https://doi.org/10.15388/vu.thesis.478
https://orcid.org/0000-0003-1726-5825

VILNIAUS UNIVERSITETAS

Gabrielé Zukauskaité

Poveikio genomo varianty ir teigiamos
gamtinés atrankos veikiamy genomo
sriCiy vertinimas lietuviy populiacijoje

DAKTARO DISERTACIA

Medicinos ir sveikatos mokslai,
Medicina (M 001)

VILNIUS 2023



Disertacija rengta 2018-2023 metais Vilniaus universiteto Medicinos
fakulteto Biomedicinos moksly instituto Zmogaus ir medicininés genetikos
katedroje (VU MF BMI ZMGK).

Mokslinius tyrimus rémeé Lietuvos mokslo taryba (Nr. S-MIP-20-35;
projektas ,,Apsauginiai DNR mechanizmai — plataus masto Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy viso genomo tyrimas“, akronimas —
ADAPT). Tyrimui naudoti du bendrosios lietuviy populiacijos grupés
duomeny rinkiniai, gauti jgyvendinus Siuos projektus:

1) VU MF BMI ZMGK 2011-2015m. vykdyta projekta , Lietuvos
populiacijos genetiné jvairové ir sandaros kitimai, susij¢ su evoliucija ir
dazniausiai paplitusiomis ligomis* (akronimas — LITGEN) (projekto nr. VP1-
3.1-SMM-07-K-01-013; bioetikos leidimo nr. 158200-05-329-79);

2) VU MF BMI ZMGK 2020-2022 m. vykdyta projekta ,.Senovés ir nauji
aleliai lietuviy genome: mutacijos, gamtiné atranka ir adaptacija“
(akronimas — ANELGEMIA) (Nr. S-MIP-20-34; bioetikos leidimo
nr. 2020/6-1243-724).

Mokslinis vadovas — prof. habil. dr. Vaidutis Kuéinskas (Vilniaus
universitetas, medicinos ir sveikatos mokslai, medicina, M 001).

Moksliné konsultanté — doc. dr. Laima Ambrozaityté (Vilniaus universitetas,
medicinos ir sveikatos mokslai, medicina, M 001).

Gynimo taryba:

Pirmininkas — prof. dr. Vytautas Kasiulevic¢ius (Vilniaus universitetas,
medicinos ir sveikatos mokslai, medicina, M 001).

Nariai:

prof. habil. dr. Riita Dubakien¢ (Vilniaus universitetas, medicinos ir sveikatos
mokslai, medicina, M 001),

prof. dr. Rimantas Jankauskas (Vilniaus universitetas, medicinos ir sveikatos
mokslai, medicina, M 001),

prof. dr. Janis Klovins (Latvian Biomedical Research and Study Centre,
medicinos ir sveikatos mokslai, medicina, M 001),

prof. habil. dr. Limas Kup¢inskas (Lietuvos sveikatos moksly universitetas,
medicinos ir sveikatos mokslai, medicina, M 001).

Disertacija ginama vieSame Gynimo tarybos posédyje 2023 m. birzelio mén.
15 d. 13 val. Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky V-oje (325B)
auditorijoje. Adresas: SantariSskiy g. 2, B korpusas, LT-08410 Vilnius,
Lietuva, el. paStas gabriele.zukauskaite@mf.vu.lt



mailto:gabriele.zukauskaite@mf.vu.lt

https://doi.org/10.15388/vu.thesis.478
https://orcid.org/0000-0001-2345-6789

VILNIUS UNIVERSITY

Gabrielé Zukauskaite

Evaluation of Effect Genome Variants
and Loci of Positive Selection in the
Lithuanian Population

DOCTORAL DISSERTATION

Biomedical Sciences,
Medicine (M 001)

VILNIUS 2023



The dissertation was prepared between 2018 and 2023 at Vilnius University,
Faculty of Medicine, Institute of Biomedical Sciences, Department of Human
and Medical Genetics (VU MF BMI DHMG). The research was supported by
the Research Council of Lithuania (project “Adaptive genetic mechanisms —
a comprehensive study of whole genome variation in the group of Lithuanian
Chernobyl catastrophe liquidators”, acronym — ADAPT, Project No. S-MIP-
20-35).

Two data sets of the general Lithuanian population group were used for the
study, which were obtained from:

1) VU MF BMI DHMG 2011-2015 project “Genetic diversity and structural
changes of the Lithuanian population related to evolution and the most
common diseases” (acronym — LITGEN) (Project No. VP1-3.1-SMM-07-K-
01-013, bioethical approval No. 158200-05-329-79);

2) VU MF BMI DHMG 2020-2022 project “Ancient and new alleles in the
Lithuanian genome: mutations, natural selection and adaptation” (acronym —
ANELGEMIA) (Project No. S-MIP-20-34, bioethical approval No. 2020/6-
1243-724).

Academic supervisor —

Prof. Habil. Dr. Vaidutis Ku¢inskas (Vilnius University, Medical and Health
Sciences, Medicine, M 001).

Academic consultant — Assoc. Prof. Dr. Laima Ambrozaityte (Vilnius
University, Medical and Health Sciences, Medicine, M 001).

This doctoral dissertation will be defended in a public meeting of the
Dissertation Defence Panel:

Chairman — Prof. Dr. Vytautas Kasiulevic¢ius (Vilnius University, Medical
and Health Sciences, Medicine, M 001).

Members:

Prof. Habil. Dr. Rita Dubakiené (Vilnius University, Medical and Health
Sciences, Medicine, M 001),

Prof. Dr. Rimantas Jankauskas (Vilnius University, Medical and Health
Sciences, Medicine, M 001),

Prof. Dr. Janis Klovins (Latvian Biomedical Research and Study Centre,
Medical and Health Sciences, Medicine, M 001),

Prof. Habil. Dr. Limas Kupéinskas (Lithuanian University of Health Sciences,
Medical and Health Sciences, Medicine, M 001).



The dissertation shall be defended at a public meeting of the Dissertation
Defence Panel at 13 (hour) on 15th of June 2023 in meeting room V (325B)
of the Vilnius University Hospital Santaros Clinics. Address: Santariskiy str.
2, LT-08410 Vilnius, Lithuania. e-mail: gabriele.zukauskaite@mf.vu.lt



mailto:gabriele.zukauskaite@mf.vu.lt

SANTRUMPOS (ABBREVIATIONS)

ADAPT - Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy grupé,
dalyvavusi ADAPT projekte (angl. data of Lithuanian clean-up workers
of Chernobyl nuclear disaster from the ADAPT project),

ANELGEMIA - bendrosios lietuviy populiacijos tiriamieji, dalyvave
ANELGEMIA projekte (angl. data of the general Lithuanian population from
the ANELGEMIA project),

CEU — Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos gyventojy populiacija
(angl. the population of Utah of Northern or Western European ancestry),

Chr. — chromosoma (angl. chromosome),
DNR — deoksiribonukleortgstis (angl. DNA — deoxyribonucleic acid),
EUR - bendroji Europos populiacija (angl. general European population),

FIN — suomiy i§ Suomijos populiacija (angl. Finnish population from
Finland),

GS — galimybiy santykis (angl. OR — odds ratio),

GWAS - plataus masto genomo asociacijos tyrimai (angl. genome wide
association studies),

HETERO - heterozigotiniy genotipy skaicius (angl. count of heterozygous
genotypes),

HOMO - homozigotiniy genotipy skai¢ius (angl. count of homozygous
genotypes),

JS — jonizuojanéioji spinduliuoté (angl. IR — ionizing radiation),
Kb - kilobazé (1 000 baziy pory) (angl. kilobase (1,000 base pairs)),

LEP — lyginamoji Europos populiacija (angl. EP — the population to which
the comparison is made),

LCKL — Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojai (angl. LCWC —
Lithuanian clean-up workers of Chernobyl nuclear disaster),

LITGEN — bendrosios lietuviy populiacijos tiriamieji, dalyvave LITGEN
projekte (angl. data of the general Lithuanian population from the LITGEN
project),

LTU - bendroji lietuviy populiacija (angl. general Lithuanian population),



MAF — retojo alelio daznis (angl. minor allele frequency),

Mb — megabazé (1 000 000 baziy pory) (angl. megabase (1,000,000 base
pairs)),
PI — pasikliautinasis intervalas (angl. Cl — confidence interval),

Tir. — tiriamieji (angl. Ind. — individuals),

VNP - vieno nukleotido polimorfizmas (angl. SNP — single nucleotide
polymorphism),

VU MF BMI ZMGK — Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto
Biomedicinos moksly instituto Zmogaus ir medicininés genetikos katedra
(angl. VU MF BMI DHMG - Vilnius University, Faculty of Medicine,
Institute of Biomedical Sciences, Department of Human and Medical
Genetics).



TURINYS

TVADAS L 10
1. LITERATUROS APZVALGA .....cccooeviiriereisieiesee s 14
1.1. Adaptacijos ir gamtings atrankos rySyS.......cccceevvrverniereieennnenn 14
1.2. Poveikio genomo variantai ir jy Savybes ........cccoeeerrvrernenninenne 18
1.3. Gamtinés atrankos nustatymo metodai ..........ccceevverrireiienninenne 20
1.4. Teigiamos gamtinés atrankos tyrimai pasaulyje ir Lietuvoje..... 24
1.5. ISoriniy aplinkos veiksniy jtaka genomui ir adaptacijai—
Cernobylio Katastrofos Pavyzdys ...........cccceeereeerecerevenssensserninen, 26

2. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI ..ot 33
2.1, TYFIMO BIgA ..cveeiiieie et sttt nre s 33
2.2, TIFAMIEJI..ccvieiiieie et 34
2.3. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy anketinés apklausos
duomeny rinkimas ir analizés Strategija .........cccoovveviveiivesiineiiineininens 36
2.4. Genotipavimas, naudojant VNP Zymeny lustus........c.cccccvervnenne 36
2.4.1. Genotipavimo duomeny analizé............c.cocevververeennnennn 37

2.5. Viso egzomo ir genomo SEKOSKAIta .......c.ccvevveeieeiicieeiee e, 43
2.5.1. Bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) viso egzomo
SEKOSKAIA ... 43

2.5.2. Bendrosios lietuviy populiacijos (ANELGEMIA) ir
Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy viso genomo
SEKOSKAIA ... 43

3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS ..o 47

3.1. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy anketinés apklausos
ir ligy istorijy duomeny aprasomoji statistiné analizé ....................... 47
3.2. Bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) poveikio genomo
varianty analizE .........ocvvviieiiie e 49
3.3. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy poveikio genomo
varianty asociacijy analize ..........cccocveveeniiiieiieie e 54
3.3.1. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios
lietuviy populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupiy poveikio genomo
varianty asociacijy analiz€...........ccoovververeerinnnnieeene e 54
3.3.2. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios
lietuviy populiacijos (LITGEN) vyry, suskirstyty pagal amziaus
grupes, poveikio genomo varianty asociacijy analizg ................ 58



3.3.3. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios
lietuviy populiacijos (LITGEN) 50—78 m. vyry visy genotipavimo
duomeny asociacijy analizeé ...........ccocceevviiiiieniieniicee e 60
3.4. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) 50-78 m. vyry kryptinga, su ligomis siecjamy

CENY ANALIZE ..o 60
3.4.1. Psichikos bukliy asociacijy analize............cccooeevveennnenne 61
3.4.2. Burnos ertmeésligy asociacijy analize ...........c.ccceevveeennne 66

3.5. Bendrosios lietuviy populiacijos ir Lietuvos Cernobylio
katastrofos likviduotojy teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo
STICIY ANALIZE ...vvvevie et et 69
3.5.1. Teigiamos  gamtinés atrankos jtakos  jvertinimas
nustatytiems poveikio genomo variantams bendrojoje lietuviy
POPUIIACTIOJE ..t 69
3.5.2. Teigiamos  gamtinés atrankos jtakos  jvertinimas
nustatytiems poveikio genomo variantams Lietuvos Cernobylio
katastrofos likviduotojy Srupeéje ......cccovervrieiieieninieese e 71
3.5.3. Teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo sriciy
nustatymas ir reikSmés adaptacijai jvertinimas Lietuvos

Cernobylio katastrofos likviduotojy grupéje...........ccerrerrrrnnnne. 74
ISVADOS ..ottt 81
LITERATUROS SARASAS (REFERENCES) ......ovovveeereeeeeereereeenne. 83
MOKSLINIO DARBO APROBACHA ..o 100
PRIEDAL ...ttt 103
SUMMARY ..ttt 148
PADEKA .....ooiiiiiiiiiiiisies s 183
CURRICULUM VITAE ..ottt 184



IVADAS

Tiriamoji problema ir jos aktualumas

ISgyvenamumas ir prisitaikymas prie besikei¢ianciy aplinkos salygy yra
svarblis populiacijy adaptacijos komponentai. Jie tiesiogiai priklauso nuo
veikian¢iy gamtinés atrankos jégy.

Gamtiné atranka — pagrindinis evoliucijos veiksnys, turintis galig keisti
populiacijos geneting architekttira. Molekuliniu lygmeniu veikiant populiacijy
fenotipus, adaptacines savybes, struktiirg, buvo formuojamos praeities ir bus
formuojamos ateities populiacijos. Specifinés genomo sritys ir jy variacija,
susijusi su iSgyvenamumu, tarp populiacijy skiriasi, galimai, dél vykstanciy
skirtingy mikroevoliuciniy procesy, 0 tai lemia skirtingas populiacijy savybes.
Siekiant issiaiskinti populiacijos unikaluma lemianc¢ius genomo veiksnius,
svarbu nustatyti ir tirti genomo variantus (naudingus ir patogeninius) ir
Lietuvos populiacijoje. Taip pat svarbu identifikuoti populiacijai specifines
gamtinés atrankos veikiamas genomo sritis, kuriy nustatymas naudingas
populiacijos adaptyvumg determinuojan¢ioms genomo sritims jvardinti.
Nusta¢ius populiacijos i$skirtinumg lemianéius genomo veiksnius, gauti
rezultatai galéty biiti panaudoti populiacijos specifinei diagnostikai ir
terapiniams taikiniams identifikuoti asmeninés medicinos eroje.

Aplinkos salygy kaita — svarbus gamtinés atrankos komponentas.
Aplinkai keiciantis ir vykstant kataklizminiams reiskiniams, tokiems kaip
ekologinés katastrofos, apsaugantys genomo variantai gali tapti zalingi, todél
vyksta mikroevoliuciniai procesai, galintys lemti prisitaikymg prie
populiacijos genetinés architektiros virsmo. Lietuva unikali tuo, kad yra
patyrusi Cernobylio® atominés elektrinés katastrofos padarinius ir dalyvavusi
juos likviduojant. Tarp likusiy gyvy Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojy yra ne tik serganciy, bet ir santykinai sveikai senstan¢iy asmeny.
Jie vertingi kaip tyrimo objektas, nes iSgyveno ekstremaliomis salygomis ir
adaptavosi prie visa gyvenima besitgsianciy jonizuojanciosios spinduliuotés
padariniy ir Cernobylio katastrofos metu patirty isgyvenimy. Potencialiai jy
i§gyvenamuma ir prisitaikyma gali lemti unikali genomo variacija, atsiradusi
pries katastrofa. Sios ir kity unikaliy populiacijy genomo variacijos ir
teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy tyrimai gali padéti

! Lietuviy kalboje taip pat vartotina $io vietovardzio forma Cornobylis (sulietuvinta
forma i§ ukrainie¢iy (ukrainy) kalbos). Siame darbe pasirinkta vartoti platiau
paplitusia, lietuviy kalboje nusistovéjusig sulietuvintg vietovardzio forma,
transkribuota i§ rusy kalbos, — Cernobylis.
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identifikuoti i§gyvenamumui ir adaptacijai reikSmingas genomo sritis ir geriau
suvokti vykstan¢ius mikroevoliucinius procesus.

Siame tyrime atliktas genomo varianty, kurie gali bati tiek naudingi, tiek
zalingi, ty. poveikio genomo varianty, vertinimas bendrosios lietuviy
populiacijos ir Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamuyjy
grupése. Siekiama nustatyti genomo variantus, galimai turin¢ius jtakos minéty
grupiy adaptacinéms savybéms (Sergamumui, atsakui j patirtg stresg ir j
jonizuojanciosios spinduliuotés poveikj). Bendrojoje lietuviy populiacijos
tirlamyjy grupéje asociacijy analizés metu nustatyty poveikio genomo
varianty galimai protekcinei funkcijai vertinti ne tik pasirinkta naudoti in
silico varianty funkcinio vertinimo metodus, bet ir siekta atlikti teigiamos
gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy analizg. Tai nauja tyrimo
strategija, sujungianti asociacijos ir gamtinés atrankos tyrimus. Tyrimo metu
pirma karta nustatytos teigiamos gamtinés atrankos veikiamos genomo sritys,
unikalios Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy grupei,
palyginti su bendraja lietuviy populiacijos grupe. Sios sritys galimai lemia
likviduotojy iSgyvenamumag ir adaptacijg prie ekstremaliy salygy bei visg
gyvenima besitesianéiy Cernobylio katastrofos padariniy.

Tyrimo naujumas

Atliekant tyrima, remiantis bendrosios lietuviy populiacijos plataus masto
VNP Zymeny genotipavimo ir egzomo duomenimis ir naudojant Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy grupés plataus masto VNP
zymeny genotipavimo duomenis, abiejose tiriamyjy grupése tikslingai
analizuoti poveikio genomo variantai, galimai turintys jtakos populiacijos
adaptacinéms savybéms. Tyrimo metu pritaikyta inovatyvi tyrimo strategija,
varianty funkcinei reik§mei vertinti naudojant ne tik in silico analizés jrankius,
bet ir teigiamos gamtinés atrankos analizés metoda.

Tyrimo metu, siekiant nustatyti zmogaus adaptacijai ir iSgyvenamumui
svarbias genomo sritis, veikiant ekstremalioms aplinkos salygoms, Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios lietuviy populiacijos viso
genomo sekoskaitos duomenys pirma karta panaudoti teigiamos gamtinés
atrankos veikiamoms genomo sritims isaiskinti. Teigiamos gamtinés atrankos
poveikiui vertinti naudotas metodas santykinai naujas, apimantis keleta
svarbiy teigiamos gamtinés atrankos zZymiy ir analizuojantis jas vienu metu,
taip kompleksiskai jvertinant teigiamos gamtinés atrankos poveikj. Tyrimo
metu pirma kartg istirti Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy genomai
molekuliniu lygmeniu. Aukstas jonizuojanciosios spinduliuotés dozes
gavusiy asmeny genomai didelés skiriamosios gebos lygmeniu iki Siol mazai
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analizuoti. Naujas, gilesnis genomo analizés lygmuo ir identifikuotos genomo
sritys, potencialiai lemiancios geresn¢ individy adaptacija, leidzia geriau
suvokti vykstan¢ius mikroevoliucijos procesus.

Tyrimo testinumas

Tyrimo metu sukaupti DNR méginiy ir anketinés apklausos duomeny rinkiniai
bei gauti plataus masto vieno nukleotido polimorfizmy (VNP) Zymeny
genotipavimo ir viso genomo sekoskaitos duomenys leidzia juos panaudoti
pakartotinai, suteikia galimybe toliau plétoti mokslinius tyrimus. Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojams nustadius kandidatinius protekcinius
genomo Vvariantus ir kandidatines teigiamos gamtinés atrankos veikiamas
genomo sritis bei jvertinus jy reik§me in silico jrankiais, galima tikslinti jy
reikSme funkciniais metodais.

Disertacijos tikslas

Remiantis bendrosios lietuviy populiacijos ir Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojy tiriamyjy grupiy plataus masto VNP zymeny genotipavimo ir
viso genomo sekoskaitos duomenimis, nustatyti ir jvertinti kandidatiniy
poveikio genomo varianty ir teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo
sriciy reik§me adaptacijai.

Disertacijos uzdaviniai

1. Sudarius kandidatiniy poveikio genomo varianty kataloga, nustatyti ir
palyginti aleliy ir genotipy daZnius bendrosios lietuviy populiacijos ir
Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy grupése. Remiantis
plataus masto VNP Zymeny genotipavimo ir egzomo sekoskaitos
duomenimis, identifikuoti poveikio genomo variantus, svarbius abiejy
grupiy tiriamyjy adaptacijai.

2. Remiantis viso genomo sekoskaitos duomenimis, nustatyti Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy grupei unikalias, palyginti
su bendraja lietuviy populiacija, teigiamos gamtinés atrankos veikiamas
kandidatines genomo sritis.

3. Ivertinti teigiamos gamtinés atrankos intensyvumag nustatytiems
kandidatiniams poveikio genomo variantams bendrosios lietuviy
populiacijos ir Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy
grupese.
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4. Taikant bioinformatikos jrankius ir remiantis moksline literatiira, jvertinti
atrinkty poveikio genomo varianty ir teigiamos gamtinés atrankos
veikiamy sri¢iy funkcijas ir nustatyti jy reikSme fenotipui.

Ginamieji teiginiai

1. Bendrosios lietuviy populiacijos ir Lietuvos Cernobylio katastrofos
tiriamyjy grupiy genomuose poveikio genomo variantai formuoja
tiriamosioms grupéms specifines fenotipo ir adaptacines savybes.

2. Poveikio genomo varianty funkcinis reik§mingumas gali buti jvertintas
naudojant ne tik tradicinius in silico analizés jrankius, bet ir teigiamos
gamtinés atrankos poveikj vertinanc¢ius metodus.

3. Dél patirto ekstremalaus aplinkos poveikio spaudimo Lietuvos Cernobylio
katastrofos likviduotojy genomuose yra unikaliy teigiamos gamtinés

atrankos veikiamy genomo sri¢iy, kurios galimai lemia likviduotojy
iSgyvenamumg ir adaptacines savybes.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Adaptacijos ir gamtinés atrankos rySys

Isgyvenamumas ir i§likimas neatsiejami nuo prisitaikymo prie besikei¢ianciy
aplinkos salygy — adaptacijos. Adaptacija glaudziai susijusi su gamtine
atranka, kuri yra vienas i§ pagrindiniy evoliucijos veiksniy, galin¢iy keisti
genomo struktiirg.

Populiacijy genomai gali adaptuotis prie besikei¢iancios aplinkos trimis
budais. Populiacijai naudingas alelis gali kilti jvykus de novo poky¢iui, t. y. i$
polimorfizmo, esancio genome jau kurj laikg (angl. standing variation), arba
atsirasti priemaiSos (angl. admixture) su kitomis populiacijomis bidu.
Suprasti alelio kilme svarbu, siekiant iSsiaiskinti, kaip adaptacija veikia ir
kodél skirtingy gamtinés atrankos poveikiy metu genome palickama skirtingy
zymiy (angl. sweep signatures). Nuo to taip pat priklauso ir tolesniy tyrimo
metody parinkimas Siy genomo sri¢iy analizei (1.1 pav.).

Neutrali genomo Naudingo poky¢io Pokytio
variacija atsiradimas isitvirtinimas
} (polimorfizmai) 4 Gamtiné populiacijoje
atranka
1) O 5 o — 2. ( 2. — 7@ O F
tar—— tSr—w—— Ar—W O}
+ u i i r—Ww 4
Teigiamos gamtinés atrankos Zymeés I
GENOMO NEPUSIAUSVYROS ISKREIPTAS SRITIES
VARIACIJOS LYGIO ~ SANKIBOS POKYCIAI DAZNIY SPEKTRAS
SUMAZEJIMAS
Ry Tajima D
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1.1 pav. Teigiamos gamtinés atrankos poveikio ir Zymiy schema. Prie§ veikiant
teigiamai atrankai, genome susiformuoja tam tikras genomo variacijos profilis.
Atsiradus naudingam pokyciui (raudona zvaigzduté) ir veikiant teigiamai gamtinei
atrankai, §is pokytis perduodamas populiacijoje, kol jsitvirtina arba jo daznis tampa
netolimas fiksacijai (desiné paveikslo dalis). Specifing gamtinés atrankos Zyme
sukuria ir genomo variantai, esantys nepusiausvyroje sankiboje su naudingu aleliu,
todél jy daznis taip pat padidéja (Zalios Zvaigzdutés greta raudonos). ISskiriamos trys
pagrindinés teigiamos gamtinés atrankos zZymés. Joms nustatyti naudojami skirtingi
statistiniai metodai (Fsr, integruotas haplotipy jvertis, Tajima D ir kt.).

Teigiamos gamtinés atrankos poveikis de novo poky¢iui pagrijstas faktu,
kad naujai susidares alelis yra naudingas populiacijai atsiradimo momentu,
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nes selekcinis spaudimas (angl. selective pressure) atsiranda dar prie$ pokytj.
Sio naujai atsiradusio poky¢io daznis populiacijoje sparéiai didéja. Vis délto
minétina, kad naudingas pokytis turi atsirasti tinkamu metu tinkamoje
populiacijoje, kitaip jis gali buti prarandamas genetinio dreifo metu [1].

Teigiamos gamtinés atrankos poveikis polimorfizmui, esan¢iam genome
jau kurj laika, jvyksta, kai jau egzistuojanti genomo variacija tampa naudinga
veikiant iSorés veiksniams, dazniausiai aplinkos veiksniams kritiskai
pasikeigiant [2]. Siuo atveju teigiamos gamtinés atrankos veikiamas alelis yra
atsiradgs ankséiau negu Selekcinis spaudimas. Atranka teigiamai veikia
alelius, kurie yra silpnai naudingi arba Zzalingi (dé¢l staiga pasikeitusio
selekcinio spaudimo) arba yra palaikomi balansuojancios gamtinés atrankos.
Pastarieji aleliai turi didelj potencialg greitai prisitaikyti prie besikei¢iancios
aplinkos, tiesiogiai veikia fenotipg ir yra pakankamai didelio daznio, dar prie§
pradedant veikti selekciniam spaudimui [3].

Genetinés priemai$os su kitomis populiacijomis biidu populiacijoje taip
pat gali atsirasti naudingy genomo varianty. Sis procesas reguliuojamas geny
tekmeés (angl. gene flow) [4]. Klasikiniai §iy procesy idavos pavyzdziai yra
laktozés toleravimas ir pjautuviné anemija. Aleliai, lemiantys geresnj laktozés
metabolizma, plito i§ ankstyvyjy Europos ganytojy populiacijy, jie nustatomi
ir 8iy laiky Europos populiacijose [5]. Afrikinés kilmés Duffy kraujo grupés
aleliai, veikiami stiprios teigiamos atrankos, 1émé atsparuma maliarijai $iy
laiky malagasiy (Madagaskaras) [6] ir kitose Afrikos populiacijose.

Teigiama gamtiné atranka, veikdama genome, palieka specifiniy zymiy,
kurios skiriasi priklausomai nuo fenotipo genetinio mechanizmo, alelio kilmés
ir atrankos stiprumo bei greitumo. Vykstant monogeninei adaptacijai,
nustatomas stiprus teigiamos gamtinés atrankos poveikis vienoje genomo
stityje. Sios adaptacijos atveju teigiama gamtiné atranka skirstoma j stipriaja
(angl. hard sweep) ir silpnaja (angl. soft sweep). Stiprioji teigiama gamtiné
atranka nustatoma atrankai veikiant de novo pokycius (1.2 pav. A ir B).
Silpnoji nustatoma veikiant de novo pokycius arba polimorfizmus,
egzistuojancius genome jau kurj laikg ir tampanc¢ius naudingais veikiant iSorés
jégai (1.2 pav. Cir D) [7].

Alelio, veikiamo gamtinés atrankos, daznis priklauso nuo atrankos
stiprumo ir kilmés, todél nejprastai didelis aleliy dazniy svyravimas laikomas
viena i§ universaliausiy stipriosios gamtinés atrankos palickamy Zzymiy [1].
Kartu su teigiamos gamtinés atrankos veikiamu aleliu nepusiausvyros
sankibos biidu susijusiy aleliy dazniai linke sparc¢iai didéti, o greta jy buvusi
genomo variacija linkusi mazéti [8]. Tai antroji teigiamos gamtinés atrankos
zyme, mokslingje literatiiroje ji jvardijama Kaip iskreiptas srities dazniy
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spektras (angl. site frequency spectrum; matas, apibiidinantis retyjy aleliy
dazniy pasiskirstyma).
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1.2 pav. Teigiamos gamtinés atrankos Zymiy tipai. Paveiksle vaizduojamas DNR
sekos fragmentas populiacijoje. Zvaigzdutémis pazyméti DNR sekos variantai ir jy
pasiskirstymas bei jsitvirtinimas populiacijos viduje, veikiant gamtinei atrankai
(sukurta naudojantis BioRender.com jrankiu).

Teigiamai atrankai veikiant de novo poky¢ius, greta poky¢io esantys
genomo regionai yra nepusiausvyroje sankiboje su gamtinés atrankos
veikiamu aleliu, todél genomo sriciai biidingas didesnis haplotipo
homozigotiskumas populiacijoje (1.2 pav. A), ypac ilguose genomo
regionuose [1]. Pastargjj geriausiai iliustruoja laktozés toleravimo pavyzdys.
LCT genas, koduojantis laktoze, patenka i haplotipy bloka, kuriame Europos
ir Afrikos populiacijose yra didelis haplotipo homozigotiskumas. Tokiame
haplotipe nustatyti funkcionaliis genomo pokyciai, susij¢ su laktozés
metabolizmu. Dél §iy poky¢iy ir haplotipo homozigotiskumo populiacijoje
galimas laktozés metabolizmas, o tai buvo naudinga praeities populiacijoms,
kurios vertési gyvulininkyste ir kurioms pieno produktai buvo svarbus
maistiniy medziagy ir vandens $altiniS (ypa¢ populiacijoms, kurios gyveno
sausringose vietovése) [9].
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Teigiamai atrankai veikiant polimorfizmus, esancius genome jau kurj
laika, Sios aptartos teigiamos gamtinés atrankos Zymés nustatomos silpnesnés
ir variabilesnés (1.2 pav. C ir D), priklausomai nuo veikiamo alelio daznio ir
laiko, nuo kada §j alelj pradéjo veikti gamtinés atrankos jégos. Taigi
mokslinéje literatiiroje nagrinéjamas diferencijavimo tarp stiprios ir silpnos
atrankos sudétingumas [2].

Cia svarbu paminéti ir poligening adaptacija (1.2 pav. E). Ji vyksta, kai
keli ar keliasdesimt aleliy populiacijoje veikiami gamtinés atrankos. Tai lemia
suderintus aleliy dazniy pokycius ir, savo ruoztu, fenotipo pokytj
populiacijoje. Poligeniné adaptacija yra daznas procesas, nes dauguma
zmogaus pozymiy yra poligeniniai, todé¢l §i adaptacijos risis paaiskina tokius
pozymius, kaip zmoniy mitybos jpro¢iai ar atsparumas patogenams [10-12].
Poligeninés adaptacijos Zymés jprastai yra labai variabilios, silpnos, rodancios
daugybinius nedidelio daznio poslinkius populiacijoje, kurie gali vykti
skirtingu metu. D¢l Sios prieZasties poligenine adaptacija sunku atskirti nuo
neutralaus dreifo [13]. Teigiamos gamtinés atrankos poveikis nustatomas ir
vykstant adaptyviai introgresijai, kai naudingi aleliai atsiranda priemaiSos
biidu, vykstant tarppopuliaciniam kryzminimuisi (1.2 pav. F). Naudingasis
alelis paplinta populiacijoje ir artéja link fiksacijos [14].

Adaptacija prisideda prie genetinés ir fenotipinés zmoniy diferenciacijos
tarp populiacijy grupiy, jskaitant ir su sveikata susijusius poZymius, kurie
lemia tarp populiacijy egzistuojancius sveikatos skirtumus. Specifinés
genomo sritys ir variantai, susij¢ su iSgyvenamumu, skiriasi tarp populiacijy
galimai dél vykstanciy skirtingy mikroevoliuciniy procesy. Besikei¢ianCioje
aplinkoje genomo variantai, kurie atliko protekcing genomo funkcija, gali
tapti zalingi, todél mikroevoliuciniai procesai turi galig keisti populiacijos
geneting architektiirg [15]. Genomo nesugeb¢jimas prisitaikyti gali lemti ir
daugiaveiksniy pozymiy, lemian¢iy didesnj populiacijos mirtinguma, tokiy
kaip hipertenzija [16], kraujo kre$é¢jimo pokyciai [17], hiperlipidemija [18],
pasireiSskimg, tod¢él gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy tyrimai yra
svarbiis specifiniy (geografiniu ir etniniu poziiriu) populiacijy diagnostikai ir
gydymui [19] tiksliosios (personalizuotos) medicinos eroje. Be to, Siy laiky
zmogus gyvena nevienalypéje aplinkoje ir yra spaudziamas skirtingy
gamtinés atrankos jégy, lemianéiy skirtingas genomo adaptacines savybes prie
aplinkos salygy. Tai apima prisitaikyma prie klimato salygy ir ultravioletinés
spinduliuotés poveikio [1], ligy [20], mitybos jpro¢iy [21], geografiniy
aplinkos ypatybiy (pavyzdziui, auk$c¢io vir§ juros lygio) [22]. Skirtinga
adaptacija prie $iy veiksniy formuoja svarbius genetinius ir fenotipinius
skirtumus tarp populiacijy. Dél §iy priezasciy svarbu nustatyti ir tirti genomo
variantus (naudingus ir Zalingus) ir Lietuvos populiacijoje, siekiant nustatyti
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populiacijos unikaluma lemiancius veiksnius. Galiausiai, populiacijai
specifiniy gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy identifikavimas ir
funkcinio vaidmens nustatymas naudingas populiacijai fenotipiskai svarbioms
genomo sritims isaiskinti ir prisideda prie biologiniy adaptaciniy procesy
sampratos.

1.2. Poveikio genomo variantai ir jy savybeés

Siekiant i$siaiSkinti ir suprasti mechanizmus, lemiancius daugiaveiksniy
pozymiy pasireiskima, svarbu ne tik atlikti varianty funkcing analize, bet ir
nagrinéti gamtinés atrankos ir adaptacijos procesus per genomo varianty
dazniy svyravimo prizme. Gilinantis j $iuos procesus, reikia suvokti, kad kai
kurie genomo variantai negali biiti tiesiogiai skirstomi j Zzalingus arba
apsaugancius (protekcinius). Variantas, kuris gali biiti zalingas ir lemiantis
vieno daugiaveiksnio pozymio atsiradima, gali bti protekcinis kito poZymio
atzvilgiu, todél, Siame tyrime, daugiafunkciai genomo variantai jvardyti
poveikio genomo variantais. Siy genomo varianty daznis, poveikis koduojamo
baltymo struktiirai ir funkcijai bei varianto evoliuciné kilmé yra esminiai
aspektai, kuriuos reikéty nagrinéti siekiant geriau suprasti daugiaveiksniy
pozymiy, ligy mechanizmus ir populiacijoje vykstanc¢ius mikroevoliucinius
procesus.

Visy pirma, poveikio genomo variantai jprastai yra reti, taciau lemiantys
pozymius, kurie padidina asmens pranaSuma populiacijoje ir geresnes
adaptacines savybes. Sie variantai populiacijoje linke tapti vis daznesni ir taip
jsitvirtinti. Dauguma minéty varianty nustatomi ne tik koduojanciose, bet ir
nekoduojanéiose ar biologiskai nefunkcionaliose genomo srityse. Taip
iSvengiama gryninancios gamtinés atrankos jtakos ir islaikomi auksti poveikio
genomo varianty dazniai skirtingose populiacijose [23]. Tai ypa¢ aktualu
zalingy genomo varianty atveju ir paaiskina, kodél kai kuriy ligy daZniai
populiacijose yra auksti, nors Siose populiacijose yra poveikio genomo
varianty, saugan¢iy nuo minéty ligy. Pavyzdziui, jei asmuo turi poveikio
genomo variantg, apsaugantj nuo nutukimo, §is asmuo turi mazesne¢ tikimybe
susirgti ir didesn¢ tikimybe perduoti savo poZzymj palikuonims, veikiant
teigiamai gamtinei atrankai. Naudingojo poveikio genomo varianto alelio
daznis padidéja, 0 su variantu susijusioje genomo srityje neutrali variacija
sumazéja, taip sukurdama gamtinés atrankos Zyme (angl. selective sweep).
Remiantis $ia logika, tam tikry daugiaveiksniy ligy daznis laikui bégant turéty
mazeéti, taciau, butent dél poveikio genomo varianty aukSto daznio palaikymo
maziau reik§mingose ir reciau analizuojamose genomo srityse, ligy dazniai
iSlieka pastovis ir auksti. Be to, aukstas ligy daznis galéty biiti paaiskintas ir
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eksponentiniu Zzmoniy populiacijos didéjimu, kurio rezultatas — itin rety ir
sunkiai nustatomy poveikio genomo varianty atsiradimas ir kaupimasis [24].
Tokiems variantams analizuoti dazniausiai atlickami plataus masto genomo
asociacijos tyrimai (angl. genome wide association studies, GWAS). Si tyrimo
strategija leidzia nustatyti sgsajg tarp genomo varianto ir fenotipo, ta¢iau
vienas i§ metodo ribotumy yra rety (kai retojo alelio daznis 0,5—1 proc.) ir itin
rety (kai retojo alelio daznis <0,5 proc.) genomo varianty nustatymas ir
interpretacija. Bitent $ie nepakankamai nagrinéti genomo variantai galéty
paaiskinti dalj trikstamo paveldimumo daugiaveiksnéms ligoms ir
pozymiams [25]. Taip pat tokie reti genomo variantai GWAS metu gali biiti
klaidingai charakterizuojami kaip zalingi ar didinantys rizika [26]. Taigi
poveikio genomo varianty funkcinei reikSmei pagristi svarbus kompleksinis
tyrimo metody naudojimas, papildant asociacijy analizés rezultatus
evoliuciniy ir funkciniy tyrimy (in silico) rezultatais, kaip tai buvo atlikta
Siame tyrime.

Genomo varianty daZnis néra vienintelis kriterijus, kuriuo remiantis
galima identifikuoti poveikio genomo variantus. AiSkinantis jy poveikj,
svarbu, kad variantai koduojanCiose genomo dalyse turéty poveikj
koduojamai aminoriig§ciai ar kitaip veikty koduojamo baltymo struktiira.
Dauguma poveikio genomo varianty, atliekanciy protekcine funkcija, veikia
baltyma per funkcijos praradimo ar geno iSjungimo (angl. knockout)
mechanizmus, taip sukeldami tam tikrus fenotipinius pozymius. Taciau taip
dauguma funkciskai reikSmingy protekciniy genomo varianty gali biiti
prarandami veikiant gryninanciai gamtinei atrankai [27]. Visa tai gali
paaiskinti ir §iy genomo varianty retuma populiacijose. Kita vertus, naujuose
moksliniuose tyrimuose kalbama ir apie koduojamos aminoriigsties
nekeician¢iy (angl. Synonymous) genomo varianty jtaka geno koduojamo
baltymo kiekiui — nustatyta, kad egzistuoja veiklieji (angl. optimal) kodonai,
kurie, nors ir nekei¢ia koduojamos aminoragsties, leidzia lgstelei grei¢iau
vykdyti transkripcijos ir transliacijos procesus, taip padidindami koduojamo
baltymo produkcijos pajégumus [28]. Tai jrodo, kad ir koduojamos
aminoriigSties nekeifiantys genomo variantai, Kkurie jprastai laikomi
nefunkcionaliais, netiesioginiais veikimo budais gali lemti tam tikry poZzymiy
pasireiskima populiacijoje, todél turéty buti atidziau tiriami.

Poveikio genomo variantui nustatyti labai svarbi alelio kilmé. Kiekvienas
toks variantas susideda i§ dviejy aleliy, i$ kuriy vienas yra laikomas ligg ar
pozymj lemianciu, o kitas — protekciniu, t. y. daroma klaidinga prielaida, kad
ligos ar pozymio nelemiantis alelis yra protekcinis [19]. Tam, kad biity galima
daryti tokig iSvada apie alelio protekcines savybes, svarbu atsigrezti |
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evoliucing $io alelio kilme. Retasis (angl. minor) alelis ne visais atvejais yra
iSvestinis (angl. derived, mutant). Kilmé gali biiti nustatoma lyginant
dominancius alelius tarp skirtingy rasiy, pavyzdziui, Zmoniy ir primaty. Jei
retasis alelis yra protekcinis, jis turéty biiti iSvestinis, nes protévinés kilmés
(angl. ancestral) aleliai yra paveldéti i§ kity raSiy evoliucijoje ir yra
konservatyviis funkciniu pozidriu [19]. Taigi, jei nustatytas retasis alelis
nustatomas ir sutampa tarp skirtingy rtsiy, tikétina, kad jis yra neutralus. Jei
retasis alelis bidingas tik tiriamai raiSiai, bet néra tapatus su kitomis evoliucine
prasme artimomis ruSimis, tikétina, kad jis turi tam tikrg rasiai specifing
funkcing reikSme.

Poveikio genomo varianty nustatymas yra komplikuotas ir
nevienareikSmis, taCiau jy nagrinéjimas yra reikSmingas, norint geriau
suprasti mikroevoliucinius procesus. Tolesnis $iy poveikio genomo varianty
tarpusavio sasajy aiSkinimasis padéty apibrézti jy funkcine reikSme
skirtingose populiacijose [29, 30].

