupése. RA — Ryty aukstaiciai, PA — Piety aukstaiCiai, VA
— Vakary aukstai¢iai, SZ — Siaurés Zemai¢iai, PZ — Piety Zemaidiai, VZ — Vakary
zemaiciai

Atlikus Ne dydziy statisting analiz¢ tarp dviejy pagrindiniy Lietuvos
populiacijos etnolingvistiniy grupiy (aukstai¢iy ir Zemaiiy), nustatytas
statistiSkai reikSmingas skirtumas (p <a, o=0,001). Naudotas Mann’o-
Whitney’aus-Wilcoxon’o testas.

3.8 lentelé. Tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy Ne jverCiai su
pasikliautinaisiais intervalais. PA — Piety aukstaiGiai, PZ — Piety zemaiéiai, RA —
Ryty aukstai¢iai, VA — Vakary aukstai¢iai, VZ — Vakary zemaiciai, SZ — Siaurés
ZemaicCiai

Etnolingvistiné grupé Ne 95 proc. PI
PA 5308 [4 914; 5 626]
PZ 5079 [4 792; 5 365]
RA 5298 [4 827; 5 537]
VA 5314 [4 829; 5 490]
VZ 4940 [4 674; 5 304]
Sz 5081 [4 757; 5 393]

Analizuojant Ne kitima laike, stebimi panasts Ne svyravimai visose $eSiose
etnolingvistinése grupése (zr. 3.14 pav.). Aukstaiiy ir Zemaiciy grupése pries
150 000-37 500 mety (pries 6 000-1500 karty) stebimas pastovus Ne
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maz¢jimas, galimai dél jkuréjo efekto migruojant Siuolaikiniams zmonéms i$
Afrikos. Neolito laikotarpiu visose Lietuvos populiacijos etnolingvistinése
grupése stebimas Ne didéjimas. Neolito laikotarpiu Ne skirtumai stebimi tarp
Vakary aukstaiiy ir Vakary zemaiciy grupiy. Vakary aukStaiCiy grupéje
stebimas sparCiausias Ne didéjimas, Vakary Zemaiciy grupéje — spar¢iausias

mazejimas.
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3.14 pav. Efektyvaus populiacijos dydzio kitimas laike pries 5000 (200 karta)—
150 000 (6 000 karta) mety. X aSyje pateikiamas laikas kartomis, y asyje — Ne
reik§més su pasikliautinaisiais intervalais (5 ir 95 procentilés), punktyrinés linijos.
(A) Piety aukstaiGiai; (B) Ryty aukstaiéiai; (C) Vakary aukstaic¢iai; (D) Piety
Zemai¢iai; (E) Siaurés zemaiciai; (F) Vakary zemai&iai
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Panaudojus Ne reikSmes ir apskai¢iuoty genetiniy atstumy, Fsr, tarp
tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy matricg (Zr. IV priedo 2 lentele),
buvo rekonstruotas divergencijos laikas kartomis (karta — 25 metai) (zr. 3.9
lentele) ir atvaizduotas neorientuotame (angl. unrooted) UPGMA (angl.
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean, UPGMA)
filogenetiniame medyje (zr. 3.15 pav.).

3.9 lentelé. Divergencijos laikas metais tarp Lietuvos populiacijos SeSiy
etnohngwstlmq gruplq RA — Ryty aukstaiciai, PA — Piety aukstai¢iai, VA — Vakary
aukstaitiai, SZ — Siaurés zemaiciai, PZ — Piety zemaiciai, VZ — Vakary zemaiciai

PA PZ RA SZ VA VZ
PA 0
PZ 6725 0
RA 7325 6 450 0
Sz 7125 4775 5 800 0
VA 5 850 5 650 5275 5225 0
VZ 9975 8 350 9650 8 250 9350 0

Apskai¢iuotas divergencijos laikas tarp etnolingvistiniy grupiy parodé,
kad seniausiai nuo Piety aukstai¢iy divergavo Vakary zemaiciai — prie$
9 975 metus. Artimiausia divergencija stebima tarp etnolingvistiniy grupiy i$
to paties ar artimo geografinio regiono: tarp Ryty ir Vakary aukstaiéiy pries$
5 275 metus, tarp Piety ir Siaurés Zemaiciy pries 4 775 metus ir tarp Siaurés
zemaiCiy ir Vakary aukstaic¢iy prie$ 5 225 metus. Vidutinis divergencijos
laikas tarp aukstaiiy ir zemaiciy grupiy yra 7 327 metai.

llgesnés filogenetinio medzio Sakos reiskia tolimesnj atsiskyrimo
laikg. Vakary Zemaiciy ir Piety aukstai¢iy grupés atsiskiria nuo likusiy
keturiy etnolingvistiniy grupiy — Vakary ir Ryty aukstai¢iy bei Siaurés ir
Piety zemaiciy.
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3.15 pav. Sesiy Lietuvos etnohngwstlmq gruplq (RA - Rytq aukstaiciai, PA — Piety
aukstaigiai, VA — Vakary aukstaiciai, SZ — Siaurés zemaiciai, PZ — Piety Zemai¢iai,
VZ — Vakary Zemai¢iai) UPGMA filogenetinis medis, sudarytas pagal divergencijos

laikg tarp grupiy

3.5. Lietuvos trumpalaikio efektyvaus populiacijos dydzio
nustatymas bei Ne ir N santykio jvertinimas

Trumpalaikis efektyvus populiacijos dydis nustatytas Lietuvos
populiacijai ir dviem pagrindinéms etnolingvistinéms grupéms (aukstai¢iams
ir ZemaiCiams), remiantis identiSkais pagal kilm¢ segmentais ir panaudojus
neparametrinj skai¢iavimo metoda [95]. Analizuoti 295 tiriamyjy i§ SeSiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy genetiniai duomenys, t. y. trys aukstaiCiy
grupés (Vakary (n = 52), Piety (n = 51), Ryty (n = 48)) ir trys Zemaiéiy
grupés (Siaurés (n = 61), Piety (n = 59) ir Vakary (n = 24)). Po plataus masto
VNP genotipavimo duomeny kokybés kontrolés analizei naudoti 294
tiriamyjy 568 040 autosomy VNP duomenys.

Lietuvos populiacijos trumpalaikis Ne apskaiciuotas nuo 50 iki nulinés
kartos, su prielaida, kad karta lygi 25 metams. Trumpalaikis Ne su
pasikliautinaisiais intervalais 50-iai karty pateiktas 3.10 lenteléje, 0 jo
pasiskirstymas laike — 3.16 paveiksle.
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3.10 lentelé. Lietuvos populiacijos 50 karty trumpalaikis Ne

Karta (K) Ne 95 proc. PI

0 417 000 [218 000; 1 150 000]
1 383000 [217 000; 938 000]
2 352 000 [217 000; 763 000]
3 323 000 [214 000; 614 000]
4 296 000 [209 000; 488 000]
5 271000 [200 000; 382 000]
6 248 000 [192 000; 346 000]
7 227000 [181 000; 294 000]
8 208 000 [171 000; 273 000]
9 190 000 [153 000; 253 000]
10 172 000 [144 000; 230 000]
11 155 000 [124 000; 202 000]
12 140 000 [106 000; 173 000]
13 125 000 [93 400; 154 000.]
14 111 000 [84 800; 137 000]
15 98 400 [77 700; 122 000]
16 87 000 [71 500; 107 000]
17 77 100 [65 700; 94 600]
18 68 800 [58 100; 84 500]
19 61500 [50 300; 74 900]
20 55000 [44 100; 65 900]
21 49 300 [38 800; 58 600]
22 44900 [35 300; 52 200]
23 40 900 [32 800; 47 800]
24 37500 [30 200; 43 600]
25 34300 [28 000; 40 300]
26 31300 [26 000; 37 500]
27 28 700 [24 200; 34 900]
28 26 900 [23 000; 32 600]
29 25300 [21 800; 30 500]
30 23700 [20 600; 29 100]
31 22300 [19 600; 27 500]
32 21000 [18 800; 25 800]
33 20000 [17 900; 24 400]
34 19100 [17 200; 23 900]
35 18 500 [16 400; 23 000]
36 17 800 [15 700; 22 000]
37 17 100 [15 100; 21 200]
38 16 700 [14 600; 20 400]
39 16 100 [14 100; 19 400]
40 15700 [13500; 18 700]
41 15400 [12 900; 18 000]
42 14900 [12 300; 17 900]
43 14 300 [11 800; 18 000]
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Karta (K) Ne 95 proc. PI
44 13 600 [11 400; 17 400]
45 13200 [11 000; 17 100]
46 12700 [10 300; 16 600]
47 12 600 [9 960; 16 300]
48 12 200 [9 690; 16 000]
49 12 000 [9 430; 15 700]
50 11900 [9 280; 15 300]
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3.16 pav. Lietuvos populiacijos trumpalaikis Ne, nustatytas 50 karty su 95 proc.

pasikliautinaisiais intervalais

Pries 50 karty, arba pries 1250 mety, Lietuvos Ne buvo 11 900.
Vidutinis Ne nuo 50 iki 30 kartos buvo 16 228. Eksponentinis didéjimas

stebimas nuo 25 kartos.
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Darbe vertintas efektyvaus populiacijos dydzio ir bendro individy
skai¢iaus Lietuvos populiacijoje konkre¢iy karty santykis (Ne/N). Patikimi
bendro individy skaiCiaus Lietuvos populiacijoje duomenys buvo gauti tik



pirmy trijy karty i§ Eurostat (IV priedo 5 lentel¢), Lietuvos statistikos
metra$¢io  (http://osp.stat.gov.It/en/statistikos  leidiniu-katalogas?proc.20
publication=1673) bei A. Stulginskio ir E. Galvanausko knygos (1923) apie
pirmajj Lietuvos populiacijos suraSyma.

Nulinés kartos (1991-2015 m.) Ne — 417 000 (95 proc. PI [218 000;
1 150 000]) ir vidutinis N — 3 373 154. Pirmos kartos (1966—-1990 m.) Ne —
383 000 (95 proc. PI [217 000; 938 000]) ir vidutinis N — 3 351 015. Antros
kartos (1941-1965 m.) Ne — 352 000 (95 proc. Pl [217 000; 763 000]), N —
2 816 800. Apskaiciuotas antros kartos Ne ir N santykis lygus 0,125 (95 proc.
Pl [0,077; 0,271]), pirmos kartos Ne ir N santykis yra 0,114 (95 proc. PI
[0,065; 0,280]) ir nulinés kartos Ne ir N santykis yra 0,124 (95 proc. PI [0,065;
0,341]) (zr. 3.17 pav.). Nustatytas Lietuvos efektyvus populiacijos dydis
sudaro 1/10 dalj bendro individy skai¢iaus Lietuvos populiacijoje.

3.17 pav. Lietuvos populiacijos trijy karty Ne ir N santykis su 95 proc.
pasikliautinuoju intervalu

Taip pat apskaiiuotas trumpalaikis Ne dviem pagrindinéms
etnolingvistinéms grupéms — aukstaic¢iams ir zemaiciams (zr. IV priedo 6 ir 7
lenteles). Lyginant dvi pagrindines grupes, aukstai¢iy grupéje stebimos
didesnés trumpalaikio Ne reik§més negu zemaiciy grupéje (zr. 3.18 pav.).
Pries 50 karty, arba pries 1 250 mety, aukstai¢iy grupés Ne buvo 16 900, o
zemaiiy grupés — 7 950. Aukstai¢iy grupés apskaiciuotas vidutinis Ne nuo 0
iki 50 kartos yra 127 088, o zemaiciy grupés — 39 364, t. y. tris kartus
mazesnis, palyginti su aukstaiciais. Spartesnis Ne didéjimas stebimas nuo 21
kartos aukstai¢iy grupéje ir nuo ~18 kartos Zemaiciy grupéje. Atlikus Ne
dydziy statisting analizg, nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp

72


http://osp.stat.gov.lt/en/statistikos

grupiy (p<a, o=0,0002), naudotas Mann’o-Whitney’aus-Wilcoxon’o
testas.
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3.18 pav. Lietuvos populiacijos dviejy pagrindiniy etnolingvistiniy grupiy,
auks$tai¢iy ir ZemaiCiy, trumpalaikis Ne, nustatytas 50 karty su 95 proc.
pasikliautinuoju intervalu

3.6. Matematiniy metody lyginamoji analizé efektyviam
populiacijos dydziui nustatyti

Darbe nagrin¢jami du matematiniai metodai, t. y. McEvoy’aus ir
Mezzavilla’os-Ghirotto’o, kurie skirti nustatyti efektyvyjj populiacijos dydj
(zr. 111 priedo 111 dalj). Atlikta abiem metodais gauty Ne rezultaty lyginamoji
analizé. Ne medianos buvo apskaiiuojamos kiekvienai autosomai imant
nustatytas kiekvienos autosomos 250 tasky (Mezzavilla’os-Ghirotto’os
metodas) arba 50 tasky (McEvoy’aus metodas) (zr. 3.19 pav.). StatistiSkai
reik§mingam skirtumui tarp Ne grupiy nustatyti naudotas neparametrinis
Mann’o-Whitney’aus U testas.
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3.19 pav. Kiekvienos autosomos efektyvus populiacijos dydis

P reik§mé <0,05 laikytina statistiskai reikSminga. Analizés rezultatai
parodé, kad efektyvus populiacijos dydis, nustatytas McEvoy’aus metodu,
yra 5481, 95 proc. Pl [5 384; 5 563]; Mezzavilla’os-Ghirotto’o metodu Ne
nustatyta 5 722, 95 proc. PI [5679; 5 755]. Sie skirtumai buvo statistiskai
reikSmingi (p <0,001). Taciau statistiSkai reik§mingi skirtumai nebuvo
nustatyti su visomis chromosomomis (zr. 3.11 lentelg). Efektyvaus
populiacijos dydzio rangy vidurkis (angl. mean rank), apskaiéiuotas
McEvoy’aus metodu, yra 2 783,27, 0 Mezzavilla’os-Ghirotto’o metodu —
3352,69. Didesnés Ne reikSmés siejamos su didesniu vidurkiu, pvz.,
naudojant Mezzavilla’os-Ghirotto’o metoda [91].

3.11 lentelé. Dviejy efektyvaus populiacijos dydzio nustatymo metody
(McEvoy’aus ir Mezzavilla’os-Ghirotto’o) apskaiéiuotos Ne reik§més autosomoms
su p reikSmémis

Chromosoma McEvoy’aus Mezzavilla’es-Ghirotto’o b reikémé
metodas metodas

1 5807,5 6 101,0 0,1075
2 57315 6 063,0 0,1569
3 5538,0 5 756,0 0,0414"
4 56115 5 888,0 0,0745
5 5829,0 6 057,0 0,0372"
6 48435 51325 2,1162-08™
7 5 756,0 6079,0 0,0397"
8 49705 52195 0,0005™
9 5237,0 5 467,0 0,0107"
10 5611,0 58825 0,0883
11 5879,0 6139,5 0,1484
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McEvoy’aus

Mezzavilla’os-Ghirotto’o

Chromosoma metodas metodas p reik§mé
12 5 444,0 5628,0 0,0253"
13 6076,0 6297,0 0,1228
14 5939,0 6216,5 0,0263"
15 5236,5 5462,5 0,1656
16 52450 5529,0 0,0191"
17 5385,0 5611,5 0,0275"
18 5571,0 5861,5 0,0016"
19 5 560,5 57915 0,0120"
20 5 438,0 5749,0 0,0532
21 53355 55775 0,0679
22 6092,0 62815 0,0233"

StatistiS$kai reik§mingos p reik§més *p < 0,005, **p < 0,001.

Ne nustatymas galimas abiem analizuotais metodais, taciau reikéty
turéti omenyje skirtingas rekombinacijy atstumy kategorijas, kurias sukuria

metodai.

Metodu, kuriuo sudaroma daugiau rekombinacijos genetiniy atstumy,
apskai¢iuojamos didesnés Ne reik§més, o metodas, sukuriantis maZiau

genetiniy atstumy kategorijy, apskaic¢iuoja mazesnes Ne reikSmes.

Siekiant turéti didesnés skiriamosios gebos rekombinacijos genetiniy
atstumy kategorijas, nustatant Ne, turéty bati naudojamas Mezzavilla’os-

Ghirotto’o metodas, kitu atveju — McEvoy’aus metodas.
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4. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Sio darbo tikslas buvo atlikti Lietuvos populiacijos genetinés
struktiros ir evoliuciniy veiksniy — efektyvaus populiacijos dydzio ir
gamtinés atrankos, nustatyma ir analiz¢ pagal plataus masto vieno
nukleotido polimorfizmo genotipavimo duomenis.

Ankstyvasis Baltijos Saliy apgyvendinimo periodas yra mazai
iStyrinétas. Pirmieji Zmogaus pédsakai Piety Pabaltijyje randami vélyvojo
paleolito periodu prie§ 35-40 tukstanciy mety, taciau jy archeologinius
pédsakus iStryné ledynai. Pasibaigus paskutiniam ledynmeciui, pries 13—12
tikstan¢iy mety, dabartinéje Lictuvos teritorijoje émé kurtis gyventojai.
Pirmieji indoeuropieciai Lietuvos vakaringje teritorijoje pasirodé mazdaug
pries 5-4 tukstanCius mety. Jie susimai$é su autochtonais ir suformavo
baltus. Taciau neaiSku, kaip Sie procesai atsispindi Siuolaikiniy lietuviy
genome.

Nors lietuviy tauta suformavo baltiskos gentys, taciau pagal
antropologinius duomenis $ie skirtumai iSnyko tik viduramziais, ir nuo to
laiko Lietuvos populiacija tiek Ryty Europos, tiek visos Europos genetinés
jvairovés pozilriu yra labai homogeniska [101]. Nors kai kuriy tyrimy
rezultatai ver¢ia abejoti Siuo teiginiu. Istyrus 1 110 moksleiviy i§ septyniy
Lietuvos rajony pirSty ir delny dermatoglifinius poZymius, nustatytas
didziausias fenotipinis skirtumas tarp Piety aukstai¢iy ir zemaiiy [102].
Taip pat skirtumai tarp etnolingvistiniy grupiy buvo nustatyti atlikus ABO ir
Rh(D) kraujo grupiy tyrima [3]. Pagal kraujo grupiy pasiskirstyma Zemaitija
yra homogeniskesné negu Aukstaitija. Bendrai aukStaic¢iy grupei nustatytas
heterogeniSkumas pagal Rh(D) faktoriy [3]. Tai paaiSkinama tuo, kad
Zzemaiciai yra autochtonai, o aukstaiCiai — véliau atsikrauste rytiniai baltai
[3]. Tiriant mtDNR genetinius zZymenis, nustatyti nedideli skirtumai tarp
aukstai¢iy ir zemaiéiy [3]. Detalesnis Lietuvos populiacijos genetinés
struktiiros jvertinimas ir padétis kity populiacijy atzvilgiu skirtingais
zymenimis atliktas 2004 m. D. Kasperaviciiités [1]. IStyrus etnolingvistines
grupes pagal mtDNR ir Y chromosoma, statistiskai reik§mingi skirtumai tarp
grupiy nenustatyti [1, 103]. 1. Uktveryt¢ (2014 m.), tirdama lietuviy
populiacijg, remdamasi Y chromosoma, taip pat nustaté Lietuvos
populiacijos homogeniskuma, taciau, remdamasi tolygiai po genoma
pasiskirs¢iusiy VNP aleliy jvairove, nustaté, kad Zemaitija yra
homogeniskesné negu Aukstaitija [27].

Siame darbe Lietuvos populiacijos vidiné genetin¢ struktira bei
padétis kity populiacijy atzvilgiu analizuota remiantis plataus masto VNP
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genotipavimo duomenimis ir SmartPCA algoritmu. Atlikta Sesiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy pagrindiniy komponenciy analizé pagal plataus masto
VNP Zymenis patvirtino tirtos lietuviy populiacijos homogeniskuma.
Lietuvos populiacijos vidinis homogeniskumas taip pat nustatytas modeliu,
paremtu  ADMIXTURE metodu, kuriame dominuoja vienas bendras
genetinis komponentas tarp visy $eSiy etnolingvistiniy grupiy. Nustatytos
mazos Fsrreik§més taip pat parodé grupiy genetinj ir geografinj artuma.

Lietuvos padétis kity pasaulio populiacijy atzvilgiu atitiko esamg
geografing padétj. Atlikus Lietuvos populiacijos genetinés struktiiros
jvertinimg Europos populiacijy atzvilgiu ir atvaizdavus PK, pastebimas
populiacijy iS$sidéstymas pagal piety vakary—Siaurés ryty asj. Pirma PK
atskyré¢ lietuvius nuo kity analizuoty Europos populiacijy. Lietuviy
populiacija yra artimiausia CEU populiacijai, nustatytas maziausias Fsr
(0,006), palyginti su kitomis tirtomis Europos populiacijomis. Panas$is
rezultatai gauti M. Nelis ir kt. tyrime (2009) bei 1. Uktverytés disertaciniame
darbe (2014) [24, 27].

Remiantis Siais rezultatais, gamtinés atrankos tyrimui pasirinktos
referentinés Europos populiacijos CEU ir FIN.

[$analizavus ~ globaly  lietuviy  populiacijos  kilmés  profilj
ADMIXTURE programa, esant tinkamiausiam aStuoniy  kilmiy
komponentui, Lietuvos populiacijai nustatytas dominuojantis protévinis
genetinis komponentas (geltona spalva), kurio nedidelis santykis randamas ir
gretimose analizuotose Europos populiacijose (CEU, FIN, GBR) (zr. 3.5
pav.). Remiantis ADMIXTURE ir PKA rezultatais, galima daryti i§vada, kad
Lietuvos populiacija yra homogeniska ir pasizymi specifinémis
genominémis ypatybémis tirty Europos populiacijy atzvilgiu. Taciau
reikalingi tolesni tyrimai, patvirtinantys $ia iSvada. Dél Baltijos Saliy
kaimyniy genetiniy duomeny neprieinamumo nebuvo galimybés atlikti
Lietuvos populiacijos genetinés struktiiros analize jy atzvilgiu.

Atlikus teigiamos gamtinés atrankos analiz¢, panaudojant plataus masto
VNP genotipavimo duomenis ir tris statistinius metodus, identifikuotos
specifinés Lietuvos populiacijai kandidatinés teigiamos gamtinés atrankos
veikiamos genomo sritys. Stipriausias specifinis signalas Lietuvos populiacijai
nustatytas 6 chromosomoje su dviem nesinoniminémis pakaitomis uoslés
receptoriy gene, OR2B6. Kity mokslininky nustatyta uoslés receptoriy didele
jvairové tarp populiacijy galimai yra dél vietinés adaptacijos [104]. Gamtinés
atrankos poveikis nustatytas tik tam tikry uoslés receptoriy geny atveju [105—
108]. Kodél gamtiné atranka veikia kai kuriuos uoslés receptorius, iki galo
néra i8aiSkinta, ta¢iau siejama su mityba ir sveikata [109-112]. Darbe nustatyti
kiti genai kandidatai, susij¢ su zmoniy adaptacija: dieta, odos pigmentacija, ir

77



socialiniais jgtdziais. Kaip ir kity mokslininky tyrimuose, nustatytas genas
SLC24A5, kuris susijes su europiefiy Sviesios odos pigmentacija [113].
SLC24A5 genas koduoja baltymg neSiklj, kuris dalyvauja melanino sintezéje ir
yra vienas svarbiausiy geny, turinéiy jtakos zmoniy pigmentacijai [114]. Sis
genas nustatytas visais trim metodais, o tai indikuoja senesnés gamtinés
atrankos poveikj Siam genui. XP-EHH ir Fs; metodais nustatytas stiprus
signalas 9 chromosomoje tarpgeninéje srityje (12352971-12537279), kurioje
vienoje puséje yra PTPRD-AS2 genas, kitoje puséje — TYRP1 genas.
Polimorfizmai TYRP1 gene asocijuoti su plauky ir akies rainelés spalva
Europos populiacijose [98, 115]. Lietuviy populiacijoje nustatyta tarpgeniné
sritis, esanti per ~156 kb nuo TYRP1 geno, kuri gali dalyvauti §io geno
reguliacijoje. Reguliaciniai elementai gali biti nutole per tikstancius baziy
pory nuo geno, kurj reguliuoja [116]. SIC24A5 ir TYRP1 genai yra veikiami
nesenos gamtinés atrankos, prasidéjusios pries 11-19 tikstanéiy mety, po
Siuolaikiniy europieéiy protéviy atsiskyrimo nuo Ryty Azijos [117]. Kitas su
pigmentacija susijes genas (HERC2) nustatytas Tajima’s D metodu. Jis
asocijuotas su mélyny akiy spalva [118]. Taciau $io geno sritis buvo per kelias
pozicijas uz 1 proc. Tajima’s D p reikimiy isskiréiy riby. Sios srities
(chr15:28437093-28627092) Tajima’s D jvertis nustatytas —0,78 kai p reik§mé
yra 0,001 bei 10 langy srityje. XP-EHH ir Fsr metodais LT ir CEU
populiacijose nustatytas SLC24A3 genas, kuris koduoja Na+/Ca2+ mainy 3
tipo baltyma, atsakingg uz kofaktoriy transporta. Polimorfizmai §iame gene
asocijuoti su vazokonstrikcija ir hipertenzija [116]. Sio geno varianty atranka
galimai prasidéjo medziotojy rinkéjy populiacijose, kuriose vyravo gyvininés
kilmés dieta. Siai dietai biidingas Zemas natrio chlorido, tatiau didelis kalio
drusky suvartojimas, palyginti su pasikeitusia dieta po neolito [117]. Senesnés
gamtinés atrankos poveikis nustatytas 6 chromosomos, chr6:35265879—
5395878, genetinéje srityje, kai p reikSmé yra 0,0005, su genu PPARD —
peroksisomy proliferatoriaus—aktyvatoriaus receptorius delta. PPARD geno
raiSka vyksta melanocituose, smegenyse ir storojoje Zarnoje, dalyvauja lipidy,
cholesterolio metabolizme [119]. Sis genas asocijuotas su zmogaus odos
pigmentacija ir atsakingas uz riebaly jsisavinima, biitent Europos populiacijose
[119-121]. Taip pat Tajima’s D metodu identifikuotas GPM6A (glikoproteinas
M6A) genas (chr4:176190684-176400683) LT ir FIN populiacijose,
asocijuotas su nervy sistema, galbiit kalbos, socialiniais jgudziais [122].
Dauguma nustatyty su gamtinés atrankos poveikiu genetiniy sri¢iy yra
tarpgeninése srityse, kuriy funkcija sudétinga paaiskinti, taciau kurios galimai
dalyvauja geny raiskos reguliavime.

XP-EHH ir Fsr statistiniais metodais nustatyti dar trys genai
(PLA2G7, MINK1, ENO3) su nesinoniminémis pakaitomis, kurie asocijuoti
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su ligomis. PLA2G7 gene esanti pakaita rs1805018 (exon7:c.T593C) yra
siejama su astma. MINK1 geno pakaitos rs2302319 (exon21:c.G2476A) A
alelio daznis LT populiacijoje yra 0,05, nustatytas CADD 20,3 indikuoja
esant $ig pakaitg tarp 1 proc. labiausiai zalingy. ENO3 geno pakaitos
rs238238 (exon4:c.A212G) G alelio daznis LT populiacijoje yra 0,28, 0
CADD 13,24 indikuoja esant $ig pakaita tarp 10 proc. labiausiai zalingy.

Sio tyrimo pagrindinis trikumas — negaléjimas nustatyti rety varianty,
remiantis plataus masto VNP genotipavimo duomenimis. Sj trikuma
iSspresty naujos kartos sekoskaitos duomeny panaudojimas. Taip pat
reikalingas nustatyty varianty funkcinis patvirtinimas.

Atlikta Lietuvos efektyvaus populiacijos dydzio, divergencijos laiko ir
evoliuciniy rysiy su kitomis pasaulio populiacijomis analizé pagal plataus
masto VNP genotipavimo duomenis suteiké iSsamesniy ziniy apie Lietuvos
populiacijos demografija praeityje ir dabartyje.

Nustacius ilgalaikj Lietuvos populiacijos Ne nuo 6 000 iki 200 karty,
stebimas butelio kaklelio efektas iki 1 000 kartos galimai dél Siuolaikiniy
zmoniy kilimo i§ Afrikos ir vélesnio paplitimo po visg pasaulj. Ne didéjimas
stebimas panasiu laiku ir daugelio kity ne Afrikos populiacijy, ypa¢ Europos
ir Azijos [88]. Taciau to ir tikimasi palaikant zmoniy paplitimo i§ Afrikos
teorija [120]. Dabartiniai europieéiai yra emigrantai i§ Afrikos. Pirma
didzioji migracijos banga i§ Afrikos jvyko pries ~40—60 tiukstanéiy mety.
Sios migracijos palikuonys apgyvendino Europos, Azijos ir kitus pasaulio
regionus [58].