1.3. Gamtinés atrankos nustatymo metodai

Adaptacijos proceso nustatymas gali bati komplikuotas teigiamg gamting
atranka painiojant su Kitais evoliuciniais procesais. Pavyzdziui, aleliy daznis
gali padidéti ne dél teigiamos gamtinés atrankos poveikio, bet dél atsitiktinio
genetinio dreifo (nulemto demografiniy jvykiy) ir kartais taip greitai, kad
veikiamas evoliucinés jégos zymiy profilis genome biina labai panasus |
teigiamag gamting atranka. Todél kartais sunku atskirti demografinius procesus
nuo gamtinés atrankos poveikio [2]. Be demografiniy procesy, siekiant
nustatyti teigiamos atrankos poveik], reikia atsizvelgti ir j gryninancig atranka.
Pavyzdziui, foniné (angl. background) atranka (Si atranka veikia genomo
siritis, nesicjamas su zinomais pozymiais) gali lemti padidéjusj atsitiktinés
atrankos poveikj ir lemti populiacijy diferenciacijg, o Sie procesai nustatomi
ir adaptacijos atveju [31]. Taigi skirtumy tarp $iy procesy paieska ir tinkamas

Pagrindiné teigiamos atrankos nustatymo strategija apima tris etapus.
Pirma, tiriama daug pasirinktos populiacijos ar tiriamyjy grupés genomo
sri¢iy vienu metu, pavyzdziui, viso genomo VNP arba tam tikro ilgio genomo
fragmentai (angl. genomic windows). Antra, pasirenkamas apibendrinamasis
(angl. summary) statistinis metodas, leidZiantis nustatyti tam tikras teigiamos
atrankos Zzymes kiekvienoje srityje. Galiausiai, gauti statistiniai jverciai
lyginami su jverciais, darant prielaida, kad didZioji genomo sritis yra neutrali,
arba su empiriniu genomo variacijos pasiskirstymu. Pastarasis lyginimas
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atlickamas siekiant nustatyti gamtinés atrankos Zymiy statistiniy parametry
i8skirtis tiriamoje populiacijoje [32].

Egzistuoja daugybé metody, leidzianciy jvertinti gamtinés atrankos
poveikj ir jos palickamas Zymes genomuose. Sie metodai varijuoja nuo
paprastesniy, apibendrinamyjy statistiniy iki inovatyvesniy, pavyzdziui,
naudojami Bajeso ar ma$ininio mokymosi metodai. Nors esama ir sudétingy
analizés metody, didzioji dalis statistiniy jrankiy sukurti klasikinéms gamtinés
atrankos zymeéms nustatyti (1.1 pav.), kai pokytis atsiranda de novo, jo daznis
greitai padidéja ir (beveik) pasiekia fiksacija. Tokie metodai paremti
neutralumo vertinimu, Kkuris remiasi aleliy dazniy spektru (pavyzdziui,
Tajimos D testas [33], Fay ir Wu H testas [34], Fu ir Li D bei F testai [35]).
Taip pat gali buti naudojama kita strategija, vertinanti nejprastg
nepusiausvyros sankibos profilj genome. Tokios strategijos metody
pavyzdziai — iSpléstinis haplotipy homozigotiSkumas (angl. extended
haplotype homozygosity) [36] ir integruotas haplotipy jvertis (angl. integrated
haplotype score) [37]. TreCioji analizés strategija paremta populiacijos
struktira, kai lyginamas aleliy dazniy skirtumas tarp populiacijy, pavyzdziui
Fst [38, 39] ar sri¢iai specifinis sekos ilgio metodas (angl. locus-specific
branch length) [40]. Visy §iy metody pagrindinis trikumas — statistiSkai
vertinama tik viena pasirinkta gamtinés atrankos zymé, nors svarbus
kompleksinis Siy zymiy vertinimas. Vis délto egzistuoja ir $iy metody
kombinacijy,  pavyzdziui, tarppopuliacinis  i$pléstinis  haplotipy
homozigotiskumo metodas [41] ar daugybiniy Zymiy testas (angl. composite
of multiple signals test) [42], taiau jie reikalauja didesniy kompiuteriniy
resursy. Kitas metody truikumas susijges su duomeny statistiniu haplotipy
sudarymu i§ genomo duomeny (angl. phasing) ir jy panaudojimu.
Nepusiausvyra sankiba gristiems metodams reikalingas haplotipy jvertinimas
ir rekombinacijos zemélapis. Siuose analizés etapuose atsiradusios klaidos
gali lemti netikslius gamtinés atrankos nustatymo rezultatus. Be to, genomo
heterogeniskumas, vykstant gryninanciai atrankai [43], mutacijy daZznis,
genomo struktiiring variacija ir rekombinacijos daznis taip pat gali turéti jtakos
klaidingam kandidatiniy gamtinés atrankos veikiamy genomo sriciy
jvertinimui [44]. Sie ir kiti metodai susisteminti ir apzvelgti 1.1 lenteléje ir
1.1 paveiksle.
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1.1 lentelé. Apibendrinti tradiciniai teigiamos gamtinés atrankos poveikio vertinimo
metodai

Ivertis / testas Statistinio modelio aprasas Literatiiros Saltinis

Nukleotidy jvairovés jverciai

Nukleotidy  jvairovés israiska — Jukes ir Cantor (1969)
vidutinis nukleotidy skirtumy skai¢ius [45]; Nei ir Gojobori
genomo pozicijoje. (1986) [46]

Watterson (1975) [47];
Tajima (1983, 1996)
[48, 49]

Atrankos nustatymo metodai, paremti aleliy dazniy poky¢iais ir variabilumo lygiu
Polimorfizmy skaiCius, esant

vidutiniam poriniam skirtumui (angl.

mean pairwise difference), tarp seky.

Skaiciuoja skirtuma tarp 7 ir 0. Veikiant

gamtinei atrankai, §ios dvi reikSmés yra

lygios viena kitai, todél Tajima D lygi

Tikétiny polimorfiniy genomo pozicijy
proporcija.

nuliui. Jei reik§mé néra artima nuliui, tai

rodo nukrypimg nuo aleliy dazniy

Tajima D Tajima (1989) [33]

pasiskirstymo. Teigiamos reikSmés
reiskia padidéjusj vidutinio daZnio
aleliy skaiciy, kuris gali buti butelio
kaklelio efekto ar subalansuotos
atrankos priezastis. Neigiamos reik§més
reiskia mazo daznio aleliy pertekliy,
kurj galéjo lemti populiacijos ekspansija
arba teigiama gamtiné atranka.
ISvestiniy genomo varianty skaicius
nustatytas méginyje tik karta, palyginti
su  bendruoju iSvestiniy genomo
Fuir LiD varianty skai¢iumi. Metodas panaSus j  Fu ir Li (1993) [35]
Tajima D, taciau leidzia genome atskirti
senus ir naujus pokycius, atsizvelgiant j
ju atsiradimo vieta genealogijos $akose.
ISvestiniy genomo varianty skaicius,
nustatytas méginyje tik karta, esant
vidutiniam poriniam skirtumui tarp
seky.

ISvestiniy, aukSto ir Zemo dazniy
genomo varianty skai¢iaus palyginimas
su vidutinio daznio varianty skai¢iumi.
ISskirtinai didelis auksta daznj turinéiy

FuirLi F Fu ir Li (1993) [35]

Fay ir Wu H

Fay ir Wu (2000) [34]

aleliy skaiCius yra teigiamos gamtinés
atrankos indikatorius.
Atrankos nustatymo metodai, paremti nepusiausvyros sankibos nustatymu
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Ivertis / testas Statistinio modelio aprasas

Paremtas aleliy dazniy skaiciavimu
regionuose, esanciuose dideléje
nepusiausvyroje sankiboje. Tinkamas
gamtinés atrankos Zyméms nustatyti,
kai haplotipai yra vidutinio (50-80 %)
Integruotas daznio, taiau prastai nustato auksto
BV O RO W M daznio  sritis ar  sritis, pasiekusias
iHS fiksacija. Smarkiai teigiamos ir smarkiai
neigiamos iHS reikSmés reiskia, kad
ilguose  haplotipuose  atitinkamai
nustatyti arba protéviy kilmeés (angl.
ancestral), arba i$vestinés kilmés (angl.
derived) aleliai.
Paremtas ilgy, didelio daznio haplotipy
populiacijoje analize, norint nustatyti
netolimos gamtinés atrankos zymes.
ISpléstinis Apibréziamas kaip tikimybé nustatyti
haplotipy dvi atsitiktinai pasirinktas
LA |01 EOel  chromosomas, kuriose dominantis VNP
EHH ar haplotipas yra identiski pagal kilme.
Turi daugiau galios nustatyti auksto
(>80 %) daznio haplotipus, veikiamus
gamtinés atrankos.

Literaturos Saltinis

Voight et al (2006) [37]

Sabeti et al (2002, 2007)
[36, 41]

Atrankos nustatymo metodai, paremti populiacijos diferenciacija

Matuoja viduting geny tékme, paremty
aleliy dazniu. Intepretuojamas kaip
heterozigotiskumo sumazejimas
populiacijose, palyginti su teorine
reikSme, veikiant atsitiktiniam
kryzminimuisi. Esant atrankos
neutralumui, Fst veikiamas geny dreifo
ir migracijos.

Hudson et al (1992) [38]

Naujos kartos sekoskaitos metodas leido detaliau analizuoti skirtingy
geografiniy vietoviy populiacijy, prisitaikiusiy prie skirtingy aplinkos salygy,
genomus. Atsizvelgiant j gautus gausius pirminius duomenis (palyginti su
VNP zymeny genotipavimo metodo ar egzomo sekoskaitos metu gaunamais
duomenimis), pastebéta, kad egzistuojantys gamtinés atrankos statistiniai
metodai reikalauja dideliy kompiuteriniy (atminties ir (ar) skaiiavimy

pajégumo) resursy. Tradiciniai gamtinés atrankos nustatymo metodai gali bti
naudojami ir viso genomo duomenims analizuoti, taiau dauguma metody
naudoja ,,slenkanc¢io lango* (angl. sliding-window) principg, analizuodami
genomg fiksuoto dydzio fragmentais, todél negalima nustatyti bendrosios

gamtinés atrankos veikimo masto [50].
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Minétai problemai spresti gali baiti taikytini pazangesni jrankiai,
naudojantys sudétinio tikétinumo santykio (angl. composite likelihood ratio)
metoda, pavyzdziui, SweepFinder [8] ar SweeD [51], taciau S$iy metody
trikumas — ilgas atlickamy skai¢iavimy laikas. 2018 m. sukurtas naujas
jrankis RAISD (padidinto tikslumo gamtinés atrankos Zymiy nustatymo
jrankis, angl. Raised Accuracy in Sweep Detection) naudoja p reikSme,
leidzian¢ig jvertinti teigiamos gamtinés atrankos poveikio stipruma [52]. Si
reik§mé vertina genomo regionus, remdamasi VNP vektoriy skaifiavimu,
sujungdama pagrindines tris, ankséiau aptartas, gamtinés atrankos Zymes:
aleliy dazniy pokycius, iSkreipta srities dazniy spektrg ir specifinj
nepusiausvyros sankibos profilj. Be to, kad $is metodas sujungia ir analizuoja
kelias gamtinés atrankos Zymes, kiti $io metodo privalumai yra santykinai
trumpas, palyginti su kitais metodais, analizés laikas ir didesnis tikslumas
(didesnis 1,66 karto, palyginti su minétais SweepFinder ar SweeD jrankiais)
bei specifiskumas (didesnis 4,27 karto, palyginti su minétais SweepFinder ar
SweeD jrankiais) dél VNP vektoriy skai¢iavimo metodikos. Minétina ir tai,
kad Sis metodas, palyginti su kitais naudojamais gamtinés atrankos poveikio
nustatymo metodais, reikalauja santykinai nedideliy kompiuteriniy resursy
(iprastai keliy megabaity), net ir esant dideliems duomeny kiekiams [52]. Dél
minéty priezasCiy pastarasis metodas pasirinktas Siame tyrime gamtinés
atrankos poveikiui vertinti. Tai pirmas kartas, kai minétas metodas taikomas
bendrosios lietuviy populiacijos ir Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojy teigiamos gamtinés atrankos veikiamoms genomo sritims
analizuoti.

1.4. Teigiamos gamtinés atrankos tyrimai pasaulyje ir Lietuvoje

Vis lengviau prieinami plataus masto genomo duomenys lemia jvairiy GWAS
tyrimy gausg. ISaugo ir minéty tyrimy skaiCius skirtingy populiacijy
adaptacijos tema. Sie tyrimai leidzia daryti jzvalgas apie naujus kandidatinius
genus ir jy tarpusavio sgveikas, dalyvaujancias adaptacijos prie skirtingy
aplinkos salygy, mitybos ir ligy procesuose.

Remiantis archeologiniy radiniy ir genomo tyrimy jrodymais, galima
teigti, kad anatominiu pozitiriu $iy laiky Zmogus kilo i§ Afrikos prie§ kelis
Simtus takstan¢iy mety ir greitai iSplito pasaulyje, prisitaikydamas prie vis kity
aplinkos salygy [53]. Sios migracijos pagrindiné pasekmé buvo skirtingo
gamtinés atrankos spaudimo poveikis besiformuojan¢ioms subpopuliacijoms.
Dél Sio spaudimo susiformavo tokie svarbiis zmoniy pozymiai, kaip
termoreguliacija Salto klimato zonose, prisitaikymas prie hipoksijos
auks§tumose ar zmoniy, gyvenanc¢iy mazai saulétose vietovése, $viesi oda [54].
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Minéti poZymiai pagerino zmoniy prisitaikyma prie aplinkos salygy, t. y. lémé
geresn¢ jy adaptacija. Gamtinés atrankos veikiamy genomo sriCiy
identifikavimas ne tik paaiskina, kaip adaptacija formuoja genomo variacijg
skirtingose populiacijose, bet ir suteikia svarbiy Ziniy apie $iy genomo sriciy
jtakg fenotipui ir biologine funkcija.

Be jau minéty Zzmogaus evoliucijai ir adaptacijai reikSmingy savybiy,
nustatyta ir Kity pozymiy, kurie, veikiant gamtinei atrankai, 1émé geresnj
zmoniy prisitaikyma ir iS§gyvenamumg. Pavyzdziui, mokslinése publikacijose
minima, kad genai, turintys mazesnj nesinoniminiy poky¢iy daznj (tai rodo
gryninanc¢ios atrankos poveikj), tiesiogiai koreliuoja su mendeliniy ligy
pasireiskimo dazniu [55]. Taip pat nustatyta, kad dauguma geny, veikiamy
teigiamos gamtinés atrankos, dalyvauja procesuose, susijusiuose su véZziniais
molekuliniais mechanizmais [56]. Be to, nustatyti genai, veikiami teigiamos
gamtinés atrankos ir galimai turintys jtakos daugiaveiksniy ligy, pavyzdziui,
Sirdies ir kraujagysliy ligy (MMP3, CYP3A, AGT genai) [57-59], Il tipo
diabeto (CAPN10 genas) [60], astmos (IL13, IL4, IL1A genai) [61-63],
etiopatogenezei. Tai tik keli pavyzdziai, sietini su ligomis, — teigiamos
gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy sgrasas nuolat pildomas daugéjant
statistiniy analizés metody ir gamtinés atrankos tyrimy. Skirtingais
statistiniais analizés metodais nustatyty teigiamos gamtinés atrankos veikiamy
genomo sriéiy skai¢iaus analizé parodé, kad yra nustatyta daugiau kaip 2 000
geny, veikiamy teigiamos gamtinés atrankos ir siejamy su daugybe fenotipiniy
pozymiy [64].

Kiekviena  populiacija  iSsiskiria  jai ~ budingomis  genomo
charakteristikomis, galin¢iomis lemti skirtingg polinkj i ligas ar skirtingas
adaptacines savybes. Lietuviy populiacija yra genetiskai artima kaimyninéms
Europos populiacijoms, tokioms kaip slavai ar finougrai [65]. Y chromosomos
haplogrupiy analizé jvardija genetinj lietuviy populiacijos panasumg j estus ir
latvius [65]. Isvardytos populiacijos veikiamos pana$iy aplinkos veiksniy ir
gamtinés atrankos jégy spaudimo, todél ju genomo charakteristikos yra
artimos. Vis délto svarbu i8siaiskinti ir tik lietuviy populiacijai biidingus
genomo bruozus. Jau esama tyrimy, analizuojanciy lietuviy etnolingvistiniy
grupiy geneting struktiirg [66] ar nagringjanciy teigiamos gamtinés atrankos
veikiamy genomo sri¢iy poveikj [67], taciau tokiy tyrimy vis dar nedaug.
Svarbu testi minétus tyrimus, siekiant nustatyti populiacijos unikaluma
lemiancius genomo veiksnius.

Remiantis lietuviy populiacijos tyrimais, galima teigti, kad tarp
didZiausig teigiamos gamtinés atrankos poveikj patirian¢iy genomo sriciy yra
genai, susije su mitybos jproc¢iais (PNLIP, PPARD), odos pigmentacija
(SLC24A5, TYRP1, PPARD) ir imuniniu atsaku (BRD2, HLA-DOA, IL26,
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IL22) [68]. Is viso nustatytos 36 genomo sritys, galimai veikiamos netolimos
teigiamos gamtinés atrankos [67]. Rezultatai rodo, kad teigiama gamtiné
atranka veikia ir formuoja tam tikrus lietuviy populiacijos gyvensenos
jprocius ir bruozus, susijusius su adaptacija (pavyzdziui, odos pigmentacija).
Iki Siol atliktuose teigiamos gamtinés atrankos lietuviy populiacijoje
tyrimuose naudoti tradiciniai (Fsr, iSpléstinio haplotipy homozigotiskumo,
Tajimos D) statistiniai metodai. Siekiant praturtinti esamus rezultatus, $iame
tyrime teigiamai gamtinei atrankai nustatyti taikytas naujas statistinis
metodas — RAISD [52] jrankis. Tyrimo metu analizuotas teigiamos gamtinés
atrankos poveikis statistiskai reik§Smingiems poveikio genomo variantams,
nustatytiems bendrojoje lietuviy populiacijoje taikant asociacijy analizg. Tai
nauja strategija, sujungianti asociacijos ir teigiamos gamtinés atrankos
poveikio nustatymo metodus ir leidZianti nustatyti galimg poveikio genomo
varianty naudinguma fenotipui. Genomo jvairovés apibudinimas nedidelése
populiacijose, tokiose kaip lietuviy, yra svarbus, norint suprasti populiacijy
skirtumus, o tai gali biiti naudinga norint suprasti biologinius adaptacijos,
i$gyvenamumo, daugiaveiksniy pozymiy ir ligy mechanizmus.

1.5. ISoriniy aplinkos veiksniy jtaka genomui ir adaptacijai —
Cernobylio katastrofos pavyzdys

ISoriniai aplinkos veiksniai yra vieni i§ pagrindiniy gamtinés atrankos
spaudimo (angl. selective pressure) jégy. Anksciau aptarti termoreguliacijos,
prisitaikymo prie hipoksijos aukstose vietovése, odos pigmentacijos
pavyzdziai rodo, kaip aplinkos veiksniai gali daryti tiesioging jtaka
populiacijy genomams ir fizinéms savybéms. Kei¢iantis aplinkai ir vykstant
kataklizminiams reiSkiniams, tokiems kaip ekologinés katastrofos, kazkada
buve protekciniai variantai gali tapti zalingi, todél vyksta mikroevoliuciniai
procesai, galintys lemti prisitaikyma prie populiacijos genetinés architektiiros
virsmo [15]. Kataklizminiy jvykiu metu veikiantis gamtinés atrankos
spaudimas gali santykinai per trumpa laikg pakeisti populiacijos savybes, nes
ji turi greitai adaptuotis prie kilusios grésmés. Genomo nesugebg¢jimas
prisitaikyti gali sukelti jvairiy pasekmiy, pavyzdziui, ligy, lemianéiy didelj
mirtinguma, paplitimag [16-18].

Zmonija nuolat patiria DNR pazaidas sukelianéiy veiksniy poveiki, tai
turi jtakos sveikatai. Egzistuoja pazaidy taisymo mechanizmai, kurie tiesiogiai
18taiso atsiradusia pazaida arba lemia lagstelés tolerancijg Siai pazaidai, taip
padidindami lastelés iSgyvenamumo tikimybe. Sutrikusi $iy mechanizmy
veikla sutrikdo lastelés homeostazg ir sukelia genomo nestabiluma, todél gali
lemti, pavyzdziui, vézines ligas [69] ar prieslaikinius senéjimo procesus [70].
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Egzistuoja DNR paZzaidy taisymo, pazaidy tolerancijos, lastelés ciklo patikros
punkty ir I1gsteliy ztties mechanizmai, kurie funkcionuoja kartu, kad istaisyty
ar susvelninty DNR pazaidy poveiki. Mokslingje literatiiroje aprasomi penki
pagrindiniai DNR pazaidy taisymo mechanizmai, aktyvis skirtingose lastelés
ciklo stadijose: baziy eksciziné reparacija (angl. base excision repair),
nukleotidy eksciziné reparacija (angl. nucleotide excision repair), nesutapimy
taisymo (angl. mismatch repair), homologiné rekombinacija (angl.
homologous recombination) ir nehomologinis galy sujungimas (angl.
nonhomologous end joining) [71]. Sie mechanizmai yra kertiniai, palaikant
genomo stabilumg lgsteléje, Salinant DNR pazaidas. To nepadarius, lastelése
pradeda kauptis mutacijos ar gali buti stabdomi metaboliniai lgstelés procesai,
tokie kaip replikacija ar transkripcija. Visa tai sukelia lastelés senéjima ar ziitj
(1.3 pav.).

DNR Toksinai ‘ Oksidacinis stresas Jonizuojanti spinduliuoté
< Alkilinantys veiksniai Elektrofilai UV poveikis
PAZAIDY (agentai) ‘ KryZminio jungimosi veiksniai
VEIKSNIAI Baziy deamininimas Aromatinés grupés
Replikacijos klaidos ‘ Karstis / Saltis
\ Hipoksija
m ‘ m
4]
G i I
DNR
PAZAIDU
TIPAIL ‘ .
Baziy nesutapimai Toksinai Toksinai
Uracilas Alkilinantys veiksniai Alkilinantys veiksniai
Nesuporuota bazé Baziy deamininimas Baziy deamininimas
Cheminés grupés prijungimas Replikacijos klaidos Replikacijos klaidos
DNR PAZAIDY Baziy ekscizinés Nukleotidy / Baziy ekscizinés
TAISYMO Nesutapimy taisymo reparacijos ) _reparacijos
MECHANIZMAL|  Baziy ekscizinés reparacijos Viengrandziy / ViengraridZin | Dvigrandéin trokiy
[ 4 i 0k _ taisymo_
Dv1grarydzn1 trikiy Panaudojant DNR polimerazg (angl.
[ taisymo translesion synthesis)

1.3 pav. DNR pazaidas sukelianciy veiksniy, DNR paZaidy ir jy taisymo
mechanizmy schema. Skirtingi DNR pazaidas sukeliantys veiksniai lemia skirtingas
DNR pazaidas, kurias taiso skirtingi DNR pazaidy taisymo mechanizmai (parengta
pagal N. Chatterjee ir G. C. Walker;j (2017) [71]).

Vienas i§ veiksniy, sukelian¢iy DNR pazaidas, yra jonizuojancioji
spinduliuoté (JS). Jonizuojancioji spinduliuoté — tai auks$ta energetinj
potencialg turinti spinduliuoté, kuri geba atpalaiduoti elektronus i§ atomy ir
molekuliy taip sugeneruodama jonus, kad jie gali nutraukti kovalentinius
ry$ius. Jonizuojancioji spinduliuoté tiesiogiai veikia DNR struktiira,
sukeldama viengrandzius ar dvigrandzius DNR triikius. Sig genetinés
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medziagos pazaida nelengva istaisyti, todél ji gali lemti genetinés medziagos
praradima lastelés dalijimosi metu ir lastelés zatj. Netinkamai iStaisyta
pazaida gali lemti mutacijas ir vézinius procesus [72]. JS taip pat veikia ir
netiesiogiai, susidarant reaktyvioms deguonies formoms (angl. reactive
oxygen species), galincioms DNR molekulés struktiroje pakeisti ar i§ jos
pasalinti heterocikling baze ir sukelti viengrandzius DNR trikius. Taip
galiausiai sukeliama apoptozé (1.4 pav.) [73, 74]. Taskiniai poky¢iai
(pavyzdziui, VNP) dazniausiai sukeliami veikiant nedideléms JS dozéms.
Vidutinés dozés sukelia skaitymo rémelio poslinkio pokycius (pavyzdziui,
vieno nukleotido intarpai ar iskritos), o didelés JS dozés gali lemti daugybiniy
poky¢iy atsiradima, dél kuriy gali biiti prarandami iStisi genomo fragmentai ir
genai juose [75].

Tiesioginis MNetiesioginis

poveikis poveikis

Laisvieji radikalai

Reaktyvios
deguonies formos

DAV DIN DA DIN

Apoplozé
ViengrandZiai Viengrandziai
ar dvigrandZiai ar dvigrandZiai
DNR tritkiai DNR trikiai

1.4 pav. Jonizuojanc¢iosios spinduliuotés poveikis DNR. Jonizuojancioji
spinduliuoté veikia tiesiogiai ir netiesiogiai, sukeldama DNR struktiiros poky¢ius ir
apoptozg.

Visame pasaulyje, taip pat ir Lietuvoje, dominuoja tyrimai, dideles JS
dozes gavusiy asmeny genomus tiriant citogenetiniais tyrimo metodais. Kiti
tyrimai analizuoja nedideles JS dozes (pavyzdziui, medicininiy intervencijy
metu) gavusiy asmeny genomus DNR lygmeniu. Iki §iol mazai tirti aukstas JS
dozes gavusiy asmeny genomai, esant didelei skiriamajai gebai. Unikaliy
populiacijy, patyrusiy aukstas JS dozes kataklizminiy jvykiy metu,
pavyzdziui, iSgyvenusiy branduolines katastrofas (minétina HiroSima,
Nagasakis, Cernobylis), tyrimai molekuliniu genomo analizés lygmeniu,
vykdant genomo varianty analize¢ ir nustatant aleliy daZnius, jy rySius ir
susijusiy genomo sri¢iy tinklus, leisty nustatyti naujus ir padéty geriau suvokti
jau zinomus mikroevoliucijos (adaptacijos) procesy ir ligy mechanizmus. Be
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to, nagrinéjant ekologines katastrofas patyrusias populiacijas, atsiranda
galimybé atlikti plataus masto ekologinius ir evoliucinius tyrimus, Kuriy
nebiity jmanoma atlikti laboratorijoje simuliuojant mazesnes imtis.
Pavyzdziui, Cernobylio atominés elektrinés katastrofa leidzia atlikti i3samig
JS poveikio individams ir populiacijoms analiz¢ ekosistemos mastu.

Atominius sprogimus i$gyvenusiy populiacijy duomeny rinkiniai yra
pirmigji ir vis dar vieni svarbiausiy, leidZianciy jvertinti JS poveikj zmogaus
sveikatai. Antrojo pasaulinio karo metu (1945 m.) Japonija HiroSimos ir
Nagasakio regionuose patyré atominio ginklo poveikj. Sprogimai sukélé
smilgines bangas, iSskyré Siluming energija ir jonizuojanciaja spinduliuotg.
Viso to pasekmé — fiziniai suzalojimai, imis radiaciniai apsinuodijimai ir
jvairios létinés ligos, dél kuriy per pirmus metus po katastrofos zuvo apie
216 tikst. zmoniy [76]. Po katastrofos jsikiires Radiacijos poveikiy tyrimy
fondas (angl. Radiation Effects Research Foundation) iki dabar yra viena
didziausiy jstaigy, vykdanciy mokslinius tyrimus JS poveikio Zmonijai
tematika. Nustatyta, kad Zmonés, iSgyvene atominius sprogimus, turi didesn;j
polinkj sirgti tam tikry organy (ypac kraujodaros, skydliaukeés, krities) véziu
[77]. Aukstas JS dozes patyr¢ asmenys dazniau sirgo ir akiy, skydliaukeés,
Sirdies, psichikos ligomis [78]. Tyrimy metu nustatyta ir tai, kad JS neigiamai
veikia imunin¢ sistema [79]. Véziniai procesai tiesiogiai susij¢ su DNR
pazaidomis ir jy reparacijos mechanizmy disfunkcija, o minétos
daugiaveiksnés biuklés taip pat turi stipry genetinj komponenta, todél néra
abejoniy, kad JS veikia atominj sprogima iSgyvenusiy populiacijy genomus.
Kita vertus, atliekant genetinius Siy populiacijy tyrimus, daugiausia tiriami
aukstas JS dozes patyrusiy asmeny palikuonys. Kol kas néra nustatytas JS
poveikis atoming katastrofg iSgyvenusiy asmeny palikuoniy genomams [80].
Palikuoniy grupés analizé parodé, kad de novo VNP ir dideliy struktiiriniy
persitvarkymy dazniai néra padidéj¢ [81, 82], o tai leidzia daryti prielaida, kad
JS sukelti pokyciai genome néra perduodami ateities kartoms. Vis délto
palikuoniy epigenomas ar transkriptomas mazai nagrinéti, todél tai galéty bati
tolesniy tyrimy planas.

Kitas zmonijai radiacine prasme svarbus jvykis — 1986 m. Ukrainoje,
Cernobylyje, sugedus atominés elektrinés reaktoriui, jvykusi branduoliné
katastrofa. Apie 600 tukst. Zmoniy 1986-1990 m. laikotarpiu buvo jdarbinti
katastrofos padariniams likviduoti, todél patyré didelj ir ilgalaikj (ne smiiginj,
kaip HiroSimos ar Nagasakio atveju) JS poveikj [76]. Tarp Siy asmeny buvo
ir lietuviy. Pagrindinis Hiro§imos ir Nagasakio bei Cernobylio katastrofy
skirtumas — apSvitos tipas. HiroSimos ir Nagasakio atvejais atominis
sprogimas lémé smarky gama ir neutroninés spinduliuotés poveikj.
Cernobylyje imig apsvita keit¢ daugiausia nedideliy doziy gama spinduliy
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ilgalaiké vidiné apsvita (per augalinés ir gyvulinés kilmés maisto produktus,
vandenj, org). Sie skirtumai paaiskina ir skirtingy véziniy ligy daznuma
minétose populiacijose. HiroS§imos ir Nagasakio atvejais padaugéjo vaiky
leukemijos ir kriities véZio atvejy, o dél Cernobylio iSaugo skydliaukés
véziniy ligy skaicius [83]. Briansko (Rusija) teritorijoje, kur, jvykus
Cernobylio katastrofai, taip pat nustatytas didelis radioaktyvus uZter§tumas,
statistiSkai reik§mingai daugiau fiksuota naujagimiy jgimty anomalijy
(pavyzdziui, polidaktilija) [84].

Smarkiausiai Cernobylio katastrofa paveiké Ukraina, Baltarusija ir
Rusija. Siy $aliy teritorijose padaugéjo radioktyviy, apie 30 m. skilimo
pusperiodj turiniy cezio (**’Cs, 1¥4Cs), stroncio (°°Sr) radionuklidy ir kity,
trumpesnio skilimo pusperiodZio izotopy, pavyzdziui, jodo (*3!1) [85]. Tai, kad
Siy radionuklidy skilimo pusperiodis skai¢iuojamas deSimtmediais, reiskia,
kad jy poveikis bus jauciamas ilga laika, keliose Kkartose. Patekusiy per
vandenj ir maista, minéty radionuklidy poveikis tapo ilgalaikis. Ypac
kenksmingas stroncis, kuris ilgam laikui jsiterpia j kaulines struktiiras [86].

Cernobylio katastrofos likviduotojy ir Sios katastrofos padarinius
patyrusiy asmeny genomo tyrimai daugiausia apima citogenetinius tyrimo
metodus. Jvykus Cernobylio katastrofai, nustatytas padidéjes nestabiliy ir
stabiliy chromosominiy ir chromatidiniy persitvarkymy daznis, padidéjes
ziediniy, dicentriniy chromosomy skaiCius, o tai vienas i§ pagrindiniy
spinduliuotés sukeltos mutagenezés indikatoriy chromosomos lygmeniu [87,
88].

Daug genomo tyrimy atlikta vaikams, iSgyvenusiems Cernobylio
katastrofg arba gimusiems iSkart po jos. Nustatyta, kad vaiky, gyvenusiy
didelése JS uzterStumo teritorijose, chromosominiy pazaidy skaiCius yra
53 proc. didesnis negu pazaidy skaiciaus vidurkis neuzter$tose teritorijose
[89]. Vaiky, paveikty JS in utero, tyrimai taip pat atskleidé padidéjusi
chromosominiy pazaidy daznj. Dazniausi nustatomi poky¢iai — translokacijos,
inversijos ir delecijos [90]. Padidéjges chromosominiy pazaidy skaiCius
nustatytas tiek zemesnes, tiek ir aukstesnes JS dozes patyrusiems vaikams
[91]. Minétini ir baltarusiy vaiky, patyrusiy Cernobylio katastrofos padarinius,
tyrimai, atskleidg, jog net po 10 m. limfocituose yra padidéjes DNR trikiy ir
translokacijy kiekis [92]. Padidéjes chromosominiy pokyc¢iy kiekis nustatytas
ne tik didesnes JS dozes patyrusiy asmeny grupéje. Cernobylio ekosistemy
tyrimai rodo ir JS poveikj skirtingoms gyviiny ir augaly ri§ims [93]. Visa tai
atskleidzia JS poveikj Vvisos gyvosios gamtos ilgalaikiam genomo
nestabilumui.

Atkreiptinas démesys, kad molekuliniy genomo tyrimy minéta tema néra
daug, o ir atlikty tyrimy iSvados nevienareik§Smés. Minétinas 130 vaiky,
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gimusiy auksto JS uzterstumo zonose 1987-2002 m. laikotarpiu, viso genomo
sekoskaitos tyrimas. Gauti rezultatai patvirtino HiroSimoje ir Nagasakyje
atlikty tyrimy rezultatus, padidéjes de novo poky¢iy daznis nenustatytas [94].
Vis deélto kito tyrimo duomenys parodé, kad Cernobylio katastrofos
likviduotojy palikuonims mutacijy daznis statistiSkai reikSmingai padidéjes
[95]. Sis nevienareik§miskumas pagrindzia unikaliy populiacijy tolesniy
tyrimy molekuliniu lygmeniu svarbg.

Lietuva taip pat nukentéjo nuo Cernobylio katastrofos sukelty padariniy.
Radioaktyvieji debesys praslinko vir§ Lietuvos per pirmagsias paras po
avarijos, palikdami zymias radioaktyviyjy medziagy iskritas pietvakaringje ir
vakarin¢je Salies dalyje. Labiausiai nukentéjo Varénos, Alytaus, Neringos ir
Klaipédos rajonai. DidZiausia tar$a buvo radioaktyviuoju jodu, pasklido ir
dideli ilgaamzio radionuklido cezio kiekiai, kurio pédsaky grunte, misko
grybuose ir uogose nustatoma iki Siol. Radioaktyvaus cezio ir stroncio skilimo
pusperiodis yra apie 30 mety, todél Siy radionuklidy pédsaky vis dar galima
aptikti vietinés gamybos maisto produktuose, zuvyse [96]. Tai lemia
papildomg gyventojy apsvita.

Lietuva, kaip tyrimo objektas, unikali tuo, kad yra patyrusi Cernobylio
atominés elektrinés katastrofos padarinius ir dalyvavusi juos likviduojant.
Didel¢é dalis katastrofos likviduotojy serga jvairiomis ligomis, potrauminio
streso sutrikimu ar depresija [97]. Be to, aukstos JS dozés didina véziniy ligy,
skydliaukés, akiy ligy rizika [98]. Istyrus Estijos Cernobylio katastrofos
likviduotojus, nustatytas padidéjes Sios grupés asmeny mirtingumo daznis,
palyginti su bendrgja esty populiacija. Padidéjusio mirtingumo daZnio
priezastys — burnos ar ryklés vézys, vézinés ligos, sietinos Su gausesniu
alkoholio vartojimu, savizudybés [99]. Tarp likusiy gyvy Lietuvos Cernobylio
katastrofos likviduotojy (LCKL) yra ne tik sunkiai sergan¢iy ar kendianéiy
nuo priklausomybiy, bet ir santykinai sveikai senstan¢iy asmeny. Jie vertingi
kaip tyrimo objektas, nes iSgyveno ekstremaliomis saglygomis, adaptavosi prie
visa gyvenima besitgsianCiy JS ir kity katastrofos sukelty padariniy.
Potencialiai Sias savybes gali lemti unikali genomo variacija. Populiacijose
dazny genomo varianty pasiskirstymas ir patogeniniy varianty jsitvirtinimas
genome, vykstant gamtinei atrankai, yra svarbos iSgyvenamumui ir
ilgaamziSkumui.

Lietuvoje atlikti LCKL tyrimai leido nustatyti $iai tiriamyjy grupei
budingus statistiSkai reik§mingus genomo nestabilumo pokycius. I$vadose
akcentuojama tiriamyjy grupés tolesnio tyrimo svarba [100, 101]. Pagrindinés
chromosominés aberacijos dideles JS dozes patyrusiy LCKL grupéje, kaip ir
kity likviduotojy genomuose, — dicentrinés, ziedinés ar fragmentuotos
chromosomos. Patyrus dideles JS dozes, chromosominiy aberacijy kiekis
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ilgainiui mazéja [102], tagiau LCKL Igstelése, nepriklausomai nuo patirtos JS
dozés stiprumo, nustatytas aukStesnis negu jprasta citogenetiniy
persitvarkymy skaicius, net ir pra¢jus 8 m. po Cernobylio atominés elektrinés
katastrofos [100, 101]. Sios i§vados sutampa su anks¢iau aptarty tyrimy [87—
vientisumui ir lasteliy gyvybingumui palaikyti, todél reikalingi tyrimai ne tik
chromosominiu, bet ir DNR lygmeniu. D¢l Sios priezasties Siame tyrime buvo
siekta charakterizuoti unikalia LCKL genomo variacija, nustatyti poveikio
genomo Vvariantus ir identifikuoti $iai grupei unikalias, teigiamos gamtinés
atrankos veikiamas genomo sritis, turinCias jtakos Sios tiriamyjy grupés
adaptacijai prie ekstremaliy iSorés veiksniy.
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2. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI
2.1. Tyrimo eiga

Tyrimas vykdytas nuo 2018 m. spalio 1 d. iki 2022 m. rugséjo 30 d. Vilniaus
universiteto Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly instituto Zmogaus ir
medicininés genetikos katedroje (VU MF BMI ZMGK). Jgyvendintas
projektas ,,Apsauginiai DNR mechanizmai — plataus masto Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy viso genomo tyrimas“ (akronimas —
ADAPT) (Nr. S-MIP-20-35). Tyrimui atlikti i§duotas Vilniaus regioninio
biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas (Nr.2019/4-1119-612,
DNAPROTECT).

Tyrimui naudoti du bendrosios lietuviy populiacijos grupés duomeny
rinkiniai, gauti jgyvendinus §iuos projektus:

1) VU MF BMI ZMGK 2011-2015 m.vykdyta projekta ,Lietuvos
populiacijos genetiné jvairové ir sandaros kitimai, susije su evoliucija ir
dazniausiai paplitusiomis ligomis* (akronimas — LITGEN) (projekto nr.
VP1-3.1-SMM-07-K-01-013, bioetikos leidimo nr. 158200-05-329-79);

2) VU MF BMI ZMGK 2020-2022 m. vykdyta projekta ,.Senovés ir nauji
aleliai lietuviy genome: mutacijos, gamtiné atranka ir adaptacija“
(akronimas — ANELGEMIA) (projekto nr. S-MIP-20-34, bioetikos
leidimo nr. 2020/6-1243-724).

Visi tiriamieji pasira$é sutikimus dalyvauti biomedicininiuose tyrimuose.

Disertacijos tyrima sudaro trys dalys:

1) kandidatiniy poveikio genomo varianty paieska ir analizé bendrojoje
lietuviy populiacijos (LITGEN) grupéje, remiantis plataus masto VNP
Zymeny genotipavimo ir egzomo sekoskaitos duomenimis;

2) kandidatiniy poveikio genomo varianty paieSka ir analizé Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy (LCKL) grupéje ir gauty rezultaty
lyginimas su bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) grupés
rezultatais, remiantis plataus masto VNP Zymeny genotipavimo
duomenimis;

3) teigiamos atrankos veikiamy genomo sri¢iy analizé LCKL grupéje ir
gauty rezultaty lyginimas su bendrosios lietuviy populiacijos grupés
rezultatais (ANELGEMIA), remiantis viso genomo sekoskaitos
duomenimis.

Tyrimo metu naudotas Homo sapiens GRCh37 (hgl9) referentinis
genomas. Tyrimo strategija ir darbo eiga pateikta 2.1 paveiksle. Autorés
atlikty darby indélis pateiktas I priede.