Taciau nustatytas Lietuvos Ne yra ganétinai mazas, kaip ir daugelio
kity Siaurés Europos populiacijy, pvz., Suomijos Ne yra 5200, o vidutinis
Ne CEU, NET, SWE, DEN ir UK populiacijy yra 8 200 dél galimai butelio
kaklelio efekto, asocijuoto su individy skaifiaus sumazéjimu ir
rekolonizacija prie§ paskutinj ledynmetj ir po jo, mazdaug pries 13 000—
18 000 mety [41, 52]. Populiacijos didéjimas prie§ 8 000—5 000 mety (arba
pries 320-200 karty) gali biiti siejamas su zemdirbystés atsiradimu Neolito
laikotarpiu. Nustacius divergencijos laikg tarp LT ir 22-iejy referentiniy
HGDP ir CEPH populiacijy, gauti panaSts rezultatai, palyginti su kity
mokslininky rezultatais [55, 61, 62, 91]. Seniausiai atsiskyré Afrika nuo Ryty
Azijos. Tai jvyko prie§ daugiau negu 70 000 mety. Divergencijos laikas tarp
Afrikos ir Europos populiacijy nustatytas pries 56 536 metus, tarp Europos ir
Ryty Azijos — prie§ 31 261 metus. Véliausias atsiskyrimas nustatytas tarp
Europos ir Vidurio ryty Azijos (prieS 7 074 metus) ir tarp Europos ir
Centrinés piety Azijos (pries 8 970 metus).

Remiantis gautais rezultatais, galima daryti iSvadg, kad pirminé
zmoniy migracija vyko i§ Afrikos j Ryty Azijg prie§ daugiau negu 70 000
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mety, véliau zmoneés plito j Europg pries ~56 000 mety ir galiausiai j Vidurio
Rytus ir Centring Piety ir Siaurés Azija pries 52 000 mety. Taigi tarp Europos
ir Afrikos egzistuoja artimesni rySiai negu tarp Afrikos ir Ryty Azijos.

Divergencijos laiko analizé parodé, kad lietuviy populiacija buvo
pirma, palyginti su kitomis Europos populiacijomis (Pranctzija, Baskai,
Sardinija, Rusija), atsiskyrusi nuo Vidurio ryty Azijos pries 8 800 mety.

Pagal R. Gimbutieng, balty tauty susiformavimg Ilémé ir
indoeuropietiSka kultiriné sistema, iSsirutuliojusi i§ Eurazijos stepiy
(kurgany) kultaros [9]. Indoeuropieciy kalbg ir visuomening patriarchaling,
patrilinearing ir trijy klasiy struktiira j Ryty Pabaltijj, Baltarusija ir vidurio
Rusijg apie 2500 m. pr. m. e. atne$¢ virvelinés keramikos kultiiros,
suindoeuropietinti Vidurio Europos zmonés [9]. Taciau angly archeologo C.
Renfrew iSkelta Anatolijos teorija teigia, kad indoeuropieciy prokalbé
gyvavo anksiau, negu jprasta manyti, t. y. VII-VI tikstantmetyje pr. m. e.
Anatolijoje, o indoeuropieCiy iSplitimas Europoje siejamas su Zemdirbiy
atsikélimu i§ Anatolijos j Pietry¢iy Europg [121].

Sio tyrimo rezultatai pateikia naujy duomeny diskusijai apie
indoeuropieciy prokalbés kilme ir paplitimg, palaikant hipoteze, kad
indoeuropieciy kalbos | Europg atkeliavo i§ Anatolijos pries 8 000-9 500
mety [121]. Lietuviy kalba yra viena seniausiy islikusiy indoeuropieciy
kalby [123]. Remdamiesi Anatolijos hipoteze, galime daryti prielaida, kad
lietuviai gali biiti artimiausi protoindoeuropieciams.

Istyrus demografinius praeities jvykius tarp Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy, nustatyta, kad aukstaiciai ir Zemaiciai atsiskyré pries
9 000 mety. Tai gali buti siejama su tuo, kad prie§ 11 000 mety vidurio
Lietuva buvo netinkama sésliam gyvenimui dél klimato poky¢iy [5]. Atlikti
AuksStumalos aukstapelkés archeologiniai tyrimai 2004 m. byloja apie
pirmyjy gyventojy Lietuvos teritorijoje pasirodymg ir gyvenseng Pabaltijyje
vélyvojo paleolito ir ankstyvojo mezolito laikotarpiu, prie§ 14-10 tikstanciy
mety, galimai dél palankesniy gyvenimo salygy [6, 7]. Pagal J. Zilinska ir
R. Rimantiene, pirmieji zmogaus pédsakai Lietuvos teritorijoje randami
Piety Pabaltijyje vélyvojo paleolito periodu [5, 6]. Tai buvo medziotojai,
atéje i§ Vidurio ir Vakary Europos, jie atsinesé¢ dvi kultiras — Svidry ir
Pabaltijo Madeleino.

Lietuvos populiacijos etnolingvistiniy grupiy ilgalaikis Ne parodé
statistiSkai reik§mingg aukStaiciy ir Zemaiciy skirtuma.

Remiantis §io tyrimo rezultatais, galima daryti iSvadg, kad
indoeuropieciai galimai atkeliavo | Lietuvos teritorijg neolito periodu ir
prisidéjo prie skirtingy balty genéiy formavimosi, taip pat kad aukstaiéiai ir
zemaiciai galimai istoriskai formavosi kaip dvi atskiros balty gentys.

80



Nustacius Lietuvos trumpalaikj efektyvyji populiacijos dydj 50-iai karty
nuo dabarties, buvo jvertintas efektyvaus populiacijos dydzio ir bendro
individy skai¢iaus populiacijoje santykis. Zinant Ne ir N santykj, galima
tiesiogiai nustatyti Ne, remiantis bendru individy skai¢iumi populiacijoje, bei
jvertinti ekologiniy veiksniy jtaka efektyviam populiacijos dydziui [57].
Tyrimo rezultatai parodé eksponentinj populiacijos augimg nuo 25 Kkartos.
Nustatytas Ne ir N santykis Lietuvos populiacijos pirmoms trims kartoms
(karta — 25 metai) buvo panasus — apie 0,1. Lietuvos populiacijos Ne ir N
santykis yra mazas, palyginti su kity tyrimy rezultatais, kurie svyruoja nuo
0,21 iki 0,65 [55]. Pagal L. Nunney’y (1994; 1996), Ne ir N santykis
paprastai yra artimas 0,5 ir retai biina mazesnis uz 0,25 ar didesnis uz 0,75
[46, 124]. Labai mazas Ne ir N santykis (0,1) parodo, kad populiacijoje
egzistuoja veiksniy, pvz., motery vaisingumo ir lyCiy skirtumai,
persidengiancios kartos ar individy skai¢iaus svyravimai, kurie turi jtakos
Siam santykiui ir mazina Ne [125]. Be to, nattralus populiacijos dydZio
svyravimas, neveikiant kitiems veiksniams, yra daznai pakankama mazo Ne
ir N santykio priezastis [125].

Lietuvos populiacija yra nedidelé, istorijoje patyrusi butelio kaklelio
efekto padarinius (stebimas staigus populiacijos dydZio sumazéjimas antroje
kartoje) ir ekspansija (staigus populiacijos augimas nulingje kartoje), o tai
galimai daro jtakg nustatytam mazam Ne ir N santykiui. Be to, ne itin
reprezentatyvi Sio tyrimo imtis ir Lietuvos populiacijos struktiira galéjo turéti
jtakos netikslumams, atsiradusiems analizuojant artimiausias kartas nuo
dabarties. Taciau atsizvelgiant ] gautus tyrimo rezultatus, tikrasis
trumpalaikis  efektyvus populiacijos dydis neperzengia 95 proc.
pasikliautinojo intervalo riby. R. S. Browning’as ir B. L. Browning’as
(2015) teigia, kad 200 individy analizés rezultatai yra pakankamai geri,
taciau tikslesni skai¢iavimai gaunami analizuojant apie 1 000 individy [95].

Didesné tiriamyjy imtis galbiit pateikty tikslesnius trumpalaikio ir
ilgalaikio Ne bei divergencijos laiko skaiCiavimus, kadangi nereprezentatyvi
imtis arba nevienoda tiriamy subpopuliacijy imtis gali turéti jtakos paklaidai,
atsirandanéiai analizuojant aleliy dazniy pasiskirstymg. Sio tyrimo rezultatai
ne tik papildo fundamentaliojo mokslo Zinias apie Lietuvos populiacijos
priesistore, demografinius procesus, taciau ir parodo, jog yra reikalingi
tolesni tyrimai, kad bty galima paremti $io tyrimo iSvadas.
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5.1.

5.2.

6.1.
6.2.

ISVADOS

ISanalizavus tirtos lietuviy populiacijos geneting struktiirg pagal
plataus masto vieno nukleotido polimorfizmo genotipavimo duomenis,
nustatytas Lietuvos populiacijos homogeniskumas ir genetinis
unikalumas kity tirty populiacijy atzvilgiu.

Remiantis plataus masto vieno nukleotido polimorfizmo genotipavimo
duomenimis ir trimis statistiniais metodais, XP-EHH, Fsrir Tajima’s
D, nustatytos specifinés lietuviy populiacijai kandidatinés teigiamos
gamtinés atrankos veikiamos genomo sritys — identifikuoti genai
kandidatai, susij¢ su zmoniy adaptacija: dieta (OR2B6, SLC24A3,
PPARD), pigmentacija (SLC24A5, TYRP1, PPARD), imunitetu (IL26,
IL22, HLA, BRD?2) ir ligomis (PLA2G7, ENO3, COL8A2).

Remiantis Lietuvos ilgalaikio efektyvaus populiacijos dydzio,
divergencijos laiko ir evoliuciniy ry$iy su kitomis pasaulio
populiacijomis analizés pagal plataus masto vieno nukleotido
polimorfizmo genotipavimo duomenis rezultatais, nustatyta, kad
pirminé Zmoniy migracija vyko i§ Afrikos j Ryty Azija, véliau Zzmonés
plito j Europa ir galiausiai — j Vidurio Rytus ir Centrine piety bei
Siaurés Azija.

Lietuva buvo pirma populiacija, palyginti su kitomis Europos
populiacijomis (Pranctzija, Baskai, Sardinija, Rusija), atsiskyrusi nuo
Vidurio ryty Azijos pries 8 800 mety.

Remiantis rekonstruotais praeities jvykiais tarp Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy, nustatyta, kad:

Ilgalaikis Ne statistiskai reikSmingai skiriasi tarp aukStaiéiy ir
zemaiiy grupiy.

Indoeuropieciai, atkeliave | Lietuvos teritorija neolito periodu,
prisidéjo prie skirtingy balty genciy formavimosi, 0 tai galimai nulémé
ir lietuviy geneting jvairove bei skirtumus.

Nusta¢ius Lietuvos trumpalaikj efektyvyji populiacijos dydj 50-iai
karty nuo dabarties ir jvertinus efektyvaus populiacijos dydzio ir
bendro individy skaiciaus populiacijoje santykj, nustatyta, kad:
Lietuvos populiacijos Ne ir N santykis yra mazas (0,1).

Lietuvos populiacija yra nedidelé, istorijoje patyrusi butelio kaklelio
efekto padarinius ir ekspansija, o tai galimai lemia nustatytg mazg Ne
ir N santykj.
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PADEKA

Esu dékinga savo mokslinio darbo vadovui akad. prof. habil. dr.
Vaidu¢iui Kudinskui uz darbo idéja ir suteikta galimybe ja jgyvendinti.
Gerbiamam Profesoriui noriu padékoti uz pasitikéjimg, palaikyma, vertingus
patarimus ir riipestj vykdant mokslo tiriamajj darba Vilniaus universiteto
Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly instituto Zmogaus ir medicininés
genetikos katedroje.

Nuosirdziausiai dékoju dr. Almai Molytei uz prakting pagalbg,
konsultavimg, vertingus patarimus ir visapusis$ka ne tik profesionaly, bet ir
draugiska, nuoSirdy palaikyma visos doktorantiros metu jgyvendinant
uzsibréztus tikslus. J. V. Gété yra pasakes: ,,Geriausias budas iSlaikyti
draugyste — dalytis mintimis apie savo darbus. Zmones labiausiai suartina
veikla.«

Taip pat noréCiau padékoti LITGEN projekto, kurio tiriamieji ir
genetiniai duomenys buvo panaudoti Sioje disertacijoje, vadovui akad. prof.
habil. dr. Vaidu¢iui Kué¢inskui ir projekto vykdytojams, kurie prisidéjo
prie méginiy surinkimo, DNR i$skyrimo ir genotipavimo darby.

Labai a¢it dr. Laimai Ambrozaitytei uz pagalbg vykdant plataus
masto VNP genotipavimo darbus disertacijos metu.
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suteiktg pagalbg ir patarimus.
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patirties vykdydama mokslo tiriamajj darbg tiek Lietuvoje, tiek uzsienyje,
bet ir suradau naujy bendraminc¢iy, draugy.

Acit moksliniy rezultaty viesinimo bendrakeleivei Birutei Burnytei
uz sékmingg ir malony bendradarbiavimg ir suvokimg, kad gyvenimas yra
kelioné. Kuo maziau bagazo pasiimi, tuo daugiau jspiidziy gali parsivezti.

Galiausiai noriu  padékoti savo patiems artimiausiems ir
mylimiausiems Zmonéms — stnui Eduardui, sesei Laurai, mamai Stefai,
broliui Mindaugui ir jo Seimai, tetoms Danai ir Genutei, uz moralinj
palaikyma ir buvimg $alia, kai man to reikéjo. Ypac dékoju sesei Laurai, be
kurios pagalbos, nueitas mokslo kelias biity buves sudétingesnis.
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PRIEDAI

I PRIEDAS. Genominés DNR is$skyrimo ir DNR koncentracijos bei
§varumo nustatymo protokolai

Genominés DNR iSskyrimas fenolio ir chloroformo ekstrakcijos metodu
protokolas

Reagentai ir laboratoriné jranga

Lizuojantis buferis (0,32 M sacharozés; 5 mM MgCl 2; 1 proc. Triton X — 100; 10
mM Tris-HCI, pH =7,5)

Lasteliy branduoliy pernesimo buferis (10 mM Tris-HCI, pH = 10,5; 1 mM EDTA,
0,15 mM NacCl)

10 proc. natrio dodecilsulfatas

2 proc. proteinazé K

Fenolis [C6H60]

Chloroformas [CHCI3]

Chloroformo ir izoamilo alkoholio misinys

3 M natrio acetato tirpalas

70 proc. etanolis [C2H60]

96 proc. etanolis [C2H60]

TE buferis (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8)

Didejonizuotas vanduo (ddH20)

Vakuuminiai mégintuvéliai su antikoaguliantu EDTA

Steriliis mégintuvéliai (50 ml, 2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml)

Latekso pirstinés

Centrifuga

Mikrocentrifuga

Steriltis antgaliai (1 000 pl, 100 ul, 20 pl)

Sterilios Pastero pipetés (3 ml)

Mikropipetés (100-1 000 pL, 10-100 pL, 2—20 uL)

Liofilizatorius (angl. Eppendorf Concentrator 5301, gamintojas Eppendorf AG,
Vokietija)

Termostatas (angl. Amersham Hybridization Oven/Shaker, gamintojas GE
Healthcare, General Electric Corp., Jungtiné Karalysté)
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Darbo eiga

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Veninis kraujas imamas ] 5-10 ml vakuuminj meégintuveli su
antikoaguliantu EDTA.

Kraujas perpilamas j sterily 45 ml mégintuvelj, iki 35 ml pripilama
lizuojan¢io buferio. Centrifuguojama 10 min. 10°C temperatiiroje
(Saldomojoje Universal 32R, Hettich centrifugoje) 3 000 aps./min.
greiciu.

Virsnuosédinis skystis nupilamas, nuosédos sumaiSomos pipetuojant,
pripilama lizuojancio buferio iki 10 ml ir centrifuguojama 10 min. 10 °C
temperattroje 3 000 aps./min. greiciu.

Vir$nuosédinis skystis nupilamas, nuosédos sumaiSomos pipete,
pripilama lizuojanéio buferio iki 5 ml. Centrifuguojama 10 min. 10 °C
temperattiroje 3 000 aps./min. greiciu.

Virsnuosédinis skystis nupilamas ir jpilama 400 pl Igsteliy branduoliy
pernesimo buferio (10 mM Tris-HCI, pH = 10,5; 1 mM EDTA, 0,15 mM
NacCl).

Visas turinys sterilia pipete perkeliamas j 2 ml sterily mégintuvélj,
jpilama 20 pl 10 proc. natrio dodecilsulfato tirpalo ir 10 pl 2 proc.
proteinazés K tirpalo.

Misinys inkubuojamas 37 °C temperatiroje termostate 16 val.

I mégintuvélj jpilama 400 ul fenolio ir mégintuvélis vartomas 10 min.,
po to centrifuguojama 2 min. 5 000 aps./min. grei¢iu.

VirSutinis sluoksnis nusiurbiamas ir perkeliamas j 2 ml sterily
mégintuvélj, jpilama 200 pl fenolio ir 200 pl chloroformo. Mégintuvélis
vartomas 5-10 min. Centrifuguojama 2 min. 5 000 aps./min. grei¢iu.
VirSutinis  sluoksnis nusiurbiamas ir perkeliamas j 2 ml sterily
mégintuvélj, jpilama 500 pl chloroformo ir izoamilo alkoholio miSinio
(24:1). Mégintuvelis vartomas 5 min., po to centrifuguojama 2 min.
5 000 aps./min. grei¢iu.

VirSutinis  sluoksnis nusiurbiamas ir perkeliamas j 2 ml sterily
mégintuvélj, jpilama 400 ul chloroformo. Mégintuvélis vartomas 5 min.,
po to centrifuguojama 2 min. 5 000 aps./min. greiciu.

Virsutinis sluoksnis nusiurbiamas ir padalijus j 2 dalis perkeliamas i
0,5 ml ir 1,5 ml sterilius mégintuvélius. | kiekvieng mégintuvélj jpilama
po 20 ul 3 M natrio acetato tirpalo ir po 500 pl 96 proc. $alto etanolio.
Mégintuvélius vartant, DNR iSkrinta j nuosédas. Centrifuguojama 5 min.
10 000-13 200 aps./min. greiciu.

Etanolis nupilamas ir jpilama 500 pl 70 proc. etanolio. Centrifuguojama
5 min. 10 000-13 200 aps./min. grei¢iu.
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15. Etanolis nupilamas ir jpilama 500 pl 96 proc. etanolio. Centrifuguojama
5 min. 10 000-13 200 aps./min. greiéiu.

16. Vienas (0,5 ml) mégintuvéelis saugomas —20 °C temperatiroje. Kito
mégintuvélio etanolis nupilamas ir mégintuvélyje likes turinys
liofilizuojamas 30 °C temperatiiroje.

17. 18dziovinta DNR uzpilama 100 pl TE buferio (10 mM Tris-HCI; 1 mM
EDTA, pH = 8) ir laikoma 4 °C temperatiiroje, kol istirpsta, maziausiai
24 val.

Genominés DNR i$skyrimas automatizuota TECAN Freedom EVO® 200
sistema protokolas

96 proc. etanolis [C2H60]

99 proc. izopropanolis (2-propanolis, CH3-CHOH-CH3)

Lizuojantis buferis (angl. eLysis Buffer)

Plovimo buferis etanolio ir izopropanolio pagrindu (angl. Alcohol wash)

I$plovimo buferis (angl. Elution buffer)

Lasteliy lizés tirpalas (angl. Cell Lysis Solution)

0,25 M NaOH

Magnetinés dalelés (angl. MagneSil ® Paramagnetic Particles)

Didejonizuotas vanduo (ddH20)

DNR isskyrimo rinkinys (angl. MagneSil ® Genomic, Large Volume System, gamintojas
Promega Corp., US)

DNR i§skyrimo automatizuota sistema TECAN Freedom EVO® 200

Kaitinimo blokas su adapteriu (angl. Digital Heatblock)

Magnetinis stovas

Purtyklé su adapteriu

NALGENE indas

Sterilis mégintuvéliai (1,5 ml, 50 ml)

Latekso pirstinés

Reagentai ir laboratoriné jranga

Darbo eiga

1. Magnetines daleles, kurios laikomos 4 °C temperatiiroje arba turi
nuosédy, pries naudojima inkubuoti 37 °C temperatiiroje 30 min., po to
purtyti 5 sekundes ir nusukti.

2. Patikrinti, ar TECAN Freedom EVO® 200 sistemoje néra nuteké&jimy.

Jei yra skyscio, iStustinti atlieky inda (angl. Waste bottle).

4. Skyséiy sistemos (angl. Liquid system) indg pripildyti dejonizuotu
vandeniu, sumaiSytu su nedideliu kiekiu 1 proc. izopropanolio.

w
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11.

12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

23.

24,
25.
26.
27.
28.

Nuvalyti beplause servetéle prietaiso antgalius ir patikrinti, ar néra
vandens lasy.

Patikrinti, ar néra oro burbuly prietaiso nutekéjimo vamzdziuose.

Jjungti kaitinimo blokg su adapteriu ir nustatyti 95 °C temperatiirg.
Jjungti purtykle su adapteriu.

I prietaiso (1) pozicija jstatyti sterilius 1,5 ml mégintuvélius. Jy Kiekis
priklauso nuo kraujo éminiy skaiciaus (8, 16 arba 24).

. | prietaiso (2) pozicijas jstatyti atidarytus meégintuvélius su veniniu

krauju (10 mm /5 ml arba 16 mm /10 ml su EDTA).

I prietaiso Stovelj jstatyti 50 ml tuséius mégintuvélius (8, 16 arba 24) ir
pastatyti ant magnetinio pavirSiaus (angl. Magnet Position).

I prietaiso stovelj jstatyti astuonis 50 ml mégintuvélius, pripidytus
reikiamu kiekiu magnetiniy daleliy.

Ipilti 900 ml lizuojancio buferio j L raide pazyméta inda.

Ipilti 900 ml plovimo buferio etanolio ir izopropanolio pagrindu j A
raide pazyméta inda.

Ipilti 200 ml i$plovimo buferio j E raide pazyméta inda.

Ipilti 200 ml lasteliy lizés buferio | W raide pazyméta inda.

UZdaryti prietaiso duris.

Jjungti prietaisg — 0,5 sek. laikyti nuspaudus mygtuka ON / OFF (Zalia
Sviesa yra indikacija, kad prietaisas jjungtas).

Jjungti prietaiso PC ir programa Freedom EVOware ® Standard 2.3
(EVOware 2.3).

Pasizyméti Edit an exisiting process ir spausti Start your selection (zalia
rodykle).

Eiti i kataloga Favorites ir pasirinkti
Tecan_gDNA XL _10mm_tubes_V4 0, spausti Run.

Atlikti prietaiso plovimg — spausti deSinés pelés klavisg ir pasirinkti
Flush ir Run (Volume in waste = 30 ml; Volume in cleaner = 30 ml;
pazymeti Use fast wash module).

Spausti Run ir pasirinkti Start recovery mode: 0 (no), jvesti méginiy
skaiCiy ir spausti Yes, jeigu perkeliame kraujg i§ 5 ml mégintuvéliy |
50 ml mégintuvélius.

Pradéti procesa su vienu i$plovimu.

Spausti START the application.

Pasibaigus procesui, spausti Exit ir OK.

Prietaisas iSjungiamas spaudziant mygtuka ON / OFF.

Patikrinti, ar néra skyséiy nutekéjimo. Antgalius nuvalyti iSoriSkai ir i$
vidaus naudojant servetéles be plausy ir 70 proc. etanolj.
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29. | prietaiso 42 pozicija jstatyti du indus: vieng su 96 proc. etanoliu, kitg
su 0,25 M NaOH.

30. Jjungti EVOware 2.3 programg.

31. Pasirinkus Run maintenance, toliau pasirinkti Clean_Fix_Tips_Inside ir
spausti Start your selection (Zalia rodyklé), spausti Run.

1 lentelé. DNR i$skyrimui automatizuota TECAN sistema reikalingy reagenty turiai

Eminiy Lizuojantis buferis | Plovimo buferis I$plovimo Magnetinés
skaicius (ml) (ml) buferis (ml*) dalelés (ml)
1 13,5 + Vaientets 37,5 25 Volentele
8 108 + Vijentels 300 20 Volentels
16 216 + Vajentels 600 40 V lentele
24 324 + Vjieneers 900 60 Vlentele

*ISplovimo buferio kiekj galima keisti. Kuo mazesnis iSplovimo buferio tiiris, tuo didesné
iSgrynintos DNR koncentracija (pg/ml), taciau mazesnis bendras kiekis (ug). Jei norime
didesnio DNR kiekio, i8plovimas atliekamas du kartus, iSplovimo buferio tiiris dvigubas.

2 lentelé. DNR iSskyrimui automatizuota TECAN sistema reikalingy reagenty tiiriai

Eminio tiiris (ml) | Lizuojancio buferio tiiris (ml) Magnetiniy daleliy tiiris (ml)
1 0,9 0,35
2 18 0,7
3 2,7 1,05
4 3,6 1,4
5 4,5 1,75
6 54 2,1
7 6,3 2,45
8 7,2 2,8
9 8,1 3,15
10 9 3,5
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Genominés DNR koncentracijos ir Svarumo matavimo protokolas

Isskirtos DNR koncentracija ir §varumas nustatomi spektrofotometru
NanoDropR ND-1000. DNR tirpalo $varumas patikrinamas matuojant tirpalo
optinj tankj 260 nm ir 280 nm ilgio bangomis. Optiniy tankiy santykis turi
bati 1,7-1,9.

Reagentai ir laboratoriné jranga

Didejonizuotas vanduo (ddH,0)

TE buferis (10 mMTris-HCI, 1 mM EDTA, pH = 8)

gDNR tirpalas

Mikrocentrifuga (0,5 mL, 1,5 mL)

Mikropipetés (2-20 pl, 10-100 pl)

Steriliis mégintuvéliai (0,5 mL, 1,5 mL)

Sterildis antgaliai (20 pL, 100 pL)

Purtyklé

NanoDrop® ND-1000 spektrofotometras

Beplausés servetélés

Latekso pirstinés

Darbo eiga

1. Jjungti ND-1000 v3.5.2 programa.

2. Pasirinkti Nucleic Acid.

3. Pakelti spektrofotometro svirtele ir beplause servetéle, suvilgyta ddH,0,
nuvalyti apatinj ir virSutinji DNR matavimo pavirsius.

4. Aktyvuoti spektrofotometra uZzlasinus mikropipete 2 pL ddH,O ir
nuspaudus OK.

5. Pasibaigus prietaiso aktyvacijai, spausti Blanc.

6. Nuvalyti beplause servetéle apatinj ir virSutinj DNR matavimo pavirsius.

7. Supurtyti ir nucentrifuguoti gDNR tirpalo mégintuvélj.

8. Uzlasinti mikropipete 2 pL gDNR tirpalo ant spektrofotometro
matavimo pavirSiaus ir spausti Measure. Spausti pakartotinai Measure ir
iSvesti gauty rezultaty vidurkj.

9. Isskirtos gDNR tirpala, esant poreikiui, skiesti ddH,O arba TE buferiu
iki reikiamos koncentracijos.

10. Baigus matavima, Spektrofotometro pavirSius nuvalomas beplause

servetéle ir iSplaunamas ddH,O.
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Il PRIEDAS. Genominés DNR genotipavimo Illumina VNP lustais
protokolai

Genotipavimo reakcija remiasi viso genomo amplifikacija, pagausinant DNR
iki 1 000 karty. DNR yra fragmentuojama, nusodinama, resuspenduojama ir
hibridizuojama su VNP specifiniais pradmenimis, kurie yra imobilizuoti
luste, bei atlickama vieno nukleotido pratesimo reakcija, atlickamas pratesto
nukleotido Zyméjimas ir Zymés sustiprinimas dazant. Fluorochromais zyméti
nukleotidai yra detektuojami Illumina HiScanSQ optine sistema, kuri
identifikuoja spalvos ir signalo intensyvuma.

Genominés DNR genotipavimo [llumina Infinium® HD VNP lustais
protokolas

Protokolas parengtas pagal lllumina Infinium® HD Assay Ultra naudotojo
vadova.

Genominés DNR gausinimas paruostoje MSA3 ploksteléje

Reagentai

Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
MA1 1/96 méginiams Nuo -15 °C iki —25 °C | lllumina
MA2 1/96 méginiams Nuo -15 °C iki —25 °C | lllumina
MSM 1/96 méginiams Nuo —15 °C iki —25 °C Illumina
0,1N NaOH 15 ml/96 méginiams | Nuo 2 °C iki 8 °C Naudotojas
96 3ulinéliy 0,8 ml 1 plokstele Naudotojas
mikrotitro MIDI plokstelé
DNR méginiai (50 ng/pl) Nuo —15 °C iki —25 °C | Naudotojas
Pasiruosimas

v" Tjungti lllumina hibridizacijos krosnj, nustatyti 37 °C temperatiira.

v" Ant naujos MIDI plokstelés uzklijuoti MSA3 briksninj kodg.

v" MA1l, MA2 ir MSM reagentus atitirpinti kambario temperatiroje,
centrifuguoti 280 xg.

v" ¢gDNR méginius atitirpinti kambario temperatiiroje.
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Darbo eiga

1.

© NSO A~ LD

10.
11.
12.
13.

Perkelti po 20 ul MA1 reagento j MSA3 plokstelés Sulinélius,
atsizvelgiant ] gDNR méginiy skaiciy.

Perkelti po 4 pl gDNR | MSA3 plokstelés Sulinélius.

Perkelti po 4 ul 0,1N NaOH j MSA3 plokstelés Sulinélius.

Uzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

Supurtyti plokstele 1 600 aps./min. grei¢iu 1 min.

Centrifuguoti plokstelg 280 xg 1 min.

Inkubuoti plokstele kambario temperattroje 10 min.

Perkelti po 34 ul MA2 j kiekvieng MSA3 plokstelés Sulinélj su DNR
meéginiais.