33



- Lietuvos Cemobylio katastrofos likviduotoju (LCKL) veninio
TIRITAMOJI MEDZIAGA kraujo éminia, anketinés apklausos informacya

Kraujo leukocity fenolio—chloroformo—izoamilo alkoholio

DNR ISSKYRIMAS i3skyrimo metodas
GENOTIPAVIMAS. VNP zymeny lustus, LCKL 134 Viso genomo sckoskaita,
PANAUDOJANT tiriamieji LCKL 40 tiriamujy
N o 40 tir. LCKL
LITG]E__\I ng3 tir LCKL 93 lhf- LCKL teigiamos
poveikio yginimas su palyguimas ina
DUOMENU genomo varianty | | LITGEN 475 su LITGEN %ﬁm; ?gtgﬁkngg
ANALIZE analizé: 475 tir fir. remiantis 182 vyrais: sriciy
genotipavimo + poveikio kryptinga su palyginimas su
08 tir. egzomo genomo ligomis ANELGEMIA 25
sekoskaitos vananty siejamy geny tir. ir unikaliy.
duomenys katalogu analizé sriciu paief.k;i

2.1 pav. Tyrimo strategija ir darbo eiga (LCKL — Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojai, LITGEN — bendrosios lietuviy populiacijos tiriamieji, dalyvave
LITGEN projekte, ANELGEMIA — bendrosios lietuviy populiacijos tiriamieji, daly
vave ANELGEMIA projekte, tir. —tiriamieji)

2.2. Tiriamieji

Tyrimo metu surinkti 134 LCKL veninio kraujo éminiai ir §iy tiriamyjy
anketinés apklausos duomenys. Tiriamyjy grupe sudaré 128 vyrai ir 6
moterys, dalyvave Cernobylio atominés elektrinés katastrofos padariniy
likvidavimo darbuose. Tiriamieji yra Lietuvos Respublikos gyventojai, i8 jy:
116 — lietuviy, 13 —rusy, 2 — ukrainie€iy, 2 — baltarusiy, 1 — kazachy tautybés.
Daugiausia tiriamyjy gyveno Kauno apskrityje (n = 36). Visy LCKL grupés
tirlamyjy pasiskirstymas pagal gyvenamajg vieta Lietuvos apskri¢iy atzvilgiu
pateikiamas 2.2 paveiksle.

Naudojant skirtingus genomo zymenis, tyrimo duomenys buvo gaunami
netolygiai, tyrimas tesési visa doktorantaros ir disertacijos rengimo laikotarpj
(tiriamyjy skaiCius buvo papildytas jau pradéjus duomeny analizés etapa).
Siekiant kuo labiau suvienodinti Sio tyrimo metu lyginamas populiacijas
(pasalinant isskirtis, pavyzdziui, pagal lytj), disertacijoje pasirinkta j tolesne
analize jtraukti 93 LCKL vyrus (i§ 134 tirty asmeny).
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Telsiy Siauliy Panevézio

7 asm. 7 asm. 29 asm.
5 % 9 9
Klaipédos (%) (5%) (22 %)
14 asm. 1Utenos
(10 %) Tauragés (tigs;r/n)
0asm. 2
(0%) Kauno
36 asm.
0 A
Marijampolés (27 %) \gl;sl;us
6.asm. '
0,
(5 %) (4 %)
Alytaus
12 asm.
(9 %)

2.2 pav. Lietuvos Cernobylio atominés elektrinés katastrofos padariniy
likviduotoju grupés visy tiriamujuy pasiskirstymas pagal Lietuvos apskritis.
Daugiausia tiriamyjy — i§ Kauno ir Panevézio apskriciy.

Tiriamieji uzpildé dalyvio apklausos anketa (Il priedas (zr. 2.3 skyriy).
Tyrimo metu LCKL vidutinis amZius sieké 64 metus (amZius varijavo nuo 50
iki 78 m.).

Kaip jau minéta, tyrimui taip pat naudoti du bendrosios lietuviy
populiacijos grupés duomeny rinkiniai:

1. LITGEN projekto tiriamyjy grupe sudaré 475 asmenys (239 moterys
ir 236 vyrai). Vidutinis tiriamyjy amzius — 53 metai. Tiriamyjy veninio kraujo
méginiai surinkti 2011-2013 m. LITGEN projekto metu i$ atsitiktinai atrinkty
asmeny, priklausanciy skirtingoms Lietuvos etnolingvistinéms grupéms,
kuriy tévai ir seneliai gyveno toje pacioje etnolingvistinés grupés teritorijoje.
Genoming DNR i veninio kraujo éminiy i$skyre, plataus masto VNP zymeny
genotipavima ir egzomo sekoskaita atliko VU MF BMI ZMGK LITGEN
projekto vykdytojai. Disertacijoje pristatomam tyrimui panaudoti projekto
metu gauti genotipavimo ir egzomo sekoskaitos duomenys.

2. ANELGEMIA projekto tiriamyjy grupe sudaré 25 vyrai. Vidutinis
tiriamyjy amzius — 36 metai (amzius varijavo nuo 29 iki 49 m.). Tiriamyjy
veninio kraujo méginiai surinkti 2020-2022 m. ANELGEMIA projekto metu
i§ lietuviy tautybés asmeny, kuriy tévai taip pat yra Lietuvoje gyvenantys,
lietuviy tautybés asmenys, o seneliai gyvene Lietuvos teritorijoje. Genoming
DNR i§ veninio kraujo éminiy i§skyré VU MF BMI ZMGK ANELGEMIA
projekto vykdytojai. Disertacijoje pristatomam tyrimui panaudoti projekto
metu gauti viso genomo sekoskaitos duomenys.
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2.3. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy anketinés apklausos
duomeny rinkimas ir analizés strategija

Visi tiriamieji uzpildé dalyvio apklausos anketas. Sios anketos leido surinkti
informacija apie tiriamyjy vaidmenj likviduojant Cernobylio katastrofa,
buvusias darbo ir gyvenimo salygas, gautg jonizuojané¢iosios spinduliuotés
doze, gyvensenos jproCius, psichologine tiriamyjy bikle (Il priedas).
Psichologiné tiriamyjy anketinés apklausos dalis sudaryta remiantis HAD
skalés psichologiniu klausimynu. Sis klausimynas naudojamas nerimo
sutrikimg turintiems ir (ar) depresija sergantiems asmenims nustatyti.
Klausimyng sudaro keturiolika klausimy — po septynis klausimus, skirtus
atitinkamai nerimo sutrikimui ir depresijai jvertinti. Kai klausimyno suminé
depresijos ar nerimo sutrikimo klausimy reik§mé pasieké 11 ar daugiau,
laikyta, kad tirilamasis galimai serga depresija ir (ar) turi nerimo sutrikima.
Remiantis atliktais moksliniais tyrimais ir statistinio patikimumo jvertinimu,
HAD klausimynas yra patikimas jrankis depresijai ir nerimo sutrikimui
jvertinti [103].

Anketinés apklausos metu buvo renkamos ir tiriamyjy ligos istorijos. Tali
leido nustatyti tiriamyjy klinikine bikle. Sj darba atliko VU MF BMI ZMGK
dirbanti gydytoja-genetiké ir (ar) medicinos gydytoja. Surinkti duomenys
buvo apdoroti, apraSomoji statistiné analizé atlikta Microsoft Office Excel
programiniu jrankiu. Statistiniam reikSmingumui jvertinti naudotas Rstudio
v3.5.2 programinés jrang0s Rcmdr paketas. Anketiniy ir klinikiniy duomeny
analizé leido LCKL grupéje idskirti dazniausias ligy grupes. Tolesnei analizei
pasirinktos burnos ertmés ir psichikos ligy grupés, dél $iy ligy sasajy su LCKL
patirtais i$gyvenimais ir jonizuojan¢iosios spinduliuotés poveikiu. Be to,
tiriamyjy grupéje fiksuotas didelis $iy ligy daznis. Remiantis moksline
literatiira ir duomeny bazémis, sudarytas geny, siejamy Su burnos ertmés
ligomis, sarasas, kuris panaudotas kryptingai LCKL genotipavimo duomeny
asociacijy analizei atlikti (2.4.2.3 punktas). Psichikos ligy asociacijy analizé,
atrinkus asmenis, galimai turin¢ius psichikos sutrikimy, atlikta remiantis
anketinés apklausos duomenimis ir ligy istorijomis bei atlikus asociacijy
analize trimis skirtingomis kryptimis, i$skirstant LCKL grupés tiriamuosius j
pogrupius (detaliau zr. 2.4.2.3 skyriuje).

2.4. Genotipavimas, naudojant VNP Zymeny lustus

Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy genominé DNR i$skirta i3
kraujo leukocity fenolio—chloroformo—izoamilo alkoholio metodu. ISskirtos
DNR koncentracija ir Svarumas nustatyti NanoDrop ND-1000
spektrofotometru. Tyrimui naudoti DNR iSskyrimo bei koncentracijos ir
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$§varumo matavimo protokolai detaliai aprasyti dr. Ingridos Domarkienés
daktaro disertacijos | priede [104].

Lietuvos Cernobylio  katastrofos likviduotojy plataus masto
genotipavimas pagal VNP Zymenis atliktas VU MF BMI ZMGK, naudojant
Infinium OmniExpress—24v1.3 genominius lustus (714 238 VNP) ir lllumina
HiScanSQ sistemg. Genotipavimo procediira atlikta pagal dr. Ingridos
Domarkienés daktaro disertacijos II priede pateikiama protokola [104].

Genotipavimas bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) tiriamiesiems
atliktas VU MF BMI ZMGK darbuotojy, naudojant Illumina
HumanOmniExpress—12 v1.1 (719 666 VNP), lllumina HumanOmniExpress—
24 v.1.1-v.1.2 (713 599 VNP) genominius lustus.

2.4.1. Genotipavimo duomeny analizé
2.4.1.1. Poveikio genomo varianty katalogas

Siekiant atlikti kryptinga poveikio genomo varianty analizg, i§ ClinVar [105],
OMIM [106] duomeny baziy ir moksliniy publikacijy sudarytas poveikio
genomo varianty katalogas. Sj kataloga sudaré 144 genomo variantai (III
priedas). Pagrindiniai varianty jtraukimo i§ duomeny baziy | kataloga
kriterijai:

1) klinikinio reik§mingumo statusas duomeny bazése (protekcinis ar
neaiskios klinikinés reik§meés),

2) varianto pateikimo duomeny bazei skaiCius (angl. Count of
submission), jis sieké >1.

Varianty jtraukimo i§ moksliniy publikacijy kriterijai:

1) varianto poveikis geno funkcijai (variantas turi veikti geno funkcija;
daugiausia atrinkta funkcijos praradimo (angl. Loss-of-function) varianty),

2) varianto daznis (jtraukti reti ir dazni variantai). Varianty daznis —
svarbus Kkriterijus genomo variantams, siejamiems su adaptacija, identifikuoti.
Minéti variantai populiacijoje dazniausiai yra reti, taciau dél teigiamos jtakos
fenotipui jy gauséja ir jie vis labiau jsitvirtina populiacijoje. Dauguma minéty
varianty daznesni genuose, neatlickan¢iuose biologiSkai svarbiy funkcijy.
Taip iSvengiama gryninanCios gamtinés atrankos poveikio ir iSlaikomas
didelis daznis skirtingose populiacijose [107]. Dél Siy priezasCiy i genomo
varianty kataloga jtraukti tiek reti, tiek dazni genomo variantai.

I katalogg jtraukti genomo variantai siejami su skirtingomis
paveldimomis ligomis ir buklémis (IIl priedas). Sudarytas poveikio genomo
varianty katalogas buvo naudojamas tolesnéje, kryptingoje asociacijy
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analizéje, siekiant istirti poveikio genomo variantus, atrinktus is plataus masto
VNP zymeny genotipavimo duomeny.

2.4.1.2. Genotipavimo duomeny pirminé analizé (paruosimas)

Genotipavimo duomenims paruosti naudota GenomeStudio 2.0 programiné
jranga [108]. Pagrindiniai pirminés analizés etapai:

1. Naujas analizés projekto sukiirimas — pradiniy genotipavimo duomeny
ir papildomy faily (angl. Sample sheet failas .csv formatu, angl. SNP manifest
failas .bpm formatu) jkélimas.

2. Genotipavimo duomeny VNP grupavimas (klasterizavimas). Tai
pirminis duomeny kokybés kontrolés etapas, kurio metu apskaiciuojami
méginiy ir VNP Zymeny kokybés parametrai.

3. Prastos kokybés VNP zymeny pasalinimas. Pagrindiniai parametrai,
nurodantys VNP zymeny kokybe: identifikavimo daznis (angl. Call
frequency), jo reiksmé pasirinkta >0,97, GenTrain jvercio reik§mé, Kuo
artimesné 1, ClusterSep jvertis yra >0,4 [109]. VNP Zymenys, kuriy
ClusterSep jvertis maZesnis negu 0,27, pasalinti. Zymenys, kuriy ClusterSep
jvertis buvo tarp 0,27 ir 0,4, pergrupuoti ir jtraukti j tolesn¢ analize.

4. Prastos kokybés méginiy pasalinimas. Méginiai vertinti pagal genotipy
kokybés santykj (angl. Call Rate). Pasirinktas >97 % jvertis [110]. Dél prasto
genotipy kokybés santykio, atliekant tyrima, i§ LCKL 93 tiriamyjy grupés
pasalinti 2 meéginiai, i§ bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) 475
tirlamyjy grupés pasalinta 10 méginiy.

5. Jvesties faily, reikalingy tolesnei analizei, sukirimas .ped ir .map
formatais, naudojantis GenomeStudio programos papildomu jrankiu PLINK
Input Report Plug-in v2.1.4.

2.4.1.3. Genotipavimo duomeny antriné analizé

Antrinei analizei naudota PLINK v1.90 programiné jranga. Pirmiausia, atlikta
bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) grupés (465 tiriamieji) antriné
duomeny kokybés kontrolé, poveikio genomo varianty atranka i$
genotipavimo duomeny ir asociacijy Su kitomis Europos populiacijomis
analizé.

1. Bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) duomeny i§ skirtingy
genotipavimo lusty sujungimas. Tai atlikta PLINK v1.90 programos --merge
komanda, nurodant norimy sujungti faily sarasa .txt formatu.
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2. Chromosomy 0, 23, 24, 25 pasalinimas, naudojant komanding eilutg
plink --file --chr 1-22 --recode --out. Atliekant disertacijoje pristatoma tyrima,
dél lyties chromosomy analizés problematiskumo (jis kyla dél homologiniy
regiony tarp X ir Y chromosomy) pasirinkta analizuoti tik autosomas. 0
chromosoma jvesties (.map) faile zymi VNP Zymenis, nepriskirtus né vienai
chromosomai, 23 — X chromosoma, 24 — Y chromosomg, 25 — Zymenis,
priskirtus X ir Y chromosomoms (homologiniuose regionuose).

3. Kokybés kontrolé pagal jverc¢ius: --mind 0,1 (individy, kuriems triiksta
>10 proc. genotipo, pasalinimas); --geno 0,01 (VNP, kuriems triksta >1 proc.
genotipo, paSalinimas); --hwe 0,001 (VNP, kurie neatitinka HardZio-
Vainbergo pusiausvyros désnio, Kai p reiksmé <1073, pasalinimas). Atlikus
kokybés kontrole, toliau j analize jtraukti 421 bendrosios lietuviy populiacijos
(LITGEN) tiriamieji.

4. Poveikio genomo varianty filtravimas i§ genotipavimo duomeny,
panaudojant poveikio genomo varianty katalogg .txt failo formatu ir --extract
komanda. I§ 144 poveikio genomo varianty, esanc¢iy kataloge, tolesné analizé
buvo atlikta 46 VNP.

Kitame etape atlikta ir LCKL grupés tiriamyjy genotipavimo duomeny
analogiska analizé. Kokybés kontrolés parametrus po pirminés analizés etapo
atitiko 91 tiriamasis.

2.4.1.4. Genotipavimo duomeny statistinés analizés strategija

Genotipavimo duomeny statistiné analizé suskirstyta j du pagrindinius etapus:

1) bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupés
asociacijy analizé, prijungiant 98 tiriamyjy egzomo sekoskaitos duomenis (Zr.
2.5.1) ir lyginant juos su tam tikry Europos populiacijy duomenimis,

2) LCKL grupeés tiriamyjy duomeny asociacijy analize, jy lyginimas su
bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupés duomenimis.

Detali statistinés analizés schema pateikta 2.3 paveiksle.

Pirmojo statistinés analizés etapo metu apskaiciuoti poveikio aleliy ir
genotipy dazniai. Jie lyginti su bendrosios Europos (EUR) ir atskiry Europos
populiacijy (Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos gyventojy (angl. Utah
Residents with Northern and Western European Ancestry, CEU) ir suomiy i$
Suomijos (angl. Finnish in Finland, FIN) aleliy ir genotipy daZniais,
naudojantis 1 000 genomy projekto duomenimis [111], pasiekiamais NCBI
dbSNP duomeny bazéje [112]. Sios atskiros Europos populiacijos pasirinktos
remiantis moksliniu tyrimu, kurio metu nustatyta, kad Lietuvos populiacija
turi genomo evoliuciniy tapatumy su minétomis populiacijomis, o
kandidatiniy, teigiamos atrankos veikiamy genomo sri¢iy analizé¢ Siuos
tapatumus patvirtino [68]. Bendrosios Europos populiacijos duomeny rinkinj
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sudaré duomenys i§ Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos gyventojy,
suomiy i§ Suomijos, Anglijos ir Skotijos brity, Ispanijos ibery ir Italijos
toskanie¢iy subpopuliacijy. Skai¢iavimai atlikti naudojant PLINK v1.90 ir
Rstudio v3.5.2 programinés jrangos Rcmdr paketa (o = 0,05).

Antrojo statistinés analizés etapo metu LCKL duomeny analizé atlikta
keturiomis kryptimis (2.3 pav.). Prie§ atlickant LCKL ir bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) tiriamyjy duomeny palyginima, atskiri $iy tiriamyjy
duomeny rinkiniai po genotipavimo duomeny antrinés analizés etapo buvo
sujungti naudojantis PLINK v1.90 programos --merge komanda. Siame etape
¥? (--assoc komanda) ir FiSerio tikslaus (--fisher komanda) kriterijy (o = 0,05),
nepusiausvyros sankibos (--ld komanda, o =0,01) ir epistazés (--epistasis
komanda, o = 0,01) skai¢iavimai atlikti naudojantis PLINK v1.90 programine
jranga.

Palyginimas su EUR, CEU, FIN populiacijy
genotipy dazniais:
Bendrosios lietuviy . T C
populiacijos (LITGEN) Rstudio v3.5.2 - 2 ar Fiserio tikslusis kriterijai
genotipavimo ir sekoskaitos
duomeny kryptinga poveikio - o
varianty analize Palyginimas su EUR, CEU, FIN populiacijy aleliy
O EVAETER
PLINK v1.90 - %2 ar Fiserio tikslusis kriterijai

LITGEN visa tiriamyjy grupe, kryptinga
poveikio varianty analizé: PLINK v1.90 - y2 ar
Fiserio tikslusis kriterijai, nepusiausvyros sankibos ir
epistazes poveikio skaiciavimai

LITGEN tiriamyjy grupés vyrais, kryptinga
poveikio varianty analizé pagal amZiaus
i grupes: PLINK v1.90 - y2 ar Fiserio tikslusis
Lietuvos Cernobylio kriterijai
katastrofos likviduotojy

geno;;e;;:m%ggzumenq LITGEN 50-78 m. vyrais, visiems genotipavimo

duomenimis: PLINK v1.90 - daugybiniy
skaic¢iavimy korekcijos metodai (Bonferoni,
Holm, Sidak, Benjamini)

LITGEN tiriamyjy grupés 50-78 m. vyrais,
kryptinga su ligomis siejamy geny analizeé:
PLINK v1.90 -2 ar Fiserio tikslusis kriterijai

2.3 pav. Genotipavimo duomeny statistinés analizés schema. Analiz¢ sudaré dvi
pagrindinés dalys pagal tiriamyjy grupes, t. y. atlikta bendrosios lietuviy populiacijos
ir Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy genotipavimo duomeny analizé.
Statistiniai analizés jrankiai pasirinkti pagal i§sikelta hipoteze — Rstudio v.3.5.2 jrankis
naudotas genotipy dazniams palyginti, 0 PLINK v.1.90 jrankiu atliktas aleliy dazniy
palyginimas ir kiti skai¢iavimai.
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Atliekant LCKL ir bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) kryptinga,
su ligomis siejamy genomo varianty asociacijy analizeg, pasirinkta analizuoti
LCKL, kurie galimai turi burnos ertmés ligy ar psichikos sutrikimy. Sios
grupés atrinktos naudojantis anketinés apklausos ir ligy istorijy duomenimis —
LCKL grupéje fiksuotas didelis minéty bikliy daznis. Burnos ertmés ligy ir
VNP Zymeny asociacijy analizé atlikta sudarius su burnos ertmés ligomis
siejamy VNP ir jy geny sarasa i§ duomeny baziy bei mokslinés literatiiros. Sis
sgrasas .txt failo formatu panaudotas atlikti kryptingai 59-iuose genuose
esanéiy 909-iy VNP (IV priedas) asociacijy analizei. Tai jgyvendinta
panaudojus --extract komandg. Asociacijy analizé atlikta kohortos viduje,
lyginant LCKL, neturinéius burnos ertmés ligy, su $iy ligy turingiais LCKL.
Minéta analize siekta identifikuoti genus, kurie potencialiai turi sgsajy su
prasta LCKL burnos sveikata.

Tiriamyjy psichiné sveikata vertinta dvejopai: klinikinés apzitiros metu
renkant tirilamyjy ligy istorijos duomenis (taip surinkta informacija apie
LCKL psichikos ligas) ir taikant HAD skalés psichologinj klausimyng
(surinkta informacija i$skirtinai apie depresija ir nerimo sutrikimg). Gauti
duomenys panaudoti klinikinio fenotipo asociacijai su genetine variacija
nustatyti. Kontroling grup¢ sudaré 182 vyrai i§ bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN). Psichikos ligy asociacijy analiz¢ LCKL grupéje
atlikta trimis kryptimis (2.4 pav.): serganciy depresija, nerimo sutrikimu ir
apskritai turin¢iy psichikos sutrikimy asmeny duomenis lyginant su: 1)
LCKL, neturinéiy iy bikliy, duomenimis, 2) bendrosios lietuviy populiacijos
(LITGEN) tiriamyjy grupés duomenimis ir 3) neserganciy minétomis
buklémis LCKL duomenis lyginant su bendrosios lietuviy populiacijos
asmeny duomenimis, siekiant nustatyti genomo variantus, galimai turin¢ius
protekcinj efekta. Analizé atlikta visiems genotipavimo luste esantiems VNP
zymenims, siekiant nustatyti naujus, su psichikos ligomis siejamus genus ir jy
tarpusavio sgveikos mechanizmus.
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TIRIAMIEJI: LCKL

Serg_anﬁys: _ . . Nesergantys:

* Psichikos ligomis — 21 tir. * Psichikos ligomis — 71 tir.

* Depresija — 12 tir. * Depresija — 81 tir.

+ Nerimo sutrikimu — 17 tir. +Nerimo sutrikimu — 69 tir.
Palyginimas su LCKL, Palyginimas su LITGEN 50-78  Palyginimas su LITGEN
neturinciais siy baikliy (analizé  m. vyrais (182 tir., analizé tarp ~ 50-78 m. vyrais (182 tir.)
kohortos viduje) dviejy kohorty)

2.4 pav. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy (LCKL) psichikos ligy
asociacijy analizés schema. Psichikos ligos analizuotos trimis asociacijy analizés
pjuviais — atlikta serganciyjy analizé kohortos viduje (su neturinCiais psichikos
sutrikimy LCKL), serganéiyjy analizé tarp dviejy kohorty (su kontroline LITGEN
populiacija) bei sveiky LCKL palyginimas su kontroline LITGEN populiacija,
siekiant nustatyti genomo variantus, galimai saugan¢ius LCKL nuo psichikos ligy.
Kai kurie tiriamieji galéjo biiti priskirti kelioms skirtingoms grupéms.

2.4.1.5. Nustatyty statistiskai reikSmingy genomo varianty funkcinio
jvertinimo in silico jrankiais strategija

Siekiant jvertinti nustatyty statistiSkai reik§mingy poveikio genomo varianty
jtakg genomui ir fenotipui, variantai analizuoti pasitelkiant in silico analizés
jrankius ir mokslines duomeny bazes: Varsome [113], Uniprot [114], Ensembl
[115], ClinVar [105], OMIM [106]. Funkciniy molekuliniy sgsajy tarp geny
ieskota ir funkciniai geny tinklai generuoti GeneMANIA [116], STRING [117],
Humanbase [118], G:Profiler [119] in silico analizés jrankiais.

Ensembl duomeny bazé taip pat naudota bendrosios lietuviy populiacijos
(LITGEN) analizés metu nustatytiems statistiskai reikSmingiems poveikio
aleliams palyginti su skirtingomis primaty rasimis (Gorilla gorilla, Pongo
abelii, Theropithecus gelada ir Chlorocebus sabaeus), siekiant nustatyti, ar
poveikio alelis yra iSvestinés kilmés (ir potencialiai lemia protekcing
funkcijg). Siekiant pagristi ar paneigti nustatyty poveikio genomo varianty
galimg protekcinj vaidmenj, be naudoty in silico funkcinio reik§mingumo
jvertinimo jrankiy, hipotezei pastiprinti atlikta teigiamos gamtinés atrankos
analizé RAISD programine jranga [52] (zr. 2.5.2.1 poskyrj).
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2.5. Viso egzomo ir genomo sekoskaita

2.5.1. Bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) viso egzomo sekoskaita

Bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupés viso €gzomo
sekoskaita atlikta 98 lietuviy kilmés asmenims, panaudojant 5500 series
SOLiID™ sistema [66]. Sekoskaita atlikta VU MF BMI ZMGK darbuotojy.
Siam tyrimui naudoti LITGEN projekto egzomo sekoskaitos duomenys, juos
sujungiant ir atliekant asociacijy analiz¢ kartu su LITGEN projekto metu
gautais genotipavimo duomenimis.

2.5.2. Bendrosios lietuviy populiacijos (ANELGEMIA) ir Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy viso genomo sekoskaita

Bendrosios lietuviy populiacijos (ANELGEMIA) grupés viso genomo
sekoskaita atlikta 25, o LCKL grupés — 40 tiriamyjy. LCKL grupés atrankos
kriterijai viso genomo sekoskaitai:

1) patirtos jonizuojanéiosios spinduliuotés dozés dydis (jis turéjo biti
dokumentuotas ir kuo didesnis),

2) asmuo dirbo ir (ar) gyveno 30 km zonoje aplink Cernobylj, turéjo tai
jrodancius dokumentus,

3) darbo pobudis (jtraukti tiriamieji, dirb¢ pavojingiausius ir arCiausiai
Cernobylio atominés elektrinés vykdytus darbus).

Viso genomo sekoskaita ir pirminé pradiniy duomeny faily (.fastq)
kokybés kontrolé atlikta Genomikos ir transkriptomikos centre Vokietijoje
(angl. Center for Genomics and Transcriptomics (CeGaT)), naudojant
Illumina NovaSeq 6000 sekoskaitos sistemg (pagal sudarytg VU sutartj).

2.5.2.1. Bendrosios lietuviy populiacijos (ANELGEMIA) ir Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy kandidatiniy teigiamos gamtinés
atrankos veikiamy genomo sriciy analizés strategija

Teigiama gamtiné atranka lemia adaptacinius procesus populiacijoje, o §ios
atrankos veikiamy genomo sriciy iSaiskinimas padéty atsakyti i klausima,
kurios sritys yra naudingos asmens iSgyvenamumui. Siekiant pagristi ar
paneigti nustatyty poveikio varianty naudinguma ir jtaka tiriamosioms
populiacijoms, taip pat jvardyti kandidatines teigiamos gamtinés atrankos
veikiamas genomo sritis, badingas i$skirtinai LCKL, atlikta teigiamos
gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy analizé¢, naudojant laisvai
pricinamg RAISD v2.9 (angl. Raised Accuracy in Sweep Detection)
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programing jrangg [52]. Si programiné jranga bendrosios lietuviy populiacijos
ir LCKL analizei naudota pirma karta.

Pagrindinis minétos programinés jrangos privalumas — trijy svarbiausiy
zymiy (angl. sweep), padedanciy identifikuoti teigiamos gamtinés atrankos
veikiamas genomo sritis, sujungimas j vieng parametrg (). Pagrindinés
teigiamos gamtinés atrankos Zymés: 1) polimorfizmy skaiéiaus sumazéjimas
genomo  srityje, 2) genomo srities daZzniy spektro sumaZzéjimas,
3) nepusiausvyros sankibos lygio specifinis profilis (angl. pattern) genomo
srityje. Kiti panasiis jrankiai sukurti kiekvienai i$ $iy Zymiy atskirai nustatyti.
Be minétojo, Kiti RAISD privalumai yra santykinai nedideliy kompiuteriniy
resursy naudojimas analizei ir dideliy duomeny kiekiy apdorojimas per
santykinai trumpa laikg. Programiné jranga leidZia nustatyti teigiamos
gamtinés atrankos poveik] pasitelkiant genomo variacijg, egzistavusia
genomuose dar pries selekcinj spaudima (LCKL atveju — jvykusig katastrofa).

Analizei naudoti viso genomo sekoskaitos duomenys, gauti .vcf.gz failo
formatu. Pirminiame etape taip pat reikalingas bcftools v1.8 [120] programinis
jrankis, naudojamas skirtingy tiriamyjy .vcf failams sujungti j vienos
tiriamosios grupés (LCKL arba ANELGEMIA) failg. Tam atlikti panaudota
§$i komandiné eilut¢ (pavyzdziuose pateikiama bendrosios lietuviy
populiacijos (ANELGEMIA) analize):

bcftools merge -l ANELGEMIAmerge.txt -O v -0 merged ANELGEMIA. vcf,
kur .txt faile nurodytos norimy sujungti .vcf.gz faily direktorijos.
Tas pats veiksmas pakartotas su LCKL duomenimis.

Dél per didelio LCKL ir ANELGEMIA faily dydzio toliau atlikta atskirai
kiekvienos autosomos analizé. IS pirmame etape sugeneruoty jungtiniy faily
sugeneruoti atskiri failai kiekvienai chromosomai (i§ viso — 22 failai vienai
tirilamyjy grupei). Tai atlikta panaudojus komanding eilutg:

grep -w chrl mergedANELGEMIA.vcf > ANELGEMIAchrl.vcf.

Gautam pirmos chromosomos failui turi biiti sutvarkyta failo antraStine
(pirmoji) eiluté, todél panaudotos komandings eilutés:

head -1 ANELGEMIAchrl.vcf — parodo failo pirmg eilute, ji
nukopijuojama ir perkeliama j antrg komanda tarp <> zenkly;

sed -i '1s/#tcontig=<ID=chrl,length=249250621>//' ANELGEMIAchrl1.vcf.

Paruosiamas header.vcf failas, kuriame iSsaugota teisinga .vcf failo
antrastiné eiluté. Sis failas sujungiamas su pirmos chromosomos failu:

cat ANELGEMIAchrl.vcf >> header.vcf — §i komandiné eiluté perkelia
informacija i§ ANELGEMIAchrl.vcf i header.vcf faila, pastarasis failas
pervadinamas ANELGEMIAchr1H.vcf.

Galiausiai naudojama RAISD programing jranga, panaudojant komanding
eilute:
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RAISD -n ANELGEMIAchrl -I ANELGEMIAchrlH.vcf -X centromeros.txt -
R-P.

Sioje komandingje eilutéje -X argumentas i§ analizés pasalina pasirinktas
genomines sritis, kurios surasytos .txt faile. Disertacijoje pristatomo tyrimo
metu i§ analizés paSalinti tirty autosomy centromeriniai regionai, nes Siose
srityse dirbtinai padidinama p reikSmé dél galimai nedidelés genomo
variacijos ir techniniy p skai¢iavimo ypatybiy. Dél Sios priezasties tolesnéje
analizéje centromerai gretimi regionai, turintys dirbtinai padidinta p reikSme,
neinterpretuojami. D¢l programinés jrangos klaidos (angl. bug), 4 ir 16
chromosomose centromeriniai regionai nebuvo paSalinti, todél buvo
analizuoti rankiniu biidu, naudojant sugeneruotus RAISD_Report failus.

Nurodyta komandiné eiluté sugeneruoja tris failus
RAISD_Info.ANELGEMIAchr1, RAISD_Report. ANELGEMIAchrl ir
RAISD_Plot. ANELGEMIAchrl.pdf. Report faile saugoma informacija apie
teigiamos atrankos veikiamy genominiy sri¢iy genomines pozicijas, trijy
pagrindiniy teigiamos gamtinés atrankos Zymiy jvercius ir jungtinio p
parametro reikSmes. Plot faile grafiskai vaizduojamas trijy pagrindiniy
teigiamos gamtinés atrankos Zymiy ir p jver¢iy (y asis) pasiskirstymas
tiriamoje chromosomoje genominés pozicijos atzvilgiu (x asis). Visi Sie
etapai, pateikti pavyzdyje su bendrosios lietuviy populiacijos (ANELGEMIA)
duomenimis pirmai chromosomai, pakartojami visoms chromosomoms ir
LCKL duomenims. I§ viso sugeneruoti 44 faily rinkiniai (po 22 chromosomas
ANELGEMIA tiriamiesiems ir LCKL). Laikoma, kad teigiamos gamtinés
atrankos poveikis nustatytas, kai u > 0. Kuo didesné p reik§mé, tuo stipresnis
teigiamos atrankos poveikis genomo srityje.  Siekiant nustatyti
reikSmingiausias teigiamos gamtinés atrankos veikiamas genomo sritis, daryta
prielaida, kad didZioji dalis genomo yra neutrali, t. y. néra veikiama teigiamos
gamtinés atrankos, todél laikyta, kad reikSmingos genomo sritys yra turin¢ios
5 % didziausiy p jverciy — Sios sritys pasirinktos kaip kandidatiniai teigiamos
atrankos veikiami genomo regionai. Si 5 % didziausiy jveréiy reikime atitinka
p reik§mg ir yra naudojama kaip reik§mingumo slenkstiné verté [52].

Siekiant palyginti LCKL ir bendrosios lietuviy populiacijos
(ANELGEMIA) kandidatines teigiamos gamtinés atrankos veikiamas
genomo sritis bei surasti i$skirtinai LCKL badingas sritis, galimai turin¢ias
jtakos LCKL adaptacijai, panaudota komandiné eiluté:

RAISD -n commonoutlierschrl -CO RAiISD_Report.LCKLchrl 1 7
RAISD_Report. ANELGEMIAchrl 17 -COT 0.05 -COD 5000.

ReikSmingiausioms sritims nustatyti pasirinkta naudoti 5 % didziausia
jvertj turingias p reik§mes (COT argumentas; o = 0,05). Si komandiné eiluté
skirta bendriems teigiamos gamtinés atrankos veikiamiems regionams rasti.
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Generuojami keturi failai kiekvienai analizuojamai chromosomai. IS siy faily
analizei svarbiausias RAISD_CommonOutlierPlot.pdf. Vaizduojami du
grafikai, kuriuose pateikiamas p reik§miy palyginimas chromosomoje tarp
dviejy tiriamyjy grupiy (3.9 pav.). Raudona spalva pazymétos chromosomos
sritys, kuriose teigiama gamtiné atranka veikia abiejose tiriamyjy grupése.
Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojams unikalios teigiamos gamtinés
atrankos veikiamos chromosomos sritys vaizduojamos pilka spalva. Tikslios
srities genominei pozicijai nustatyti naudojamas RAiSD_Report failas. Siame
tyrime tolesnei genominiy sri¢iy analizei pasirinkta jtraukti unikalias LCKL
grupei teigiamos gamtinés atrankos veikiamas genomo sritis, turincias
auksciausig p reikSme.

RAISD_Report failas taip pat panaudotas siekiant jvertinti teigiamos
gamtinés atrankos jtaka i§ LCKL ir bendrosios lietuviy populiacijos
(LITGEN) genotipavimo (VNP zymeny lustais) duomeny nustatytiems
poveikio genomo variantams. Pagal turimg varianto genoming pozicija
minétame faile surandama teigiamos gamtinés atrankos sritis, j kurig patenka
analizuojamas variantas ir jvertinama p reik§mé chromosomos kontekste bei
u reik§meés reik§mingumas slenkstinés vertés atzvilgiu.

Genominiy sri¢iy analizei naudota UCSC genomo narsyklé [121], geny
funkcinei reikSmei jvertinti naudotos Ensembl [115], OMIM [109],
GeneMANIA [116], PopHumanScan [122], PANTHER [123], Gene Ontology
Browser [124], Human DNA Repair Genes [125] duomeny bazés ir jrankiai.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy anketinés apklausos ir
ligy istorijy duomeny apraSomoji statistiné analizé

Tiriamaja imtj sudare 93 LCKL — 50-78 m. vyrai. Lietuvos Cernobylio
katastrofos likviduotojai buvo i$siysti dirbti katastrofos likvidavimo darby j
auksciausio radioaktyvumo zong (apie 30 km nuo branduolinio reaktoriaus).
Sioje zonoje jie atliko jvairias uzduotis, turéjusias uzkirsti kelia radioaktyviam
uzterStumui plisti. Labiausiai zalingos veiklos buvo granito gabaly rinkimas
rankomis, atominés elektrinés teritorijos tvarkymas, jrangos, buvusios
elektrinés viduje arba arti jos, tvarkymas, dezinfekavimas. Kitos dazniau
vykdytos veiklos buvo transporto priemoniy j Cernobylio atomine elektriné ir
i$ jos vairavimas ar keliy tvarkymas.

Remiantis oficialiais duomenimis [126], likviduotojy 1986-1989 m.
patirtos jonizuojanciosios spinduliuotés (JS) dozés sieké iki 100 mSv. Sie
duomenys patvirtina gautus rezultatus, kad net 43 proc. LCKL patyré dozes
iki 100 mSv (3.2 pav). Minétina, kad duomenys apie patirtas JS dozes buvo
surinkti anketinés apklausos metu ir ne visada buvo patvirtinti dokumentais
(pavyzdziui, doz¢ jraSyta kariniame biliete), tod¢l galimi netikslumai. Dozgs,
aukstesnés negu 200 mSv, nustatytos 16 proc. LCKL.

Remiantis klinikinés apZziaros duomenimis (Il priedas, 66—83 klausimai),
matyti, kad daugiausia LCKL serga kraujotakos sistemos, jungiamojo audinio,
raumeny ir skeleto sistemos bei virskinimo sistemos ligomis. Sis dazniausiy
ligy grupiy pasiskirstymas (3.1 pav.) beveik sutampa su pasiskirstymu
bendrojoje lietuviy populiacijoje (2019 m. Lietuvos Higienos instituto
duomenimis) [127]. Dauguma minéty ligy susijusios su tiriamyjy amziumi.
Jdomu tai, kad tik keliems LCKL diagnozuoti navikiniai susirgimai, nors yra
zinoma, kad JS veikia kancerogeniskai. Be to, navikiniai susirgimai — viena
dazniausiy mirties prieZaséiy bendrojoje lietuviy populiacijoje tarp 45 m. ir
vyresniy asmeny [127]. Si prieSpriesa galéjo atsirasti dél unikalios, adaptyvios
LCKL genomy struktiiros arba dél LCKL grupés struktiiros (tikétina, kad
dauguma tiriamyjy, kuriems diagnozuota navikiniy susirgimy, jau yra mirg).
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LCKL tiriamyjy dalis procentais

3.1 pav. Dazniausiy ligu grupiy pasiskirstymas LCKL grupéje. X adyje
vaizduojama LCKL dalis procentais tam tikroje ligy grupéje. Kai kurie tiriamieji
priklauso kelioms ligy grupéms. Y asyje vaizduojamos ligy grupés.

Toliau charakterizuoti LCKL siekta atlikus ligy grupiy ir patirtos JS
asociacijy analize. Didzioji dalis LCKL (40 i§ 93; 43 %) patyré JS dozes iki
100 mSv. Sioje grupéje dominavo kraujotakos sistemos ligos (3.2 pav.).
Jonizuojanciosios spinduliuotés doze tarp 100 ir 200 mSv patyré 19 proc. (18
i§ 93) LCKL, Sioje grupéje dazniausios buvo akies ir jos priediniy organy
ligos. Virskinimo sistemos ligos dominavo 200—300 mSv JS dozes patyrusiy
LCKL grupéje (16 %; 15 i8 93). Asociacija tarp skirtingy ligy grupiy ir patirtos
JS dozés nebuvo nustatyta.
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Néra duomeny

Iki 100 mSv apie patirtag doze

3.2 pav. LCKL patirtos jonizuojan&iosios spinduliuotés doziy pasiskirstymas.
Procentai nurodo tiriamyjy dali, priklausomai nuo patirtos skirtingos
jonizuojanciosios spinduliuotés dozés. Diagramoje nurodytos dazniausios ligy grupés
skirtingose patirty jonizuojanéiosios spinduliuotés doziy grupése.

3.2. Bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) poveikio genomo
varianty analizé

Pirminiame tyrimo analizés etape siekta iSaiSkinti bendrajai lietuviy
populiacijai buidingus poveikio genomo variantus, genotipavimo ir egzomo
sekoskaitos duomeny analizei naudojant sudaryta poveikio genomo varianty
kataloga. IS 144 genomo varianty, esaniy kataloge, atlikus Hardzio—
Veinbergo pusiausvyros skai¢iavimus, j tolesne analiz¢ jtraukta 70 poveikio
genomo varianty. 39 variantai nustatyti ir genotipavimo, ir egzomo
sekoskaitos duomenyse, 7 variantai nustatyti iSskirtinai genotipavimo, 24 —
egzomo sekoskaitos duomenyse. Bendrojoje lietuviy populiacijos grupéje
(LITGEN) keturiy varianty aleliy dazniai statistiSkai reikSmingai skyrési,
palyginti su Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos gyventojy (angl. Utah
Residents with Northern and Western European Ancestry, CEU) ir suomiy i8
Suomijos (angl. Finnish in Finland, FIN) bei bendrosios Europos populiacijos
(EUR) duomenimis (3.1 ir 3.2 lentelés). Dviejy varianty (PPARG ir ADH1C
genuose) aleliy dazniy lyginimo su bendraja Europos populiacija rezultatas
buvo artimas statistiSkai reikSmingam. ApskaiCiuota p reik§mé gali kisti
priklausomai nuo imties dydzio, t.y. padidinus imties dydj, rezultatas gali
tapti statistiSkai reikSmingas arba nereikSmingas, todél j tolesn¢ analize
pasirinkta jtraukti ir galimai statistiSkai reikSmingus (artimus statistiniam
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reikSmingumui) rezultatus. Atlikus genotipy dazniy tarp minéty tiriamyjy
grupiy palyginima, statistiskai reikSmingy skirtumy nenustatyta.