Perkelti po 38 ul MSM | kiekvieng MSA3 plokstelés Sulin¢lj su DNR
meéginiais.

Uzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

Supurtyti plokstele 1 600 aps./min. grei¢iu 1 min.

Centrifuguoti plokstelg 280 xg 1 min.

Inkubuoti plokstelg Illumina hibridizacijos krosnyje 20-24 val. 37 °C
temperatiiroje.

Amplifikuotos gDNR fermentiné fragmentacija MSA3 ploksteléje

Reagentai
Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
FMS 1/96 méginiams Nuo —15 °C iki —25 °C IHlumina
PasiruoSimas
v" Jjungti mikroploksteliy inkubatoriy Hybex® (angl. Heat block) su uzdéta

MIDI plokstele, nustatyti 37 °C temperatiira.

v Atitirpinti FMS reagentg kambario temperatiiroje. Ranka pavartyti,
centrifuguoti 280 xg.

v’ I8imti MSAS3 plokstele i$ lHlumina hibridizacijos krosnies.

v Nuimti dengiamaja guma.

Darbo eiga

1. Centrifuguoti plokstele 50 xg 1 min.

2. Perkelti po 25 ul FMS | kiekvieng MSA3 plokstelés $ulinélj su DNR
meginiais.

3. Uzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

4. Supurtyti plokstele 1 600 aps./min. grei¢iu 1 min.
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5.
6.

Centrifuguoti plokstelg 50 xg 1 min. 22 °C temperattiroje.
Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje 37 °C temperatiiroje 1
val.

gDNR nusodinimas MSA3 ploksteléje

Reagentai
Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekejas
PM1 1/96 méginiams Nuo 2 °C iki 8 °C Illumina

100 proc. 2-propanolis 30 ml/96 méginiams |Kambario temperatiira | Naudotojas

PasiruoSimas

v

Jjungti, jei ijungtas, mikroploksteliy inkubatoriy Hybex® (angl. Heat
block) su uzdéta MIDI plokstele, nustatyti 37 °C temperatiirg.

v' Jei uzSaldyta, atitirpinti MSA3 plokStele kambario temperatiroje.
Centrifuguoti 50 xg.

v’ Atitirpinti PM1 reagentg kambario temperatiroje. Centrifuguoti 280 xg 1
min.

v" Nuimti dengiamajg gumg nuo MSA3 plokstelés.

Darbo eiga

1. Perkelti po 25 ul PM1 | kiekvieng MSA3 plokstelés Sulinélj su DNR
méginiais.

2. Uzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

3. Supurtyti plokstele 1 600 aps./min. greic¢iu 1 min.

4. Inkubuoti plokstelg mikroploksteliy inkubatoriuje 37 °C temperatiiroje 5
min.

5. Centrifuguoti plokstele 50 xg 1 min. 22 °C temperattroje.

6. Perkelti po 155 ul 100 proc. 2-propanolio j kiekvieng MSA3 plokstelés
Sulinélj su DNR meéginiais.

7. Uzdengti MSA3 plokstele su nauja dengiamaja guma.

8. Vartyti plokstele ranka 10 karty.

9. Inkubuoti plokstele 4 °C temperatiiroje 30 min.

10. Centrifuguoti plokstele 3 000 xg 4 °C temperatiiroje 20 min. Pasibaigus
centrifugavimui, kitas etapas pradedamas nedelsiant. Uzdelsus,
centrifugavimas kartojamas.

11. Nuimti dengiamgjg gumg nuo MSA3 plokstelés.
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12. Apversti plokstele staigiu judesiu ant beplausiy servetéliy, kad biity
pasalintas vir§nuosédinis sluoksnis.

13. Dauzyti plokstele stipriai apie 1 min., neleidziant virSnuosédiniam
sluoksniui paklidti j kitus Sulinélius.

14. Dziovinti neuzdengta apversta plokstele ant meégintuvéliy stovo
kambario temperatiiroje 1 val. I§dziuvus nuosédoms, Sulinéliy dugne turi
matytis melsvos spalvos nuosédos.

Nusodintos gDNR resuspendacija

Reagentai

Pavadinimas | Kiekis Laikymas Tiekéjas
RA1 7 ml/96 méginiams Nuo -15 °C iki -25 °C Illumina
PasiruoSimas

v’ Jei uz8aldyta, atitirpinti MSA3 plokstele kambario temperatiiroje. Nuimti
dengiamaja guma nuo MSA3 plokstelés ir iSmesti.

v" Tjungti lllumina hibridizacijos krosnj, nustatyti 48 °C temperatiira.

v Jjungti folijos uzlydytuva (angl. Heat Sealer), kaitinti 20 min.

v/ Atitirpinti  RA1 reagentg kambario temperatiroje. Keletg karty
invertuoti.

Darbo eiga

1. Perkelti po 23 pl RAI1 j kiekvieng MSA3 plokstelés Sulinélj su DNR
nuosédomis.

2. Uzdengti folijos lapa ant plokstelés ir uzlydyti folijos uzlydytuvu, laikant
nuleista ir prispausta 5 s (jei reikia, pakartoti).

3. Inkubuoti plokstele lllumina hibridizacijos krosnyje 48 °C temperatiiroje
1 val.

4. Supurtyti plokstele 1 800 aps./min. greic¢iu 1 min.

5. Trumpai centrifuguoti plokstele 280 xg.

102



gDNR hibridizacija ant VNP lusty (12x1 VNP lustai)

Reagentai
. Kiekis . C
Pavadinimas (96 méginiams) Laikymas Tiekéjas
PB2 2 Kambarlc_> Illumina
temperatiira
Lustai 8 Illumina
Hibridizacijos kameros (angl. .
e 2 Illumina
Hybridization Chambers) um
Hibridizacijos kameros gumingés tarpinés Hlumina
(angl. Hybridization Chamber gaskets)
Hibridizacijos kameros jdéklai (angl. .
e . 8 Illumina
Hybridization Chamber inserts) um

PasiruoSimas

v Jjungti mikroploksteliy inkubatoriy Hybex® (angl. Heat block), nustatyti

95 °C temperatiirg.

v" Jjungti lllumina hibridizacijos krosnj, nustatyti 48 °C temperatiirg,

nustatyti 5 padéklo siibavimo greit;.

Darbo eiga

Hibridizacijos kameros paruosimas

1.
2.

Idéti  hibridizacijos kamera guming tarping.

Perkelti po 400 pl PB2 j kiekvieng i§ aStuoniy hibridizacijos kameros
buferio rezervuarg.

UZdengti hibridizacijos kamera dangciu ir palikti kambario
temperattroje.

gDNR hibridizacija ant VNP lusty

1.

Denatiiruoti MSA3 ploksteléje esancius méginius mikroploksteliy
inkubatoriuje 95 °C temperatiroje 20 min.

Isimti VNP lustus i§ Saldytuvo (2-8 °C), neispakuoti, kol nebus perkelti
DNR méginiai.

Po denatiiravimo MSA3 plokstele atvésinti kambario temperattroje 30
min.

Trumpai centrifuguoti MSA3 plokstelg 280 xg.
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Meéginiy perkélimas ant VNP lusty

7.
8.

ISpakuoti VNP lustus.

Idéti VNP lustus j hibridizacijos kameros jdéklus taip, kad briksninis
kodas sutapty su ant jdéklo esanciu bruksninio kodo simboliu.

Perkelti po 15 pl DNR méginio j kiekviena VNP lusto laukelj pagal
méginiy vieta VNP luste, pazyméta darbo protokole, ir uzrasyti lusto
briik$ninj koda.

Nedelsiant jdéti hibridizacijos kameros jdéklus su VNP lustais i
hibridizacijos kamera ir uzdengti dangciu.

Uzspausti gnybtus abiejose hibridizacijos kameros pusése, po vieng i$
abiejy pusiy, jstriZai.

Idéti hibridizacijos kamera j iki 48 °C temperatiros jkaitusig Illumina
hibridizacijos krosnj taip, kad hibridizacijos kameros gnybtai biity
nukreipti j kair¢ ir | deSine krosnies sienas. Hibridizacijos kameros
dangg¢io Illumina logotipas turi biiti nukreiptas j tyréja.

Nustatyti 5 padéklo sitibavimo greit;.

Inkubuoti 48 °C temperatiiroje 1624 val.

XC4 reagento paruoSimas VNP lusty dazymui

1.
2.
3.

Ipilti 330 ml 100 proc. etanolio ] XC4 butelj.
15 s stipriai purtyti.
Palikti butelj nusistovéti kambario temperatiiroje per naktj.

VNP lusty plovimas

Reagentai

Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
PB1 ssomi | Kambario Illumina

temperatura

Daugiavietis VNP lusty talpiklis (angl. Multi- 1 Hlumina
Sample BeadChip Alignment Fixture)
Pratekamosios kameros, Te-Flow
pratekamosios kameros su juodais
rémeliais, tarpinémis, dengiamaisiais stiklais .
. . 1 Illumina
ir gnybtais (angl. Te-Flow
Flow-Through Chambers with black frames,
spacers, glass backplates, and clamps)
Stikliniai plovimo indai 2 Ilumina
Plovimo laikiklis 1 Illumina
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PasiruoSimas

v' I8imti hibridizacijos kamerg i§ lllumina hibridizacijos krosnies. Prie$
atidengiant, atvésinti kambario temperatiiroje 25 min.

v" Pripildyti du stiklinius plovimo indus po 200 ml PB1 reagento.

v Ipilti j daugiavietj lusty talpiklj 150 ml PB1 reagento.

v" Atskirti permatomas plastikines tarpines nuo balty.

v" Nuvalyti dengiamuosius stiklus. Pirma nuplauti 1 proc. detergentu
(Alconox) ir nuvalyti 70 proc. etanoliu. Prie$ naudojant, nuo sausy stikly
nuptsti dulkes suspausti oru.

Darbo eiga

1. Istatyti metalinj lusty plovimo laikiklj j pirmg indg su PB1 reagentu.

2. I8imti i§ hibridizacijos kameros hibridizacijos kameros jdéklus su VNP
lustais.

3. ISimti po vieng VNP lustus i§ hibridizacijos kameros jdékly.

4. Laikant lusta vienoje rankoje, lusto briikSninis kodas turi bati ar¢iau
tyréjo, kita ranka vienu létu jstrizu judesiu nuplésti VNP lusto plévele
(angl. IntelliHyb Seal), nelie¢iant lusto pavirSiaus.

5. Nedelsiant ir atsargiai jstatyti VNP lusta | metalinj lusty plovimo
laikiklj, kuris yra panardintas pirmame inde su PB1. Jsitikinti, kad lustas
yra visiSkai apsemtas.

6. Kartoti 4-5 etapus kiekvienam VNP lustui.

7. Kilnoti metalinj lusty plovimo laikiklj i virSy ir j apacia, kertant reagento
pavirsiy, 1 min.

8. Perkelti metalinj lusty plovimo laikiklj j antrg inda su PB1.

9. Kilnoti metalinj lusty plovimo laikiklj j virSy ir | apacia, kertant reagento

pavirsiy, 1 min.

Te-Flow ™ pratekamyjy kamery surinkimas

1.
2.

o ok~ w

Idéti juodus rémelius kiekvienam lustui j daugiavietj lusty talpikl;.
Istatyti lustus j juodus rémelius taip, kad briksninis kodas biity
nukreiptas j tyréja. Isitikinti, kad lustai apsemti PB1 reagento.

Uzdéti permatoma plastiking tarping ant panardinty VNP lusty.

Uzdeti talpiklio laikiklj (angl. Alignment Bar) ant lusty talpiklio.

Nupiisti dulkes suspaustu sausu oru nuo dengiamyjy stikly.

Uzdéti stikla ant VNP lusty su plastikinémis tarpinémis. Stiklo
nuozulnioji vieta, skirta reagenty rezervuarui, turi buti nukreipta j lusto
apacig su brik$niniu kodu.

Uzspausti gnybtus ant kiekvieno surinktos pratekamosios kameros galo
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5 mm atstumu nuo virSutinio krasto ir 5 mm atstumu nuo reagenty

rezervuaro pradzios.

8. Nukirpti issikiSusius plastikiniy tarpiniy galus.

9. Nedelsiant i$plauti hibridizacijos kamera su ddH,0.

VNP lusty dazymas
Reagentai
Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
RA1 10 ml 1-8 lustams Nuo -15 °C iki —25] lllumina
20 ml 9-16 lusty °C
30 ml 17-24 lustams
XC1 1/4 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C | lllumina
XC2 1/4 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C | lllumina
TEM 1/4 lustams Nuo -15 °C iki —25 °C | lllumina
XC3 50 ml 1-8 lustams Kambario temperatira | Illumina
100 ml 9-16 lusty
150 ml 17-24 lustams
ST™M 1/4 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C | [llumina
ATM 1/4 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C | [llumina
PB1 310 ml 1-8 lustams Kambario temperatiira | [llumina
285 ml 9-24 lustams
XC4 310 ml 1-8 lustams Kambario temperatara | Illumina
285 ml 9-24 lustams
Alkanoksas Pagal poreikj Kambario temperatira | Naudotojas
EtOH Pagal poreikj Kambario temperatira | Naudotojas
95 proc. formamidas/1 | 15 ml 1-8 lustams Nuo -15 °C iki —25 °C | Naudotojas

mM EDTA

17 ml 9-16 lusty
25 ml 17-24 lustams

PasiruoSimas

v' Isitikinti, kad termostatas su vandens cirkuliacijos sistema pripildytas
reikiamu kiekiu vandens.
v Tjungti termostata su vandens cirkuliacijos sistema, nustatyti tokia

temperattirg, kad kamery laikiklio siStemos temperatiira biity 44 °C.
v Pasalinti burbulus i§ kamery laikiklio sistemos.

v' Patikrinti kamery laikiklio sistemos temperatiirg skirtingose vietose,
naudojant Illumina termometra.
v’ AtSildyti reagentus iki kambario temperatiiros, centrifuguoti 3 000 xg 3

min.
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v Supurtyti butelj su XC4 reagentu.

Vienos bazés pratesimo reakcija

1. Pasiekus kamery laikiklio sistemai 44 °C+0,5 °C temperatiira, nedelsiant
jstatyti pratekamgsias kameras.

2. Pakartotinai supurtyti XC4 butelj.

3. Perkelti j kiekvieng pratekamosios kameros reagenty rezervuara:

a)
b)

c)
d)

e)

f)
9)

h)

150 ul RA1. Inkubuoti 30 s. Kartoti 5 kartus;

450 pl XC1. Inkubuoti 10 min.;

450 wl XC2. Inkubuoti 10 min.;

200 pl TEM. Inkubuoti 15 min.;

450 ul 95 proc. formamido/mM EDTA. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 1
karta;

inkubuoti 5 min.;

pradéti mazinti kamery laikiklio sistemos temperatirg iki
temperattros, nurodytos ant STM buteliuko, jei nenurodyta, kad
reikia sumazinti iki 37 °C temperatiiros;

450 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 1 karta.