3.1 lentelé. Poveikio variantai ir tiriamyjy skaifius. Tiriamyjy skai¢ius LITGEN
grupéje skiriasi priklausomai nuo naudoty duomeny rinkiniy analizei (genotipavimo,
egzomo sekoskaitos ar abiejy rinkiniy).

Genomo varianto

identifikacinis Genas Susijusi buklé LITGEN CEU FIN EUR

numeris
rs1801282 PPARG 11 tipo diabetas 168

rs13266634 SLC30A8 I1 tipo diabetas 464

rs11556924 ZC3HC1 Koronalrii;l: Sirdies 465
99 99 504
152274223 PLCE1 Stemplés vézys 463

SH2B1 Nutukimas 98

LITGEN — bendroji lietuviy populiacija, CEU — Siaurés ar Vakary Europos kilmés
Jutos gyventojai, FIN — suomiy i§ Suomijos populiacija, EUR — bendroji Europos
populiacija.

3.2 lentelé. Poveikio genomo varianty aleliy dazniy palyginimas tarp bendrosios
lietuviuy populiacijos (LITGEN) ir Europos populiacijy (CEU, FIN, EUR)

Gen'o mo HOMO HETERO HOMO
varianto . ALT REF MAF
identifikacinis | ©€"2S Pokytis>*  |LEF wTG) | MAF| 2
.4 5 46

NM_0013546682:
€34C>G EUF 111 118 387 0,161 0,120 3,632 0,05

rs1801 PPARG
FIN 18 43 38 0,399 4,839 0,03
NM_0011728152: 50 195 219 0318

13266634 VRSN
e c826C>T  CEL 6 36 57 0242 4387 0,04

NM_0012821901:
¢.1025G>A
NM_0011659792:
c.4856A>G
NM_0011458121:
c.1450A>G

NM_000669.5:
c.1048A>G

rs11556924 |WAek¥: (0] FIN 77 5 225 40 163 54 0408 0,253 16,642 <0,01

rs2274223 PLCEI EUF 65 59 223 222 175 222 0,381 0,338 3,919 0,04

rs7498665 SH2B1 EUF 19 52 36 227 43 224 0378 0,329 7,015 0,03

rs698 ADHIC EUF 25 93 48 221 25 189 05 0405 5878 0,05

“Visi poky¢iai yra i§ referentinio alelio j poveikio alelj, visi poveikio aleliai yra retieji
(angl. minor).

LEP — lyginamoji Europos populiacija (CEU ar FIN, ar EUR), kurioje pasiekta
statistinio reikimingumo, CEU — Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos gyventojy
populiacija, EUR — bendroji Europos populiacija, FIN — suomiy populiacija, LTG —
bendroji lietuviy populiacija (LITGEN), MAF — poveikio alelio daznis skirtingose
Europos populiacijy grupése, MAF LTG — poveikio alelio daznis bendrojoje lietuviy
populiacijos grupéje (LITGEN), HOMO ALT - homozigotiniy poveikio aleliy
genotipy skaic¢ius, HETERO — heterozigotiniy genotipy skaic¢ius, HOMO REF —
homozigotiniy referentiniy aleliy genotipy skaicius.
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Remiantis moksline literatiira, galima teigti, kad koduojamo baltymo
aminortgstis keiCiantys poveikio variantai galimai saugo nuo alkoholio
priklausomybés (ADHI1C, rs698), Il tipo diabeto (PPARG, rs1801282;
SLC30A8, rs13266634), koronarinés Sirdies ligos (ZC3HC1, rs11556924),
nutukimo (SH2B1, rs7498665) ir stemplés vézio (PLCEL, rs2274223).
Taikant laisvai prieinamus in silico analizés jrankius (Varsome, UniProt,
Ensembl), nustatyta, kad penki i$ SesSiy poveikio genomo varianty jvardijami
kaip nepatogeniniai arba rizika lemiantys (angl. risk-determining). Sie penki
variantai (PPARG: rs1801282, SLC30A8: rs13266634, ZC3HC1: rs11556924,
PLCEL: rs2274223, SH2B1: rs7498665) jtraukti ] poveikio genomo varianty
kataloga, sudaryta i§ moksliniy publikacijy [19, 27]. Publikacijose minéti
poveikio genomo variantai jvardyti kaip galimai protekciniai ir veikiami
teigiamos gamtinés atrankos.

Remiantis duomeny bazémis Ensembl, ClinVar ir OMIM, Sestasis
variantas (ADH1C, rs698) klasifikuojamas kaip protekcinis ir lemiantis
etanolio metabolizmo poky¢ius. Vis délto moksliniy tyrimy duomenys §iuo
atzvilgiu kontroversiski. Nustatyta, kad pokytis susijgs su létesniu etanolio
metabolizmu, o tai gali lemti pailgéjusj alkoholio vartojimo laikg ir didesniy
kiekiy suvartojima, siekiant norimo efekto. Taigi zmonéms, turintiems §;j alelj,
kyla didesné rizika ilgiau ir pertekliskai vartoti alkoholj [128, 129]. Nustatyta,
kad dazni VNP gali biiti atsakingi uz 30 proc. pozymio (priklausomybé
alkoholiui) variabilumo [130]. Nepaisant to, VNP, susijusiy su padidéjusiu
polinkiu j perteklinj alkoholio vartojima, tyrimai atskleidé nedidelj pavieniy
varianty reikSmingumga fenotipui ir §iy varianty sasaja su jvairiomis psichikos
buklémis [131]. Moksliniy i8vady nevienareikSmiskumas tik parodo
molekuliniy procesy, susijusiy su padidéjusiu alkoholio vartojimu, ziniy
stoka, o tai galimai padéty iSspresti dideli, aiSkiai charakterizuoti serganciyjy
ir kontroliniy grupiy duomeny rinkiniai. Analizés metu, remiantis duomeny
bazémis, taip pat nustatytas kalbamojo varianto protekcinis poveikis, nors
mokslinéje literatiiroje nurodoma kitaip. Todél, vertinant duomeny bazése
pateikiama informacija, svarbu analiz¢ papildyti naujausiy moksliniy
publikacijy paieSka, siekiant kuo tiksliau iSsiaiSkinti funkcing genomo
varianto reikSme.

Dauguma analizuoty poveikio genomo varianty yra dazni (retojo alelio
daznis >1 %). Galima manyti, kad, jei retasis alelis vis tik atlicka protekcing
funkcijg ir individui suteikia evoliucinio pranasumo, jis, veikiamas teigiamos
gamtinés atrankos, turéty tapti vienu i§ dazniausiy aleliy populiacijoje [19].
Didelis daznis galéty paaiskinti ir nustatyty poveikio genomo varianty
funkcinés reik§més jvertinimg duomeny bazése — dauguma Siy varianty
identifikuojami kaip nepatogeniniai.
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Analizuojant poveikio genomo variantus, be funkcinés reik§més, taip pat
svarbu atkreipti démesj j poveikio alelio kilme. Siekiant pagrjsti hipotezg, kad
nesinoniminis VNP yra naudingas asmens adaptacijai, tikrinta, kuris i$ aleliy
yra iSvestinis (angl. derived), o kuris — protéviy kilmés (angl. ancestral).
Retasis alelis nebiitinai yra i$vestinis, todé¢l, norint nustatyti alelio kilme,
genotipai gali bati lyginami su primaty rasimis. Toks lyginimas tiriamojoje
populiacijoje leido jvardyti statistiskai reik§mingy poveikio genomo varianty
sgraSo Vvariantus (variantai PLCE1l, ADH1C ir SH2B1 genuose), Kkurie
zmogaus genome vis délto yra protéviy kilmés. Genomo varianty adaptacinis
(protekcinis) vaidmuo gali biiti svarstomas, kai tiriamas alelis yra iSvestinis,
todél variantai PLCE1, ADH1C ir SH2B1 genuose nebuvo priskirti prie
protekciniy ir lemianc¢iy geresnes lietuviy adaptacines savybes, taigi nebuvo
jtraukti j tolesng¢ analize.

Galiausiai, PPARG, SLC30A8 ir ZC3HC1 genuose nustatyti iSvestinés
kilmés aleliai buvo laikomi reik§mingais bendrosios lietuviy populiacijos
(LITGEN) tiriamyjy grupés adaptacijai. Sie genai gali turéti jtakos
sumazéjusiam tiriamyjy polinkiui sirgti Il tipo diabetu (variantai PPARG ir
SLC30A8 genuose) ir koronarine Sirdies liga (ZC3HC1 geno variantas).
Didelés apimties plataus masto genomo asociacijos tyrimai (angl. genome
wide association studies, GWAS) leido identifikuoti nemazai genomo
varianty, susijusiy su Il tipo diabetu [132], ir tik kelis variantus, siejamus su
mazesniu polinkiu j $ig liga. Neseniai atliktoje metaanalizéje [133] nustatytas
rs1801282 variantas PPARG gene, sietinas su mazesne rizika sirgti II tipo
diabetu (minétina, kad tas pats variantas nustatytas ir disertacijoje pristatomo
tyrimo metu). Vieno nukleotido polimorfizmai PPARG (branduolio
receptoriuje) atlieka reikSminga vaidmenj kontroliuojant lipidy ir gliukozés
metabolizma. Protekciné poveikio genomo varianto funkcija statistiskai
dazniau pastebima europieciy (18 %), ryty Azijos (20 %) ir pietryCiy Azijos
(18 %) populiacijose [133]. Minétoje metaanalizéje nurodoma, kad Siaurés
europieciai, esantys §io varianto nesiotojai, turi mazesng rizika sirgti II tipo
diabetu, palyginti su centrinés ar piety Europos populiacijomis. Tai papildo ir
disertacijoje pristatomo tyrimo rezultatus.

Kitas variantas (rs13266634), nustatytas atliekant tyrima, taip pat
siejamas su 1l tipo diabetu. Sis variantas yra SLC30A8 gene. Genas koduoja
baltymg, kuris dalyvauja insulino i$skyrimo procese, todél yra tiesiogiai
susijes su diabeto biologiniu mechanizmu. J. Flannicko ir bendraautoriy [134]
bei D. Brunke-Reese ir kt. [135] tyrimais nustatyta, kad minétas poveikio
variantas, kartu su kitais retesniais funkcijos praradimo variantais, yra susijes
su mazesne tikimybe sirgti II tipo diabetu.
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Il tipo diabetas glaudziai susijges su koronarine Sirdies liga [136].
Atliekant tyrima, bendrosios lietuviy populiacijos tiriamyjy grupéje nustatytas
poveikio genomo variantas rs11556924 ZC3HC1 gene, kuris mokslinése
publikacijose klasifikuojamas kaip, tikétina, lemiantis koronaring Sirdies liga.
ZC3HC1 yra biologiniais molekuliniais mechanizmais susijes su KLHDC10
genu, dalyvaujan¢iu oksidacinio streso sukeliamos Igsteliy zaties ir
uzdegiminio atsako procesuose. Zinoma, kad Sie procesai svarbiis
aterosklerozés ir, atitinkamai, koronarinés Sirdies ligos etiopatogenezéje
[136]. Teigiamos gamtinés atrankos analizé, apskaiCiuojant integruota
haplotipy jvertj, parodé, kad Sis ir kiti poveikio genomo variantai ZC3HC1
gene galimai yra veikiami teigiamos gamtinés atrankos ir potencialiai
naudingi tiriamyjy genomams [19, 37], jie gali bati protekciniai.

Analizuojant populiacinius duomenis, svarbu apzvelgti ir aplinkos
veiksniy jtakg tiriamiems fenotipiniams pozymiams (Siuo atveju — ligoms).
Lietuvos sveikatos informacijos centro duomenimis, kuriuos pateiké Higienos
institutas, Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligos 2019 m. Lietuvoje sudaré
didZziausig mir¢iy dalj (54,6 %) [137]. Tais paciais metais 4,8 proc.
populiacijos sirgo Il tipo diabetu, 0 6,9 proc. — koronarine Sirdies liga.
Palyginimui, Sirdies ir kraujagysliy sistemos ligos genetiskai artimoje suomiy
populiacijoje, Suomijos statistikos duomenimis (angl. Statistics Finland),
2019 m. taip pat buvo viena pagrindiniy mirties priezas¢iy (33,9 %).
Nacionalinés Suomijos sveikatos 2018 m. surengtos apklausos metu
nustatyta, kad diabeto paplitimas tarp 30 m. ir vyresniy asmeny sieké 7,8 proc.
[138], i$ jy dauguma asmeny (85 %) sirgo Il tipo diabetu [139]. Taigi, nors
tirtoje bendrojoje lietuviy populiacijos grupéje nustatyta poveikio genomo
varianty, galimai apsaugan¢iy nuo minéty ligy, sergamumui ir mirtingumui
nuo koronarinés Sirdies ligos turi jtakos gyvensenos ir Kiti aplinkos veiksniai.

Apibendrinant galima teigti, kad aptartuoju tyrimo etapu nustatyti trys
poveikio genomo variantai, galimai lemiantys protekcinj poveikj II tipo
diabetui ir koronarinei Sirdies ligai. Dviejy i§ jy (SLC30A8 ir ZC3HC1
genuose) aleliy dazniai tarp lyginamyjy populiacijy skyrési statistiskai
reik§mingai. Tyrimas atskleidé ir dazny genomo varianty bei jy poveikio
nustatymo komplikuotuma ir svarba. Tikslesnis genomo varianty poveikio
apibrézimas galéty prisidéti prie patikimesniy duomeny baziy kiirimo ir
padéty iSvengti prieStaringos varianto poveikj apibiidinancios informacijos,
kaip minétu nustatyto ADH1C geno varianto atveju. Poveikio genomo
variantus svarbu nustatyti, siekiant geriau suvokti ligy etiopatogenezés
mechanizmus ir mikroevoliucinius procesus.

Daugelyje moksliniy tyrimy analizuojami reti genomo variantai
koduojanciose geny srityse, todél svarbios saveikos tarp koduojanciy ir
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nekoduojanc¢iy genomo varianty lieka per mazai iSnagrinétos [26]. Dél Sios
priezasties, iSanalizavus geneting populiacijos strukttirg, svarbu vykdyti
tolesng analize, orientuojantis j painiy genetiniy mechanizmy ir sgsajy
aiskinimasi, siekiant i$sKirti ligas lemiancius ar sveikatai palankius genomo
veiksnius.

3.3. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy poveikio genomo
varianty asociacijy analizé

Siuo tyrimo etapu, naudojant VNP Zymeny genotipavimo duomenis, atlikta
LCKL ir bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupiy
asociacijy analizé. Kryptingai analizuoti atrinkti poveikio genomo variantai,
jtraukti j sudaryta poveikio genomo varianty kataloga.

3.3.1. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupiy poveikio genomo varianty
asociacijy analizé

Pirmoji analizés dalis jgyvendinta nagrinéjant LCKL grupés duomenis, juos
lyginant su bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) visos tiriamyjy grupés
(vyry ir motery) duomenimis. Po kokybés kontrolés etapy, tolesné analizé
taikyta 91 LCKL ir 421 bendrosios lietuviy populiacijos grupiy tiriamiesiems,
46 poveikio genomo variantams. Genotipy dazniu statistiSkai reikSmingai
skyrési, palyginti su bendrosios lietuviy populiacijos genotipy dazniais,
poveikio genomo variantas rs3825942 (NM_005576.4.c.458G>A,;
NP_005567.2:p.(Gly153Asp)) LOXL1 gene (3.3 lentelé). Aleliy dazniy
palyginimas nebuvo statistiskai reikSmingas.

3.3 lentelé. Poveikio genomo varianto rs3825942 LOXL1 gene apibendrinta
statistika

Fiserio Galimybiy | Galimybiy
tiksliojo santykis santykis
kriterijaus (AA (GA

p reikSmé | genotipas) | genotipas)

LCKL 1 35 55 0,203 034[95% 1,84[95%

- p=0,019 P10,04- P11,14-
LITGEN 16 104 301 0,162 2,63] 2,95]

PI — pasikliautinasis intervalas.

AVAN (€7 GG Retojo
genotipy | genotipy | genotipy | alelio
skaicius skaicius skaiCius | daznis

Tiriamoji

grupé

LCKL grupe sudaré vyrai, ta¢iau $iame tyrimo etape, siekiant padidinti
atliekamo tyrimo statisting galia, pasirinkta jtraukti bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupés vyrus ir moteris. Siekiant nustatyti,
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ar néra populiacijos stratifikacijos dél lyties, atliktas LOXL1 geno varianto y?
testas. Rezultatai parodé, kad tyrimo rezultaty skirtumas, atsizvelgiant i lyti
(kontrolingje grupéje — tik vyrai arba vyrai ir moterys), bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupéje néra statistiSkai reikSmingas
(¥ = 1,103, p = 0,576).

LOXL1 genas koduoja ferments, reikalingg elastino biogenezei,
dalyvaujant] kolageno struktiiros sudarymo procese. Dél Sios priezasties
fermentas laikomas vienu svarbiausiy elementy elastinéms skaiduloms
formuotis ir remodeliuoti [140]. Svarbiausig biologinj vaidmenj LOXL1 genas
atlicka elastino homeostazéje ir remodeliuojant matriksg traumy metu,
fibrozés ir véZiniy procesy vystymosi procesuose. Padidéjusi LOXL1 raiska
lemia fibrozines ligas (pavyzdziui, plauciy fibrozg), o sumazéjusi —
eksfoliacijos sindromag [141]. R. P. Igo ir bendraautoriai [142] nustate, kad
genomo variantai Siame gene (variantas nustatytas ir atliekant disertacijoje
pristatoma tyrima) lemia padidéjusig (galimybiy santykis ~20) eksfoliacijos
sindromo rizikg. Vis délto minétina, kad yra moksliniy tyrimy,
priestaraujanciy nustatyto poveikio genomo varianto zalingam vaidmeniui ir
galimai patvirtinan¢iy protekcinés jtakos fenotipui hipoteze.

Poveikio genomo variantui rs382594 J. M. Butlerio ir bendraautoriy [19]
nustatyta neigiama integruoto haplotipy jverc¢io reiksmé (—0,453) rodo
teigiamos gamtinés atrankos poveikj. Tai reiskia, kad $is variantas gali buti
potencialiai naudingas fenotipui ir galimai apsaugo nuo eksfoliacijos
sindromo LCKL grupéje, taip lemdamas geresng tiriamyjy adaptacija. LCKL
statistiné genotipy analizé atskleidé ir sumazéjusig galimybiy santykio
reik§me, kai LCKL turi homozigotinj poveikio genomo varianty genotipa
(GS(AA) = 0,34, kai GS(GA) = 1,84). Tai tam tikra nuoroda j galimai
protekcinj Sio varianto poveiki.

Kitas argumentas, nurodantis rs3825942 poveikio genomo varianto
protekcing funkcija, susijes su JS. Zinoma, kad JS sukuria laisvuosius
radikalus, kurie organizmui sukelia oksidacinj stresg. Stresas sukelia lastelinj
antioksidanty (jy kiekj sumazina) ir prooksidanty (jy kiekj padidina)
disbalansg. Tai lemia dvigrandzius DNR trikius [143, 144]. Sumazéjes
antioksidanty kiekis ir protéviy kilmés rs3825942 varianto alelis yra du
reikSmingi komponentai eksfoliacijos sindromo etiopatogenezéje [145, 146].
Atlikto tyrimo rezultatai $ig hipoteze pagrindzia. Likviduojant Cernobylio
elektrinés katastrofos padarinius, LCKL patyré didesnes negu jprasta JS
dozes. Dél Sios priezasties jie patyré didesnj oksidacinj stresa, o jy
organizmuose galimai sumaz¢jo antioksidanty kiekis. Eksfoliacijos sindromas
tiesiogiai susij¢s su glaukoma, ji diagnozuota 3,22 proc. tiriamyjy (glaukoma
nustatyta i§ tiriamyjy ligy istorijy). Minétina, kad glaukoma sirgo tik
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1s3825942 geno varianto homozigotinj protéviy kilmés alelj turintys
tiriamieji. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojai, tirto poveikio
genomo varianto (iSvestinio alelio) neSiotojai (tiek homozigotinis, tiek
heterozigotinis genotipai), glaukoma nesirgo. Tai atskleidzia poveikio
genomo varianto 13825942 retojo alelio vaidmenj vykdant natiiralia
(adaptyvia) glaukomos ir eksfoliacijos sindromo prevencija. Be to, nustatyta,
kad LOXL1 geno raiska, veikiant oksidaciniam stresui, aktyvinama, o tai
pagrindzia Sio geno funkcinj vaidmenj esant lastelés streso atsakui ir
eksfoliacijos sindromo etiopatogenezei [141]. Vis délto minéto geno variantai
sukelia sumazéjusig geno raiSkg [147], todél gauti rezultatai papildo hipoteze
apie poveikio genomo varianty apsauga nuo eksfoliacijos sindromo ir
glaukomos oksidacinio streso aplinkoje.

Galiausiai, rs3825942 poveikio genomo varianto aleliui budinga dazniy
kaita tarp skirtingy populiacijy (angl. allele flipping) [140, 148]. Tai procesas,
kai poveikio genomo varianto retasis alelis laikomas Zzalingu vienose
populiacijose ir protekciniu kitose. Aleliy daznio ir poveikio variacija tarp
skirtingy populiacijy leidzia daryti prielaida, kad rs3825942 poveikio genomo
variantas yra ne vienintelis svarbus ligos molekuliniams mechanizmams, nors
asociacija yra stipri [147, 149]. Minétina, kad Sis genomo variantas
nustatomas dideléje bendrosios populiacijos dalyje, kai retojo alelio daznis,
remiantis dbSNP duomeny baze, siekia 20-30 proc. Poveikio genomo
variantas nustatytas 98 proc. eksfoliacijos sindromu serganciy asmeny, taciau
tas pats variantas nustatytas ir 85 proc. neserganéiy asmeny [150]. Didelis
retojo alelio daznis skirtingose populiacijose patvirtina galimg protekcing Sio
poveikio genomo varianto funkcija, taiau reikia atkreipti démesj ir j
populiacijai biidingus iSorés veiksnius. Tokie veiksniai, kaip hipoksija,
oksidacinis stresas, ultravioletinés spinduliuotés kiekis, net zemas folaty ir
aukstas kofeino vartojimas, kei¢ia LOXL1 geno raiska [141, 151] ir, tikétina,
prisideda prie eksfoliacijos sindromo pasireiskimo.

Nustatytas poveikio genomo variantas yra ne vienintelis genomo
veiksnys, darantis jtaka eksfoliacijos sindromui, todél, siekiant iSsiaiskinti
naujus su rs3825942 poveikio genomo variantu susijusius ir ligos
molekuliniuvose =~ mechanizmuose  dalyvaujanéius  genus,  atliktos
nepusiausvyros sankibos ir epistazés analizés. Sios analizés gali padidinti
tikimybe nustatyti naujas geny asociacijas, nedidelio reikSmingumo Zymenis
ir paaiskinti dalj triikstamos paveldimumo informacijos [152]. Nustatyta, kad
LOXL1 variantas rs3825942 yra nepusiausvyroje sankiboje ir formuoja
haplotipy bloka su kitais variantais (rs2165241, rs1078967, rs4886776,
rs8041685, rs8042039, rs4886782, rs2304719, rs750460) paciame gene. Kiti
genomo variantai taip pat yra nepusiausvyroje sankiboje (3.4 lentelé).
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Epistazeés analizé leidZia nustatyti varianto poveikio priklausomybe nuo kity
poky¢iy buvimo ar nebuvimo kituose genuose (vadinamieji modifikuojantieji
variantai, angl. modifier variants). Atlikta epistazés analiz¢ identifikavo
rs1500733 ir rs6502043 variantus, kuriy veikimas gali bati priklausomas nuo
rs3825942 varianto LOXL1 gene.

3.4 lentelé. Nepusiausvyros sankibos ir epistazés analizés rezultatai LOXL1 geno
rs3825942 poveikio genomo variantui

Genomo varianto
identifikacinis Analizés tipas
numeris

Statistinis jvertis ir

reikSmeé

Nepusiausvyra

rs13243476 LHFPL3 : r2=0,204
sankiba
rs10876168 GALNT6 NI i 2= 0,250
sankiba
rS7462 PIH1D1 NI i r2=0,222
sankiba
p = 6,533x10°5;
rs1500733 ANKS1B Epistazé GS = 7,824 (95 %
P1 2,85-21,46)
p =9,828x10°5;
rs6502043 METRNL Epistazé GS = 0,168 (95 %
P10,07-0,41)

GS - galimybiy santykis, Pl — pasikliautinasis intervalas.

Atliekant minétas analizes, nustatyti nauji kandidatiniai genai, galimai
turintys jtakos eksfoliacijos sindromo etiopatogenezei. Sie genai ankséiau
nebuvo siejami su eksfoliacijos sindromu. Geny biologiniy s3sajy analize,
naudojant GeneMANIA geny sgveikos jrankj, nustatytos netiesioginés sgsajos,
taciau mokslingje literatiiroje $i0S s3sajos néra apraSytos. Tai patvirtina gauty
rezultaty mokslinj naujumg ir tolesniy in silico ir funkciniy tyrimy svarba,
siekiant iSaiskinti bendruosius molekulinius mechanizmus.

Apibendrinant, $iuo tyrimo etapu jrodyta, jog poveikio variantas
rs3825942 LOXL1 gene, iki $iol sietinas su didesne eksfoliacijos sindromo ir
glaukomos rizika, galimai lemia LCKL apsauga nuo $iy ligy ir geresne
tiriamyjy adaptacija. Poveikio genomo varianty analizé naudinga aiskinantis
daugiaveiksniy ligy ir fenotipiniy pozymiy geneting architektiirg. Kai kurie
pavieniai poveikio genomo variantai gali lemti maZesne ligos rizika, taciau
egzistuoja ir sudétiniai genetiniai mechanizmai, todél labai svarbu tirti geny
saveikas ir reguliacinius elementus. Minéti elementai svarbiis analizuojamy

57



varianty geny raiskai, jie gali turéti tiesioginés jtakos ligoms pasireiksti. Taigi
reikalingi tolesni tyrimai, analizuojantys ne tik atskirus genomo variantus ar
ju jvairove, bet ir gilinantys funkcinio lygmens Zinias. Remiantis pristatomo
tyrimo pavyzdziu, galima manyti, kad rety, konservatyviose genomo srityse
esan¢iy LOXL1 geno varianty funkciné analizé skirtingose -etninése
populiacijose biity reikSmingas zingsnis siekiant iSaiSkinti eksfoliacijos
sindromo ir glaukomos biologija. Transkriptomo analizé Igstelés ar audinio
lygmeniu galéty padéti identifikuoti geny sgveikos tinklus, o juos patvirtinus,
galéty buti nustatytas geny sgveikos tinklas. Realiis Zalingi ir protekciniai
genomo variantai galéty buti taikomi kaip terapeutiniai taikiniai asmeninéje
(personalizuotoje) medicinoje.

3.3.2. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) vyry, suskirstyty pagal amziaus grupes,
poveikio genomo varianty asociacijy analizé

Antruoju tyrimo analizés etapu LCKL grupés duomenys lyginti su bendrosios
lietuviy populiacijos (LITGEN) vyry, suskirstyty j amziaus grupes,
duomenimis. LCKL grupés tiriamyjy gene aleliy daZniai statistiskai
reikSmingai skyrési nuo bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) 65 m. ir
vyresniy vyry amziaus grupéje. Retojo alelio daznis buvo didesnis, palyginti
su bendrosios lietuviy populiacijos tiriamyjy grupe.

Minétina, kad vyry amzius varijavo tarp 50 ir 78 m., todél, siekiant kuo
labiau suvienodinti tiriamas populiacijas, i§ bendrosios lietuviy populiacijos
(LITGEN) grupés atrinkti to paties amziaus vyrai. Analizuotos trys amziaus
grupés: 50-78 m. (imties analizé), 50-64 m. ir 65 m. ir vyresnio amziaus
tiriamieji (tiriamyjy grupé suskirstyta j dvi dalis, kai individy amzius mazesnis
ar didesnis negu vidutinis 64 m. tiriamyjy grupés amzius). Tyrimo metu
nustatyta, kad du  poveikio  genomo  varianty  rs3732378
(NM_001337.4:¢.839C>T) ir rs3732379 (NM_001337.4:c.745G>A)
CX3CR1 gene aleliy dazniai statistiskai reikSmingai skiriasi nuo bendrosios
lietuviy populiacijos (LITGEN) 65 m. ir vyresniy vyry amziaus grupéje.
Retojo alelio daZnis yra didesnis, palyginti su bendrosios lietuviy populiacijos
tiriamyjy grupe (3.5 lentelé). Abu minéti variantai yra 94 baziy pory atstumu
vienas nuo kito, todél yra nepusiausvyroje sankiboje ir paveldimi kartu [153].
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3.5 lentelé. Poveikio genomo varianty aleliu daZnio palyginimas rs3732378 ir
rs3732379 CX3CR1 gene

Genomo Retojo | Retojo

varianto alelio alelio Galimybiy
identifikacinis | daZnis daznis kriterijus | reik§meé santykis
numeris LCKL | LITGEN

rs3732378 0,275 0,110 7,146 0,008 3,077 17,311875;

exyererCll 0338 0,171 5,958 0,015 2,474 15’11872§

LCKL — Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojai, LITGEN — bendroji lietuviy
populiacija, Pl — pasikliautinasis intervalas. Iméiy dydziai — 40 LCKL ir 41 LITGEN
tiriamyjy, 65 m. ir vyresnio amziaus vyry.

CX3CR1 genas koduoja chemokino receptoriy ir dalyvauja imuninio
atsako, uzdegiminiuose, lasteliy adhezijos ir chemotaksio procesuose,
daugiausia smegeny ir kraujagysliy audiniuose bei imuninés sistemos
lastelése. OMIM duomeny bazés duomenimis, $iS genas siejamas su
geltonosios démés degeneracija, greitesne zmogaus imunodeficito viruso
raida ir zemesne koronarinés ligos rizika. Nustatyti poveikio genomo variantai
siejami su iSaugusia vélyvos pradZzios Alzheimerio ligos rizika [154],
padidéjusiu arterinio kraujo tiriu smegenyse per mikroglijos ir smulkiyjy
kapiliary endotelio lagsteliy sgveikas [155]. [domu tai, kad tie patys poveikio
genomo variantai nurodomi ir kaip protekciniai — jie maZina koronarinés
Sirdies ligos rizika. Protekciné minéty genomo varianty funkcija jrodyta ne
vienu moksliniu tyrimu [153, 156, 157].

CX3CR1 genas veikia kaip wuzdegiminio proceso reguliatorius
aterogenezés (ateroskleroziniy ploksteliy formavimosi proceso) metu. Sis
genas veikia per makrofagy ir monocity sutelkimg ] ateroskleroziniy
ploksteliy formavimosi vieta, kurioje vyksta uzdegiminiai procesai, taip
skatindamas arterijy lasteliy iSgyvenamuma. Nustatyti poveikio variantai
mazina ligando ir receptoriaus jungimasi, taip sumazindami koronarinés
Sirdies ligos rizikg. Minéti rezultatai buvo jrodyti ir funkciniais tyrimais,
panaudojant laboratoriniy peliy modelius. Pelés, kurioms buvo isjungta $io
geno raiska, re€iau sirgo ateroskleroze [157].

Apibendrinant aptartojo tyrimo etapo rezultatus, galima teigti, kad LCKL
genomuose nustatyti du poveikio genomo variantai rs3732378 ir rs3732379
CX3CR1 gene. Sie variantai galimai yra protekciniai, lemiantys geresng
LCKL adaptacija ir potencialiai apsaugantys nuo koronarinés §irdies ligos.
Nepaisant to, Sirdies ir kraujagysliy ligos yra vienos i§ labiausiai paplitusiy
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LCKL grupéje. Koronariné irdies liga yra daugiaveiksnés etiologijos, todél
deréty nepamirsti ir gyvensenos veiksniy, turinéiy jtakos ligai. Pagrindiniai
koronarinés Sirdies ligos rizikos veiksniai — riikymas, riebaus maisto
vartojimas, mazas fizinis aktyvumas, stresas ir depresija [158]. Remiantis
anketinés apklausos duomenimis, matyti, kad LCKL grupéje dauguma $iy
rizikos veiksniy yra dazni: riko ar riké 60 proc., mazai fiziskai aktyviis
15 proc. (kai neaktyvus darbas ir laisvalaikis, 27 proc. — kai neaktyvus darbas
ir vidutiniskai aktyvus laisvalaikis), psichikos sutrikimy turi 40 proc.
tiriamyjy. Taigi protekcing funkcija atliekan¢iy genomo varianty vaidmuo yra
reikSmingas, taCiau §j reikSminguma gali nustelbti daug rizikos veiksniy
turintis gyvenimo biidas.

3.3.3. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) 50-78 m. vyry visy genotipavimo duomeny
asociacijy analizé

Tregioji analizés dalis — LCKL grupés duomenys lyginti su bendrosios
lietuviy populiacijos (LITGEN) 50—78 m. vyry duomenimis, naudojant visus
gautus genotipavimo duomenis. Atliekant didelio kiekio duomeny analizg,
pavyzdziui, atliekant didelio skai¢iaus genomo varianty ir geny asociacijy
analize, naudojami daugybiniy skai¢iavimy (angl. multiple testing) korekcijos
metodai, tokie kaip Bonferroni, Holmso ir kt. Pritaikius $iuos metodus,
statistiSkai reikSmingy genomo varianty nebuvo nustatyta, taciau tai nebutinai
reiskia, kad reikSmingy asociacijy néra. Vienas i§ pagrindiniy plataus masto
genomo asociacijos tyrimy (GWAS) trikumy — daugybiniai skai¢iavimai. Dél
Sios priezasties prarandamas asociacijy reikSmingumas ir galimai svarbiis
duomenys [159, 160]. Tai rodo kryptingy asociacijy analiziy svarbg, nes
dominancios genomo sritys konkretizuojamos ir analizés atlieckamos tik toms
konkre¢ioms sritims. Kryptinga analizé padidina tikimyb¢ nustatyti
statistiSkai ir biologiskai reik§mingus genomo variantus ir sritis. Visa tai
atskleidziama ankstesniuose Sios disertacijos skyriuose.

3.4. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy ir bendrosios lietuviy
populiacijos (LITGEN) 50-78 m. vyry kryptinga, su ligomis siejamy geny
analize

Siuo tyrimo analizés etapu atlikta kryptinga, su ligomis siejamy geny
tiriamyjy grupiy asociacijy analizé. Ligy grupés pasirinktos remiantis dideliu
analizuoty ligy dazniu LCKL grupéje bei atsizvelgiant j patirty rizikos
veiksniy (JS, stresas) sgsajg su analizuotomis ligomis.
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3.4.1. Psichikos bukliy asociacijy analizé

Nuo Cernobylio katastrofos pra¢jo daugiau negu 35 m., tadiau Sio jvykio
padariniai vis dar juntami ir $iandien aktualis. Like gyvi LCKL iigyveno
ckstremalias salygas ir prisitaiké prie likvidavimo darby metu patirty
i8gyvenimy psichologiniy padariniy, besitgsianciy visa gyvenimg. Mokslinéje
literatiiroje minimas dalyvavimo tokio masto katastrofose poveikis asmeny
psichinei sveikatai. Dalis likusiy gyvy LCKL iki $iol kené¢ia nuo nerimo,
potrauminio streso sindromo ir depresijos [161]. Potencialiai prisitaikyma ar
neprisitaikymg gali lemti unikali genomo variacija, todé¢l vienas i$ Sio tyrimo
analizés etapo tiksly — nustatyti genetinius veiksnius, siejamus su psichikos
sutrikimais LCKL grupéje ir palyginti juos su bendrosios lietuviy populiacijos
duomenimis.

Sujungus HAD skalés psichologinio klausimyno ir ligy istorijy
duomenis, nustatyta, kad dominuojanéios psichikos ligos LCKL grupéje yra
nerimas (neuroziniy, stresiniy ir somatoforminiy sutrikimy grup¢), depresija
(nuotaikos sutrikimy grupé), emocinis nestabilumas (suaugusiyjy asmenybés
ir elgesio sutrikimy grupé), miego sutrikimai (neorganiniy miego sutrikimy
grupé) (3.3 pav.).

NEUROZINIAI, STRESINIAI IR
SOMATOFORMINIAI SUTRIKIMAI

NUOTAIKOS [AFEKTINIAI] SUTRIKIMAI

SUAUGUSIUJU ASMENYBES IR ELGESIO
SUTRIKIMAI

NEORGANINIAI MIEGO SUTRIKIMAI

DEMENCIJA, SERGANT ALZHEIMERIO
LIGA 1

LENGVAS PROTINIS ATSILIKIMAS 1 ‘ ‘ ’ ‘
\ \ \

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

m Tiriamyjy dalis procentais

3.3 pav. Psichikos sutrikimy paplitimas LCKL grupéje. Dazniausi sutrikimai —
nerimas (neuroziniy, stresiniy ir somatoforminiy sutrikimy grupé), depresija
(nuotaikos sutrikimy grupé), emocinis nestabilumas (suaugusiyjy asmenybés ir
elgesio sutrikimy grupé), miego sutrikimai (neorganiniy miego sutrikimy grupé).
Daliai tiriamyjy skirtini keli psichikos sutrikimai (zr. 3.4 pav.).
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Remiantis ligy istorijy duomenimis, Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojy grupéje skirtingos psichikos biiklés (tarp jy — depresija ir nerimo
sutrikimas) nustatytos 21 tiriamajam. HAD skalés psichologinio klausimyno
duomenys leido nustatyti depresija 12 tiriamyjy, o nerimo sutrikimas
nustatytas 17 tiriamyjy (kai kurie tiriamieji patenka j kelias i§ Siy grupiy)
(3.4 pav.).

TIRIAMUJU PASISKIRSTYMAS
TARP SKIRTINGU LIGY GRUPIY
PSICHIKOS LIGOS

KLINIKINIU DUOMENU REZULTATAI

NERIMO SUTRIKIMAS 14z .

(HAD skale¢)
DEPRESIJA (HAD skalé) 12 81

A 4
PSICHIKOS LIGOS
(anamnezé) 2l 42 5 ] 6
0 20 40 60 80 100
SERGA  NESERGA (vat) DEPRESIA SU“T";‘I‘Q}’;?AS

3.4 pav. Klinikiniy duomeny apibendrinimas ir tiriamyjy pasiskirstymas tarp
skirtingy ligy grupiu. Stulpelingje diagramoje vaizduojamas serganciy asmeny
skaiCius, priklausomai nuo klinikiniy duomeny Saltinio — HAD skalés ar ligos
istorijos. Daugiausia tiriamyjy, remiantis ligy istorijos duomenimis, priskirti prie
serganciyjy psichikos ligomis grupés. Veno diagrama iliustruoja tiriamyjy
pasiskirstyma tarp skirtingy ligy grupiy. Persidengiancios sritys vaizduoja
tirlamuosius, kurie priklausé dviem ar trims grupéms — 5 tiriamieji sirgo tiek nerimo
sutrikimu, tiek depresija; 2 kaip sergantys identifikuoti abiem klinikiniy pozymiy
vertinimo jrankiais, t.y. remiantis Klinikine apzitra ir taikant HAD skale; 4
identifikuoti kaip sergantys nerimo sutrikimu (HAD skalés duomenimis) ir psichikos
ligomis (remiantis ligos istorijomis).

Net 37 i§ 93 LCKL (40 %) galimai serga psichikos sutrikimais (3.4 pav.,
Veno diagrama). Remiantis 2019 m. Lietuvos oficialios statistikos portalo
duomenimis [162], bendrojoje lietuviy populiacijoje depresija nustatoma
5 proc. vyry. Tai Zenklus skirtumas tarp tiriamyjy grupiy. Kita vertus, 60 proc.
tiriamyjy (56 LCKL) $ios biklés nebiidingos. Tokj atsaka potencialiai gali
lemti unikali likviduotojy genomo variacija.

Atlikus trijy krypéiy asociacijy tyrima, visiems genotipavimo luste
esantiems VNP (detaliau aptarta darbo metodinéje dalyje, 2.4.2.3 poskyryje)
nustatyta reik§mingy asociacijy (3.5 pav.). Statistiskai reikSmingi genomo
variantai ir jy statistikos pateiktos 3.6 lenteléje.

62



ZMIZI1-AS1
GRID?
=] 714 238 43 TAfEG/\§§7A
o ? + ) VNP ) RTL3
L” VNP (2. p < 0,05) TSC22D1
{AD skalés ir MIR99AHG
ligy istorijy 20 PHACTRI
duomenys B3GALTI-AS1
VNP ===  PrOXI
ASOCIACIJU ANALIZE  (Bonferroni, p < 7x10%) BT
MECOM
TMEMI132D
CHSTI1

3.5 pav. LCKL psichikos biikliy asociacijy analizés rezultaty schema. 15-oje
koduojanciy geny nustatyti 43 genomo variantai, pasieke statistinj reikSminguma (kai
p < 0,05). Atlikus Bonferroni korekcija (p < 7x1078), statistiskai reik§mingi buvo 20
VNP (raudona spalva paZymétuose genuose). ParySkintu Sriftu i$skirti RNR genai.

3.6 lentelé. LCKL psichikos biikliy asociacijy analizés statisti$kai reik§mingi
poveikio genomo variantai koduojanciose genomo srityse. StatistiSkai reikSmingi
rezultatai gauti skirtingose tiriamyjy grupése. LCKL grupés: sergantys 1) psichikos
sutrikimais, 2) nerimo sutrikimu, 3) depresija ir 4) $iy bukliy neturintys, t. y. sveiki
tiriamieji. Lyginamoji populiacija — LITGEN (bendroji lietuviy populiacija),
vidupopuliaciné — lyginta su LCKL, neturiniais $iy bukliy, t. y. analizé kohortos
viduje. Kai reik§mingumas nustatytas ne vienoje grupéje, pateikti statistiniai
duomenys, kuriy p reikSmé maziausia. Iméiy dydziai nurodyti metodinés dalies
2.4 paveiksle.
Genomo Grupg, kurioje
_ va_ri_antq . Genas pasiek.ta}s Bonferroni
identifikacinis statistinis p reik§meé
numeris reik§mingumas
rs399887 PROX1 3,50x10 1L Psichikos 2,10x10°%

LITGEN
rs680277 RGS8 27,4 1,65x10°% 11,9 Psichikos p>0,05
LITGEN
rs16854364 B3GALT1- 32,2 1,40x10°% NA Nerimas 8,6x107%
AS1 LITGEN
rs9848313 MECOM 33 9,30x10® 51,9 Depresija 5,74x10°%
LITGEN,
nerimas LITGEN
rs10516933 GRID2 23,3 1,42x10°% 6 Psichikos p>0,05
vidupopuliaciné
rs6902050 PHACTR1 12,3 4,45x10°% 49 Nerimas p>0,05
vidupopuliaciné,
nerimas LITGEN
rs4980014 ZMIZ1-AS1 27,1 1,95x10°% 22,2 Psichikos p>0,05
vidupopuliaciné
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Genomo Grupg, kurioje

varianto pasiektas Bonferroni
. ey . Genas
identifikacinis statistinis p reik§mé

numeris reik§mingumas

rs16936717 ZMIZ1-AS1 9,68x10°% Visose sveikyjy p>0,05
grupése,
vidupopuliaciné
rs3897406 ZMIZ1-AS1 23,5 1,27x10°% 19,4 Psichikos p>0,05
vidupopuliaciné
rs1837303 ZMIZ1-AS1 23,5 1,27x10°% 19,4 Psichikos p> 0,05
vidupopuliaciné
rs1343928 CHST11 32,4 1,28x10°% NA Nerimas 7,88x10°%
LITGEN
rs3850004 TMEM132D 33 9,30x10%®° 51,9 Depresija 5,74x10°%
vidupopuliaciné,
depresija
LITGEN
rs2075364 TSPAN11 27,6 1,50x10°% NA Depresija 3,29x10°%
vidupopuliaciné,
depresija
LITGEN
rs7309016 TSPAN11 20,6 5,71x10°% NA Depresija 5,74x10°%
vidupopuliacing,
depresija
LITGEN
rs1408875 TSC22D1 20,5 5,83x10°% 2,5 Nerimas sveiki p>0,05
LITGEN
rs2277533 TMEMS87A 26,3 2,94x10°% 3,9 Psichikos sveiki, p>0,05
nerimas sveiki,
depresija sveiki

LITGEN
rs2294604 TELO2 36,8 1,30x10® 519 Psichikos 7,78x10°%
LITGEN
rs239022 MIR99AHG 27,4 1,68x10%7 42,4 Depresija, p>0,05
vidupopuliaciné
rs4077512 RTL3 23 1,60x10°% 8,6 Psichikos sveiki, p > 0,05

nerimas sveiki,
depresija sveiki
LITGEN

Chr — chromosoma, GS — galimybiy santykis, NA — néra duomeny (vieno i§ genotipy
skaitiné verte lygi 0).

Siekiant jvertinti galimg nustatyty varianty ir juos koduojanciy geny
funkcine reik§me, in silico jrankiais atlikta $iy geny raiSkos analizé audiniuose
ir sudaryti geny sgveikos tinklai. Tyrimais jrodyta, kad, pavyzdziui, depresijos
atveju, smegeny pokyciai yra ryskiausi migdoliniame kiine, hipokampe ir
gumbure [163]. Visos Sios sritys tiesiogiai susijusios su atsaku j stresa,
emocijomis ir jausmais. Tyrimo metu, naudojantis Humanbase in silico
jrankiu, nustatyty genetiniy sri¢iy koduojamy baltymy raiskos audiniuose
grafikas (angl. heat-map, V priedas) padéjo atskleisti, kad didziausia nustatyty
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geny raiska vyksta bltent centrinéje nervy sistemoje. Tai pagrindzia hipotezg,
kad Sios genetinés sritys gali biiti susijusios su psichikos sutrikimy
etiopatogeneze. Remiantis $ia analize, RTL3 ir MECOM geny raiska
audiniuose yra maziausia centrinés nervy sistemos struktiirose. D¢l Sios
priezasties minéti genai | tolesn¢ analize¢ nebuvo jtraukti.

Siekiant jvertinti nustatyty geny tarpusavio sgveiky potencialius
mechanizmus, naudojantis Humanbase in silico jrankiu sugeneruoti centrinei
nervy sistemai ir depresijai paveikiausioms smegeny Sritims badingi
funkciniai geny sgveikos tinklai (VI priedas). Centrinéje nervy sistemoje
nustatytas nedidelis geny sasajos statistinis reik§mingumas (angl. interaction
confidence) (nustatytos geny sasajos reikSmingumo reikSmés buvo tarp 0,1 ir
0,2, kai maziausia reik§mé — 0, 0 didZiausia — 1), ta¢iau zinoma, kad psichikos
sutrikimai yra daugiaveiksnés etiologijos ligos, o genomo pokyc¢iy suminis
poveikis gali biiti reikSmingas psichikos sutrikimy patogenezei [164].

Atskiry depresijos metu paveikiy smegeny sriciy analizé leido nustatyti
potencialius geny sgveikos tinklus (VI priedas). Migdoliniame kiine nustatyti
statistiskai reik§mingy geny PROX1, TMEM87A, TSC22D1, ZMIZ1, Kkurie
sudaro netolimus funkcinius rySius, variantai. Sugeneravus gumburui
specifinj geny tinkla, i$ tyrimo metu gauto statistiSkai reikSmingy geny saraso,
lyginant ji su migdolinio kiino geny saveikos tinklu, papildomai jtrauktas
TELOZ2 genas. I$ nustatyty statistiskai reikSmingy geny saraso hipokampe tam
tikrg funkcija atlieka ZMIZ1 ir TSC22D1. Sie du genai, nepriklausomai nuo
smegeny srities, tendencingai kartojasi kiekviename sugeneruotame tinkle,
todel jie gali biiti reikSmingiausi i§ nustatyty geny ir svarbis psichikos
sutrikimy etiopatogenezei.

ZMIZ1 priklauso ilgy nekoduojanéiy RNR geny klasei. Sio tipo geny
didziausia raiska vyksta nerviniame audinyje ir séklidése [165]. ZMIZ1
siejamas su issétine skleroze per vitamino D receptoriy, o pastarasis faktas
patvirtina ZMIZ1 vaidmenj reguliuojant CNS [166]. Be to, nustatytas ZMIZ1
geno variantas rs16936717 yra statistiskai reik§mingas (y? kriterijus) nerimo
(p =9,68x108, GS = 5,53), depresijos (p = 8,45x10%, GS = 4,85) ir psichikos
ligy neturingiy (p = 8,35x10°%, GS = 4,61) LCKL grupése. Atlikus Bonferroni
korekcija, statistinis reikSmingumas nebuvo nustatytas, tadiau nerima
jaucianéiy tiriamyjy grupéje jis buvo artimas reikSmingumo slenkstinei
reik8mei (p = 0,058). Tai, kad tas pats variantas vyrauja visose nagrinétose
sveiky LCKL grupése, liudija apie galima protekcing io varianto funkcija.

TSC22D1 koduoja transkripcijos veiksnj ir priklauso didelei ankstyvos
raiskos geny Klasei. Sis genas potencialiai veikia kaip transkripcijos veiksnys
CNP genui, kuris koduoja natriuretinj peptida, dalyvaujantj osifikacijos,
reprodukcijos ir centrinés bei periferinés nervy sistemos funkcionavimo ir
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vystymosi procesuose [167]. Genas labiausiai iSnagrinétas véZio atvejais, nes
koduojamas baltymas gali atlikti svarby tumorosupresinj vaidmenj,
sukeldamas véziniy lgsteliy apoptoz¢. Naujuose tyrimuose taip pat
pabréziama Sio geno jtaka ir su nervy sistema siejamy ligy, tokiy, kaip
Alzheimerio liga, etiopatogenezei, o tai patvirtina, kad Sis genas gali turéti
reik§més LCKL grupés rezultatams [168]. Minétina ir tai, kad asociacijy
analizés metu §io geno varianto rs1408875 statistinis reikSmingumas
(3 kriterijus) apskaiGiuotas neturin¢iy nerimo sutrikimo LCKL grupéje
(p =5,8x105, GS = 2,492). Tai rodo galimg protekcing §io varianto funkcija,
nes variantas yra daznesnis neserganciy nerimo sutrikimu grupéje (retojo
alelio daznis — 0,55), palyginti su bendraja lietuviy populiacija (retojo alelio
daznis — 0,33).

Remiantis STRING in silico analizés jrankiu, démesys atkreiptinas ir j
GRID2 ir RGS8 genus, kurie susij¢ molekuliniu lygmeniu. GRID2 koduoja
jonotropinius glutamato receptorius, esan¢ius neurony ir glijos lasteliy
pavirSiuje, smegenyse jis veikia kaip neurosiuntiklis ir yra susijes Su
neurologiniais sutrikimais [169]. RGS8 atlieka reguliacine funkcija G-
baltymo signalo perdavimo kelyje (veikia kaip slopiklis). Raiska vyksta
daugelyje audiniy, o jos sutrikimas siejamas su daugelio ligy patogeneze, taip
pat ir su depresija [170]. Taigi, tikétina, kad Sie genai taip pat turi tiesioging
reik§me depresijos etiopatogenezei.

3.4.2. Burnos ertmés ligy asociacijy analizé

Remiantis surinktais anketinés apklausos ir ligy istorijy duomenimis, galima
konstatuoti, kad net 70 proc. LCKL (65 i§ 93 tiriamyjy) badingi virskinimo
sistemos sutrikimai (3.1 pav.). Didzioji dalis $ios grupés sveikatos sutrikimy
— burnos ertmés ligos, ypaé¢ periodontitas ir danty netekimas. Burnos ertmés
ligy turi beveik pus¢ LCKL (48 %). Remiantis Lietuvos higienos instituto
2020 m. duomenimis, matyti, kad bendrojoje lietuviy populiacijoje, 45 m.
amziaus ir vyresniy vyry grupéje, danty ligomis sirgo apie 12 proc. tiriamyjy
[127]. Taigi burnos ertmés ligos yra keturis kartus daznesnés LCKL grupéje,
palyginti su bendraja lietuviy populiacija. Didelis serganéiyjy skaicius gali
biiti tiesiogiai susijes su tiriamyjy Cernobylio katastrofos likvidavimo metu
patirta didesne negu jprasta JS doze. Vaiky, gimusiy po Cernobylio
katastrofos, ir suaugusiyjy, patyrusiy dideles JS dozes, moksliniy ir klinikiniy
tyrimy duomenimis, JS padidina danty karieso rizikg ir sumazina danty pulpos
vaskuliarizacijg. Prastesné vaskuliarizacija yra susijusi su audiniy fibroze ir
atrofija, periodontine disfunkcija, o tai smarkiai padidina danty netekimo ir
osteoradionekrozés rizika [171-173]. Zinoma, kad radioaktyvis nuklidai %Sr
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ir ¥7Cs veikia kietuosius danty audinius. Radioaktyvus stroncio izotopas (°°Sr)
yra kalcio analogas kauly metabolizmo procese, todél ®Sr pakeicia kalcj danty
emalyje ir taip paveikia emalio struktorg [174]. Atliktos apklausos
duomenimis, dideliam radioaktyviajam uzteritumui (po Cernobylio
katastrofos) budingy teritorijy gyventojai nurodo akivaizdy danty ir burnos
ertmés sveikatos buklés pablogéjima [171].

Siuo tyrimo analizés etapu pasirinkta atlikti kryptinga su burnos ertmeés
ligomis siejamy VNP asociacijy analiz¢. Remiantis moksline literatiira ir
duomeny bazémis, sudarytas 909-iy VNP sagrasas 59-iuose genuose
(IV priedas). SaraSas panaudotas tolesnei asociacijy analizei: analizuoti
duomenys LCKL, kuriems diagnozuota burnos ertmes ligy, ir LCKL, kuriems
burnos ertmés ligy nediagnozuota (analiz¢é atlikta kohortos viduje). Analizés
metu nustatytos su burnos ertmés ligomis mazai sietos FGF1, FGF2, FGF7 ir
BMP?2 geny asociacijos su padidéjusia LCKL burnos ertmés ligy rizika (3.7
lentelé).

3.7 lentelé. Genuy, siejamy su padidéjusia burnos ertmés ligy rizika, apibendrinta
statistika

Genomo Retojo |Retojo Galimybiu | 95 %
varianto alelio | alelio reiks santykis
identifikacinis daznis

numeris

rs34022 FGF1 0,457 0,261 7,796 0,005 2,389 1,288-
4,429

rs308388 FGF2 0415 0,217 8,374 0,004 2,553 1,342—
4,857

rs16962440 ~ FGF7 0553 0337 8798 0003 2436  1346-
441

rs3178250 BMP2 0,223 0,076 7,891 0,005 3,493 1,405—
8,685

LCKL — Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojai, PI — pasikliautinasis
intervalas. Imé&iy dydziai: 45 LCKL, sergantys burnos ertmés ligomis, ir 48 LCKL,
burnos ertmés ligomis nesergantys.

Visi nustatyti genomo variantai yra nekoduojanciose geno dalyse, tac¢iau
jie gali biiti ne maZiau svarbiis, nes nurodo genomo sritj, kuri gali bati
potencialiai reikSminga pozymio ar biuklés fenotipinei israiSkai. Tuo
remiantis, tolesniame etape, naudojantis Humanbase in silico analizés jrankiu,
atlikta nustatyty varianty geny sgveikos analizé¢ kauliniame audinyje.
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Nustatytas galimas $iy geny funkciniy sgveiky kauliniame audinyje tinklas
(3.6 pav.).
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3.6 pav. FGF1, FGF2, FGF7, BMP2 geny galimy funkciniy saveiky kauliniame
audinyje tinklas. Saveiky stiprumg rodo spalvinis sgsajy zyméjimas — zalia spalva
pazymétos maziausiai reikSmingos, raudona — reikSmingiausios sgsajos.

Remiantis sudarytu tinklu, nustatytos reik§mingos geny funkcinés
saveikos, patvirtinan¢ios hipoteze, kad $ie genai gali turéti jtakos LCKL
burnos sveikatai. Mokslingje literatiiroje apraSytas reikSmingas fibroblasty
augimo veiksniy ir kauly morfogeninio baltymo (atitinkamai — FGF ir BMP)
geny Seimy vaidmuo danty audiniy vystymuisi [175]. Maziausiai nustatyta
FGF7 geno reik§mingy sasajy, ta¢iau mokslinés literatiiros analizé parodé,
kad Sis genas, kartu su kitais fibroblasty augimo veiksniais (tarp jy ir FGF1
bei FGF2), taip pat svarbus danty audiniy vystymuisi [176].

Tirtoje LCKL grupéje taip pat statistiskai reik§mingi trys variantai
(rs2004330, rs1180341, rs1180343) BMP8A gene. BMP8A genas reikSmingas
kremzliy ir kauly formavimosi procesuose, kalcio reguliacijoje, palaikant
kauly homeostaze, todél tiesiogiai susijes ir su danty formavimusi [115, 177].
Idomu tai, kad, skirtingai negu kiti Siame skyriuje aptarti genomo variantai,
Siy varianty galimybiy santykio reik§meés varijavo tarp 0,395 ir 0,43, t. y. buvo
zemesnés negu 1. Tai reiSkia, kad minéti genomo variantai yra daZnesni
LCKL grupéje be analizuojamo pozymio ir galimai mazina galimybe sirgti
burnos ertmés ligomis bei turi potencialiy protekciniy savybiy. Sig hipoteze
patvirtina ir mokslinéje literatiiroje aprasomas BMP8A protekcinis vaidmuo
gliukokortikoidy sukeltos kauly apoptozés procese. Gliukokortikoidai,
veikdami apoptoziskai, turi jtakos osteoporozei, 0 padidéjusi BMP8A raiska
lemia létesnius apoptozés procesus [178], todél tiesiogiai turi reik§me kauly
homeostazei.
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Apibendrinant galima teigti, kad aptartuoju tyrimo etapu nustatyti
genomo variantai ir sritys, potencialiai galintys turéti jtakos LCKL psichikos
biikliy ir burnos ertmés ligy molekuliniams mechanizmams. Nustatyti genomo
variantai ir sritys gali buti naudingi analizuojant minéty daugiaveiksniy bukliy
geneting architektiira, siekiant pagilinti Zzinias apie etiopatogenezés
mechanizmus.

3.5. Bendrosios lietuviy populiacijos ir Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojy teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy analizé

3.5.1. Teigiamos gamtinés atrankos jtakos jvertinimas nustatytiems
poveikio genomo variantams bendrojoje lietuviy populiacijoje

Siekiant patvirtinti ar paneigti trijy aptarty (3.2 skyriuje) poveikio genomo
varianty PPARG, SLC30A8 ir ZC3HC1 genuose galimai protekcinj poveikij
bendrosios lietuviy populiacijos (LITGEN) tiriamyjy grupéje, atlikta
teigiamos atrankos poveikio analizé, naudojant genotipavimo duomenis.
Pagrindiné $io tyrimo etapo idéja tokia: jei nustatyti statistiSkai reikSmingi
genomo variantai yra naudingi tiriamosios grupés adaptacijai ir atlieka
protekcine funkcija, jie turéty buti veikiami teigiamos gamtinés atrankos, o
tirlamieji turéty jgyti pranasumg kity populiacijos asmeny atzvilgiu ir taip
variantai, laikui bégant, turéty jsitvirtinti populiacijoje. Atliekant analizg,
skaiCiuota p statistika, kuri tiesiogiai koreliuoja su teigiamos gamtinés
atrankos poveikiu genomo sriciai — . statistikos tasky iSsibarstymo grafikai
chromosomoms, kuriose yra PPARG, SLC30A8 ir ZC3HC1 genai, pateikiami
3.7 paveiksle. Nustatytas statistiSkai reik§mingas teigiamos gamtinés atrankos
signalas SLC30A8 gene (u=2,34, p<0,05). Nors nustatytas signalas,
palyginti su signalais kitose srityse, 8 chromosomoje yra nedidelis, tai vis tiek
galimai rodo Sio geno ir nustatyto varianto protekcing funkcijg. Remiantis
atlikta analize, PPARG ir ZC3HC1 genai néra veikiami teigiamos gamtinés
atrankos (nustatytos p reikSmeés nepasieké didziausiy 5% p reikSmiy
slenkstinés vertés, p > 0,05). ta¢iau abu genai yra santykinai netolimu atstumu
nuo gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy (PPARG — 800 Kbp atstumu
nuo chr3:11240480-11461626, u = 1,42, p < 0,05; ZC3HC1- 2 Mbp atstumu
nuo chr7:128015754-128104838, u=1,59, p <0,05). Tai reiskia, kad Sios
genomo sritys gali biiti potencialiis tolesniy teigiamos gamtinés atrankos
tyrimy objektai.
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3.7 pav. p statistikos tasky iSsibarstymo grafikai 3, 7 ir 8 chromosomoms. X asyje vaizduojama genominé pozicija (Kb), Y aSyje — p reikSmés
jvertis. Punktyriné linija vaizduoja slenksting p reik§me, vir§ jos — p reik§més, didesnés negu 5 % visy p reik8miy toje chromosomoje (p < 0,05).
Auks¢iausios p statistinés reik§Smés nurodo stipriausias teigiamos gamtinés atrankos veikiamas genomo sritis. PPARG (3 chromosoma), ZC3HC1
(7 chromosoma) ir SLC30A8 (8 chromosoma) kandidatiniy protekciniy geny pozicija ir teigiamos gamtinés atrankos jtaka pazyméta rodyklémis.
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3.5.2. Teigiamos gamtinés atrankos jtakos jvertinimas nustatytiems
poveikio genomo variantams Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy

grupgje

Ankstesniy tyrimo analizés etapy rezultatai parodé, kad LCKL grupés
genomuose tiriamyjy sveikatai ir adaptacijai jtakos turi genai, susij¢ su
eksfoliacijos sindromu (LOXL1), koronarine Sirdies liga (CX3CR1), psichikos
sutrikimais (ZMI1Z1, TSC22D1), burnos ertmés ligomis (FGF1, FGF2, FGF7,
BMP2, BMP8A). Tyrimo metu nustatyta, kad kai kurie variantai i§vardytuose
genuose galimai lemia apsauga nuo minéty ligy ir geresnj LCKL
iSgyvenamuma, taip pat adaptacines savybes (variantai LOXL1, CX3CR1,
ZMIZ1, TSC22D1, BMP8A genuose). Nustatyta, kad kiti variantai galimai
susije su blogesne LCKL grupés burnos sveikata (variantai FGF1, FGF2,
FGF7, BMP2 genuose). Siekiant pagristi nustatyty geny reikime LCKL
fenotipui, atlikta teigiamos gamtinés atrankos analizé. Si analizé turi tiesioginj
ry$j su genominés srities naudingumu tiriamojo sveikatai ir adaptacijai: Kuo
naudingesné genomo sritis, tuo ji daugiau veikiama teigiamos gamtinés
atrankos. Siame tyrimo etape detaliau nagrinétas minéty geny teigiamos
gamtinés atrankos poveikis.

LOXL1 geno sri¢iai (chr15:73926462-73952136) nustatytas nedidelis
teigiamos gamtinés atrankos poveikis (u=1,14) (3.8 pav.), taciau
nereikSmingas (p >0,05). Kita vertus, S§is genas patenka ] regiong
(chr15:73049046-73980207), kurio teigiamos gamtinés atrankos jtaka yra
statistiskai reikSminga (auks$¢iausia reiksmé — p = 7,30, p < 0,05). Be to, visai
greta Sio regiono yra kitas regionas, turintis didziausia p reikSme ir
reik§mingiausias chromosomoje (chrl15:74491439-75982958, n=159,5,
p < 0,05). Minétos genominés Sritys, veikiamos teigiamos gamtinés atrankos,
patvirtina $iose genomo srityse esan¢io LOXL1 geno ir tirto rs3825942
varianto protekcinio vaidmens eksfoliacijos sindromo patogenezéje hipotezg.
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3.8 pav. n statistikos tasky iSsibarstymo grafikas 15 chromosomai. X asyje
vaizduojama genominé pozicija (Kb), Y asyje — p reik§mé. Punktyriné linija vaizduoja
slenksting p verte (u=5,53), vir§ jos — p reikSmés, aukstesnés negu 5 % visy p
reik§miy toje chromosomoje (p < 0,05). Didziausios p statistinés reik§Smés nurodo
stipriausias teigiamos gamtinés atrankos veikiamas genomo sritis. Rodyklémis
pazymétos analizuotos genomo sritys.

FGF7 geno sriGiai (chrl5: 49423237-49488775) nustatytas nedidelis
(palyginti su kitais teigiamos atrankos veikiamais genomo regionais 15-oje
chromosomoje) teigiamos atrankos poveikis (1 = 4,99) (3.8 pav.). Si reik§mé
geno srityje nepasieké statistinio reik§mingumo (p > 0,05), bet yra tarp dviejy
reikSmingy gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy (chrl5: 48232971-
48435566, p =11,17; chrl5: 49692283-49719324, u = 6,64; p < 0,05). Kaip
buvo aptarta ankstesniame skyriuje, asociacijy analizés metu nustatyta, kad
FGF7 geno poveikio genomo variantas rs16962440 yra daznesnis burnos
sveikatos problemy turinéiy LCKL grupéje, o tai reiskia, kad galimai lemia
padidéjusia Siy sveikatos problemy rizika. Kita vertus, Sio tyrimo etapo
rezultatai nurodo galimai protekcing tirto FGF7 geno poveikio varianto
funkcija, nes FGF7 geno regionas yra galimas teigiamos gamtinés atrankos
taikinys. NevienareikSmiski rezultatai rodo, kad daznai i§vados apie poveikio
genomo varianty reikSme ir poveikj fenotipui negali biiti daromos vien tik
atliekant asociacijy ir in silico analizes. Reik§mingoms iSvadoms formuluoti
bitina atlikti keletg tyrimy, Sujungiant skirtingus analizés metodus, o t0 ir
sickta §iuo tyrimu. Minétina, kad, siekiant patvirtinti poveikio genomo
varianty reik§me, buty reikSmingi funkciniai genomo tyrimai, naudojant
modelinius organizmus ar tiriant geny raiska audiniy ar lasteliy kulttirose.
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FGF7 atveju neatmestinos ir geno sasajos ne tik su burnos ertmés ligomis, bet
ir su kitomis buklémis. Daugiaveiksniy bukliy molekuliniuose
mechanizmuose veiklis genai daznai atlieka tam tikra funkcija ne vienos
biuklés etiopatogenezéje. Atlikta geny sasajy tinkly analizé atskleide, kad
FGF7 genas turi maZiausiai sgsajy su burnos ertmés ligomis, palyginti su
Kitais tirtais genais, todél neatmestina, kad $is genas siejamas su kitu pozymiu
ir galimai protekciniu poveikiu tam pozymiui LCKL grupéje. Pavyzdziui,
nustatyta FGF7 sasaja su geresne kepeny regeneracija per kepeny pirmtakiy
lgsteliy reguliavimo mechanizma [179]. Vis délto, atlikus serganciyjy kepeny
ligomis LCKL asociacijy analize rs16962440 poveikio genomo variantui
LCKL kohortos viduje, lyginant serganéiuosius kepeny ligomis (n =5) su
LCKL, $iomis ligomis nesergan¢iais (n = 88), nustatyta, kad retojo alelio
daznis statistiSkai reikSmingai nesiskiria (x*=1,011, p =0,315). Islicka
tikimybe, kad $is genas reikimingas kitoms LCKL adaptacinéms savybéms.

Remiantis aptartgja tyrimo analize, galima teigti, kad CX3CR1l
(chr3:39263495-39281735), ZMIZ1 (chr10:78943328-79067895), TSC22D1
(chr13:44432143-44577147), FGF1 (chr5:142592178-142698070), FGF2
(chr4:122826708-122898236) BMP2 (chr20:6767686-6780246), BMP8A
(chrl: 39491636-39529869) genai nepatenka | reik§mingas teigiamos
gamtinés atrankos veikiamas Sritis. Atsizvelgiant | teigiamos gamtinés
atrankos vertinima, matyti, kad $ios genomo sritys neapsaugo nuo koronarinés
Sirdies, psichikos ir burnos ertmés ligy, taciau tikétina, kad atlieka tam tikra
vaidmenj §iy ligy etiopatogenezéje, todél reikalingi tolesni funkciniai $iy geny
tyrimai. Tyrimo metu nustatyta, kad minétos sritys néra veikiamos teigiamos
gamtinés atrankos, taciau, remiantis UCSC genomo narSykle ir Varsome
analizés jrankiu, matyti, kad kai kuriy Siy sriciy tirti poveikio genomo
variantai yra konservatyviuose genomo regionuose (CX3CR1 geno GERP++
jvertis 2,49, PhyloP100way jvertis 1,89; TSC22D1 GERP++ jvertis 2,37,
PhyloP100way jvertis 1,29; BMP2 GERP++ jvertis 1,82, PhyloP100way
jvertis 0,865). Teigiamos Siy jverciy reikSmés rodo regiony konservatyvuma.
Nustatytas sri¢iy konservatyvumas i§ dalies pagrindzia ir minéty genomo
sri¢iy reik§me etiopatogenezel.

Siame tyrimo etape ne tik nustatytos potencialiai protekcinés genomo
sritys, lemiancios geresne LCKL adaptacija. Tyrimui panaudota inovatyvi
tyrimo strategija, varianty ir jy geny funkcinés reik§més jvertinimui
panaudojant teigiamos gamtinés atrankos rodiklius.
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3.5.3. Teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy nustatymas ir
reik§més adaptacijai jvertinimas Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojy grupéje

Siuo tyrimo etapu pirma karta atliktas LCKL grupés teigiamos gamtinés
atrankos poveikio vertinimas, panaudojant viso genomo sekoskaitos
duomenis. Atliekant tyrima, siekta identifikuoti teigiamos gamtinés atrankos
labiausiai veikiamas autosomy genomo sritis, i§skirtinai badingas LCKL
grupei, palyginti su bendragja lietuviy populiacija (ANELGEMIA). Gautais
rezultatais siekta jrodyti 8iy genomo sri¢iy reikéme LCKL grupés
adaptacinéms savybéms.

Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy genomuose didZiausia
teigiamos atrankos poveikj chromosomos atzvilgiu turéjo regionai 5
(w=164,2, 39pav.), 11 (un=114) ir 12 (un=161,1) chromosomose
(3.8 lentelé, VIl priedas). Nustatytuose teigiamos gamtinés atrankos
veikiamuose regionuose 9, 13, 18 ir 21 chromosomose néra geny, todél Sie

regionai detaliau nebuvo analizuojami.
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3.9 pav. Lietuvos Cernobylio Katastrofos likviduotojy genomy teigiamos
atrankos poveikio analizé 5 chromosomoje. Lygintos Lietuvos Cernobylio
katastrofos (LCKL) ir bendrosios lietuviy populiacijos (LTU; ANELGEMIA
duomenys) tiriamyjy grupés. X asyje — genominé pozicija (Kb), Y asyje — p jver¢io
reik§mé. Rodykle pazyméta teigiamos gamtinés atrankos veikiama, unikali LCKL
tiriamyjy grupei ir didziausia p reikSme turinti reik§mé. Raudonai pazymétos genomo
sritys — tapacios tarp LCKL ir LTU tiriamuyjy grupiy, pilkos — netapacios, tiriamyjy
grupiy unikalios teigiamos gamtinés atrankos veikiamos genomo sritys. Kity
chromosomy teigiamos gamtinés atrankos poveikio analizés rezultatai pateikiami VII
priede.
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3.8 lentelé. Nustatytos teigiamos gamtinés atrankos veikiamos autosomy genomo
sritys ir genai Siose srityse
Chromo- | Genominés | Genominés | AuksCiausia Genai nustatytoje srityje
soma srities srities  reikSmé
pradzia pabaiga srityje
50024718 51586980 49,96 AGBL4, ELAVL4, DMRTAZ2,

FAF1, CDKN2C

189198631 189731344 86,85 GULP1, DIRC1

68678446 68990461 77,44 TAFA4

146494457 147354697 72,27 MMAA, C4orf51, ZNF827,
LSM6, SLC10A7

68316218 69932025 164,20 SLC30A5, CCNB1, CENPH,

MRPS36, CDK7, CCDC125,
AK®6, TAF9, MARVELD2,
OCLN, GTF2H2C, SERF1B,
SMN2, NAIP
64047472 64615929 56,06 PTP4Al, PHF3, EYS

151965978 152132980 28,44 KMT2C

104888906 107027425 36,35 RIMS2, DCSTAMP, DPYS,
LRP12, ZFPM2
17876558 18329195 54,64 —

122646955 123081831 41,73 WDR11
101273279 101740156 114,00 TRPC6

5

o

12 109191005 111322770 161,10 SSH1, DAO, USP30,
ALKBH2, UNG, ACACB,

I MYO1H, KCTD10, MMAB,

UBE3B, MVK, TRPV4, GIT2,
GLTP, ANKRD13A,
C120rf76, IFT81, ATP2A2,
ANAPC7, GPN3, ARPC3,
FAM216A, VPS29, PPTCY,
RAD9B, TCTN1, HVCN1,
PPP1CC, CCDC63
82488223 83468360 30,54 _

73733462 73867298 61,43 PAPLN, NUMB, AX747833

74491439 75982958 59,46 CCDC33, CYP11A1,
SEMATA, UBL7, ARID3B,
CLK3, EDC3, CYP1A1, CSK,
ULK3, SCAMP2, FAM219B,
MPI, COX5A, RPP25,
SCAMP5, PPCDC, C150rf39,
GOLGA6C, MAN2C1,
COMMD4, NEIL1, SIN3A,
PTPN9, SNUPN
74347008 74795167 29,69 NPIPB15,
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Chromo- | Genominés | Genominés | AuksCiausia Genai nustatytoje srityje
soma srities srities pu reik§meé
pradzia pabaiga srityje

CLEC18B,
GLG1, RFWD3, MLKL,
FA2H
49795141 50541571 27,98 CA10
68939522 68991817 29,70 _
19 22058047 23006378 72,65 ZNF208, ZNF257, ZNF676,
ZNF729, ZNF98, ZNF492,
ZNF99
14021037 14066814 22,27 MACROD2
23193282 23598744 41,25 _
22 21806118 22653232 45,96 TMEM191C, PI4KAP2,
UBE2L3, CCDC116,
SDF2L1, PPIL2, YPEL1,
MAPKZ1, PPM1F, TOP3B

I§ viso LCKL grupéje nustatyti 123 genai, veikiami teigiamos gamtinés
atrankos. Siy geny biologinés funkcijos analizé, remiantis PANTHER
klasifikacijos sistema [123] ir taikant geny ontologijos narSykle (angl. Gene
Ontology Browser) [124], atskleidé, kad daugiausia geny dalyvauja
lasteliniuose, metaboliniuose ir biologinio reguliavimo procesuose (3.10

W [asteliniai procesai (GO:0009987)
= Metaboliniai procesai (GO:0008152)

Biologinis reguliavimas (GO:0065007,

G0:0044848)
= Atsakas | dirgiklius (GO:0050896)

m | okalizacija (GO:0051179)
m Signalo perdavimas (G0:0023052)
B Senéjimo procesai (GO:0032502)

B Daugialgs¢iy organizmy vystymosi
rocesai (GO:0032501)
B [munings sistemos procesai
G0:0002376)
= Reprodukcija (GO:0022414,
G0:0000003)
H Biologiniai procesai, susij¢ su
tarpru§ine sgveika (GO:0044419)
Lasteliy judejimas (GO:0040011)

B [ gsteliy augimas (GO:0040007)

3.10 pav. Teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo sriciy geny vaidmuo
biologiniuose procesuose. Procesai pateikti mazéjimo tvarka pagal geny skaiciy.
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I lasteliniy procesy kategorijg jtraukti lgstelés gyvybingumui svarbiis
procesai, tokie kaip lastelés dalijimasis, ciklo reguliavimas, zatis ir kt.
Metaboliniai procesai apima lastelése vykstancias chemines reakcijas ir jose
dalyvaujancius genus, taCiau S$iai kategorijai taip pat priklauso ir
makromolekuliniai procesai, tokie kaip DNR pazaidy reparacija ar replikacija.
Biologinio reguliavimo kategorija labai plati, apimanti ne tik tam tikry audiniy
ir organy biologiniy procesy reguliavima, bet ir reguliacija molekuliniu
lygmeniu, pavyzdziui, DNR stabilumo palaikymg ar transkripcija. Kai kurie
nustatyti genai atlieka kelias biologines funkcijas, todél priskiriami kelioms
kategorijoms. Atlikta analizé jrodé, kad LCKL genomuose teigiama gamtiné
atranka veikia tas genomo sritis, kurios vykdo lasteliy iSgyvenamumui
(lasteliy senéjimo, lastelés ciklo reguliavimo, apoptozés) ir adaptacijai (DNR
pazaidy reparacijos) svarbius procesus.

Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojai patyré didesnes negu
iprasta JS dozes ir susidiiré su ekstremaliomis situacijomis. Tai, kad LCKL
isgyveno ir prisitaike prie Cernobylio katastrofos likvidavimo darby sukelty
padariniy, didZiausig reik§me galimai turi genai, dalyvaujantys DNR pazaidy
reparacijos mechanizmuose ir reguliuojantys lastelés ciklg. Tyrimo metu
LCKL grupéje nustatyti genai, veikiami teigiamos gamtinés atrankos ir
dalyvaujantys minétuose procesuose. Tai: CDKN2C, ZNF827, CENPH,
CCNB1, CDK7, TAF9, RAD17, GTF2H2C, PTP4Al, WDR11, ALKBH2,
UNG, ARID3B, COMMD4, NEIL1, RFWD3, MACROD2, MAPK1, PPM1F,
TOP3B (3.9 lentel¢). Kaip jau minéta, Sie genai svarbiis DNR pazaidy
reparacijos ir lgstelés ciklo reguliavimo mechanizmams. Jie, veikiami
teigiamos gamtinés atrankos, formuoja unikalias LCKL adaptacines savybes.

3.9 lentelé. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy adaptacijai reik§mingi
genai ir jy funkcija ir (ar) reikSmé fenotipui. Funkcija ar reikSmé fenotipui
nustatyta remiantis UCSC genomo narsykléje, OMIM ir Human DNA Repair Genes
duomeny bazése pateikiamais duomenimis ir moksliniy publikacijy analize.

Chromo- | Genas Funkcija ir (ar) reikSmé fenotipui
soma

1 CDKN2C Lasteles ciklo Gl fazés kontrolé, tumorosupresinis
poveikis, siejama su vézinémis ligomis, endokrinine

displazija.

4 ZNF827  Telomery reparacija, siejama su kepeny liga, susijusia su
alkoholio vartojimu.

5 CENPH  Formuoja centromeros-kinetochoro kompleksa, siejama su
vézinémis ligomis.

5 CCNB1  Bitinas lgstelés ciklui pereinant i§ G2 j M fazg, siejama su

vézinémis ligomis.
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Chromo-

Soma

o
GTF2H2C
- PTP4A1
-
ARID3B
RFWD3
MACROD2

Funkcija ir (ar) reik§mé fenotipui

Lasteliy ciklo ir trankripcijos reguliatorius, dalyvauja
nukleotidy ekscizinés reparacijos procese.

Dalyvauja lastelés cikle, apoptozéje, DNR transkripcijos
procesuose.

Dalyvauja nuo DNR pazaidy priklausomos rekombinacijos
procese, taisant dvigrandzius DNR triikius. DNR pazaidy
jutiklis (angl. DNA damage sensor).

DNR reparacija.

Lastelés ciklo reguliacija (mitozés G1-S faziy stimuliacija),
siejama su veéziu, sistemine skleroze, priklausomybe nuo
alkoholio.

Lastelés ciklo progresija, signaly perdavimas, apoptozé,
geny raiSkos reguliavimas. Kandidatinis genas tumoro
supresorijos mechanizmuose, siejamas su nutukimu,
intelektine negalia, Sirdies anomalijomis, véziu.

Vaidmuo tiesioginéje DNR reparacijoje (angl. direct
reversal of damage).

Telomery pazaidy reparacija, baziy eksciziné reparacija.
Lasteliy linijy determinacija lemianciy geny reguliacija,
lastelés ciklo kontrolé, transkripcijos reguliavimas, galimas
vaidmuo modifikuojant chromatino struktiira.

Dvigrandziy DNR trakiy reparacija.

Baziy eksciziné reparacija (pirimidiny).

DNR pazaidy reparacija lastelés ciklo G1 fazéje.
Reparacijos funkcija néra aiski, ta¢iau zinoma, kad DNR
pazaidy metu koduojamas baltymas persikelia i§ branduolio
] citoplazma, siejama su vézinémis ligomis.

Lasteliy  proliferacija,  diferenciacija,  vystymasis,
transkripcijos reguliacija.

Neigiamas reguliatorius, esant lastelés atsakui j stresa.
Genomo stabilumo palaikymas, DNR rekombinacija,
lasteliy senéjimas.

Siekiant i$samiau iSnagrinéti nustatyty teigiamos gamtinés atrankos

veikiamy sri¢iy poveikj, naudotasi PopHumanScan duomeny baze [122],
kurioje pateikiama susisteminta informacija apie jau zinomas, skirtingose

populiacijose nustatytas teigiamos gamtinés atrankos veikiamas genomo
sritis. Penkiems genams (WDR11, NEIL1, RFWD3, MACROD2, MAPK1),
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dalyvaujantiems pazaidy reparacijoje ir lgstelés cikle, teigiamos gamtinés
atrankos poveikis nustatytas ir kitose populiacijose (3.10 lentel¢).