4. Laukti, kol kamery laikiklio sistema pasieks reikiamg temperatiirg.

VNP lusty dazymas

1. Jjungti kompiuterj ir Illumina HiScan'™SQ prietaisa, jei lusty
skenavimas planuojamas i§ karto po dazymo.

2. Pridéti j kiekviena pratekamosios kameros reagenty rezervuarg:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)]

250 pl STM. Inkubuoti 10 min.;
450 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 1 kartg ir inkubuoti 5 min.;
250 wl ATM. Inkubuoti 10 min.;
450 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 1 kartg ir inkubuoti 5 min.;
250 wl STM. Inkubuoti 10 min.;
450 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 1 kartg ir inkubuoti 5 min.;
250 pl ATM. Inkubuoti 10 min.;
450 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 1 kartg ir inkubuoti 5 min.;
250 Wl STM. Inkubuoti 10 min.;
450 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 1 kartg ir inkubuoti 5 min.

3. Nedelsiant iSimti pratekamasias kameras i§ kamery laikiklio sistemos ir
padéti horizontaliai ant darbastalio.
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VNP lusty plovimas ir padengimas

1.
2.
3.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

Ipilti 310 ml PB1 reagento i plovimo inda3.

Istatyti lusty dazymo laikiklj j plovimo inda.

ISardyti pratekamasias kameras. Atsargiai mentele atkabinti gnybtus,
nuimti dengiamuosius stiklus ir plastikines tarpines.

Nedelsiant jstatyti lustus i dazymo laikiklj, esantj dazymo inde, lusty
bruksninis kodas turi bati tyréjo puséje. Isitikinti, kad lustai apsemti
reagento.

Létai kilnoti dazymo laikiklj aukstyn ir zemyn 10 karty, kertant reagento
pavirsiy.

Pamirkyti 5 min.

Supurtyti XC4 butel;.

Ipilti 310 ml XC4 i plovimo indg, neleidziant stovéti inde ilgiau nei 10
min.

Perkelti dazymo laikiklj i plovimo indg su XC4. Lusty briksninis kodas
turi biiti tyréjo puséje.

Létai kilnoti dazymo laikiklj aukstyn ir Zemyn 10 karty, kertant reagento
pavirsiy.

Pamirkyti 5 min.

ISimti dazymo laikiklj i§ plovimo indo ir padéti ant mégintuvéliy stovo
su ] virSy nukreiptais lusty bruksniniais kodais.

IStraukti lustus i§ dazymo laikiklio ir padéti ant mégintuvéliy stovo su |
vir§y nukreiptais lusty bruksniniais kodais.

DzZiovinti lustus vakuuminéje dziovykléje 50-55 min., esant 675 mmHg
(0,9 bar).

Nuvalyti i8dziuvusiy lusty apacig beplause servetéle, suvilgyta 70 proc.
etanoliu, pasalinant pridziuvusio XC4 reagento likucius.

ISplauti naudotus laboratorinius reikmenis ddH,O.

VNP lusty skenavimas Illumina iScan skeneriu HiScan™SQ sistema

Darbo eiga

1.

2.

Ljungti iScan Control Software programg. Suvesti prisijungimo
duomenis.

Isikelti i§ anksto DMAP Client programa pagal kiekvieno VNP lusto
unikaly briiksninj kodg atsisiystus kiekvieno VNP lusto unikalius
dekodavimo (angl. Decode) .dmap failus.
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3. Spausti iScan Control Software programos ikona.

4. Spausti Start.

5. Atsidarius prietaiso durims, jdéti paruoStus VNP lustus j Illumina
nuskaitymo takelius. Spausti Next.

6. UzZsidarius prietaiso durims, laukti lusty britk§niniy kody nuskaitymo.

7. Spausti Scan.

Genominés DNR genotipavimo Illumina Infinium HTS VNP lustais
protokolas

Protokolas parengtas pagal Illumina Infinium HTS Assay naudotojo vadova.

Genominés DNR gausinimas paruostoje MSA3 ploksteléje

Reagentai

Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
MA1 1/96 méginiams Nuo —15 °C iki =25 °C | lllumina
MA2 1/96 méginiams Nuo —15 °C iki 25 °C Illumina
MSM 1/96 méginiams Nuo —15 °C iki —25 °C Illumina
0,1N NaOH 15 ml/96 méginiams | Nuo 2 °C iki 8 °C Naudotojas
96 Sulinéliy 0,8 ml . .
mikrotitro MIDI plokstelé I plokStele Naudotojas
DNR méginiai (50 ng/ul) Nuo —15 °C iki 25 °C Naudotojas

PasiruoSimas

v TJjungti lllumina hibridizacijos krosnj, nustatyti 37 °C temperatra.

v Ant naujos MIDI plokstelés uzklijuoti MSA3 bruks$ninj koda.

v' MAI1, MA2 ir MSM reagentus atitirpinti kambario temperattroje,
centrifuguoti 280 xg.

v gDNR méginius atitirpinti kambario temperattroje.

Darbo eiga

1. Perkelti po 20 pul MAI1 reagento | MSA3 plokstelés Sulinélius,
atsizvelgiant | gDNR méginiy skaiciy.

2. Perkelti po 4 ul gDNR j MSA3 plokstelés Sulinélius.

3. Perkelti po 4 ul 0,1N NaOH j MSA3 plokstelés Sulinélius.
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NS A

10.
11.
12.
13.

UZzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

Supurtyti plokstelg 1 600 aps./min. 1 min.

Centrifuguoti plokstelg 280 xg 1 min.

Inkubuoti plokstele kambario temperattroje 10 min.

Perkelti po 34 ul MA2 | kiekvieng MSA3 plokstelés Sulinélji su DNR
meéginiais.

Perkelti po 38 ul MSM | kiekvieng MSA3 plokstelés Sulin¢lj su DNR
meéginiais.

Uzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

Supurtyti plokstele 1 600 aps./min. 1 min.

Centrifuguoti plokstelg 280 xg 1 min.

Inkubuoti plokstele Illumina hibridizacijos krosnyje 20-24 val. 37 °C
temperatiiroje.

Amplifikuotos gDNR fermentiné fragmentacija MSA3 ploksteléje

Reagentai
Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
FMS 1/96 méginiams Nuo 15 °C iki 25 °C IHlumina
PasiruoSimas
v Jjungti mikroploksteliy inkubatoriy Hybex® (angl. Heat block) su uzdéta

MIDI plokstele, nustatyti 37 °C temperatira.

v’ Atitirpinti FMS reagentg kambario temperatiiroje. Ranka pavartyti,
centrifuguoti 280 xg.

v’ I8imti MSAS3 plokstele i$ IHlumina hibridizacijos krosnies.

v" Nuimti dengiamajg guma.

Darbo eiga

1. Centrifuguoti plokstele 50 xg 1 min.

2. Perkelti po 25 pl FMS j kiekvieng MSA3 plokstelés Sulinélj su DNR
meginiais.

3. Uzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

4. Supurtyti plokstele 1 600 aps./min. 1 min.

5. Centrifuguoti plokstele 50 xg 1 min. 22 °C temperattroje.

6. Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje 37 °C temperatiiroje 1

val.

110



¢DNR nusodinimas MSA3 ploksteléje

Reagentai

Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas

PM1 1/96 méginiams Nuo 2 °C iki 8 °C Illumina

100 proc. 2-propanolis |30 ml/96 méginiams | Kambario temperatiira Naudotojas

Pasiruosimas

v' Jjungti, jei i§jungtas, mikroploksteliy inkubatoriy Hybex® (angl. Heat
block) su uzdéta MIDI plokstele, nustatyti 37 °C temperatiirg.

v' Jei uzlaldyta, atitirpinti MSA3 plok$tele kambario temperatiroje.
Centrifuguoti 50 xg.

v’ Atitirpinti PM1 reagentg kambario temperatiiroje. Centrifuguoti 280 xg 1
min.

v" Nuimti dengiamajg gumg nuo MSA3 plokstelés.

Darbo eiga
1. Perkelti po 50 pul PM1 | kiekviena MSA3 plokstelés Sulinélj su DNR
méginiais.

2. Uzdengti MSA3 plokstele dengiamaja guma.

Supurtyti plokstele 1 600 aps./min. 1 min.

4. Inkubuoti plokstelg mikroploksteliy inkubatoriuje 37 °C temperattroje 5
min.

5. Centrifuguoti plokstele 280 xg 1 min.

6. Atsargiai nuimti dengiamgjg guma nuo plokstelés ir iSmesti.

7. Perkelti po 155 ul 100 proc. 2-propanolio j kiekvieng MSA3 plokstelés
Sulinélj su DNR meéginiais.

8. Uzdengti MSA3 plokstele su nauja, sausa dengiamaja guma.

9. Vartyti plokstelg ranka 10 karty.

10. Inkubuoti plokstele 4 °C temperatiiroje 30 min.

11. Centrifuguoti plokstele 3 000 xg 4 °C temperatiiroje 20 min. Pasibaigus
centrifugavimui, kitas etapas pradedamas nedelsiant. Uzdelsus,
centrifugavimas kartojamas.

12. Nedelsiant iSimti MSA3 plokstelg i§ centrifugos.

w

13. Nuimti dengiamaja gumg nuo MSA3 plokstelés ir iSmesti.
14. Apversti plokstele staigiu judesiu ant beplausiy servetéliy, kad galima
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bty pasalinti virsSnuosédinj sluoksnj.

15. Dauzyti plokstele stipriai apie 1 min., neleidZiant virSnuosédiniam

sluoksniui pakliiiti j kitus Sulinélius.

16. DzZiovinti neuzdengta, apversta plokstele ant mégintuvéliy stovo

kambario temperatiiroje 1 val. I§dziuvus nuosédoms, Sulinéliy dugne turi
matytis melsvos spalvos nuosédos.

Nusodintos gDNR resuspendacija

Reagentai
Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
RA1 7 ml/96 méginiams Nuo -15 °C iki -25 °C Illumina
Pasiruos$imas
v’ Jei uz8aldyta, atitirpinti MSA3 plokstele kambario temperatiiroje. Nuimti

dengiamaja guma nuo MSA3 plokstelés ir iSmesti.

v Jjungti lllumina hibridizacijos krosnj, nustatyti 48 °C temperatiirg.

v Jjungti folijos uzlydytuva (angl. Heat Sealer), kaitinti 20 min.

v' Atitirpinti  RA1 reagentg kambario temperatiroje. Keletg karty
invertuoti.

Darbo eiga

1. Perkelti po 23 pl RAI1 j kiekvieng MSA3 plokstelés Sulinélj su DNR
nuosédomis.

2. Uzdengti folijos lapa ant plokstelés ir uzlydyti folijos uzlydytuvu, laikant
nuleista ir prispaustg 5 s (jei reikia, pakartoti).

3. Inkubuoti plokstele Illumina hibridizacijos krosnyje 48 °C temperatiiroje
1 val.

4. Supurtyti plokstele 1 800 aps./min. 1 min.

5. Trumpai centrifuguoti plokstele 280 xg.
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gDNR hibridizacija ant HTS VNP lusty (24x1 VNP lustai)

Reagentai
. Kiekis . C
Pavadinimas (96 méginiams) Laikymas Tiekéjas
PB2 1 Kambario lllumina
temperatiira
Lustai 4 Illumina
Hibridizacijos kameros (angl. .
e 1 Illumina
Hybridization Chambers) um
Hlbrldlzacu.os. kafneros guminés tarpinés 1 lumina
(angl. Hybridization Chamber gaskets)
Hibridizacijos kameros jdéklai (angl. .
e . 4 Illumina
Hybridization Chamber inserts) um

Pasiruosimas

v' Jjungti mikroploksteliy inkubatoriy Hybex® (angl. Heat block), nustatyti

95 °C temperatiira.

v" Jjungti lllumina hibridizacijos krosnj, nustatyti 48 °C temperatiirg,

nustatyti 5 padéklo siibavimo greit;.

Darbo eiga

Hibridizacijos kameros paruosimas

1.
2.

Idéti j hibridizacijos kamerg guming¢ tarping.

Perkelti po 400 ul PB2 | kiekvieng i$ astuoniy hibridizacijos kameros
buferio rezervuara.

UZdengti hibridizacijos kamera dangciu ir palikti kambario
temperatiiroje.

gDNR hibridizacija ant VNP lusty

1.

Denatiiruoti MSA3 ploksteléje esancius méginius mikroploksteliy
inkubatoriuje 95 °C temperatiiroje 20 min.

ISimti VNP lustus i§ Saldytuvo (2 °C-8 °C), neiSpakuoti, kol nebus
perkelti DNR méginiai.

Po denattiravimo MSA3 plokstele atvésinti kambario temperatiiroje 30
min.

Trumpai centrifuguoti MSA3 plokstele 280 xg. Nuimti folijos lapa.
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Meéginiy perkélimas ant VNP lusty

1. ISpakuoti VNP lustus.

2. Idéti VNP lustus | hibridizacijos kameros jdéklus taip, kad briiksninis
kodas sutapty su ant jdéklo esanciu bruksninio kodo simboliu.

3. Perkelti po 14 ul DNR méginio j kiekvieng VNP lusto laukelj pagal
méginiy vieta VNP luste, pazyméta darbo protokole, ir uzrasyti lusto
briik$ninj koda.

4. Nedelsiant jdéti hibridizacijos kameros jdéklus su VNP lustais i
hibridizacijos kamera ir uzdengti dangciu.

5. UzZspausti gnybtus abicjose hibridizacijos kameros pusése, po vieng i$
abiejy pusiy, jstrizai.

6. [déti hibridizacijos kamerg j iki 48 °C temperatiros jkaitusig Illumina
hibridizacijos krosnj taip, kad hibridizacijos kameros gnybtai biity
nukreipti j kair¢ ir deSing krosnies sienas. Hibridizacijos kameros
dangg¢io Illumina logotipas turi biiti nukreiptas j tyréja.

7. Nustatyti 5 padéklo sitibavimo greit;.

8. Inkubuoti 48 °C temperatiiroje 16-24 val.

XC4 reagento paruoSimas VNP lusty dazymui

1. Ipilti 330 ml 100 proc. etanolio | XC4 butelj.
2. 15 s stipriai purtyti.
3. Palikti butelj nusistovéti kambario temperatiiroje per naktj.

VNP lusty plovimas
Reagentai
Pavadinimas Kiekis Laikymas | Tieké¢jas

550 ml 1-8 lusty .

PBL 700 ml 9-16 lusty anmzf;zm Illumina
850 ml 17-24 lusty P

Daugiavietis VNP lusty talpiklis (angl.