3.10 lentelé. ReikSmingas teigiamos gamtinés atrankos poveikis nustatytiems
paZaidy reparacijos ir Igstelés ciklo genams kitose populiacijose

Popqllacua, kurlp 1€ nustatytas Naudotas metodas, nustatyta
teigiamos gamtinés atrankos 2 e
_ reik§mé
poveikis

Europos (Anglijos britai ir Integruotas haplotipy jvertis,

Skotai) 3,144
WDR11 . " . e S
Piety Azijos (Gudzarato indai Integruotas haplotipy jvertis,
ir pandzabai) 3,027-3,557
Piety Azijos (telugy indai) Fu ir Li D, —6,959

Fuir Li D, -6,017
Fuir Li F, 5,002
Integruotas haplotipy jvertis,
3,189
Integruotas haplotipy jvertis,
3,267
Tajima D, —2,547

MACROD?2 Europos (suomiai) Fuir Li D, -6,011
Fuir Li F, 5,179
Fay ir Wu H, —7,194
Tajima D, —2,687
ISpléstinis haplotipy
homozigotiskumas, —2,642

Afrikos (jorubai)
Piety Azijos (bengalai)

Ryty Azijos (Kinai)

Ryty Azijos (vietnamiediai)

Ryty Azijos (Kinai)

Tai jrodo $iy genomo sri¢iy reikSminguma zmogaus adaptacijai bendraja
prasme, nepriklausomai nuo populiacijos. Kita vertus, kitiems analizuotiems
genams teigiamos gamtinés atrankos jtaka Kitose pasaulio populiacijose ir
bendrojoje lietuviy populiacijoje (ANELGEMIA) nebuvo nustatyta arba buvo
statistiskai nereik§minga. Tai rodo, kad LCKL galimai badingi specifiniai
adaptaciniai mechanizmai, lemiantys jy iSgyvenamumg ir prisitaikymg prie
visg gyvenimg besitesianéiy Cernobylio katastrofos padariniy.

Nustatytos ir kitos teigiamos gamtinés atrankos veikiamos genomo sritys,
galimai turindios jtakos LCKL adaptacinéms savybéms. DAO genas yra
LCKL 12 chromosomos teigiamos gamtinés atrankos veikiamoje genomo
srityje. Sis genas koduoja peroksisominj ferments, reikalingg neurony
diferenciacijai, dopamino sintezei [180]. Taip pat, Sis genas siejamas su
senéjimu. Mokslinése publikacijose aprasoma, kad geno koduojamas
fermentas skaido D-serino aminoriigstj, kurios sumazéjes kiekis susijes su
galvos smegeny neurony zitimi ir vyresniame amziuje pasireisSkianciy
neurologiniy ligy, tokiy kaip Alzheimerio liga, pasireiSkimu. Didesnis D-
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serino kiekis ir mazesnis DAO fermento aktyvumas turi neuroprotekcinj
efektg [181]. Genas siejamas ir su oksidacinio streso atsaku [182], kurj patiria
aukstas JS spinduliuotes dozes gaunantys asmenys, todél galimai turi jtakos ir
LCKL grupés atsakui j oksidacinj stresa bei lemia geresne adaptacija. Toje
pacioje teigiamos gamtinés atrankos srityje yra ir PPTC7 genas, siejamas su
atsparumu aplinkos cheminiams toksinams [183]. Sio geno sri¢iai nustatyta
teigiamos gamtinés atrankos jtaka Piety Azijos (indy) populiacijoje (Fu ir Li D
jvertis —6,825, p < 0,05) [122]. Indija — tre¢ia pasaulyje Salis pagal uzterstuma
[184], todél natiiralu, kad Zmogaus organizmas adaptuojasi prie esanéiy
kenksmingy salygy. Skirtingas toksines saglygas iSgyvenusiy asmeny grupése
Nustatytas teigiamos gamtinés atrankos poveikis PPTC7 gene rodo §ios srities
jtaka Zmonéms prisitaikyti prie toksiniy salygy.

Kitos LCKL adaptacijai galimai svarbios teigiamos gamtinés atrankos
veikiamos genomo sritys susijusios su rezultatais, gautais Sio tyrimo
ankstesniuose etapuose. Nustatyti FAF1, UBL7, PI4KAP2 genai, veikiami
teigiamos gamtinés atrankos. Sie genai atitinkamai siejami su gretutiniu
depresiniu  sindromu (angl. comorbid depressive syndrome) [185],
eksfoliacijos sindromu [186] ir potrauminio streso sindromu [187]. Gauti
rezultatai papildo prie$ tai nustatytas eksfoliacijos sindromui ir psichikos
sveikatos bukléms biidingas geny asociacijas ir nurodo galima bendra Siy geny
veikimo mechanizma.

Taip pat nustatyta, kad daugelis §iuo tyrimo etapu identifikuoty teigiamos
gamtinés atrankos veikiamy geny siejami su vézinémis ligomis. Tai, kad $iy
geny sritys veikiamos teigiamos atrankos, o tirtoje LCKL grupéje vézinés
ligos retos, parodo $iy teigiamos gamtinés atrankos veikiamy genomo sri¢iy
galima protekcing funkcijg véziniy ligy kontekste ir jsitraukimg j adaptacinius
mechanizmus, lemian¢ius LCKL i§gyvenamuma.

Tyrimo metu naudota asociacijy analizés, teigiamos gamtinés atrankos
poveikio vertinimo ir funkciniy in silico analizés metody kombinavimo
strategija leido nustatyti reikSmingas asociacijas ir bendrajai lietuviy
populiacijai ir LCKL adaptacijai bei i$gyvenamumui funkciskai galimai
reikSmingus genomo variantus ir sritis. Gautus rezultatus patikslinty ir tyrimo
strategija praturtinty funkciniai tyrimai lasteliy kultiirose, audiniuose ar
modeliniuose organizmuose. Taip pat biity naudingas LCKL teigiamos
gamtinés atrankos poveikio genomo sritims jvertinimas, naudojant tradicinius
teigiamos gamtinés atrankos poveikio nustatymo metodus (pavyzdziui, Fsr,
integruoto haplotipy jvercio ir kt. metodus), ir gauty rezultaty palyginimas ne
tik populiacijos viduje, bet ir su kitomis populiacijomis. Tai galéty bati ateities
tyrimy kryptis.
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ISVADOS

Plataus masto genotipavimo metodu atliktas bendros lietuviy

populiacijos genomo charakterizavimas poveikio genomo varianty

kontekste leido nustatyti lietuviy populiacijai biidingus genomo variantus
potencialiai lemian¢ius sumazintg polinkj sirgti I tipo diabetu

(NM_001172815.2(SLC30A8):c.826C>T) bei koronarine Sirdies liga

(NM_001282190.1(ZC3HC1):c.1025G>A), lyginant su  Europos

(bendraja Europos, suomiy i§ Suomijos, Siaurés ar Vakary Europos

kilmés Jutos gyventojy) populiacijomis.

Plataus masto genotipavimo metodu nustatyta unikali, Lietuvos

Cernobylio katastrofos likviduotojy viso genomo specifiné DNR sekos

pokyCiy variacija, statistiSkai reikSmingai besiskirianti nuo bendros

lietuviy populiacijos. Nustatyti poveikio genomo variantai, galimai
turintys jtakos tiriamyjy adaptacijai.

2.1. Palyginti su bendrgja lietuviy populiacija, nustatytas statistiSkai
reik§mingas genomo variantas NM_005576.4(LOXL1):c.458G>A
(p =0,019), Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojus galimai
apsaugantis nuo  eksfoliacijos sindromo ir  glaukomos.
Nepusiausvyros sankibos ir epistazés analizés metu nustatyti nauji
kandidatiniai genai (LHFPL3, GALNT6, PIH1D1, ANKSI1B,
METRNL), galimai turintys jtakos eksfoliacijos ir glaukomos
sindromo etiopatogenezei.

2.2. Palyginti su vyresniy negu 65 m. amZiaus bendrosios lietuviy
populiacijos vyry grupe, nustatyti du statistiskai reikSmingi poveikio
genomo variantai NM_001337.4:c.839C>T (p =0,008) ir
NM_001337.4:c.745G>A (p =0,015) CX3CR1 gene, galimai
apsaugantys nuo koronarinés Sirdies ligos. Nepaisant to, Sirdies ir
kraujagysliy ligos yra vienos labiausiai paplitusiy Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy grupéje — tam jtakos
gali turéti Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy gyvensenos
veiksniai.

2.3. Kryptingos, su ligomis siejamy geny asociacijy analizés metu
nustatyti statistiSkai reikSmingi (p < 1x10°) 43 VNP 15-0je
koduojan¢iy geny (stipriausi genai kandidatai — ZMIZ1 ir
TSC22D1), galimai turintys jtakos dideliam neigiamy psichikos
bukliy dazniui Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy
grupéje. Taip pat nustatytos naujos FGF1, FGF2, FGF7 ir BMP2
geny asociacijos su padidéjusia Lietuvos Cernobylio katastrofos
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likviduotojy burnos ertmés ligy rizika. Nustatyty geny sgveikos

galimai turi jtakos likviduotojy fenotipui.
Siekiant jvertinti asociacijy analizés metu nustatyty poveikio genomo
varianty protekcing funkcija, atliktas bendrosios lietuviy populiacijos ir
Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy teigiamos gamtinés
atrankos jtakos nustatytiems poveikio genomo variantams vertinimas.
Nustatyti reik§mingi teigiamos gamtinés atrankos signalai SLC30A8 gene
(bendrojoje lietuviy populiacijoje, u = 2,34, p < 0,05), LOXL1 (Lietuvos
Cernobylio katastrofos likviduotojy tiriamyjy grupéje, p = 7,30,
p <0,05) patvirtina Siy asociacijy analizés metu nustatyty geny ir
poveikio genomo varianty protekcinj vaidmenj. Pasirinkta kompleksiné
tyrimo analizés strategija, sujungianti statistinius, gamtinés atrankos
poveikio ir bioinformatikos funkcinés reik§més jvertinimo metodus,
leidzia iSsamiau vertinti varianto funkcinj reikSminguma.
Pirmg kartg, panaudojant viso genomo sekoskaitos duomenis, nustatytos
22 Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojams reik§mingiausios,
palyginti su bendraja lietuviy populiacija, unikalios teigiamos gamtinés
atrankos veikiamos genomo sritys. Siose srityse nustatyti genai
CDKN2C, ZNF827, CENPH, CCNBL1, CDK7, TAF9, RAD17, GTF2H2C,
PTP4Al, WDR11, ALKBH2, UNG, ARID3B, COMMD4, NEIL1,
RFWD3, MACROD2, MAPK1, PPM1F, TOP3B dalyvauja DNR pazaidy
reparacijos mechanizmuose, reguliuoja lastelés ciklg, palaiko
homeostazg. Minéti genai svarbiis Lietuvos Cernobylio katastrofos
likviduotojy adaptacijai prie Cernobylio katastrofos padariniy.
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PRIEDAI

I priedas. Disertacijos autorés atlikty darby indélis

VILNIAUS REGIONINIO BIOETIKOS KOMITETO LEIDIMO
RENGIMAS

ADAPT PROJEKTO RENGIMAS LMT FINANSAVIMUI GAUTI

ANKETINES APKLAUSOS RENGIMAS, VYKDYMAS,
EMINIU RINKIMAS

DNR ISSKYRIMAS, MEGINIY PARUOSIMAS
SEKOSKAITOS IR GENOTIPAVIMO DUOMENU GAVYBA*
STATISTINE ANALIZE

TEIGIAMOS GAMTINES ATRANKOS ANALIZE

GENOTIPO-FENOTIPO SASAJU IR FUNKCINES REIKSMES
IVERTINIMAS BIOINFORMATIKOS JRANKIAIS

TYRIMO POPULIARINIMAS IR DARBO VIESINIMAS
MEDIJOSE (V111 PRIEDAS)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

*Atlikta darbo laboratorijoje dalis (Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy
genotipavimas).
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I priedas. Lietuvos Cernobylio Katastrofos likviduotojy apklausos
anketa

Apsauginiai DNR mechanizmai — plataus masto Lietuvos Cernobylio
katastrofos likviduotojy viso genomo tyrimas (4DAPT)

BENDROJI INFORMACUJA

[S

. Anketos pildymo data:
Vieta:
. Vardas, pavardé:

[

w

. Lytis:
1 vyras
2 moteris

E N

. Gimimo data (metai, ménuo, diena):

n

. Ugis (cm): Svoris (kg):

=)

. Tautybé:
1 lietuvis, -€
2 rusas, -€&
3 lenkas, -€
4 kita

7. ISsilavinimas:
1 pradinis
2 vidurinis
3 specialusis vidurinis
4 aukstasis
5 kita

8. Gyvenamoji vieta:
1 miestas
2 kaimas
3 Apskritis
4 Savivaldybé
5 Miestas ar kaimas

9. Seimyniné padeétis:
1 vedes
2 nevedes
3 iSsiskyres
4 naslys
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10. Uzimtumas:
1 darbininkas,-¢é
2 tarnautojas,-€
3 pensininkas,-¢

4 namy Seimininkas; -¢

5 bedarbis, -¢

6 kita

11. Kontaktiniai duomenys:

el.pastas:

tel.nr.

INFORMACIJA APIE SEIMA

12. Uzpildykite Zemiau esancig lentele

apie kiekviena Seimos

(biologinj) narij:
Rysys Gimimo Sveikatos AmZius, Mirties
metai problemos/ kai miré prieZastis
sutrikimai (jei mire)
Modiuté

(mamos mama)

Senelis
(mamos tévas)

Mociuté
(tévo mama)

Senelis
(tévo tévas)

Motina

Tévas

Jiisy seserys

1

2

3

4

Jiisy broliai
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1

2

3

4

Jiisy siiniis

1

2

3

4

Jiisy dukros

1

2

3

4

13. Kiek Jums gimé vaiky po Cernobylio katastrofos (jraykite):

CERNOBYLIO KATASTROFOS LIKVIDAVIMAS

14. Ar turite dokumentg/dokumento Kkopija, patvirtinantj, kad
dirbote 30 km zonoje:
1 taip
2 ne

15. Kiek karty buvote komandiruotas j Cernobylj (jei buvote

komandiruotas daugiau nei vieng kartq, 21- 25 klausimuose
pildykite atitinkamai tiek sekcijy, kiek buvote komandiruotas):

1 vieng

2 du

3 tris

4 daugiau (nurodykite)
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16. Nurodykite savo atvykimo j Cernobylj data (metai, ménuo, diena):
1
2
3

17. Nurodykite savo i$vykimo i§ Cernobylio data (metai, ménuo,
diena):

1

2

3

18. Ar turite dokumenta/dokumento kopija, nurodantj
komandiruotés j Cernobylj trukme:

1 taip

2 ne

19. Ar turite dokumentg/dokumento kopija, patvirtinantj apSvitos
doze:

1 taip

2 ne

Jei pazyméjote ,,taip*, prasSome pateikti $ig informacija:

1 Dokumento i§davimo data (metai, ménuo, diena):

2 Laikotarpis, per kurj buvo gauta dozé (metai, ménuo, diena):

1 nuo iki
2 nuo iki
3 nuo iki

3 Dozé (jrasyti):
matavimo vienetai (jraSyti):

4 Ar tai suminé dozé:
1 taip
2 ne
3 nezinau

20. Ar dirbote pamaininiu biidu:

1 taip
2 ne
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21. Prasome nurodyti, kur ir kurig laiko dalj (valandomis) dirbote 30
km zonoje:

1. Atvirame lauke.
1 taip, trukmé
2 ne

2 pastatuose
1 taip, trukmé
2ne

3 transporto priemonése
1 taip, trukmé
2 ne

4 kita (jraSykite)

5 atvirame lauke
1 taip, trukmé
2 ne

6 pastatuose
I taip, trukmé
2 ne

7 transporto priemonése
1 taip, trukmé
2 ne

8 kita (jrasykite)

9 atvirame lauke
1 taip, trukmé
2 ne

10 pastatuose
1 taip, trukmé
2 ne

11 transporto priemonése
1 taip, trukmé
2 ne

12 kita (jrasykite)

13 atvirame lauke
1 taip, trukmé
2 ne

14 pastatuose
1 taip, trukmé
2 ne

15 transporto priemonése
1 taip, trukmé
2 ne

16 kita (jrasykite)

22. Prasome nurodyti vietove (-es), kur ir kiek valandy dirbote toje
zonoje:

1 Vietové:

2 Laikotarpis, kurj dirbote toje zonoje (metai, ménuo, diena):

nuo iki

3 Kiek valandy per dieng dirbote toje zonoje:

4 Vietové:

5 Laikotarpis, kurj dirbote toje zonoje (metai, ménuo, diena):

nuo iki

6 Kiek valandy per dieng dirbote toje zonoje:
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7 Vietové:

8 Laikotarpis, kurj dirbote toje zonoje (metai, ménuo, diena):

nuo iki
9 Kiek valandy per dieng dirbote toje zonoje:

10 Vietové:

11 Laikotarpis, kurj dirbote toje zonoje (metai, ménuo, diena):

nuo iki

12 Kiek valandy per dieng dirbote toje zonoje:

23. PraSome nurodyti vietove (-es), kur ir kiek valandy gyvenote toje
zonoje:

1 Vietové:

2 Laikotarpis, kurj dirbote toje zonoje (metai, ménuo, diena):

nuo iki

3 Kiek valandy per dieng biidavote toje zonoje:

4 Kokiame pastate gyvenote:
1 palapingje
2 mediniame pastate
3 miriniame pastate
4 kita (jraSykite)
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5 Vietové:

6 Laikotarpis, kurj dirbote toje zonoje (metai, ménuo, diena):

nuo iki

7 Kiek valandy per dieng biidavote toje zonoje:

8 Kokiame pastate gyvenote:
1 palapingje
2 mediniame pastate
3 miriniame pastate
4 kita (jraSykite)

9 Vietové:

10 Laikotarpis, kurj dirbote toje zonoje (metai, ménuo, diena):

nuo iki

11 Kiek valandy per dieng biidavote toje zonoje:

12 Kokiame pastate gyvenote:
1 palapingje
2 mediniame pastate
3 miriniame pastate
4 kita (jrasykite)

24. Ar apSvitos dozé buvo matuojama:

1 taip 4 taip

2 ne 5 ne

3 nezinau 6 nezinau
7 taip 10 taip

8 ne 11 ne

9 neZinau 12 nezinau

110



25. Kokiu metodu buvo matuojama apsvitos dozé:

1 asmeniniu dozimetru

1 taip
2 ne

2 grupinés dozimetrijos metodu
1 taip
2 ne

3 pagal marSruta

1 taip
2 ne

4 kita (jraSykite):

5 asmeniniu dozimetru

1 taip
2 ne

6 grupinés dozimetrijos metodu
1 taip
2 ne

7 pagal marSruta

1 taip
2 ne

8 kita (jrasykite):

9 asmeniniu dozimetru

13 asmeniniu dozimetru

1 taip 1 taip
2 ne 2 ne
10 grupinés dozimetrijos metodu 14 grupinés dozimetrijos metodu
1 taip 1 taip
2 ne 2 ne
11 pagal marsrutg 15 pagal marsrutg
1 taip 1 taip
2 ne 2 ne
12 kita (jraSykite): 16 kita (jrasykite):
26. Ar teko dirbti Siuos darbus:
1 Dalyvavimas sarkofago statyboje prie pazeisto reaktoriaus | taip ne
2 Grafito gabaly ir kity labai uZterSty radioaktyviomis taip ne
medziagomis fragmenty Salinimas nuo elektrinés
pastaty ir aiksteliy Salia ventiliacijos angy
3 Elektrinés patalpy ir jrenginiy jy viduje deaktyvavimas taip ne
4 Elektrinés teritorijos ir jrenginiy, esanciy ne taip ne
pastaty viduje, deaktyvavimas
5 Radiaciné zvalgyba taip ne
6 Transporto  priemoniy  deaktyvavimas  specialiuose | taip ne
punktuose (PUSO)
7 Elektrinés jrenginiy remontas ir aptarnavimas taip ne
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8 Kiti darbai elektringés teritorijoje taip ne
(jrasykite):

9 Radioaktyviy atlieky laidojimas ir deaktyvavimo darbai taip ne
ne elektrinés teritorijoje

10 | Keliy tiesimas 30 km zonoje taip ne

11 | Transporto priemonés vairavimas taip ne

12 | Elektrinés objekty arba 30 km zonos saugojimas taip ne

13 | Kiti darbai ne elektrinés teritorijoje taip ne
(irasykite):

27. Ar naudojotés apsaugos priemonémis darbo metu 30 km zonoje:

1 Respiratorius, medicininé kaukeé taip ne

2 Dujokauké taip ne

3 Pirstinés taip ne

4 Apsauginiai akiniai taip ne

5 Apsauginiai rubai (chalatas, kombinezonas) taip ne

6 Svininé prijuosté taip ne

7 Jodo preparatai taip ne

8 Maudymasis duse po darbo taip ne

9 Speciali  transporto  priemoniy  apsauga taip ne
(Svininiais skydai)

10 | Kita (jrasykite): taip ne

28. Ar teko dirbti elektrinés teritorijoje:
1 taip
2 ne
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29. Ar naudojotés apsaugos priemonémis ne darbo metu:

1 Respiratorius, medicininé kauké taip ne
2 Pirstinés taip ne
3 Apsauginiai akiniai taip ne
4 Apsauginiai riibai (chalatas, kombinezonas) taip ne
5 Svinin¢ prijuosté taip ne
6 Speciali transporto priemoniy apsauga (Svininiais aip ne
skydai)
7 Kita (jrasykite): taip ne

30. Nurodykite prieZastis, dél kuriy i§vykote i§ Cernobylio:

31. Jiisy asmeninis poZiiiris j radiacijg — apSvitos doze, matavimo

1 gauta apsvitos dozé buvo didesné uz leisting
2 gauta apsvitos dozé pasieke leisting

3 baigési komandiruoté

4 dél ligos (jrasykite)

5 kita (jrasykite)

metodus ir Kita:
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JUSU MITYBOS IPROCIAI

32. Kiek karty per savaite valgote (valgéte) SvieZias darZoves:

Iki darbo Darbo Cernobylyje metu Dabar
Cernobylyje
1 né karto Atveztas Vietines 13 né karto
2 1-2 kartus 5 né karto 9 né karto 14 1-2 kartus
3 3-5 kartus 6 1-2 kartus 10 1-2 kartus 15 3-5 kartus
4 6-7 kartus 7 3-5 kartus 11 3-5 kartus 16 6-7 kartus
8 6-7 kartus 12 6-7 kartus

33. Kiek karty per savaite valgote (valgéte) virtas ar
troskintas darZoves (iSskyrus bulves):

Iki darbo Darbo Cernobylyje metu Dabar
Cernobylyje
1 né karto Atveztas Vietines 13 né karto
2 1-2 kartus 5 né karto 9 né karto 14 1-2 kartus
3 3-5 kartus 6 1-2 kartus 10 1-2 kartus 15 3-5 kartus
4 6-7 kartus 7 3-5 kartus 11 3-5 kartus 16 6-7 kartus
8 6-7 kartus 12 6-7 kartus

34. Kiek karty per savaite valgote (valgéte) SvieZius vaisius, uogas:

Iki darbo Darbo Cernobylyje metu Dabar
Cernobylyje
1 né karto Atveztus Vietinius 13 né karto
2 1-2 kartus 5 né karto 9 né karto 14 1-2 kartus
3 3-5 kartus 6 1-2 kartus 10 1-2 kartus 15 3-5 kartus
4 6-7 kartus 7 3-5 kartus 11 3-5 kartus 16 6-7 kartus
8 6-7 kartus 12 6-7 kartus

35. Kiek karty per savaite valgote (valgéte) virtus ar
konservuotus vaisius, uogas:

. Iki darbo
Cernobylyje

Darbo Cernobylyje metu

Dabar
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1 né karto

2 1-2 kartus
3 3-5 kartus
4 6-7 kartus

Atveztus
5 né karto
6 1-2 kartus
7 3-5 kartus
8 6-7 kartus

Vietinius
9 né karto
10 1-2 kartus
11 3-5 kartus
12 6-7 kartus

13 né karto

14 1-2 kartus
15 3-5 kartus
16 6-7 kartus

36. Kaip daZnai vartojate (vartojote) griidinius produktus
(duong, griidy koSes ir kt.):

Iki darbo
Cernobylyje

Darbo Cernobylyje metu

Dabar

1 nevartojau
2 1-2 k./sav.

3 3-5 k./sav.
4 kasdieng
Skelis kartus
per diena

Atveztus
6 nevartojau
7 1-2 k./sav.
8 3-5 k./sav.
9 kasdieng
10 kelis
kartus  per
dieng

Vietinius
11 nevartojau
12 1-2 k./sav.
13 3-5 k./sav.
14 kasdieng
15kelis
kartus
dieng

per

16 nevartoju
17 1-2 k./sav.
18 3-5 k./sav.
19 kasdieng
20kelis
kartus
dieng

per

37. Kaip dazZnai vartojate (vartojote) Zuvij ir Zuvies produktus:

Iki darbo
Cernobylyje

Darbo Cernobylyje metu

Dabar

1 nevartojau
2 1-2 k./sav.
3 3-5 k./sav.
4 kasdiena

AtveZtus
5 nevartojau
6 1-2 k./sav.
7 3-5 k./sav.
8 kasdieng

Vietinius
9 nevartojau
10 1-2 k./sav.
11 3-5k./sav.
12 kasdieng

13 nevartoju
14 1-2 k./sav.
15 3-5 k./sav.
16 kasdieng

38. Kaip dazZnai vartojate (vartojote) mésa ir mésos produktus:

Iki darbo
Cernobylyje

Darbo Cernobylyje metu

Dabar

1 nevartojau
2 1-2 k./sav.
3 3-5 k./sav.
4 kasdieng

Atveztus
5 nevartojau
6 1-2 k./sav.
7 3-5 k./sav.
8 kasdieng

Vietinius
9 nevartojau
10 1-2 k./sav.

12 kasdieng

11 3-5 k./sav.

13 nevartoju
14 1-2 k./sav.
15 3-5 k./sav.
16 kasdieng
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39. Kaip daZnai vartojate (vartojote) kiauSinius kaip atskira

patiekala:
Vlki darbo Darbo Cernobylyje metu Dabar
Cernobylyje
1 nevartojau Atveztus Vietinius 13 nevartoju
2 1-2 k./sav. 5 nevartojau 9 nevartojau 14 1-2 k./sav.
3 3-5 k./sav. 6 1-2 k./sav. 10 1-2 k./sav. 15 3-5 k./sav.
4 kasdieng 7 3-5 k./sav. 113-5k./sav. | 16 kasdieng

8 kasdieng 12 kasdieng

40. Kaip dazZnai vartojate (vartojote) piena ir pien

o produktus:

Iki darbo Darbo Cernobylyje metu Dabar
Cernobylyje
1 nevartojau Atveztus Vietinius 13 nevartoju
2 1-2 k./sav. 5 nevartojau 9 nevartojau 14 1-2 k./sav.
3 3-5 k./sav. 6 1-2 k./sav. 10 1-2 k./sav. 15 3-5 k./sav.
4 kasdieng 7 3-5 k./sav. 11 3-5 k./sav. 16 kasdieng
8 kasdieng 12 kasdieng

41. Kokius riebalus dazZniausiai vartojate (vartojote) maistui
gaminti (kepti, virti, troskinti):

Iki darbo Darbo Cernobylyje metu Dabar
Cernobylyje
1 sveistg Atveztus Vietinius 13 sviestg
2 margaring | 5 sviestg 9 sviesta 14 margaring
3 augalinj [ 6 margaring [ 10 margaring 15 augalinj
aliejy 7 augalinj| 11 augalinj | aliejy
4 gyvulinius | aliejy aliejy 16gyvulinius
taukus 8 gyvulinius | 12 gyvulinius | Taukus
taukus taukus
42. Ar geriate (géréte) kava:
Iki darbo Cernobylyje | Darbo Cernobylyje metu Dabar
1 taip 3 taip 5 taip
2 ne 4 ne 6 ne
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43. Ar saldinate (saldinote) kavg:

Iki darbo Cernobylyje | Darbo Cernobylyje metu Dabar
1 taip 3 taip 5 taip
2 ne 4 ne 6 ne
44. Kokia geriate (géréte) kava:
Iki darbo Cernobylyje | Darbo Cernobylyje metu Dabar
1 plikyta 5 plikyta 9 plikyta
2 filtruota 6 filtruota 10 filtruota
3 tirpig 7 tirpia 11 tirpig
4 be kofeino 8 be kofeino 12 be kofeino
45. Kiek per diena kavos puodeliy geriate (géréte):
Iki darbo Cernobylyje Darbo Cernobylyje Dabar

metu

1 maziau nei vieng
puodelj
2 Viena

3du

4 tris

5 keturis

6 penkis ir daugiau

7 maziau nei vieng

13 maziau nei viena

puodelj puodelj

8 Viena 14 Viena
9 du 15 du
10 tris 16 tris
11 keturis 17 keturis

12 penkis ir daugiau

18 penkis ir daugiau

46. Ar geriate (géréte) Zalia arbata:

Iki darbo Cernobylyje | Darbo Cernobylyje metu Dabar
1 taip 3 taip 5 taip
2 ne 4 ne 6 ne
47. Ar saldinate (saldinote) arbatg:
Iki darbo Cernobylyje | Darbo Cernobylyje metu Dabar
1 taip 3 taip 5 taip
2 ne 4 ne 6 ne
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48. Kiek per dieng arbatos puodeliy geriate (géréte):

Iki darbo
Cernobylyje

Darbo Cernobylyje
metu

Dabar

1 maziau nei
vieng puodelj

2 vieng

3du

4 tris

5 keturis

6 penkis ir daugiau

7 maziau nei vieng
puodelj

8 vieng

9du

10 tris

11 keturis

12 penkis ir daugiau

13 maziau nei
vieng puodelj
14 vieng
15 du
16 tris
17 keturis
18 penkis ir daugiau

49. Ar valgote (valgéte) visada tuo paciu laiku:

Iki darbo Cernobylyje | Darbo Cernobylyje metu Dabar
1 taip 3 taip 5 taip
2 ne 4 ne 6 ne
50. Kiek karty valgote (valgéte) per diena:
_Iki darbo Darbo Cernobylyje Dabar
Cernobylyje metu
1 vieng 5 vieng 9 vieng
2 du 6 du 10 du
3 tris 7 tris 11 tris

4 keturis ir daugiau

8 keturis ir daugiau

12 keturis ir daugiau

51. Ar valgote (valgéte) papildomai tarp pagrindiniy valgymu:

Iki darbo Darbo Cernobylyje Dabar
Cernobylyje metu
1 niekada 5 niekada 9 niekada
2 kai kada 6 kai kada 10 kai kada
3 daznai 7 daznai 11 daznai
4 visada 8 visada 12 visada
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52.

53.

FIZINE VEIKLA IR JUDEJIMAS

Zemiau pateiktose grupése aprasyti pavyzdZiai, kuriuose kalbama apie
dabartinj Jasuy darba arba ta darba, kurj Jius dirbote prie§ gaudami
nedarbingumo lapelj arba iSeidami i pensijg. Pazymekite tik 1 atsakyma.

1 grupé e Darbas yra i§ esmés sédimas, ir darbo metu Jis daug nevaikstote.
Pvz.: darbas prie raSomojo stalo, paprasty detaliy surinkimas ir panasiai.

2 grupé * Dirbant Jusy darbg reikia gana daug vaikscioti, bet nereikia nesioti
arba kilnoti sunkiy daikty. Pvz.: klienty aptarnavimas, lengvas pramoninis
darbas, pardavéjo darbas, déstymas, kai daug vaik$toma.

3 grupé e Jis daug vaikstote, o be to, kilnojate daiktus arba tenka daug laipioti
aukStyn ir Zemyn. Pvz.: paStininko darbas, sunkesnés pramonés darbai,
statybos, sunkesnis darbas restorane.

4 grupé e Jis dirbate sunky fizinj darba, kilnojate sunkius daiktus ir dirbate
fiziskai intensyviai. Pvz.: slaugos darbai, darbai, reikalaujantys kilnoti
sunkius objektus ir atlikinéti sunkius tvarkymo darbus.

Zemiau pateiktose grupése aprasyti pavyzdZiai, kuriuose kalbama apie
tai, kiek Jus pastaruosius kelerius metus judate laisvalaikio metu. Jeigu
Sis rodiklis skiriasi Ziemg ir vasara, paméginkite nustatyti vidurkij.
Pazymekite tik 1 atsakyma.

1 grupé e Laisvalaikj Jus daugiausiai skiriate skaitymui, televizoriaus
zitréjimui, kino teatro lankymui ir kitai fiziskai neaktyviai veiklai.

2 grupé * Maziausiai 4 kartus per savaite Jus einate pasivaiks¢ioti, vazinéjate
dviraciu ar kitaip judate. Cia jeina ir €jimas arba vaziavimas dviraciu j darba
bei atgal, sekmadieniniai pasivaiksc¢iojimai, nesunkus darbas sode, zZvejyba,
stalo tenisas, zaidimas kégliais.

3 grupé e Laisvalaikj skiriate bégiojimui, plaukimui, lauko tenisui,
badmintonui, aerobikai ir kitoms panaSioms judrioms sporto Sakoms. Siai
grupei priklauso sunkesni sodo darbai. Tokia veikla tiiri biiti uzsiiminéjama
bent 3 kartus per savaite.

4 grupé e Laisvalaikj skiriate sunkioms treniruotéms bei dalyvavimui
reguliariai  vykstan¢ioms bégimo, orientavimosi, slidingjimo, plaukimo,
futbolo, rankinio varzybose pora karty per savaite.
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54. Ar vartojate (vartojote) alkoholinius gérimus:

ZALINGI VEIKSNIAI

Iki darbo Cernobylyje

Darbo Cernobylyje
metu

Dabar

1 taip, daznai
2 taip, retkarciais
3 ne

4 taip, daznai
5 taip, retkarCiais
6 ne

7 taip, daznai
8 taip, retkarCiais
9 ne

55. Jei vartojate (vartojote) alkoholinius gérimus, kokius ir kiek
mililitry per dieng:

Iki darbo Gérimas Kiekis
Cernobylyje (ml)
alus 1 taip, nurodykite kiekj:
2 ne
vynas, 3 taip, nurodykite kiekj:
Sampanas 4 ne
likeriai 5 taip, nurodykite kiekj:
6 ne
degtiné 7 taip, nurodykite kiekj:
8 ne
kita 9 taip, nurodykite kiekj:
(jrasykite) 10 ne
Darbo alus 11 taip, nurodykite kiekj:
Cernobylyje 12 ne
metu
vynas, 13 taip, nurodykite kieki:
Sampanas 14 ne
likeriai 15 taip, nurodykite kieki:
16 ne
degtiné 17 taip, nurodykite kiekj:
18 ne
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vietineés 19 taip, nurodykite kiekj:

gamybos 20 ne

alkoholiniai

gérimai

(vynas,

degtiné ar

kt.)

kita 21 taip, nurodykite kieki:

(irasykite) 22 ne

Dabar alus 23 taip, nurodykite kiekj:

24 ne

vynas, 25 taip, nurodykite kiekj:

Sampanas 26 ne

likeriai 27 taip, nurodykite kiekij:
28 ne

degtiné 29 taip, nurodykite kiekj:
30 ne

kita 31 taip, nurodykite kiekj:

(jrasykite) 32 ne

56. Kaip daZnai vartojate alkoholinius gérimus Siuo metu:
nickada

labai retai

kartg per ménesj ir reciau

2-3 kartus per ménesj

kartg per savaitg

keleta karty per savaite

kasdien

NN DN R W -

57. Ar pasikeité alkoholiniy gérimy vartojimas po Jisy grjiZimo is§
Cernobylio:
1 vartoju alkoholinius gérimus dazniau
2 vartoju alkoholinius gérimus reciau
3 i8 viso nebevartoju alkoholiniy gérimy
4 pradéjau vartoti alkoholinius gérimus tik po grjzimo i§ Cernobylio
5 alkoholiniy gérimy vartojimas nepasikeite
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58. Ar esate vartojes narkotiniy medziagy:

1 taip (jrasykite)
2 ne

59. Ar rikote (rukéte):

Iki darbo Cernobylyje

Darbo Cernobylyje
metu

Dabar

1 taip, kasdien
2 taip, kartais
3 ne

4 taip, kasdien
5 taip, kartais
6 ne

7 taip, kasdien
8 taip, kartais
9 ne

60. Jei riikote (riikéte), kiek cigareciy per diena

(irasykite):

Iki darbo Cernobylyje

Darbo Cernobylyje
metu

Dabar

61. Jei vartojate, kokj tabaka renkatés:

1 nevartoju
2 rikoma
3 kramtomg
4 uostoma

62. Kiek mety riikéte (jrasykite, jei riukéte):

63. Jei Jums kada nors teko dirbti su Siomis medZiagomis:

Medziaga Darbo trukmé
(metais)
1 | benzinas taip ne
2 | organiniai tirpikliai taip ne
3 | pesticidai taip ne
4 | mineralinés traSos taip ne
5 | asbestas taip ne
6 | amoniakas taip ne
7 | suvirinimo aerozoliai taip ne
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Medziaga Darbo trukmé
(metais)
8 | dervos taip ne
9 | klijai taip ne
10 | cementas taip ne
11 | asfaltas taip ne
12 | bitumas taip ne
13 | nafta taip ne
14 | Zibalas taip ne
15 | organiniai dazai taip ne
16 | pigmentai taip ne
17 | Kita taip ne
(jrasykite):

64. Ar Jums teko kada nors dirbti darba susijusi su radiacija

65.

(pavyzdziui, medicina, atominé energetika, pramoniné
radiografija, tarnyba armijoje su radiacijos Saltiniais ar kt.) be
darbo Cernobylyje:
1 taip (jrasykite)

2 ne

3 nezinau

Ar Jums teko kada nors dirbti su sveikatai kenksmingomis
cheminémis medZiagomis be darbo Cernobylyje (pavyzdziui,
naftos perdirbimo gamykloje, chemijos gamykloje, gumos fabrike,
zemes tikyje, karinéje tarnyboje ar kt.):

1 taip (jrasykite)

2 ne

3 nezinau
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66. Perskaitykite kiekviena teiginj ir paZymékite atsakyma, kuris
labiausiai atspindi Jiisy savijauta per praéjusia savaite. Ilgai
nesvarstykite, nes pirma reakcija j kiekviena klausima, tiksliau
atspindi Jiisy savijautg nei ilgai apgalvotas atsakymas.

AS jaudiu jtampa ir
nerima

1 Beveik visg laika,
pastoviai

2 Didele laiko dalj,
daznai

3 Laikas nuo laiko,
retkarciais

4 Niekada nejauciu

Man linksma

5 Niekada

6 Labai retai

7 Kartais

8 Didzigja laiko dalj

Jauciu, kad nerimstu
vietoje

9 Labai stipriai

10 Gana stipriai

11 Truputj

12 Visiskai ne

Mane ir dabar dZiugina
tai, kas teiké dZiaugsmg
anksciau

13 Visiskai tiek pat

14 Maziau nei anks¢iau
15 Zymiai maZiau

16 Beveik visai
nedziugina

AS galiu ramiai sédéti
ir atsipalaiduoti

17 Visada

18 Daznai

19 Retai

20 Niekada

IS gyvenimo a$ laukiu
kaZko malonaus

21 Tiek pat kiek visada
22 Maziau nei anks¢iau
23 Zymiai maZiau nei
anksciau

24 Visiskai nelaukiu

AS jauliu baime, lyg
kazkas siaubingo turéty
atsitikti

25 Labai aiSkiai ir
stipriai

26 Taip, bet nestipriai
27 Nezymiai, bet tai
manes nejaudina

28 Visiskai ne

AS jauciuosi
uzslopintas ir
sulétéjes

29 Beveik visg laikg
30 Labai daznai

31 Kartais, nezymiai
32 Visiskai ne

Mane staiga apima
didelis nerimas ir
baimé

33 Tikrai labai daznai
34 Pakankamai daznai
35 Retai

36 Visiskai ne

AS galiu juoktis ir
suprasti humora

37 Taip kaip ir anksCiau
38 Maziau ir sunkiau
39 Zymiai maZiau ir
sunkiau

40 Visiskai negaliu

Mane apima baimé
lydima vidinio
virpulio ir spaudimo
po kriitine

41 Visiskai ne

42 Kartais

43 Gana daZnai

44 Labai daznai,
pastoviai

Man suteikia
dZiaugsmo gera
knyga, radijo ar TV
laida

45 Daznai

46 Kartais

47 Retai

48 Labai retai

124




Mane vargina neramios | AS nustojau ripintis

mintys ir riipesciai savo iSvaizda
49 Didziaja laiko dalj, 53 Pradé¢jau visiskai
pastoviai Nesirfipinti

50 Daug laiko, daznai 54 Nesirtpinu tiek,
51 Laikas nuo laiko, bet | kiek reikéty

ne daznai 55 Ripinuosi, bet

52 Tik retkarciais maziau nei ankséiau
56 Ripinuosi tiek pat,
kiek visuomet

KLINIKINIAT DUOMENYS pagal TLK-10-AM Kklasifikacija
(pagrindiné liga bei lydincios ligos)

67-83 klausimus pildo gydytojas - genetikas ar medicinos gydytojas

67. Navikai (pagal TLK-10-AM kodg C00-D48; diagnozés nustatymo
data):

Kodas

m. meén. d.

68. Kraujo ir kraujodaros organy ligos bei tam tikri sutrikimai,
susije su imuniniais mechanizmais (pagal TLK-10-AM koda D50-
D89)

Kodas

m. meén. d.

69. Endokrininés, mitybos ir medzZiagy apykaitos ligos (pagal TLK-10-
AM koda E00-E89)

Kodas

m. mén. d.

70. Psichikos ir elgesio sutrikimai (pagal TLK-10-AM koda FO0-F99)
Kodas

m. meén. d.
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71. Nervy sistemos ligos (pagal TLK-10-AM koda G00-G99)
Kodas

m. meén. d.

72. AKkies ir jos priediniy organy ligos (pagal TLK-10-AM koda HOO-
H59)

Kodas

m. mén. d.

73. Ausies ir speninés ataugos ligos (pagal TLK-10-AM koda H60-H95)
Kodas

m. meén. d.

74. Kraujotakos sistemos ligos (pagal TLK-10-AM kodg 100-199)
Kodas

m. meén. d.

75. Kvépavimo sistemos ligos (pagal TLK-10-AM kodg J00-J99)

Kodas

m. mén. d.

76. Virskinimo sistemos ligos (pagal TLK-10-AM kodg K00-K93)
Kodas

m. mén. d.

77. Odos ir poodzZio ligos (pagal TLK-10-AM koda 100-199)
Kodas

m. mén. d.
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78. Jungiamojo audinio ir raumeny bei skeleto ligos (pagal TLK-10-
AM koda M00-M99)

Kodas

m. mén. d.

79. Lyties ir Slapimo sistemos ligos (pagal TLK-10-AM koda N00-N99)
Kodas

m. mén. d.

80. Simptomai, poZymiai ir nenormalius Kklinikiniai bei
laboratoriniai radiniai, neklasifikuojami kitur (pagal TLK-10-AM
kodg R00-R99

Kodas

m. mén. d.

81. Suzalojimai, apsinuodijimai ir tam tikri iSoriniy poveikiy

padariniai
(pagal TLK-10-AM koda S00-T98)
Kodas
m. mén. d.

82. ISorinés sergamumo ir mirtingumo priezastys (pagal TLK-10-AM
koda U50-U73, U90, V00-Y98)

Kodas

m. meén. d.

83. Papildoma klinikiné informacija:

84. Ar Jums kada nors buvo taikytas Zemiau iSvardintas gydymas
dél onkologinés ligos:
1 taip (pazymékite tinkama) 2 ne

1 spinduliné terapija

2 chemoterapija
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3 operacinis gydymas
4 kita

85. Ar Jums kada nors buvo atlikti Zemiau iSvardinti
radiologiniai instrumentiniai tyrimai ir kiek karty:

1 danties rentgenograma
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 nezinau

2 panoraminé danty rentgenograma
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 nezinau

3 kriitinés lastos rentgenograma
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 nezinau

4 kauly ar sanariy rentgenograma
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 neZinau

5 Sirdies arba kraujagysliy radiologiniai tyrimai
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 neZinau

6 skrandzio radiologiniai tyrimai su/be kontrastine medziaga
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 neZinau

7 Zarnyno radiologiniai tyrimai su/be kontrastine medziaga
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 nezinau
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8 kaukolés rentgenograma
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 nezinau

9 galvos smegeny kompiuteriné tomografija
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 nezinau

10 skydliaukés tyrimas su radioaktyviu jodu
1 taip kiek karty (jrasykite):
2 ne
3 nezinau

11 kitas auksc¢iau nepaminétas radiologinis tyrimas (jrasykite):

86. Ar vartojate maisto papildus, irasykite (vitaminy, mineraliniy
medziagy preparatus ar kt.):
1 beveik kasdien
2 niekada
3 kartais

4 1-2 ménesius per metus

5 3-4 ménesius per metus

6 nezinau

87. Kokius vaistinius preparatus vartojate? IrasSykite vaistinio
preparato pavadinima arba kokiam sveikatos sutrikimui jis yra
skirtas.

88. Ar esate alergiskas:
1 taip (jraSykite) 2 ne

89. Ar esate alergiSkas kokiems nors vaistiniams preparatams:
1 taip (jrasykite) 2 ne

DEKOJAME JUMS UZ SKIRTA LAIKA!
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III priedas. Poveikio genomo varianty katalogas. Poveikio variantai buvo isrinkti remiantis skirtingais moksliniais Saltiniais.
1 saltinis — Butler JM, et al. Identification of candidate protective variants for common diseases and evaluation of their protective
potential. BMC Genomics 2017; 18(1): 575.
2 Saltinis — Harper AR, et al. Protective alleles and modifier variants in human health and disease. Nature Reviews Genetics 2015;
16(12): 689-701.
3 galtinis — ClinVar ir (ar) OMIM duomeny bazés (protekcing funkcija atliekantys genomo variantai).

Rs — identifikacinis genomo varianto kodas pagal dbSNP duomeny baze, REF — referentinis alelis, ALT — alternatyvus alelis.

Genas rs (dbSNP) _- Siejama liga ar pozymis

IL7R rs6897932 Issétiné sklerozé
COL11A1 rs3753841 Glaukoma
SLC30A8 rs13266634 11 tipo diabetas

TYK2 rs12720356 Psoriazé

KCNE4 rs12621643 Umi limfoblastiné leukemija
IL17REL rs5771069 Opinis kolitas

PLCE1 rs3765524 Stemplés ir skrandzio vézys
TNFSF13 rs3803800 IgA nefropatija
WDFY4 rs7097397 Sisteminé raudonoji vilklige

PLCE1 s2274223 Stemplés vézys

Su amziumi susijusi geltonosios démés
rs641153 degeneracija
rs11230563 Uzdegiminé zarnyno liga
KLRC4 rs2617170 Behceto liga
ZC3HC1 rs11556924 Koronariné Sirdies liga
TYK2 rs2304256 | tipo diabetas
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GIPR rs1800437 Nutukimas

Su amziumi susijusi geltonosios démeés
rs9332739 G C degeneracija
PPARG rs1801282 C G 11 tipo diabetas
TUBD1 rs1292053 G A UZzdegiminé zarnyno liga
MMP17 rs6598163 G A Migrena
LOXL1 rs3825942 G A Glaukoma, eksfoliacijos sindromas
IL23R rs11209026 G A Uzdegiminé zarnyno liga
MPV17L2 rs874628 A G ISsétiné sklerozé
RTKN2 rs3125734 T C Reumatinis artritas
LRRC34 rs6793295 Cc T Intersticiné plauciy liga
SH2B1 rs7498665 G A Nutukimas
ANKLE1 rs8100241 G A Krities vézys
BANK1 rs10516487 G A Sisteminé raudonoji vilkligeé
ANKLE1 rs2363956 T G Kiausidziy vézys
NFKBIE rs2233434 G A Reumatinis artritas
LPL rs328 C G Hipertenzija
WEFS1 rs1801214 T C 11 tipo diabetas
THADA rs7578597 T C 11 tipo diabetas
IL13 rs20541 G A Psoriazé
MLPH rs2292884 G A Prostatos vézys
2. rs11591147 G T Hipercholesterolemija
- PCSK9 rs67608943 C G Hipercholesterolemija
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Genas
PCSK9
PCSK9
SCN9A

SCN11A
DYNC2LI1
DYNC2LI1

rs72646508
rs28362263
rs202152511
rs483352920
rs769975073
rs201948500
rs41272114
rs10455872
rs3798220
rs34536443
rs35018800
rs12720356
rs2814778
rs2066702
rs1229984
rs698
rs1693482
rs671
rs140621530
rs147210663
rs138326449
rs76353203
rs63750847

C
G
Cc
T
G
C
G
T
T
Cc
C
T
T
Cc
T
A
G
G
G
G
G
Cc
G

T

>4 > > 4222200400 4606002>»02»0-CH>

rs (dbSNP) Siejama liga ar poZymis

Hipercholesterolemija
Hipercholesterolemija
Paveldimi skausmo sutrikimai
Paveldimi skausmo sutrikimai
Sklerosteoze
Sklerosteozé
Sirdies ir kraujagysliy ligos
Sirdies ir kraujagysliy ligos
Sirdies ir kraujagysliy ligos
Sisteminé raudonoji vilkligé, reumatinis artritas
Sisteminé raudonoji vilkligé, reumatinis artritas
Sisteminé raudonoji vilklige, reumatinis artritas
Atsparumas Plasmodium Vivax
Priklausomybé nuo alkoholio
Priklausomybé nuo alkoholio
Priklausomybé nuo alkoholio
Priklausomybé nuo alkoholio
Priklausomybé nuo alkoholio
Hiperalfalipoproteinemija, koronariné Sirdies liga
Hiperalfalipoproteinemija, koronariné Sirdies liga
Hiperalfalipoproteinemija, koronariné sirdies liga
Hiperalfalipoproteinemija, koronariné Sirdies liga

Alzheimerio liga



Cc2

CCR5|LOC102724297

CX3CR1

CX3CR1

HBB

HBB

rsb47154 G
rs3834129 AGTAAG
rs1799864 G
rs1800940 G
rs1799987 A
rs1800560 T

ACAGTCAGTAT

CAATTCTGGAA

rs333 GAATTTCCAGA
rs3732378 G
rs3732379 C
rs387906400 G
rs1050501 T
rs1435252 G
rs3780422 C
rs2779562 T
rs3750344 T
rs334 A
rs33950507 G
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Su amziumi susijusi geltonosios démés
degeneracija

Plauciy vézys
ZIV
ZIV
ZIV
ZIV

ZIV, hepatitas C
ZIV, koronaring §irdies liga, geltonosios démés
degeneracija
ZIV, koronariné §irdies liga, geltonosios démés
degeneracija
721V
Sisteminé raudonoji vilkligé, maliarija
Priklausomybé nuo nikotino
Priklausomybé nuo nikotino
Priklausomybé nuo nikotino
Priklausomybé nuo nikotino
Beta-talasemija, Heinz kiineliy anemija, Hb SS
liga, maliarija
Beta-talasemija, Heinz kiineliy anemija, Hb SS
liga, maliarija



HBB

IL4R

KCNMB1|KCNIP1
MC4R

MT-ND3

ODC1
PKHD1

SLC4A1

rs33930165

rs33958176
rs121912429
rs121912428
rs121912427
rs121912426

rs1805015

rs1805010
rs11739136
rs52820871
rs2853826

rs2302615

rs137852944
rs267606980
rs61734659
rs587777582
rs200185429

rs769664228

- ® > 00 0 0

> > 0 >

®

C

G

G
AAGATCA

Cc

CGGCAGCCAG
GACCTGGGGGC

TGAATGC
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Beta-talasemija, Heinz kiineliy anemija, Hb SS
liga, maliarija
Atsparumas insulin-like growth factor 1
Atsparumas insulin-like growth factor 1
Atsparumas insulin-like growth factor 1
Atsparumas insulin-like growth factor 1
Atsparumas insulin-like growth factor 1
Atsparumas atopijai

Atsparumas atopijai, imunonepakankamumo
sindromas

Atsparumas hipertenzijai
Nutukimas, monogeninis diabetas
Atsparumas Parkinsono ligai
Sumazéjusi storosios Zarnos adenomos

pasikartojimo rizika
Apsauga nuo policistinés inksty ligos, zarnyno
veZ10
Apsauga nuo Kuru
Apsauga nuo pankreatito
11 tipo diabetas
11 tipo diabetas

Atsparumas maliarijai



SSTRS

TIRAP

TLR1

TLR5

NOD2
NOD2
NOD2

CFH

IL2RA
EGFR

rs121917877

rs8177374
rs5743618

rs5744168

rs267607133
rs6265
rs601338

rs3775291

rs1801968
rs104895421
rs104895422
rs104895427
rs104895430
rs104895456
rs104895467
rs104895486

rs1061170
rs11594656
rs121434569

® O

O> 0000140006000

=4 O
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Atsparumas somatostatino analogui
Atsparumas invazyviai pneumokokinei ligai,
bakteriozei, maliarijai, Mycobacterium tuberculosis

Atsparumas raupsams
Atsparumas legioneliozei, sisteminé raudonoji
vilkligé, mieloidozé
Atsparumas DNR topoizomerazés II, inhibicijai
Apsauga nuo obsesinio kompulsinio sindromo
Atsparumas Norwalk virusui
721V
Distonija
Blau sindromas, Krono liga, sarkoidozé
Blau sindromas, Krono liga, sarkoidozé
Blau sindromas, Krono liga, sarkoidozé
Blau sindromas, Krono liga, sarkoidozé
Blau sindromas, Krono liga, sarkoidozé
Blau sindromas, Krono liga, sarkoidozé
Blau sindromas, Krono liga, sarkoidozé
Glomerulonefritas, atipinis hemolitinis-ureminis
sindromas, su amziumi susijusi geltonosios démés
degeneracija
Diabetas

Plauciy vezys



IGF1R rs1253103806 G Atsparumas insulin-like growth factor 1
rs13333226 A G Hipertenzija, diabetas
rs1409058783 G T Atsparumas insulin-like growth factor 1
rs1432329681 T = Sisteminé raudonoji vilkligé, reumatinis artritas

PRSSl rs143909348 G A Paveldimas pankreatitas

PCSK9 rs1553137557 GC AA Seiminé hipercholesterolemija

CAGAGCCTGAT

CCAGGGATGTC

TGGATGGCCGG

ATGGCAGAATG

GAGACCTCCAC

CCCCACCATAA

TGGACATTGTC
GYPC rs1553470034 GTCATTG - Atsparumas maliarijai
IGFlR rs1555434208 G A Atsparumas insulin-like growth factor 1

IGFlR rs1555460945 G T Atsparumas insulin-like growth factor 1
Gar
rs16891982 C C Melanoma
COLlAl rs1800012 C A Kauly tankis
51800566 G A Alkoholio vartojimas, vézys
rs1800872 T G Atsparumas graft-versus-host ligai, ZIV

Krono liga, uzdegiminé zarnyno liga, sisteminé
FCGR2A rs1801274 TarG raudonoji vilkligé, Kawasaki liga, opinis kolitas

5180195 Autoimuniné skydliaukés liga

> >
®
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IRS2

NOS3
MC4R
CLEClA

TABZ

UGTlAl

CTLA4
HBB

HBB

TLR1
SCNB8A

LAMA3

FGG

LDLR
SOD1

rs1805097 C T
rs2070744 C T
rs2229616 C T
rs2306894 G C
rs237025 G A
rs3064744 TA TA[9]
rs3087243 G A
rs33945705 G AarT
TarG
rs33946267 C ar A
rs4833095 T C
rs587780455 A G
rs61751706 C T
rs75848804 C G
rs771917370 C TarG
rs80265967 A C
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11 tipo diabetas
Koronarinés arterijos Spazmas
Diabetas, nutukimas
Aspergilijozé
Diabetas

Crigler-Najjar sindromas, Lucey-Driscoll
sindromas, Gilberto sindromas

Hashimoto tiroiditas, celiakija

Hemaglobino struktiiriniai pokyciai

Beta-talasemija, Hb SS liga
Astma, raupsai
Traukuliai, epilepsija
Jungtiné epidermolizé bullosa gravis Herlitz
sindromas

Fibrinogenas Osaka V
Hipercholesterolemija

Amiotrofiné lateraliné sklerozé



IV priedas. Genu, siejamy su burnos ertmés ligomis, sarasas

SPARC APEX1 PDGFD BMP10 FGF5 FGF20

MYC IL1 BMP1 BMP11 FGF6 FGF21
HSD17B2  IL10 BMP2 BMP15  FGF7 FGF22
IFNK IGF1 BMP3 EGF FGF8 FGF23
TGFA IGF2 BMP4 EGFL6  FGF9 TNFSF11

TGFB1 PDGFB BMPS EGFR FGF10  TNFRSF11B
TGFB2 PDGFRA BMP6 FGF1 FGF16  IBSP
TGFB3 PDGFRB  BMP7 FGF2 FGF17  AMELY
VEGF PDGFC BMP8a FGF3 FGF18 AMELX
XRCC1 PDGFA BMP8b FGF4 FGF19
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V priedas. Su psichikos sveikatos biiklémis susijusiy, analizés metu
nustatyty genetiniy sri¢iy koduojamy baltymy raiSkos audiniuose grafi
kas. Parengtas pagal Humanbase in silico jrankj. RTL3 ir MECOM baltymy
raiSka smegeny

Audinys Pasikliautinumo
jvertis
oNs 068
Nervy sistema 0.68
Smegenys 0.68
Priekinés
smegenys o4
DidZiosios
smegenys 0.46
Smegeny Zievé 0.45
Temporaliné 0.44
skiltis
Hipokampas 0.43
Bazinis ganglijas 0.42
Smegenélés 0.42
Nugaros 039
smegenys
Vidurinés 039
smegenys
Migdolinis kiinas 039
Uodeguotasis 039
branduolys —
Tarpinés 038
smegenys

DryZuotasis kiinas

Gumburas

Juodoji medziaga

DidZioji smegeny

036

036

0.33

jungtis ———
Pogumburio 020
branduolys I
Uodeguotojo 019
branduolio kiautas -
Priekiné skiltis 019
Oksipitaliné skiltis 017
Medulla oblongata o017,
Nucleus 010
accumbens -
Soninis skilvelis L
Smegeny skilvelis 007
Parietaliné skiltis 0.03
Pakausiné skiltis 0.01
Tiltas oo1
Hipokampo 0.01
dantytoji klosté -

Flatiron Institute - Simons Foundation
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VI priedas. Centrinei nervy sistemai ir depresijai paveikiausioms
smegeny sSritims budingi funkciniai genu saveikos tinklai, sudaryti
naudojantis Humanbase in silico jrankiu. Pazyméti genai — asociacijy
analizés metu nustatyti genai. Geny sasajos reikSmingumas Zymimas

spalviskai: zalia spalva reiskia nereikSmingg sgsajg, raudona spalva —

reikSmingg sasaja.
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VII priedas. Lietuvos Cernobylio katastrofos likviduotojy genomy teigiamos atrankos poveikio analizé autosomose. Lygintos
Lietuvos Cernobylio katastrofos (LCKL) ir bendrosios lietuviy populiacijos (LTU; ANELGEMIA duomenys) tiriamyjy grupés. X
adyje — genominé pozicija, Y aSyje — p jvercio reik§mé. Rodyklémis pazymétos LCKL grupei biidingos teigiamos gamtinés atrankos
veikiamos, unikalios ir auks¢iausia p jvertj turincios reiksmés. Raudonai paZymétos genomo sritys — tapacios tarp LCKL ir LTU
tiriamyjy grupiy, pilkos — netapacios teigiamos gamtinés atrankos veikiamos genomo sritys. 4 ir 16 chromosomose dél dirbtinai
padidinto centromerinio signalo scheminis vaizdavimas nebuvo galimas, taigi unikalios sritys nustatytos rankiniu biidu, naudojant
RAISD Report failus.
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SUMMARY

1. INTRODUCTION

Research problem and its relevance

Survival and adjustment to changing environmental conditions are
important components of adaptation in a population. Adaptation is directly
dependent on the forces of natural selection; therefore, natural selection is a
key factor in evolution that has the power to alter the genetic architecture of a
population. In this way, past populations were and future populations are
formed by acting on the phenotypes, adaptive properties, and structure of
populations at the molecular level. Specific regions of the genome and its
variation differ between populations, possibly due to different
microevolutionary processes taking place, and this results in different
characteristics of populations. In order to ascertain the genome factors that
determine the uniqueness of the population, it is important to identify and
study (beneficial and harmful) genome variants in the Lithuanian population
as well. It is also important to identify population-specific genome loci
affected by positive selection, which may determine the adaptability of the
population. By ascertaining the genomic determinants of uniqueness of the
population, the results obtained could be used for population-specific
diagnosis and treatment in the era of personalised medicine.

In the face of a changing environment and cataclysmic events like
ecological disasters, genome variants that once were protective may become
deleterious. Microevolutionary processes are therefore ongoing and lead to
transformations in the genetic architecture of the population that is adapting.
During cataclysmic events, natural selection pressures can change the
characteristics of a population in a relatively short period of time, as the
population must adapt quickly to the threat posed. For this reason, populations
that have survived ecological disasters are particularly suitable for studies of
adaptation. Lithuania is unique as a population because it has experienced the
consequences of the Chernobyl* nuclear power plant disaster and participated
in its clean-up. Among the surviving Lithuanian clean-up workers of the
Chernobyl nuclear disaster (LCWC) there are not only ill individuals, but also
who are aging relatively healthy. They are valuable as an object of research
because they survived extreme conditions, adapted to the lifelong effects of
ionizing radiation (IR) and the consequences of the disaster itself. Potentially,
these properties may depend on their unique genome variation. Studies of

1 Other correct name is Chornobyl (in Ukranian language); in this study, the more
widespread name Chernobyl (in Russian language) has been chosen.
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genome variation and positive selection loci of these and other similar cohorts
would help to identify the genomic loci relevant to survival and adaptation,
and provide a better understanding of ongoing microevolutionary processes.

This study evaluated the adaptive effects (morbidity, response to
experienced stress and effects of IR) of genome variants that may be both
beneficial and harmful — the so-called effect genome variants — in the cohorts
of the general Lithuanian population and LCWC. In order to evaluate the
possible protective effect of the genome variants identified during the
association analysis in the general Lithuanian population cohort, it was chosen
to use not only in silico analysis tools, but also to perform positive selection
analysis of variant-specific genome loci. It is a new research strategy that
combines association with functional in silico and positive natural selection
analyses. In this study, genome loci under positive selection were identified
in the unique cohort of the LCWC for the first time. These loci potentially
determine the survival rates of nuclear disaster clean-up workers and their
adaptive gualities to extreme conditions as well as the lifelong effects of the
Chernobyl nuclear disaster.

Novelty of the study

In this study, we have performed a targeted analysis of effect genome
variants in the cohorts of the general Lithuanian population and LCWC using
genotyping data of genome-wide SNPs and exome sequencing data. We have
analysed the effect of identified, statistically-significant genome variants in
these cohorts that may affect their adaptive qualities. During this study, an
innovative research strategy was applied using not only in silico analysis tools,
but also a method of positive natural selection loci detection to evaluate the
functional significance of identified variants.

In order to determine the genome loci important for human adaptation and
survival under extreme environmental conditions, the genome sequencing
data of LCWC and the general Lithuanian population was used for the positive
natural selection analysis for the first time. The method chosen for the study
to assess the impact of positive natural selection is relatively new. It covers
several important types of positive natural selection sweep signatures and
analyses them simultaneously, thus providing a comprehensive assessment of
the impact of positive natural selection. It is important to emphasize that the
genomes of LCWC were investigated at the molecular level for the first time
ever. To date, very little has been done to study the genomes of individuals
who have received high doses of IR at the high-resolution level. A new, deeper
level of genome-wide analysis, as well as the identification of regions of
positive selection that potentially lead to a better survival and adaptation of
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individuals, provide a better understanding of ongoing microevolutionary
processes.

Continuity of the study

The collection of DNA samples, the genome-wide genotyping and whole
genome sequencing data can be re-used; this allows the research to be further
developed. After the identification of potentially protective genome variation
and loci of positive selection in the cohort of LCWC and evaluation of the
significance of these loci using in silico tools, it will be possible to extend the
analysis and clarify their significance using functional genome analysis
methods.

The aim of the dissertation

To evaluate the significance of the effect genome variants and loci under
positive natural selection for human adaptation, using the data of genome-
wide genotyping and whole genome sequencing in the cohorts of the general
Lithuanian population and Lithuanian clean-up workers of Chernobyl nuclear
disaster.

Main tasks of the study:

1. To compile a catalogue of candidate effect genome variants, to
determine and compare the frequencies of alleles and genotypes in the cohorts
of the general Lithuanian population and the Lithuanian clean-up workers of
the Chernobyl nuclear disaster. Also, to identify effect genome variants which
are important for adaptation in both cohorts using genome-wide SNPs
genotyping and exome sequencing data.

2. To identify unique genome loci under positive natural selection in the
cohort of the Lithuanian clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster
in comparison with the general Lithuanian population, using whole genome
sequencing data.

3. To evaluate positive natural selection signatures in the genome loci of
the identified effect genome variants in the cohorts of the Lithuanian clean-up
workers of the Chernobyl nuclear disaster and the general Lithuanian
population.

4. To evaluate the functional significance of the identified effect genome
variants and the loci under positive natural selection for the phenotype using
bioinformatical tools and scientific literature analysis.
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Statements to be defended

1. Effect genome variation shapes phenotypic and adaptive characteristics,
specific to the cohorts of the general Lithuanian population and Lithuanian
clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster.

2. The functional significance of effect genome variants can be assessed
using not only traditional in silico analysis tools but also methods of positive
natural selection effect assessment.

3. Due to the extreme environmental pressures experienced, the genomes
of the Lithuanian clean-up workers of Chernobyl nuclear disaster contain
unique loci under positive selection that possibly determine the health and
adaptive properties of the survivors.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Research process

This study has been performed in 2018-2022. It is part of the project
“Adaptive genetic mechanisms — a comprehensive study of whole genome
variation in the group of the Lithuanian Chernobyl catastrophe liquidators”
acronym ADAPT (project no. S-MIP-20-35), which was performed at the
Department of Human and Medical Genetics Institute of Biomedical Sciences,
Faculty of Medicine, Vilnius University (VU MF BMI DHMG). The
bioethical approval of the Vilnius Regional Biomedical Research Ethics
Committee (No. 2019/4-1119-612) was issued for the research. Two data sets
of the general Lithuanian population group were used for the study, which
were obtained from:

1) VU MF BMI DHMG 2011-2015 project “Genetic diversity and
structural changes of the Lithuanian population related to evolution and the
most common diseases” acronym LITGEN (project no. VP1-3.1-SMM-07-K-
01-013, bioethical approval No. 158200-05-329-79);

2) VU MF BMI DHMG 2020-2022 project “Ancient and new alleles in
the Lithuanian genome: mutations, natural selection and adaptation”, the
acronym ANELGEMIA (Project No. S-MIP-20-34, bioethical approval No.
2020/6-1243-724).

All individuals signed consents to participate in this biomedical research.

This study consists of three parts:

1) the search and analysis of effect genome variants in the general
Lithuanian population (LITGEN) group using the data of genome-wide SNP
genotyping and exome sequencing;
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2) the search and analysis of effect genome variants in the group of LCWC
and comparison with the general Lithuanian population (LITGEN) using
genome-wide SNP genotyping data;

3) analysis of genome loci under positive natural selection in the LCWC
group and comparison with the general Lithuanian population group
(ANELGEMIA) using whole genome sequencing data.

The reference genome of Homo sapiens GRCh37 (hg19) was used in the
study. The research strategy and workflow are presented in Figure 2.1.

‘Venous blood samples of Lithuanian clean-up workers of

MATERIALS Chernobyl nuclear disaster (LCWC), questionnaire information
Phenol-chloroform-isoamyl alcohol DNA extraction from blood
DNA EXTRACTION " leukocytes
GENOTYPING 134 LCWC using gem?ome-\wde 40 LCWC using whole
SNPs microairays genome sequencing

93 LCWC 93 LCWC Comparison of
LT{G_ENf comparison comparison positive selection
analysis o with 475 ind. with 182 men loci of 40 LCWC
DATA ANALYSIS | effect genome from LITGEN from LITGEN with 25 ind. from

variants: 475 using the purposeful ANELGEMIA
mnd. genotyping catalogue of analysis of and the search of

+98 ind. exome effect genome disease-specific LCWC-unique

sequencing data variants genes loci

Fig. 2.1. Research strategy and workflow. LCWC — Lithuanian clean-up workers
of Chernobyl nuclear disaster, LITGEN — study group of the general Lithuanian
population from LITGEN project, ANELGEMIA — study group of the general
Lithuanian population from ANELGEMIA project. Ind. — individuals.

2.2. Cohort of the study

During the study, a total of 134 venous blood samples of LCWC were
collected. The study group included 128 men and 6 women who were involved
in the elimination of the Chernobyl nuclear disaster’s consequences. All
individuals are residents of the Republic of Lithuania. Due to the fact that the
number of individuals in the study cohort increased after the start of the data
analysis stage for 93 individuals and there was no possibility to include new
individuals without major changes to the study strategy, 93 men of the LCWC
cohort were included in the further analysis. At the time of the study, the
average age of LCWC was 64 years. Two datasets (LITGEN and
ANELGEMIA) of the general Lithuanian population group were used as
control groups for the study. LITGEN dataset included genotyping and exome
sequencing data of 475 individuals (239 women and 236 men). The average
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age of the individuals was 53 years. ANELGEMIA dataset included whole
genome sequencing data of 25 men. The average age of the individuals was
36 years.

2.3. Analysis strategy of the questionnaire data of the Lithuanian clean-up
workers of Chernobyl nuclear disaster

All participants had to fill out the questionnaire (it is in the Lithuanian
language, available as Appendix Il of the main dissertation document), which
allowed to collect information about the individuals® roles in the clean-up
process of the Chernobyl nuclear disaster, working and living conditions in
the Chernobyl, their lifestyle habits, psychological condition, and clinical
data. The collected data were processed and descriptive statistical analysis was
performed with Microsoft Office Excel software. Rstudio v3.5.2 software was
used to assess statistical significance. The analysis of questionnaire and
clinical data allowed to identify the most common disease groups in the group
of LCWC. Groups of oral and mental illnesses were selected for further
analysis due to the biological association of these illnesses with exposure to
IR, the psychological experiences of LCWC, and the high incidence of these
illnesses in the LCWC cohort.

2.4. Genome-wide SNPs based genotyping using microarrays

The genomic DNA of the LCWC was extracted from blood leukocytes
using the phenol-chloroform-isoamyl alcohol extraction method.
Concentration and purity of the extracted DNA were determined on a
NanoDrop® ND-1000 spectrophotometer. The DNA  extraction,
concentration and purity measurement protocols used for the study were
described in detail by Ingrida Domarkiené, PhD [104, Appendix I]. The
genotyping of LCWC was performed using Infinium OmniExpress—24v1.3
microarrays (714 238 SNPs) and the Illumina HiScanSQ system. The protocol
used for genotyping and data quality control is described in detail by Ingrida
Domarkiené, PhD [104, Appendix I1]. Genotyping of the general Lithuanian
population (LITGEN) was performed by VU MF BMI DHMG LITGEN
project scientists and only the data collected were used for this study. After
quality control, 91 LCWC genotypes were set for further analysis.
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2.5. Analysis of the genotyping data
2.5.1 Catalogue of effect genomic variants

A catalogue of 144 genomic variants from the ClinVar [105] and OMIM
[106] databases and scientific publications was compiled. The main criteria to
include a variant from the databases were 1) clinical significance review status
(protective or uncertain) and 2) count of submissions (more than 1). The
inclusion criteria for a variant from scientific publications were 1) influence
of the variant on gene function (i.e., the variant was expected to alter gene
function; mostly loss-of-function) and 2) the frequency of the variant (i.e., rare
or previously rare alleles that increased in frequency possibly because of
positive effects on the phenotype). This catalogue [Appendix 111] was used for
the targeted gene-set association analysis.

2.5.2. Primary analysis of genotyping data (preparation)

The GenomeStudio 2.0 software was used for genotyping data preparation
[108]. The main stages of primary analysis are as follows:

1) Creation of a new analysis project: uploading raw genotyping data and
additional files (sample sheet file in .csv format, SNP manifest file in .bpm
format).

2) SNP grouping (clustering) of genotyping data: the initial stage of data
quality control, during which the quality parameters of samples and SNP
markers are calculated.

3) Removal of low-quality SNP markers. The main parameters indicating
the quality of SNP markers are:

a) the Call Frequency value was selected >0.97;

b) the GenTrain value as close to 1 as possible;

c) the ClusterSep value >0.4 [109]. SNP markers with a ClusterSep value
of less than 0.27 were removed. Markers with ClusterSep values between 0.27
and 0.4 were reclustered and included in further analysis.

4) Removal of poor quality samples: samples are evaluated according to
the Call Rate value. This value was chosen to be >97 percent [110]. Due to
the poor Call Rate value, 2 samples were excluded from the LCWC group of
93 individuals, and 10 samples were excluded from the general Lithuanian
population (LITGEN) group of 475 individuals.

5) Creation of input files required for further analysis in .ped and .map
formats using GenomeStudio software plug-in PLINK Input Report Plug-in
v2.1.4.
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2.5.3. Secondary analysis of the genotyping data

PLINK v1.90 software was used for the secondary analysis. First, data
quality control of the general Lithuanian population (LITGEN) group (465
individuals) was performed. The main steps were:

1) combining the data of the general Lithuanian population (LITGEN)
from different microarrays;

2) removal of chromosomes 0, 23, 24, 25;

3) quality control according to estimates: --mind 0.1 (removal of
individuals missing >10% of the genotype); --gene 0.01 (removal of SNPs
missing >1% of genotype); --hwe 0.001 (elimination of SNPs that do not
comply with the Hardy-Weinberg equilibrium law, with a p value <10-3);

4) filtering of effect genome variants from genotyping data using the effect
genome variant catalogue in .txt file format and using the --extract command
to select effect genome variants from genotyping data;

5) association analysis with other European populations was performed.

An analogous analysis was performed for the genotyping data of the
LCWC group.

2.5.4. Statistical analysis strategy of the genotyping data

The statistical analysis is divided into two main stages:

1) allele and genotype frequency analysis of the general Lithuanian
population (LITGEN) by combining the exome sequencing data of 98
individuals and comparing it with certain European populations;

2) association analysis of effect genome variants in LCWC and comparison
with LITGEN cohort. A detailed scheme of statistical analysis is presented in
Figure 2.2.

During the first stage of the statistical analysis, effect variant allele and
genotype frequencies were calculated and compared with common European
(EUR) and individual European populations (Utah residents of Northern or
Western European Ancestry, CEU) and the Finnish in Finland (FIN)) using
1000G project data [111] available in the NCBI dbSNP database [112]. These
individual European populations were selected on the basis of a study that
found that the Lithuanian population is evolutionary and genetically consistent
with the aforementioned populations, and the analysis of loci under positive
selection confirms these findings [68]. Calculations were performed using
PLINK v1.90 and Rstudio v3.5.2 software Recmdr package (a = 0.05).
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Analysis of the general
Lithuanian population
(LITGEN) genotyping and
exome sequencing data using
catalogue of effect genome
variants

Comparison to genotype frequencies of EUR,
CEU, FIN populations:

Rstudio v3.5.2 - 42 or Fishers* exact test

Comparison to allele frequencies of EUR, CEU,
FIN populations:

PLINK v1.90 - %2 or Fishers* exact test

Whole LITGEN cohort; targeted effect genome
variant analysis: PLINK v1.90 y2 or Fishers* exact
test, LD and epistasis analysis; Rstudio v3.5.2 —
calculations of statistical power

50-78 y.o. men of LITGEN cohort; targeted
effect genome variant analysis: PLINK v1.90 -
Comparison of the x2 or Fishers exact test
genotyping data of the
Lithuanian clean-up workers
of Chernobyl nuclear 50-78 y.o. men of LITGEN cohort; whole
disaster to genotyping data analysis: PLINK v1.90 -
methods for multiple comparisons (Bonferoni,
Holm, Sidak, Benjamini)

50-78 y.o. men of LITGEN cohort; targeted
disease-specific gene analysis: PLINK v1.90 -2
or Fishers® exact test

Fig. 2.2. Scheme of statistical analysis of genotyping data.

2.5.5. Functional evaluation strategy of identified statistically significant
effect genome variants using in silico tools

To assess the effect of identified statistically significant effect genome
variants based on genome and phenotype, variants were analysed using in
silico analysis tools and scientific databases: Varsome [113], Uniprot [114],
Ensembl [115], ClinvVar [105], OMIM [106]. Functional molecular
relationships between genes were sought and functional gene networks were
generated using GeneMANIA [116], STRING [117], Humanbase [118], G:
Profiler [119] in silico analysis tools.

Also, the Ensembl database was used to compare statistically significant
effect alleles identified in the general Lithuanian population (LITGEN) with
different primate species (Gorilla gorilla, Pongo abelii, Theropithecus
gelada, and Chlorocebus sabaeus) to determine whether the effect allele was
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of derived origin (and potentially leading to a protective function). A positive
natural selection analysis with RAISD software was performed to substantiate
or negate the potential protective role of the identified effect genome variants.

2.6. Exome and whole genome sequencing

2.6.1. Exome sequencing of the general Lithuanian population (LITGEN)
group

Exome sequencing was performed for 98 individuals of Lithuanian origin
using the 5500 series SOLID ™ system [66]. Sequencing was performed by
the scientists of the LITGEN project. In this study, only exome sequencing
data were used for the association analysis, combining it with genotyping data.

2.6.2. Whole genome sequencing of the general Lithuanian population
(ANELGEMIA) group and Lithuanian clean-up workers of Chernobyl
nuclear disaster

Whole genome sequencing was performed for 25 and 40 individuals of the
general Lithuanian population (ANELGEMIA) group and LCWC group,
respectively. Selection criteria for genome sequencing of LCWC group were:

1) the amount of IR dose experienced in the study group (doses should
have been documented and as high as possible);

2) individuals worked and (or) lived within the 30 km zone around the
Chernobyl nuclear power plant and had the supporting documents to prove it;

3) type of tasks performed during the clean up process (this study included
individuals who worked on the most dangerous tasks and closest to the
Chernobyl nuclear power plant).

Genome sequencing and primary quality control of raw data files (.fastq)
were performed at the Center for Genomics and Transcriptomics (CeGaT) in
Germany using the lllumina NovaSeq 6000 sequencing system, under contract
with Vilnius University.

2.6.3. Analysis strategy of genomic loci affected by positive natural
selection of the general Lithuanian population (ANELGEMIA) group and
Lithuanian clean-up workers of Chernobyl nuclear disaster

Positive natural selection leads to adaptive processes in the population.
Identifying the loci of the genome under positive selection could help to
answer the question of which loci are beneficial for the survival of individuals
and their adaptive properties. In order to prove or deny the protectiveness of
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the identified effect genome variants and their impact on the study
populations, as well as to identify genomic loci under positive selection which
are unique to LCWC, an analysis of loci under positive selection was
performed using the freely available RAISD v2.9 (Raised Accuracy in Sweep
Detection) software [52]. This software was installed and used for the analysis
of the general Lithuanian population group and LCWC for the first time.

The main advantage of this software is the combination (p statistic) of three
main positive selection sweep signatures, which describes the effect of
positive selection on genomic loci. These main signatures of positive natural
selection are: 1) local reduction at the polymorphism level, 2) particular shift
in the site frequency spectrum toward low- and high-frequency derived
variants, and 3) a localized pattern of linkage disequilibrium (LD) levels,
characterized by high LD on each side of a beneficial mutation and low LD
between loci that are located on different sides of the beneficial allele. Other
similar tools are designed to identify each of these signatures separately. In
addition to this, other advantages of RAISD are the negligible computing
memory requirements and the processing of large amounts of data in a
relatively short period of time. The software makes it possible to determine
the effects of positive natural selection through genomic variation that existed
in genomes before the selection pressure (in the case of LCWC, before the
catastrophe).

Whole genome sequencing data from the .vcf.gz file format were used for
the analysis. The initial step also requires the bcftools v1.8 [120] software tool,
which is used to merge different individuals® .vcf files into a single group
(LCWC or ANELGEMIA) file. The following command line was used to do
this (further examples include analysis of the general Lithuanian population
(ANELGEMIA) group):

bcftools merge - ANELGEMIAmerge.txt -O v -0 mergedANELGEMIA.vcf,
where the .txt file contains the directories of the .vcf.gz files to be merged. The
same command was repeated with LCWC data.

Further analysis was performed for each autosome separately due to
excessive LCWC and ANELGEMIA data file size. From the combined files
generated in the first step, separate files were generated for each chromosome
(a total of 22 files per study group). This was done using the command line:

grep -w chrl mergedANELGEMIA.vcf> ANELGEMIAchrl.vcf

The resulting file of chromosome 1 must have the header (first) line of the
file changed, so the following command lines are used:

head -1 ANELGEMIAchrl.vcf — command shows the first line of the file.
Then it is copied and pasted to the second command between the <>
characters.
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sed -i 'ls / ## contig = <ID = chrl, length = 249250621> /I
ANELGEMIAchrl.vcf

A header.vcf file is prepared that stores the correct header line of the .vcf
file. This file is merged with the first chromosome file:

cat ANELGEMIAchrl.vcf >> header.vcf — this command line transfers
information from ANELGEMIAchrl.vcf to the header.vcf file, the latter being
renamed ANELGEMIAchrlH.vcf.

Finally, RAISD software was operated using the command line:

RAISD -n ANELGEMIAchrl -1 ANELGEMIAchr1H.vcf -X centromeros.txt
-R -P. On this command line, the -X argument removes selected genomic
regions from the analysis that are listed in the .txt file. In this study, the
centromeric regions of the autosomes studied were excluded from the analysis
because the p value is artificially increased in these regions due to the
potentially small variation in the genome and because of the technical features
of u computation. For this reason, the adjacent regions of the centromeres are
not interpreted in the further analysis either. Due to a software bug, the
centromere regions on chromosomes 4 and 16 were not removed and were
analysed manually using the generated RAISD_Report files.