Multi-Sample BeadChip Alignment 1/8 lustams Illumina

Fixture)

Pratekamosios kameros, Te-Flow prateka-

mosios kameros su juodais rémeliais, LCG

tarpinémis, LCG dengiamaisiais stiklais ir . .

gnybtais (angl. Te-Flow LCG Flow-through lustui Hllumina

chambers, with black frames, LCG spacers,

LCG glass back plates, and clamps)

Stikliniai plovimo indai 2/8 lustams Illumina

Plovimo laikiklis 1/8 lustams Illumina
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Pasiruosimas

v

ANENENEN

Isimti hibridizacijos kamerg i§ Illumina hibridizacijos krosnies. Prie§
atidengiant, atvésinti kambario temperatiiroje 30 min.

Pripildyti du stiklinius plovimo indus po 200 ml PB1 reagento.

Ipilti | daugiavietj lusty talpiklj 150 ml PB1 reagento.

Atskirti permatomas LCG plastikines tarpines nuo balty.

Nuvalyti LCG dengiamuosius stiklus. Pirmiau nuplauti 1 proc.
detergentu (Alconox), po to nuvalyti 70 proc. etanoliu. Prie§ naudojant,
nuo sausy stikly nupiisti dulkes suspaustu oru.

Darbo eiga

1.

2
3.
4

N o

®©

Istatyti metalinj lusty plovimo laikiklj i pirma indg su PB1 reagentu.
ISimti i8 hibridizacijos kameros jdéklus su VNP lustais.

ISimti po viena VNP lustus i$ hibridizacijos kameros idékly.

Laikant lustg vienoje rankoje, lusto bruksninis kodas turi biiti arCiau
tyréjo, kita ranka vienu létu jstrizu judesiu nuplésti VNP lusto plévele
(angl. IntelliHyb Seal), nelie¢iant lusto pavirSiaus.

Nedelsiant ir atsargiai jstatyti VNP lustg | metalinj lusty plovimo
laikiklj, kuris yra panardintas pirmame inde su PB1. Isitikinti, kad lustas
yra visiSkai apsemtas.

Kartoti 4-5 etapus kiekvienam VNP lustui.

Kilnoti metalinj lusty plovimo laikiklj j virSy ir j apaéia, kertant reagento
pavirsiy, 1 min.

Perkelti metalinj lusty plovimo laikiklj j antrg indg su PB1.

Kilnoti metalinj lusty plovimo laikiklj j vir$y ir j apacia, kertant reagento
pavirsiy, 1 min.

Te-Flow ™ pratekamyjy kamery surinkimas

1.
2.

R L S

Idéti juodus rémelius kiekvienam lustui j daugiavietj lusty talpikl;.
Istatyti lustus j juodus rémelius taip, kad bruksninis kodas bty
nukreiptas ] tyréja. Isitikinti, kad lustai apsemti PB1 reagento.

Uzdéti permatomg LCG plastiking tarping ant panardinty VNP lusty.
Uzdéti talpiklio laikiklj (angl. Alignment Bar) ant lusty talpiklio.

Nuptsti dulkes suspaustu sausu oru nuo LCG dengiamyjy stikly.

Uzdéti LCG dengiamuosius stiklus ant VNP lusty su plastikinémis
tarpinémis. Stiklo nuoZulnioji vieta, skirta reagenty rezervuarui, turi buti
nukreipta j lusto apacia su brtksniniu kodu.
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7. Uzspausti gnybtus ant kiekvieno surinktos pratekamosios kameros galo
5 mm atstumu nuo virSutinio krasto ir 5 mm atstumu nuo reagenty
rezervuaro pradzios.

8. Nukirpti i§sikiSusius plastikiniy tarpiniy galus.

9. Nedelsiant i$plauti hibridizacijos kamera su ddH,0.

VNP lusty dazymas
Reagentai
Pavadinimas Kiekis Laikymas Tiekéjas
RA1 10 ml 1-8 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C Illumina
20 ml 9-16 lusty
30 ml 17-24 lustams
LX1 2/8 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C Illumina
LX2 2/8 lustams Nuo -15 °C iki —25 °C Illumina
EML 2/8 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C Illumina
XC3 50 ml 1-8 lustams Kambario temperatiira Illumina
100 ml 9-16 lusty
150 ml 17-24 lustams
SML 2/8 lustams Nuo -15 °C iki -25 °C Illumina
ATM 2/8 lustams Nuo —15 °C iki —25 °C Illumina
PB1 310 ml 1-8 lustams Kambario temperattra Illumina
285 ml 9-24 lustams
XC4 310 ml 1-8 lustams Kambario temperatiira Illumina
285 ml 9-24 lustams
Alkanoksas Pagal poreikj Kambario temperatiira Naudotojas
EtOH Pagal poreikj Kambario temperatara Naudotojas
95proc. 15 ml 1-8 lustams Nuo -15 °C iki —25 °C Naudotoja
formamidas/1 mM | 17 ml 9-16 lusty
EDTA 25 ml 17-24 lustams
Pasiruosimas

v' Isitikinti, kad termostatas su vandens cirkuliacijos sistema pripildytas
reikiamu kiekiu vandens.

v" Jjungti termostatg su vandens cirkuliacijos sistema, nustatyti tokig
temperattrg, kad kamery laikiklio sistemos temperatiira biity 44 °C + 0,5
°C.

v' Pagalinti burbulus i§ kamery laikiklio sistemos.

v' Patikrinti kamery laikiklio sistemos temperatiirg skirtingose vietose,
naudojant Illumina termometra.
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v Atsildyti reagentus iki kambario temperaturos, centrifuguoti 3 000 xg 3
min.
v’ Supurtyti butelj su XC4 reagentu.

Vienos bazés pratesimo reakcija

1. Pasiekus kamery laikiklio sistemai 44 °C temperatiira, nedelsiant jstatyti
pratekamasias kameras.

2. Pakartotinai supurtyti XC4 butelj.

3. Perkelti j kiekvieng pratekamosios kameros reagenty rezervuara:

a)
b)

c)
d)

e)

f)
9)

h)

150 pl RA1. Inkubuoti 30 s. Kartoti 5 kartus;

225 wl LX1. Pakartoti 1 karta*. Inkubuoti 10 min.;

225 pl LX2. Pakartoti 1 kartg*. Inkubuoti 10 min.;

300 pul EML. Inkubuoti 15 min.;

250 ul 95 proc. formamido/mM EDTA. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 2
kartus*;

inkubuoti 5 min.;

pradéti mazinti kamery laikiklio sistemos temperatiirg iki
temperattiros, nurodytos ant SML buteliuko.

250 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 2 kartus*.

4. Laukti, kol kamery laikiklio sistema pasieks reikiamg temperatiirg.

*Reagenty i$pilstymo (angl. Dispensing) metodas.

VNP lusty dazymas

1. Jjungti kompiuterj ir Illumina HiScan'™SQ prietaisa, jei lusty
skenavimas planuojamas i§ karto po dazymo.

2. Perkelti j kiekviena pratekamosios kameros reagenty rezervuarg:

a)
b)

c)
d)

e)
f)

9)
h)

250 pl SML. Inkubuoti 10 min.;

250 ul XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 2 kartus* ir inkubuoti 5
min.;

250 ul ATM. Inkubuoti 10 min.;

250 ul XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 2 kartus* ir inkubuoti 5
min.;

250 pl SML. Inkubuoti 10 min.;

250 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 2 kartus* ir inkubuoti 5
min.;

250 wl ATM. Inkubuoti 10 min.;

250 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 2 kartus* ir inkubuoti 5
min.;
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3.

i) 250 ul SML. Inkubuoti 10 min.;
J) 250 pl XC3. Inkubuoti 1 min. Pakartoti 2 kartus* ir inkubuoti 5 min.
Nedelsiant i8imti pratekamgsias kameras i§ kamery laikiklio sistemos ir
padéti horizontaliai ant darbastalio.

VNP lusty plovimas ir padengimas

1.
2.
3.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

Ipilti 310 ml PB1 reagento i plovimo inda3.

Istatyti lusty dazymo laikiklj j plovimo inda.

ISardyti pratekamgsias kameras. Atsargiai mentele atkabinti gnybtus,
nuimti dengiamuosius stiklus ir plastikines tarpines.

Nedelsiant jstatyti lustus j dazymo laikiklj, esantj dazymo inde, lusty
bruksninis kodas turi biiti nukreiptas nuo tyréjo. Isitikinti, kad lustai
apsemti reagento.

Létai kilnoti dazymo laikiklj auksStyn ir zemyn, kertant reagento pavirsiy,
10 karty.

Pamirkyti 5 min.

Supurtyti XC4 butelj.

Ipilti 310 ml XC4 i plovimo indg, neleidziant stovéti inde ilgiau nei 10
min.

Perkelti dazymo laikiklj i plovimo indg su XC4. Lusty briksninis kodas
turi buiti nukreiptas nuo tyréjo.

Létai kilnoti dazymo laikiklj auk$tyn ir Zemyn, kertant reagento pavir$iy,
10 karty.

Pamirkyti 5 min.

ISimti dazymo laikiklj i§ plovimo indo ir padéti ant mégintuvéliy stovo
su ] virSy nukreiptais lusty bruksniniais kodais.

IStraukti lustus i§ dazymo laikiklio ir padéti ant mégintuvéliy stovo su |
virSy nukreiptais lusty briksniniais kodais.

Dziovinti lustus vakuuminéje dziovykléje 50-55 min., esant 508 mmHg
(0,68 bar).

Nuvalyti i8dziuvusiy lusty apacig beplause servetéle, suvilgyta 70 proc.
etanoliu, pasalinant pridziuvusio XC4 reagento likucius.

I$plauti naudotus laboratorinius reikmenis ddH,0.
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VNP lusty skenavimas lllumina iScan skeneriu HiScan™SQ sistema

Darbo eiga

1. TJjungti iScan Control Software programg. Suvesti prisijungimo
duomenis.

2. Isikelti i§ anksto DMAP Client programa pagal kiekvieno VNP lusto
unikaly brik$ninj koda atsisiystus kiekvieno VNP lusto unikalius
dekodavimo (angl. Decode) .dmap failus.

3. Spausti iScan Control Software programos ikona.

4. Spausti Start.

5. Atsidarius prietaiso durims, jdéti paruostus VNP lustus j Illlumina
nuskaitymo takelius. Spausti Next.

6. Uzsidarius prietaiso durims, laukti lusty briik§niniy kody nuskaitymo.

7. Spausti Scan.
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111 PRIEDAS. Analizés metodai

I. Projekto sukiirimas GenomeStudio v2011.1 programa

Parengta pagal GenomeStudio Genotyping Module v1.0 naudotojo vadova.

1. Atidaryti GenomeStudio programa.

2. New Project lange spausti Genotyping arba pasirinkti File | New Project

| Genotyping.
3. Spausti Next.

E

Atsidariusiame lange Project Repository laukelyje nurodyti direktorija,

kur bus i$saugotas sukurtas projektas, ir zemiau esanc¢iame laukelyje

Project Name sukurti projekto pavadinima.

Spausti Next.

Pasirinkti Use sample sheet to load sample intensities.
Spausti Next.

o N o g

Atsidariusiame lange ieSkoti ir pasirinkti projektui reikalingus failus: (1)

Sample Sheet, .csv failas, informacija apie méginius ir jy vieta luste; (2)
Data Repository, *.idat failai, VNP intensyvumo informacija; (3)

Manifest Repository, .bpm failai, VNP identifikavimas luste.
9. Spausti Next.

10. Atsidariusiame lange pazyméti Import cluster positions from a cluster
file, .egt failai, reikalingos VNP klasterizavimui. Pazyméti langelius Pre-
Calculate ir Cluster SNPs. Gen Call Threshold parametro verté

paliekama 0,15.
11. Spausti Finish.

I1. Jvesties byly sukiirimas GenomeStudio programa

1. GenomeStudio programoje pasirinkti Analysis | Reports | Report Wizard
| Custom Report | PLINK Input Report 2.1.3 by Illumina, Inc. From

[llumina, Inc.

Pasirinkti jvesties faily parametrus.

Spausti Next.

Atsidariusiame lange pazyméti Selected Samples.
Spausti Next.

agkrwbd
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6. Atsidariusiame lange pazyméti Remove zeroed SNPs from the report.

Spausti Next.

8. Atsidariusio lango Output Path langelyje nurodyti sukurty jvesties byly
iSsaugojimo direktorija. Output Path laukelyje nurodyti jvesties failo
pavadinima.

9. Spausti Finish.

~

I1l. Efektyvaus populiacijos dydzio ir divergencijos laiko nustatymo
R programinés jrangos NeON v. 1.0 paketu protokolas

Parengta pagal NeON 2013 m. spalio 24 d. naudotojo vadova.

1. Nepusiausvyros sankibos nustatymas NeLD fukcija

Komandiné eilute: NeLD(plink file, geno=0.02, mind=0.9,
Id.window.kb=500, Id.window=9999, outfile="output.ld")

plink.file — genotipuoty duomeny plink programos .bed .bim .fam failai

geno — VNP, kuriems triiksta >2 proc. genotipo, pasalinimas

mind — individy, kuriems traksta >10 proc. genotipo, pasalinimas
Id.window.kb — nepusiausvyros sankibos nustatymo apimtis chromosomoje,
500 kb

Id.window — maksimalus VNP skai¢ius vienam skai¢iavimui, 9 999 VNP
outfile — sukurtos i§vesties failo pavadinimas (informacija apie r’p tarp
Zymeny)

2. Efektyvaus populiacijos dydzio nustatymas Nestimate funkcija
Komandiné eiluté:  Nestimate(file.ld, sample.size, min.R2=0.001,
max.R2=0.999, method="MG"', min.cfr=5)

file.Id — NeLD funkcijos i$vesties failas .1d

sample.size — individy skai¢ius, naudotas r? nustatyti populiacijoje

min.R2 — maZiausia leistina r’ reik§mé

max.R2 — didZiausia leistina r° reik§mé

method — galimi du skirtingi metodai Ne apskaiciuoti: 1) *’McEvoy’; 2)
"MG’, pagal nutyléjima

min.cfr — maziausias leistinas kiekvienoje genetiniy atstumy kategorijoje
palyginimy skai¢ius Ne vidurkiui apskaic¢iuoti, pagal nutyléjima 5
*Nestimate, remiantis McEvoy’aus metodu, sukuria 50 nepersidengianciy
genetiniy atstumy kategorijy nuo 0,005 iki 0,25 cM. Mezzavilla’os-
Ghirotto’o metodas, kuris buvo naudotas Siame darbe, sukuria 250
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persidengianciy genetiniy atstumy kategorijy kas 0,001 ¢cM nuo 0,005 iki
0,25 cM. Efektyvus populiacijos dydis apskai¢iuojamas kiekvienai genetiniy
atstumy kategorijai (50 arba 250).

3. *Ilgalaikio efektyvaus populiacijos dydzio nustatymas Ne_CI funkcija
Komandiné eiluté: Ne_CIl(Nestimate.output, ci=c(0.05, 0.5, 0.95))
Nestimate.output — Nestimate funkcijos iSvesties failas

ci — vektorius, pagal kurj apskaiCiuojami ilgalaikio Ne pasikliautinieji
intervalai, pagal nutyléjimg 5, 50 ir 95 procentilés

*1lgalaikis Ne apskaic¢iuojamas kaip harmoninis vidurkis.

4. Efektyvaus populiacijos dydzio nustatymas laike su pasikliautinaisiais
intervalais Ne_Med fukcija

Komandiné eiluté: Ne_Med (Nestimate.output, method="MG"', ci=FALSE,

ci.int=c(0.05, 0.5, 0.95))

Nestimate.output — Nestimate funkcijos isvesties failas

method — du galimi metodai Ne apskaiciuoti: 1) "McEvoy’; 2) MG’

ci — jeigu reikia apskaiciuoti pasikliautinuosius intervalus (pagal nutyléjima

FALSE)

ci.int — jeigu ci=TRUE, nurodyti kvartilius (pagal nutyléjima 5, 50 ir 95

procentilés)

5. Atvaizdavimas Neplot funkcija

Komandiné eiluté: Neplot(Ne.file, approx=TRUE, ylim=c(0, 15000),
xlim=c(200, 6000), main="Ne from linkage disequilibrium",
xlab="Generation ago", ylab="Ne", ci=TRUE)

Ne.file — Ne_Med funkcijos i$vesties failas

approx — tasky interpoliacijai, pagal nutyl¢jima TRUE

ylim — vektorius su virSutinémis ir apatinémis Ne reikSmémis y asyje, pagal
nutyléjimg (0, 15000)

xlim — vektorius su virSutinémis ir apatinémis karty reikSmémis x asyje,
pagal nutyléjimg (200, 6 000)

main — grafikos pavadinimas

xlab — x asies pavadinimas

ylab — y aSies pavadinimas

ci — pasikliautinyjy intervaly atvaizdavimui, pagal nutyl¢jima (TRUE)

6. Divergencijos laiko tarp populiacijy nustatymas Tdverg funkcija
Komandiné eiluté: Tdverg(Fst, All_H)

Fst — genetiniy atstumy matrica

All_H — .txt failas su kiekvienos populiacijos ilgalaikiu Ne
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ISvesties failas matrica su divergencijos laiku, kartomis, tarp tiriamy
populiacijy. Atvaizdavimui naudojama R programinés jrangos phangorn
biblioteka.

IV. Trumpalaikio efektyvaus populiacijos dydZio analizés protokolas
Parengta pagal IBDseq ir IBDNe 2013 m. lapkric¢io 7 d. naudotojo vadova.

1. Identisky pagal kilm¢ segmenty nustatymas IBDseq v.r1206 programiniu
paketu

Komandiné eiluté: java -jar ibdseq.r1206.jar gt=[46] chrom=[number]
errormax=0.0025 out=[prefix]
gt — VCF formato jvesties failas
chrom — nurodoma analizuojama chromosoma
errormax — maksimali alelio daznio paklaida
out — iSvesties failo pavadinimas

Programa sukuria tris i§vesties failus — .log, .ibd, .hbd. R2-filtered.Log
byloje jraSoma informacija apie analizuojamy méginiy, Zymeny skaiciy,
naudojamus parametrus. R2-filtered byloje jraSoma paSalinty Zzymeny
informacija. .ibd byloje pateikiama informacija apie nustatytus identiSkus
pagal kilmg segmentus.

2. Trumpalaikio efektyvaus populiacijos dydzio nustatymas IBDNe v.
04Sepl5.e78 programiniu paketu

Komandiné eiluté: cat *.ibd | java -jar ibdne.04Sepl5.e78.jar

map=plink. GRCh37 minibd=7 out=[prefix]

IBD — IBDseq programos suskurti .ibd failai, kurie sujungiami cat parametru

map — genolapis

minibd — IBD segmenty, trumpesniy nei minibd (maisy atveju 7), pasalinimas

out — i$vesties failo pavadinimas
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IV PRIEDAS. Papildoma rezultaty medziaga

0.05
|

PK2 (15.51%)
0.00
|

-0.05

-0.10

| T T I T I T
-0.06 -0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04 0.06

PK1 (21.6%)

oLT AGBR+FIN «T8I ¢ CEU‘

1 pav. PKA, panaudojant 100 atsitiktiniu budu atrinkty Lietuvos populiacijos
individy ir keturiy 1000 genomy populiacijy (GBR, FIN, TSI ir CEU) VNP
duomenis
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TSI CEUGBR FIN LT PJL GIH ITU STU BEBCDX KHV CHS CHBE JPT LWK ESN YRl MSL GWD

TSI CEUGBRFIN LT PJL GIH ITU STU BEBCDX KHV CHS CHB JPT LWK ESN YRl MSL GWD
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TSI CEUGBRFIN LT PJL GIH ITU STU BEBCDX KHV CHS CHB JPT LWK ESN YRI MSL GWD
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=
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TSI CEUGBRFIN LT PIL GIH ITU STU BEBCDX KHV CHS CHB JPT LWK ESN YRI MSL GWD
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=
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TSI CEUGBRFIN LT PJL GIH JTU STU BEBCDX KHV CHS CHB JPT LWK ESN YRI MSL GWD

TSI CEUGBRFIN LT PJL GIH ITU STU BEBCDX KHV CHS CHB JPT LWK ESN YRI MSL GWD

2 pav. 120 atsitiktiniu baidu atrinkty Lietuvos populiacijos asmeny ir 1 000 genomy
projekto 19 populiacijy priemai$os analizé, kai K yra nuo 2 iki 8
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2 lentelé. 23 analizuojamy populiacijy Weir’o ir Cockheram’o Fsr genetiniy atstumy

matrica pagal autosomy VNP Zymeny pasiskirstyma
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3 lentelé. Divergencijos laikas metais taip tirty zemyny, VR — Vidurio Rytai; CPA —
centriné piety Azija; RA — Ryty Azija; Eur — Europa

Afrika VR CPA RA Eur Rusija | Maja Lietuva

Afrika |0 46833 (53374 |70368 |[56536 |57405 (67821 |52160
VR 0 8779 32754 |7074 7 887 30740 |8880
CPA 0 23549 8970 6 706 25362 |8082
RA 0 31261 [27322 [21795 |26201
Eur 0 3490 27972 |5456
Rusija 0 25190 (2814
Maja 0 23674
Lietuva 0

4 lentelée. Sesiy Lietuvos populiacijos etnolingvistiniy grupiy Weiro ir
Cockheram’o Fsr genetiniy atstumy matrica pagal autosomy VNP Zzymeny
pasiskirstymg. RA — Ryty aukstai¢iai, PA — Piety aukstai¢iai, VA — Vakary
aukstai¢iai, SZ — Siaurés zemaiciai, PZ — Piety Zemaiéiai, VZ — Vakary Zemaiciai

PA PZ RA Sz VA VZ
PA [0 0,00258592 |0,00276547 |0,00273779 |0,00220085 |0,00388391
PZ 0 0,00248541 |0,00188559 |0,00217026 |0,00333001
RA 0 0,00223648 |0,00198616 |0,00376448
SZ 0 0,00200576 |0,00329323
VA 0 0,00364053
\¢4

5 lentelé. Bendro individy skaiciaus Lietuvos populiacijoje duomenys i§ Eurostat

Metai Lietuva

1960 2 755 600
1961 2801500
1962 2 845600
1963 2881100
1964 2916 800
1965 2953 600
1966 2989 300
1967 3026 800
1968 3062 000
1969 3095 700
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Metai Lietuva

1970 3118941
1971 3160 437
1972 3197645
1973 3229598
1974 3259 277
1975 3288510
1976 331479%
1977 3342533
1978 3367538
1979 3391490
1980 3404 194
1981 3422210
1982 3443684
1983 3470673
1984 3499711
1985 3528698
1986 3560 388
1987 3597 439
1988 3635295
1989 3674802
1990 3693708
1991 3701968
1992 3706 299
1993 3693929
1994 3671296
1995 3642991
1996 3615212
1997 3588013
1998 3562 261
1999 3536 401
2000 3512074
2001 3486 998
2002 3454 637
2003 3431 497
2004 3398929
2005 3355220
2006 3289835
2007 3249983
2008 3212605
2009 3183856
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Metai Lietuva

2010 3141976
2011 3052 588
2012 3003641
2013 2971905
2014 2943472
2015 2921262

6 lentelé. Trumpalaikio efektyvaus populiacijos dydzio nustatytos reikSmeés
Lietuvos populiacijos aukstai¢iy grupéje su pasikliautinaisiais intervalais 50-iai
karty

GEN NE LWR-95 proc., PI” UPR-95 proc., PI”
0 1,01E+06 3,98E+05 4,52E+06
1 8,16E+05 3,69E+05 3,22E+06
2 6,58E+05 3,42E+05 2,27E+06
3 5,27E+05 3,02E+05 1,56E+06
4 4,20E+05 2,69E+05 1,04E+06
5 3,32E+05 2,33E+05 6,90E+05
6 2,60E+05 1,86E+05 4,44E+05
7 2,02E+05 1,38E+05 3,02E+05
8 1,67E+05 1,15E+05 2,62E+05
9 1,43E+05 9,72E+04 2,26E+05
10 1,24E+05 8,57E+04 1,94E+05
11 1,11E+05 7,75E+04 1,71E+05
12 1,02E+05 6,89E+04 1,58E+05
13 9,58E+04 6,85E+04 1,48E+05
14 9,02E+04 6,64E+04 1,42E+05
15 8,61E+04 6,69E+04 1,37E+05
16 8,22E+04 6,63E+04 1,29E+05
17 7,83E+04 6,33E+04 1,16E+05
18 7,50E+04 5,90E+04 1,04E+05
19 7,13E+04 5,37E+04 9,60E+04
20 6,74E+04 4,98E+04 8,84E+04
21 6,34E+04 4,62E+04 8,48E+04
22 6,02E+04 4,34E+04 8,17E+04
23 5,67E+04 4,03E+04 8,04E+04
24 5,35E+04 3,77E+04 7,83E+04
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GEN NE LWR-95 proc., PI” UPR-95 proc., PI”
25 5,01E+04 3,49E+04 7,32E+04
26 4,67E+04 3,34E+04 6,77E+04
27 4,35E+04 3,21E+04 6,48E+04
28 4,11E+04 3,07E+04 6,17E+04
29 3,89E+04 2,85E+04 5,81E+04
30 3,65E+04 2,66E+04 5,47E+04
31 3,43E+04 2,62E+04 5,20E+04
32 3,24E+04 2,55E+04 4,84E+04
33 3,07E+04 2,39E+04 4,52E+04
34 2,93E+04 2,23E+04 4,30E+04
35 2,82E+04 2,07E+04 4,12E+04
36 2,70E+04 1,93E+04 3,93E+04
37 2,59E+04 1,81E+04 3,77E+04
38 2,50E+04 1,73E+04 3,62E+04
39 2,41E+04 1,66E+04 3,45E+04
40 2,34E+04 1,59E+04 3,34E+04
41 2,27E+04 1,52E+04 3,23E+04
42 2,19E+04 1,47E+04 3,13E+04
43 2,08E+04 1,38E+04 3,06E+04
44 1,98E+04 1,29E+04 3,02E+04
45 1,92E+04 1,21E+04 2,92E+04
46 1,84E+04 1,16E+04 2,88E+04
47 1,80E+04 1,11E+04 2,82E+04
48 1,75E+04 1,09E+04 2,83E+04
49 1,71E+04 1,08E+04 2,84E+04
50 1,69E+04 1,06E+04 2,84E+04

“Pasikliautinasis intervalas.
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7 lentelé. Trumpalaikio efektyvaus populiacijos dydzio nustatytos reikSmés
Lietuvos populiacijos Zemaiciy grupéje su pasikliautinaisiais intervalais 50-iai karty

GEN NE LWR-95 proc., PI” UPR-95 proc., PI”
0 1,27E+05 5,20E+04 4,58E+05
1 1,20E+05 5,59E+04 3,78E+05
2 1,13E+05 6,00E+04 3,11E+05
3 1,07E+05 6,43E+04 2,56E+05
4 1,00E+05 6,91E+04 2,10E+05
5 9,40E+04 7,21E+04 1,65E+05
6 8,81E+04 7,03E+04 1,39E+05
7 8,24E+04 6,80E+04 1,14E+05
8 7,83E+04 6,25E+04 1,14E+05
9 7,50E+04 5,89E+04 1,10E+05
10 7,16E+04 5,20E+04 1,01E+05
11 6,83E+04 4,59E+04 1,02E+05
12 6,50E+04 4,16E+04 1,02E+05
13 6,16E+04 4,00E+04 9,87E+04
14 5,77E+04 3,90E+04 8,45E+04
15 5,38E+04 3,89E+04 7,71E+04
16 4,96E+04 3,81E+04 6,90E+04
17 4,55E+04 3,43E+04 6,44E+04
18 4,18E+04 3,03E+04 5,83E+04
19 3,82E+04 2,91E+04 5,10E+04
20 3,47E+04 2,59E+04 4,61E+04
21 3,15E+04 2,36E+04 4,21E+04
22 2,90E+04 2,20E+04 3,81E+04
23 2,66E+04 2,00E+04 3,50E+04
24 2,46E+04 1,89E+04 3,28E+04
25 2,26E+04 1,81E+04 3,08E+04
26 2,07E+04 1,70E+04 2,73E+04
27 1,90E+04 1,56E+04 2,50E+04
28 1,79E+04 1,42E+04 2,36E+04
29 1,68E+04 1,31E+04 2,27E+04
30 1,57E+04 1,25E+04 2,10E+04
31 1,48E+04 1,20E+04 1,96E+04
32 1,40E+04 1,16E+04 1,87E+04
33 1,33E+04 1,12E+04 1,78E+04
34 1,27E+04 1,07E+04 1,75E+04
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GEN NE LWR-95 proc., PI” UPR-95 proc., PI”
35 1,22E+04 1,01E+04 1,80E+04
36 1,18E+04 9,35E+03 1,86E+04
37 1,13E+04 8,80E+03 1,90E+04
38 1,11E+04 8,34E+03 1,91E+04
39 1,07E+04 7,84E+03 1,85E+04
40 1,04E+04 7,52E+03 1,82E+04
41 1,02E+04 7,22E+03 1,79E+04
42 9,89E+03 6,97E+03 1,76E+04
43 9,46E+03 6,80E+03 1,73E+04
44 9,05E+03 6,49E+03 1,68E+04
45 8,79E+03 6,16E+03 1,64E+04
46 8,47E+03 5,83E+03 1,59E+04
47 8,35E+03 5,56E+03 1,56E+04
48 8,15E+03 5,36E+03 1,52E+04
49 7,99E+03 5,17E+03 1,54E+04
50 7,95E+03 4,96E+03 1,54E+04

“Pasikliautinasis intervalas.
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