The specified command line generates  three files,
RAISD_Info.ANELGEMIAchrl, RAISD_Report ANELGEMIAchrl, and
RAISD_Plot. ANELGEMIAchrl.pdf. The Report file stores information about
the genomic positions of loci under positive selection, the estimates of the
three main signatures of positive natural selection separately, and the values
of the combined p parameter. The Plot file graphically displays the
distribution of the three main signatures of the positive natural selection and
the p estimates (y-axis) in a context of a genomic position in a chromosome(x-
axis). All these steps, discussed in this example of the analysis of the data of
the general Lithuanian population (ANELGEMIA) group for the chromosome
1, are repeated for all chromosomes and LCWC data. A total of 44 sets of files
were generated (22 chromosomes for ANELGEMIA and LCWC study
groups, respectively). The effect of a positive natural selection is considered
to be found when p > 0. The higher the value of p, the stronger the effect of
positive selection in the analysed genomic loci. Also, in order to identify the
most significant loci of the genome affected by positive natural selection, it
was assumed that the majority of the genome is neutral, i.e. is not affected by
positive selection. Therefore, genomic loci were considered as significant
when they reached top 5% of the highest 1 estimates. This value of 5% of the
highest estimates corresponds to the value of p and is used as the significance
threshold [52].
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In order to compare the genomic loci under positive natural selection in the
LCWC and the general Lithuanian population (ANELGEMIA) groups and to
find LCWC-specific loci that may affect the adaptation of the of this study
group, the following command line was used:

RAISD -n commonoutlierschrl -CO RAISD_Report.LCKLchrl 1 7
RAISD_Report. ANELGEMIAchrl 1 7 -COT 0.05 -COD 5000 — 5% of the
highest rated p values (COT argument; oo = 0.05) were chosen to determine
the most significant loci. This command line is designed to find and single out
common regions under positive natural selection. Four files are generated for
each chromosome analysed, while RAISD_CommonOutlierPlot.pdf is the
most important for this analysis. This file displays two graphs comparing the
values of p of the particular chromosome between the two study groups. The
regions of the chromosome marked in red shows common positive natural
selection loci in both study groups. The unique regions of the chromosome
under positive natural selection for each study group are shown in gray
(Figure 3.6). The RAISD_Report file is used to determine the genomic position
of the exact region. It was chosen to include unique genomic loci affected by
positive natural selection of the LCWC group with the highest p values for the
further analysis.

The RAISD_Report file was also used to evaluate the effect of positive
natural selection on effect genome variants, which were identified during the
association analysis performed on the genome-wide SNPs genotyping data of
LCWC and the general Lithuanian population (LITGEN) group. Based on the
genomic position of the variant, the corresponding region can be found in the
file, which includes information about the value of p. This value is then
interpreted in the context of other p values in the chromosome and the
significance of p in relation to the threshold value.

The UCSC genome browser [121] was used for the analysis of genomic
loci, and Ensembl [115], OMIM [109], GeneMANIA [116], PopHumanScan
[122], PANTHER [123], Gene Ontology Browser [124], Human DNA Repair
Genes [125] databases and tools were used to assess gene functionality.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Descriptive statistical analysis of the questionnaire data on Lithuanian
clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster

Ninety-three LCWC analysed in this study were 50-78-year-old men.
They were sent to the highest radioactivity zone (about 30 km from the nuclear
reactor) for various tasks that were supposed to prevent the spread of
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radioactive contamination. The most health-damaging activities were the
manual collection of granite pieces, the management of the nuclear power
plant site, the handling and disinfection of equipment inside or near the
nuclear power plant. Other, more common activities were driving vehicles to
and from the Chernobyl nuclear power plant or road maintenance.

According to available official data [126], the doses of IR experienced by
clean up workers in the years 1986-1989 were up to 100 mSv. This data
confirm our own data, which show that as many as 43% of LCWC experienced
doses up to 100 mSv (Figure 3.2). Data on experienced IR doses were
collected during a questionnaire survey and were not always documented
(e.g., the dose was not recorded on a military ticket), so inaccuracies are
possible. Doses higher than 200 mSv were detected in 16% of LCWC.

According to the anamnesis, LCWC are mainly affected by diseases of the
circulatory system, the musculoskeletal system and connective tissue, and the
digestive system. Figure 3.1 shows the distribution of all characteristic disease
groups in the cohort of LCWC.

CIRCULATORY SYSTEM

MUSCULOSKELETAL SYSTEM & CONNECTIVE TISSUE
DIGESTIVE SYSTEM

EYES & ADNEXA

ENDOCRINE, NUTRITIONAL & METABOLIC
EAR & MASTIOD PROCESS

SKIN & SUBCUTANEOQOUS TISSUE
GENITOURINARY SYSTEM

MENTAL & BEHAVIOURAL DISORDERS

Name of the disease group

RESPIRATORY SYSTEM

BLOOD, BLOOD-FORMING ORGANS, IMMUNE..
NERVOUS SYSTEM
INJURIES

NEOPLASMS

0 10 20 30 40 50 60 70

Number of Lithuanian clean-up workers within the disease group

Fig 3.1. Distribution of the most common disease groups in the cohort of LCWC.
The x-axis shows the number of individuals in a disease group. Some individuals
belong to several disease groups. The y-axis shows disease groups.

This distribution of the most common disease groups almost coincides with
the distribution in the general Lithuanian population, according to the data of
the Lithuanian Institute of Hygiene [assessed on January 2021, 127]. Most of
these diseases are age-related. Interestingly, there were only a few cases of
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tumors, although IR is known for its carcinogenic effect. In addition,
neoplasms are one of the most common causes of death in the general
Lithuanian population aged 45 and over [127]. This discrepancy may have
been due to the unique, adaptive qualities of the LCWC genomes or due to the
structure of the LCWC group (it is likely that most of the individuals who had
tumours are already deceased).

In the further part of this analysis, the aim was to characterize the LCWC
by examining which disease groups are the most common in groups of
different experienced IR doses (Figure 3.2.).

100-200
mSv

200-300
mSv

m Diseases of the musculoskeletal
system and connective tissue
m Diseases of circulatory system

m Diseases of eyes and adnexa

Diseases of digestive system

Up to 100 Not available

mSv

Fig 3.2. Distribution of doses of ionizing radiation (IR) experienced by LCWC.
The percentages indicate the proportion of individuals depending on the exposure to
different doses of IR. The diagram shows the most common groups of diseases in
different groups of IR doses experienced.

3.2. Analysis of the effect genome variants of the general Lithuanian
population (LITGEN)

The aim of the first stage of the analysis was to elucidate the effect genome
variants characteristic of the general Lithuanian population. This was
achieved using the compiled catalogue of selected effect genome variants for
the genome-wide SNPs genotyping and exome sequencing data. Of the 144
effect genome variants in the general Lithuanian population group (LITGEN),
frequencies of alleles of four genome variants were statistically significantly
different as compared to Utah Residents with Northern and Western European
Ancestry (CEU), Finns from Finland (FIN), and the general European
population (EUR) (Table 3.1). The result of the comparison of the allele
frequencies of the two variants (in the PPARG and ADH1C genes) with the
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general European population was close to statistical significance. The
calculated p-value may vary depending on the sample size, i.e. increasing the
sample size may make the result statistically significant or non-significant.
Thus, it was chosen to include potentially statistically significant (close to
statistical significance) results in the further analysis. No statistically
significant differences were found between genotype frequencies by
comparing these cohorts.

Table 3.1. Comparison of frequencies of effect variants in the Lithuanian and
European populations. Distribution of the effect allele genotypes and the statistics
for the evaluation of differences in frequencies of effect variants in the Lithuanian and
European populations. Only significant or borderline significant (PPARG and
ADHA1C) results are shown. CEU — Utah residents (CEPH) with Northern and Western
European Ancestry; EUR — European population; FIN — Finnish in Finland; LTU —
Lithuanian population; MAF — minor allele frequency.

HOMO | o oo o] HOMO
Genome ALT REF MAF
variantID | G°"€ Change * EP LTU) | MAF| 2
EREErE
5 46 387

NM_0013546682:
€.34C>G

rs1801282 WIFVIE EUR 4 111 118 0.161 0.120 3.632 0.05

FIN 18 43 38 0.399 4.839 0.03
NM_0011728152: 50 195 219 0318

13266634 QU]
o c826C>T  CEU 6 36 57 0242 4387 004

NM_0012821901:
c.1025G>A
NM_0011659792:
c.4856A>G
NM_0011458121:
c.1450A>G

NM_000669.5:
c.1048A>G

IO ERISVZY ZC3HCI FIN 77 5 225 40 163 54 0408 0.253 16.642 <0.01

rs2274223 I

m

UR 65 59 223 222 175 222 0381 0.338 3.919 0.04
rs7498665 [WNY:0: EUR 19 52 36 227 43 224 0378 0329 7.015 0.03

rs698 ADHIC EUR 25 93 48 221 25 189 05 0405 5.878 0.05

* All effect alleles were minor alleles.

EP — the population to which the comparison is made, CEU — Utah residents (CEPH) with
Northern and Western European ancestry; EUR — general European population; FIN — Finnish
in Finland; HETERO - heterozygous genotype count, HOMO ALT — homozygous alternative
genotype count, HOMO REF — homozygous reference genotype count LTU — Lithuanian
population; MAF — minor allele frequency.

According to the scientific literature, these amino acid-modifying variants
potentially protect against alcohol dependence (ADHILC, rs698), type
Il diabetes (PPARG, rs1801282; SLC30A8, rs13266634), coronary heart
disease (ZC3HC1, rs115524), obesity (SH2B1, rs7498665), and oesophageal
cancer (PLCEL, rs2274223).

After the allele origin, functional in silico and scientific literature analyses,
three effect genome variants (PPARG, rs1801282; SLC30A8, rs13266634,
ZC3HC1, rs115524) have been identified as potentially protective against type
Il diabetes and coronary heart disease. Also, the study highlighted the
complexity and importance of identifying common genome variants and their
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effects. A more precise definition of the effect genome variants can contribute
to the development of more reliable databases and avoid conflicting
information describing the effects of the variant. In general, the identification
of effect genome variants is important for a better understanding of the disease
etiopathogenetic mechanisms and microevolutionary processes.

3.3. Association analysis of the effect genome variants in the cohort of
Lithuanian clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster

During this stage of the study, an association analysis was performed for
the LCWC and the general Lithuanian population (LITGEN) cohorts using
genome-wide SNPs genotyping data. Targeted analysis of preselected effect
genome variants from the compiled catalogue was performed.

The first part of the analysis was performed for the LCWC cohort,
comparing genotyping data with the general Lithuanian population (LITGEN)
cohort. After data quality control, 91 LCWC, 421 individuals from the general
Lithuanian population groups, and 46 effect genome variants were set for
further analysis. The frequency of genotypes statistically significantly differed
between two cohorts for the genome variant rs3825942
(NM_005576.4:¢.458G>A; NP_005567.2:p.(Gly153Asp)) in the LOXL1 gene
(Table 3.2). A comparison of allele frequencies did not show any statistical
significance.

Table 3.2. Summary statistics of the variant rs3825942 in the gene LOXL1, which
showed statistical significance. LCWC — Lithuanian clean-up workers of Chernobyl
nuclear disaster, LITGEN — the general Lithuanian population from LITGEN project,
Cl — confidence interval.

- AA GA (ee] Minor Fisher*s T~ Odds Rai
udy genotype | genotype | genotype Allele exact test, SIREILE SIRELE
group count count count Frequency p-value (AA genotype) (GA genotype)
1 35 55}

LcwC 0.203 p=0019 0.34[95%Cl 1.84[95%Cl
LITGEN 16 301 0.162 0.04-2.63] 114-299]

The LOXL1 gene has important roles in maintaining cell homeostasis.
Also, the incidence of exfoliation syndrome and glaucoma is associated with
LOXL1 risk and (or) protective genome variants. This analysis showed that
the possible influence of recent positive selection [19], allele-flipping
phenomenon (alternative allele is evaluated as a risk allele in some ethnic
populations and as protective in others) [140, 148], and the fact that only
individuals with a homozygous reference allele have glaucoma in the LCWC
cohort suggests that the identified rs3825942 effect genome variant may be
protective against exfoliation syndrome in this cohort. Because the identified
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genomic variant is not the only genomic factor influencing the onset of
exfoliation syndrome, LD and epistasis analyses have been performed to
elucidate new genes involved in the molecular mechanisms of the disease
together with the rs3825942 variant. Thus, these analyses have identified new
candidate genes LHFPL3, GALNT6, PIH1D1, ANKS1B, METRNL potentially
involved in the etiopathogenesis of exfoliation syndrome.

In the second part of the analysis, a comparison of LCWC with the men of
the general Lithuanian population (LITGEN) was performed, dividing them
by age groups. The study found that the two effect genome variants in the
CX3CR1 gene rs3732378 (NM_001337.4:¢.839C>T, y*=7.146, p = 0.008)
and rs3732379 (NM_001337.4:c.745G>A, »*>=5.958, p = 0.015) statistically
significantly differ from the general Lithuanian population (LITGEN) in the
age group of 65 and older men. The frequency of the rare alleles in LCWC
cohort is higher compared to the general Lithuanian population. Both of these
variants are 94 base pairs apart, are in LD and inherited together [153]. These
effect genome variants are known as protective, reducing the risk of coronary
heart disease, and their protective effect has been demonstrated in a number
of studies [153, 156, 157]. These effect genome variants are potentially
protective in the LCWC cohort as well, leading to better adaptation qualities
and potentially protecting against coronary heart disease. Nevertheless,
cardiovascular diseases are one of the most common in the LCWC group.
Coronary heart disease is multifactorial, so it is important to keep in mind the
environmental factors (e.g. the individual’s lifestyle) that influence the onset
of disease. The main risk factors for coronary heart disease are smoking, fatty
foods, low physical activity, stress, and depression [158]. According to the
data of the questionnaire, in the group of LCWC most of these risk factors are
common — 60% of LCWC are or were smoking, low physical activity was
observed in LCWC (15% of individuals reported being engaged in sedentary
work and leisure, 27% — in sedentary work and moderately active leisure).
Mental disorders are observed in 40% of the individuals. Although the role of
protective genome variants is significant, this significance may be
overshadowed by a high-risk lifestyle in the LCWC cohort.

The third part of the analysis was performed for the LCWC cohort,
comparing it with men aged 50-78 years from the general Lithuanian
population (LITGEN) for all genome-wide SNPs genotyping data. Multiple
testing correction methods, such as Bonferroni, Holms, and others were used
for the association analysis for a large number of genome variants, and genes.
No statistically significant differences between two cohorts and genome
variants were identified using these methods. This does not necessarily
indicate that there are no significant associations. One of the major drawbacks
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of genome-wide association studies is multiple testing. As a result, the
significance of associations may be lost, and potentially important data can be
lost as well [159, 160]. This demonstrates the importance of targeted
association analyses, where genomic regions of interest are specified and
analyses are performed only for those specific regions.

3.4. Targeted, disease-associated gene analysis in the cohort of Lithuanian
clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster

At this stage of the analysis, a targeted association analysis of disease-
associated genes was performed by comparing the LCWC and the general
Lithuanian population (LITGEN) cohorts. The disease groups were selected
for the analysis based on their high frequency in LCWC group and taking into
account the biological association of experienced risk factors (IR) with the
analysed diseases.

First, association analysis with mental disorders was performed.
Questionnaire data analysis showed that the predominant mental disorders in
the LCWC group included anxiety, depression, emotional instability, and
sleep disorders. As many as 37 out of 93 LCWC (40%) may have mental
disorders. Meanwhile, according to the data of the Lithuanian Official
Statistics Portal [assessed on March 2021, 162], depression was found in 5%
of men in the general Lithuanian population in 2019, which is a significant
difference between the study groups. On the other hand, 60% of the
individuals did not have these conditions. Such results could potentially be
driven by unique genome variation of LCWC. Association analysis was
performed for individuals with and without mental disorders for all genome-
wide SNPs genotyping data, and significant associations were identified.
Significant SNPs were identified in 15 genes (Figure 3.3).
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(Bonferroni,p<0,05) MECOM
TMEM132D
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Fig 3.3. Scheme of the results of the association analysis with mental disorders in
LCWC cohort. 43 genome variants were identified in 15 coding genes, reaching
statistical significance (p < 0.05). After Bonferroni correction (p < 7x1078), 20 SNPs
were statistically significant (in the genes marked red). RNA genes are marked in
bold.
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In order to evaluate the possible functional significance of the identified
variants and the genes encoding them, the Humanbase [118] in silico tool was
used to analyse the gene expression in different tissues of the central nervous
system (Appendix V) and to create gene interaction networks (Appendix V1).
This analysis helped to identify genes ZMIZ1 and TSC22D1, which may be
involved in the etiopathogenesis of depression and other mental disorders.
Also, these genes may have a protective effect, based on scientific literature
analysis [165-168] and the fact that variants in these genes reached statistical
significance in the LCWC cohort without mental disorders.

In the second part of this analysis, oral diseases were chosen as a disease
group of interest. According to the collected data of the questionnaire, as many
as 70% of LCWC (65 out of 93 individuals) have gastrointestinal disorders.
The majority of health problems in this group were oral diseases, especially
periodontitis and tooth loss. Almost half of LCWC (48%) have oral diseases,
while approximately 12% of men aged 45 and over had dental diseases in 2020
according to the Lithuanian Institute of Hygiene [assessed on January 2022,
127]. Oral diseases are four times more common in the LCWC group
compared to the general Lithuanian population. Such a high number might be
related to the higher than usual dose of IR experienced during the Chernobyl
nuclear disaster, because IR has an effect on bone homeostasis [171-174].

At this stage of the analysis of the study, a targeted association analysis of
SNPs associated with oral diseases was performed. Based on the scientific
literature and databases, a list of 909 SNPs in 59 genes was compiled
(Appendix 1V), which was used for further association analysis between
LCWC with oral diseases and those without (analysis within the cohort). The
analysis identified associations of FGF1, FGF2, FGF7 and BMP2 genes with
a high risk of oral diseases. Three variants (rs2004330, rs1180341, rs1180343)
in the gene BMP8A also reached statistical significance in the studied LCWC
group. Interestingly, unlike the other identified genome variants, the odds ratio
values for aforementioned variants varied between 0.395 and 0.43, i.e., they
were lower than 1. This means that these genome variants are more common
in the group of LCWC without oral diseases, possibly reducing the chance of
having oral diseases and having potentially protective properties. This
hypothesis is further supported by the fact that the protective role of BMP8A
in glucocorticoid-induced bone apoptosis has been described in the scientific
literature [178].
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3.5. Analysis of the genome loci under positive natural selection in the
cohorts of the general Lithuanian population and Lithuanian clean-up
workers of the Chernobyl nuclear disaster

3.5.1. Evaluation of the impact of positive natural selection on the
identified effect genome variants in the general Lithuanian population
(LITGEN)

In order to confirm or negate the possible protective effect of the three
discussed genome variants in the PPARG, SLC30A8 and ZC3HCL1 genes
identified in the general Lithuanian population (LITGEN) cohort, a positive
natural selection signature analysis was performed using genotyping data. The
main idea of this stage of the study is that if the identified statistically
significant genome variants are beneficial to the cohorts’ adaptation and have
a protective function, they should be exposed to positive natural selection and
the individuals should gain an advantage over other individuals in the
population over time. The analysis calculates p statistics that directly correlate
with the effect of positive natural selection on the genome region. Statistical
u dot plots for the chromosomes of PPARG, SLC30A8, and ZC3HCL1 genes
are shown in Figure 3.4. A significant positive natural selection signal was
found in the SLC30A8 gene (1 = 2.34, p < 0.05). Although the detected signal
is low compared to the signal in other regions on chromosome 8, it still
confirms the potentially protective effect of this gene and the identified
variant. Based on the analysis, PPARG and ZC3HCL1 genes are not under
positive natural selection (u values did not reach the threshold value of top 5%
estimates). However, both of these genes are relatively close to other regions
of the genome which are under positive natural selection (PPARG — 800 Kbp
from chr3:11240480-11461626, p = 1.42, p <0.05; ZC3HC1 — 2 Mbp from
chr7:128015754-128104838, u=1.59, p <0.05). This means that these regions
of the genome are potential targets for further studies of positive natural
selection.
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Figure 3.4. Dot plots of p statistics for chromosomes 3, 7, and 8. The X-axis shows the genomic position and the Y-axis an estimate of the p
value. The dotted line represents the threshold value of p, meaning that p values above the line are higher than top 5% of all p values on that
chromosome (p < 0.05). The highest statistical values of p indicate the strongest regions of the genome affected by positive natural selection. The
position of the candidate protective genes PPARG (chromosome 3), ZC3HC1 (chromosome 7) and SLC30A8 (chromosome 8) and the effect of
positive natural selection in that region are indicated by arrows.
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3.5.2. Evaluation of the impact of positive natural selection on the
identified effect genome variants in the cohort of Lithuanian clean-up
workers of the Chernobyl nuclear disaster

The results discussed in the previous stages of the study showed gene
associations with exfoliation syndrome (LOXL1), coronary heart disease
(CX3CR1), mental disorders (ZMIZ1, TSC22D1), and oral diseases (FGF1,
FGF1, FGF7, BMP2, BMP8A). This study found that some variants in the
listed genes may lead to protection against these diseases and, in turn,
determine the better survival and adaptive properties of LCWC (variants in
the genes LOXL1, CX3CR1, ZMIZ1, TSC22D1, BMP8A). Other variants have
been shown to be possibly associated with poor oral health in the LCWC
cohort (variants in the genes FGF1, FGF2, FGF7, BMP2). In order to
substantiate the effect of the identified genes and their variants for the LCWC
phenotype, a positive natural selection analysis was performed. The analysis
of positive natural selection has a direct relationship with the usefulness of the
genomic loci for the health and adaptation of the individual — the more useful
the genomic loci, the more it is affected by positive natural selection. At this
stage of the study, the positive natural selection effects on these genes will be
reviewed in detail.

For the LOXL1 gene region (chrl5:73926462-73952136), low positive
natural selection signature value (u = 1.14) was observed (Figure 3.5),
however insignificant (p>0.05).
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Fig 3.5. Dot plot of p statistics for chromosome 15. The X-axis shows the genomic
position and the Y-axis an estimate of the p value. The dotted line represents the
threshold value of p (n = 5.53), meaning that p values above the line are higher than
top 5% of all p values on that chromosome (p < 0.05). The highest statistical values
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of p indicate the strongest regions of the genome affected by positive natural selection.
Analysed genes loci are indicated by arrows.

On the other hand, this gene belongs to a region (chrl5:73049046-
73980207) with a significant positive natural selection signature value
(highest value p = 7.30, p <0.05). In addition, other, the most significant,
region with the highest p value in the chromosome is next to the LOXL1 gene
region (chrl5:74491439-75982958, u = 59.5, p <0.05). The fact that these
genomic regions are affected by positive natural selection confirms the
hypothesis of the potentially protective role of the LOXL1 gene and the
investigated variant of rs3825942 in the etiopathogenesis of exfoliation
syndrome. However, further functional analysis is needed.

For the FGF7 gene region (chrl5:49423237-49488775), a small effect (u
= 4.99) of positive natural selection was observed when compared to other
loci under positive selection on chromosome 15 (Figure 3.5). This positive
selection signature value did not reach significance in the gene region
analysed (p>0.05). However, this region is between two other significant
regions under positive natural selection (chrl5:48232971-48435566, u =
11.17; chr15:49692283-49719324, p = 6.64; p <0.05). As discussed in the
previous sections, the association analysis found that the genomic variant of
the FGF7 gene, rs16962440, is more common in the cohort of LCWC with
oral diseases, suggesting that this variant is associated with a potentially
increased risk. On the other hand, the results of this stage of the study suggest
a potentially protective function of the FGF7 gene, as the region of the FGF7
gene is a potential target for positive natural selection. Inconsistent findings
suggest that conclusions about the significance of effect genome variants and
their effects on the phenotype cannot be drawn by association and in silico
analyses alone. In order to draw meaningful conclusions, several analyses are
required that would combine different analytical methods, which has been the
aim of this study as well. Also, functional genome studies using model
organisms or studying gene expression in tissue or cell cultures is crucial to
confirm the significance of effect genome variants.

In this case of FGF7, gene associations with not only oral diseases but also
other conditions cannot be ruled out. Such genes often play a role and are
active in the molecular mechanisms of several multifactorial diseases. An
analysis of gene networks showed that the FGF7 gene is the least associated
with oral diseases compared to other genes studied. Therefore, it cannot be
ruled out that this gene is associated with another trait and a possible
protective effect on that trait in the LCWC group. For example, an association
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of FGF7 with better liver regeneration has been identified through the
regulatory mechanism of liver progenitor cells [179].

Based on the analysis of this study, CX3CR1 (chr3:39263495-39281735),
ZMIZ1 (chr10:78943328-79067895), TSC22D1 (chrl3:44432143-44577147),
FGF1 (chr5:142592178-142698070), FGF2 (chr4:122826708-122898236),
BMP2 (chr20:6767686-6780246), BMP8A (chr1:39491636-39529869) genes
do not fall into significant loci affected by positive natural selection. Although
these regions of the genome are not protective against coronary heart disease,
mental disorders, and oral health, respectively, they are likely to play a role in
the etiopathogenesis of these diseases, and further, functional studies of these
genes are needed. In addition, although these loci are not affected by positive
natural selection, the genomic variants studied in some of these loci are in
conserved genomic regions based on the UCSC genome browser and the
Varsome analysis tool (CX3CR1 gene GERP score 2.49, PhyloP100way score
1.89; TSC22D1 GERP score 2.37, PhyloP100way score 1.29, BMP2 GERP
score 1.82, PhyloP100way score 0.865). Positive values of these estimates
indicate regional conservatism. The found conserved regions also partially
support the importance of these genomic regions in the etiopathogenesis of
aforementioned diseases.

3.5.3. Identification of genome loci under positive natural selection and
assessment of loci significance for adaptative qualities of the cohort of
Lithuanian clean-up workers of Chernobyl nuclear disaster

At this stage of the study, an evaluation of the positive natural selection
signatures in the LCWC cohort was performed using whole genome
sequencing data for the first time. The aim was to identify genomic loci of
autosomal chromosomes which have the highest positive natural selection
signature values and are unique to the LCWC cohort as compared to the
general Lithuanian population (ANELGEMIA). The obtained results intended
to prove the significance of these genomic regions for the adaptation of the
LCWC cohort.

In the genomes of LCWC, the loci with the highest positive selection
signature values were identified for chromosomes 5 (n = 164.2, Figure 3.6),
11 (u=114),and 12 (un=161.1) (Table 3.3, Appendix VII). Chromosomes 9,
13, 18, 21 do not contain genes in the identified regions under positive natural
selection; therefore, these regions have not been analysed further.
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Figure 3.6. Analysis of the loci under positive selection on chromosome 5. The
cohorts of the Lithuanian clean-up workers of Chernobyl nuclear disaster (LCWC)
and the general Lithuanian population (LTU; ANELGEMIA data) were compared.
On the X axis the genomic position and on the Y axis the positive selection signature
u value are depicted. The positive selection loci unique to each group are marked grey,
and the common loci are marked red. An arrow marks the positive selection locus
unique to LCWC which has highest p value, meaning it is the most significant. The
results of the analysis of positive natural selection for other chromosomes are given
in Appendix VII.

Table 3.3. Autosomal regions of the genome under positive natural selection.

Chr Highest Genes in the genomic loci
value
AGBL4, ELAVL4, DMRTA2, FAFL,
50024718 51586980 49.96 e
189198631 189731344 86.85 GULP1, DIRC1
68678446 68990461 77.44 TAFA4
MMAA, Cdorf51, ZNF827, LSM,
146494457 147354697 72.27 S
SLC30A5, CCNB1, CENPH,
MRPS36, CDK7, CCDC125, AKS,
> 68316218 09932025 16420 TAF9, MARVELD2, OCLN, GTF2H2C,
SERF1B, SMN2, NAIP
B 64047472 64615929 56.06 PTP4AL, PHF3, EYS
151965978 152132980 28.44 KMT2C
104888906 107027425 36.35 Rl S iR
ZFPM2
Bl 17876558 18329195 54.64 -
122646955 123081831 41.73 WDR11
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Genomic locus position Highest . . .
i ighest Genes in the genomic loci
Start value

11 101273279 101740156 114.00 TRPC6

SSH1, DAO, USP30, ALKBHZ2,
UNG, ACACB, MYO1H, KCTD10,
MMAB, UBE3B, MVK, TRPV4, GIT2,
109191005 111322770 161.10 GLTP, ANKRD13A, C120rf76, IFT81,
ATP2A2, ANAPC7, GPN3, ARPC3,
FAM216A, VPS29, PPTC7, RAD9B,
TCTN1, HVCN1, PPP1CC, CCDC63

=
N

(i
w

82488223 83468360 30.54 =
73733462 73867298 61.43 PAPLN, NUMB, AX747833
CCDC33, CYP11A1, SEMATA,
UBL7, ARID3B, CLK3, EDC3, CYP1A1,
CSK, ULK3, SCAMP2, FAM219B, MPI,
74491439 75982958 59.46 COX5A, RPP25, SCAMPS, PPCDC,
C150rf39, GOLGAGC, MAN2C1,
COMMDA4, NEIL1, SIN3A, PTPN9,

[N
~

SNUPN
NPIPB15,
16 74347008 74795167 29.69 CLEC18B,
GLG1, RFWD3, MLKL, FA2H
17 49795141 50541571 27.98 CA10
18 68939522 68991817 29.70 =
ZNF208, ZNF257, ZNF676,
19 22058047 23006378 72.65 ZNF729, ZNF98, ZNF492, ZNF99
0 14021037 14066814 22.27 MACROD2
1 23193282 23598744 41.25 -

TMEM191C, PI4KAP2, UBE2L3,
21806118 22653232 45.96 CCDC116, SDF2L1, PPIL2, YPEL1,
MAPK1, PPM1F, TOP3B

N

N N[N =
($)]

A total of 123 genes under positive natural selection, specific to the LCWC
group were identified. The analysis of the biological function of these genes
is based on the PANTHER classification system [123]; the Gene Ontology
Browser [124] showed that most genes are involved in cellular, metabolic, and
biological regulatory processes (Figure 3.7).
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1.6%-1.0%, 1.0% ,1.0% m Cellular process (G0O:0009987)

/B

2.5% = Metabolic process (GO:0008152)

= Biological regulation (GO:0065007,
G0:0044848)

= Response to stimulus (GO:0050896)
Localization (GO:0051179)

® Signaling (GO:0023052)

m Developmental process (GO:0032502)

= Multicellular organismal process (GO:0032501)

®Immune system process (GO:0002376)

® Reproduction (GO:0022414, GO:0000003)

® Biological process involved in interspecies
interaction between organisms (GO:0044419)

Locomotion (GO:0040011)

u Cell growth (GO:0040007)

Fig. 3.7. The biological role of genes in the genomic loci under positive natural
selection. Processes in the legend are listed in descending order of gene number
involved.

The category of cellular processes includes processes that are important for
cell viability, such as cell division, cell cycle regulation, and cell death.
Metabolic processes include chemical reactions in cells and the genes
involved in those reactions. Macromolecular processes such as DNA damage
repair or DNA replication also fall into this category. The category of
biological regulation involves a broad spectrum of processes, encompassing
not only the regulation of biological processes in certain tissues and organs,
but also regulation at the molecular level, such as the maintenance of DNA
stability or transcription. Some identified genes perform multiple biological
functions and therefore fall into several categories. In this analysis, positive
natural selection in LCWC genomes has been shown to affect those regions
of the genome that are involved in processes important for cell survival (cell
aging, cell cycle regulation, apoptosis) and adaptation (repair of DNA
damage).

The Lithuanian clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster
suffered higher than usual doses of IR and encountered extreme and stressful
situations. Due to the fact that LCWC have survived and adapted to the
consequences of the Chernobyl nuclear disaster, the genes involved in the
DNA damage repair and the regulation of the cell cycle are of paramount
importance for their adaptation. The identified genes involved in the
aforementioned processes are: CDKN2C, ZNF827, CENPH, CCNB1, CDK?7,
TAF9, RAD17, GTF2H2C, PTP4Al, WDR11, ALKBH2, UNG, ARID3B,
COMMD MAPK1, PPM1F, TOP3B (Table 3.4). These genes not only are
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important in the mechanisms of DNA damage repair and cell cycle regulation
but also are subject to positive natural selection and may form unique adaptive
properties of LCWC.

Table 3.4. Genes important for the adaptation of LCWC, their function, and (or)
impact on the phenotype. Function or impact on the phenotype was determined from
data provided in the UCSC genome browser, OMIM and Human DNA Repair Genes
databases, and analysis of scientific publications.

Function and (or) impact on phenotype

CDKN2C Cell cycle G1 control, tumour suppression, cancer, endocrine dysplasia
' ZNF827 Reparation of telomeres, associated with alcohol-related liver disease
CENPH Forms centromere-kinetochore complex, cancer
CCNB1 Cell cycle G2-M control, cancer
CDK7  Cell cycle and transcription, nucleotide excision repair
TAF9  Cell cycle, apoptosis, DNA transcription
DNA lesions-depended recombination, DNA damage sensor.
GTF2H2C DNA reparation
Cell cycle G1-S control, cancer, systemic sclerosis, alcohol dependence
Cell cycle progression, apoptosis, signalling, transcription regulation,
associated with obesity intellectual disability, cancer, heart anomalies
ALKBH2 Direct reversal of DNA damage
UNG  Reparation of telomeres, base excision repair

Cell cycle control, transcription regulation, regulation of chromatin
structure

COMMD4 Repair of double-stranded DNA breaks
NEIL1 Base excision repair
RFWD3 DNA lesions repair in G1 phase of cell cycle

o
>
O
=
=

)
5 B
BN
2 =

it

o

(N ARID3B

[N
(]

1

(]

MACROD?2 Potential function in DNA repair, associated with cancer

N

MAPK1 Proliferation, differentiation, transcription regulation
vyl PPMI1F Regulation of cellular stress response
pyl TOP3B Genome stability, DNA recombination, aging

Nl = ==

The PopHumanScan database [122], which provides systematic
information on known loci under positive selection in different populations,
has been used to further investigate the effects of identified loci under positive
natural selection in the LCWC cohort. For five genes (WDR11, NEIL1,
RFWD3, MACROD2, MAPK1) involved in DNA damage repair and cell
cycle, the effect of positive natural selection was also observed in other
populations. This demonstrates the significance of these regions for human
adaptation in general, regardless of population. On the other hand, the
influence of positive natural selection for other analysed genes in other world
populations and in the general Lithuanian population (ANELGEMIA) was not
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determined or was insignificant. This shows that LCWC is possibly
characterized by specific adaptation mechanisms that determine their survival
and adaptation to the lifelong consequences of the Chernobyl nuclear disaster.

Also, other regions of the genome affected by positive natural selection
that may affect the adaptive properties of LCWC have been identified. The
DAO gene is in the genomic loci affected by positive natural selection in
chromosome 12. This gene encodes a peroxisomal enzyme required for
neuronal differentiation, dopamine synthesis [180]. This gene is associated
with aging and may have a neuroprotective effect [181]. Also, this gene is
associated with the oxidative stress response [182], which is also experienced
by individuals receiving high doses of IR, and therefore may play a role in the
response to oxidative stress and better adaptation in the LCWC cohort. In the
same region of positive natural selection is the PPTC7 gene, which is
associated with resistance to environmental chemical toxins [183]. The
influence of positive natural selection in the South Asian (Indian) population
was also found in this gene locus (Fu and Li D score -6.825, p <0.05) [122].
India is the third country in the world in terms of pollution [184], so it is
natural for the human body to adapt to the harmful conditions that surround it.
The observed effect of positive natural selection in the PPTC7 gene in
different cohorts of survivors of toxic conditions shows the influence of this
locus on human adaptation to toxins.

Other genomic loci affected by natural selection that may be important for
the adaptation of LCWC are related to the results obtained in the previous
stages of this study. The identified genes FAF1, UBL7, PI4AKAP2 are affected
by positive natural selection. These genes are associated with comorbid
depressive syndrome [185], exfoliation syndrome [186], and post-traumatic
stress disorder [187], respectively. This result complements the previously
identified gene associations characteristic of the exfoliation syndrome and
mental health conditions and suggests a possible overall mechanism of action.

It has also been found that many of the genes affected by positive natural
selection identified at this stage of the study are associated with cancer. The
fact that these genome regions are under positive selection, and that cancer is
rare in the studied group of LCWC, suggests a possible protective function of
these loci in the context of cancer and involvement in adaptation mechanisms
that determine LCWC survival.

The strategy of combining association, positive natural selection signature
and functional in silico analysis methods allowed to identify significant
associations, genome variants and loci that are possibly functionally
significant for the general Lithuanian population as well as important for the
adaptation and survival of the LCWC. The results obtained could be refined
and the research strategy could be enriched by functional in vivo studies (in
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cell cultures, tissues or model organisms). It would also be beneficial to
evaluate the effect of positive natural selection on the genomic loci of LCWC
using traditional methods (for example, Fsr, integrated haplotype score, etc.)
and comparing the obtained results not only within the population, but also to
other populations. This could be the direction of future research.

4. CONCLUSIONS

1. The characterization of the genome of the general Lithuanian population
in the context of effect genomic variants, using whole-genome
genotyping method, allowed the identification of genomic variants
characteristic of the Lithuanian population potentially lead to a reduced
predisposition to type Il diabetes (NM_001172815.2(SLC30A8):c.826C>T)
and coronary heart disease (NM_001282190.1(ZC3HC1):c.1025G>A)
compared to European (Finnish, Utah of Northern or Western European
ancestry) populations.

2. A genome-wide genotyping method has been used to determine a unique
genome variation of DNA sequence changes in the cohort of Lithuanian
clean-up workers of the Chernobyl disaster, which is statistically
significantly different from the general Lithuanian population. The effect
genome variants that potentially determine clean-up workers’ adaptive
properties were identified.

2.1. Compared to the general Lithuanian population, a statistically
significant genome variant NM_005576.4(LOXL1):c.458G>A
(p=0.019) was identified, which is possibly protective against the
exfoliation syndrome and glaucoma in the cohort of Lithuanian
clean-up workers of the Chernoby| nuclear disaster. New candidate
genes (LHFPL3, GALNT6, PIH1D1, ANKS1B, METRNL)
potentially influencing the etiopathogenesis of exfoliation
syndrome and glaucoma were identified.

2.2. Two  statistically  significant  effect genome  variants
NM_001337.4:c.839C>T (p=0.008) and NM_001337.4:c.745G>A
(p=0.015) were identified in the CX3CRL1 gene, possibly protecting
against coronary heart disease in the cohort of Lithuanian clean-up
workers of the Chernobyl nuclear disaster as compared to the
group of the general Lithuanian population males aged over 65
years. Nevertheless, cardiovascular diseases are one of the most
common disease groups in the cohort of Lithuanian clean-up
workers of the Chernobyl nuclear disaster; their lifestyle habits
may influence their morbidity even though the protective factors
are present.
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2.3. Targeted association analysis of disease-related genes helped to
identify 43 statistically significant (p<1x10®) SNPs in 15 genes
(the strongest candidate genes being ZMIZ1 and TSC22D1),
possibly influencing the high frequency of mental disorders in the
cohort of Lithuanian clean-up workers of the Chernobyl nuclear
disaster. Also, new gene associations of FGF1, FGF2, FGF7 and
BMP2 have been identified with an increased risk of oral diseases
for Lithuanian clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster.
The interactions of all identified genes and their variation may
affect the phenotype of the cohort, forming unique population
properties.
In order to assess the protective function of the effect genome variants
identified during the association analysis, a positive natural selection
signature analysis of the identified effect genome variant loci was
performed for the general Lithuanian population and Lithuanian clean-up
workers of the Chernobyl nuclear disaster. Significant positive natural
selection signals were identified in the SLC30A8 gene (in the general
Lithuanian population, p=2.34, p<0.05), LOXL1 (in the cohort of
Lithuanian clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster, u=7.30,
p<0.05). These signals point towards the protective role of these genes
and genomic variants identified. The complex research analysis strategy
selected for this study, which combined association, positive natural
selection signature, and in silico analysis methods, allows a deeper
assessment of the functional significance of the variant.
The 22 most significant, autosomal genomic loci under positive selection
have been identified using whole-genome sequencing data for the first
time. These loci are unique to the cohort of Lithuanian clean-up workers
of the Chernobyl nuclear disaster in comparison with the general
Lithuanian population. CDKN2C, ZNF827, CENPH, CCNB1, CDK?7,
TAF9, RAD17, GTF2H2C, PTP4A1, WDR11, ALKBHZ2, UNG, ARID3B,
COMMD4, NEIL1, RFWD3, MACROD2, MAPK1, PPM1F, TOP3B
genes have been identified in the aforementioned loci, which are involved
in the regulation of the cell cycle and are important for the adaptation to
the lifelong effects of the Chernobyl nuclear disaster in the cohort of
Lithuanian clean-up workers of the Chernobyl nuclear disaster.
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Practice: From Infection Control Management to the Challenges of
Professional Ethics”

Tarptautiné konferencija ,,Ninth international conference on radiation in
various fields of research (RAD 2021)“

Kursai ,,Introduction to the Statistical Analysis of Genome-wide
Association Studies at University of Surrey* liepos 5-9 dienomis.
Europos zmogaus genetikos draugijos (ESHG) virtuali konferencija
Seminaras “Jgimtos ir/ar paveldimos genetinés ligos: diagnostikos
i§8ukiai‘

Konferencija “Pagalba moteriai krizinio néStumo metu”

Konferencija “Kraujo navikiniy susirgimy ir kamieniniy kraujodaros
lasteliy transplantacijos aktualijos”.

Jaunyjy mokslininky konferencija "Bioateitis: gamtos ir gyvybés
moksly perspektyvos”

Konferencija “Personalizuota medicina onkologijoje. Atradimai,
inovacijos, technologijos”

Seminaras “Genetika daugiadisciplininéje serganéiyjy retomis ligomis
priezitiroje”

Konferencija "Sprendziame mes" paminéti Pasaulinei Dauno sindromo
dienai Lietuvoje

Europos zmogaus genetikos draugijos (ESHG) konferencija, Viena,
Austrija.

Moksliné-praktiné konferencija “Dismorfologijos vasara 2022

Jungtiné EAA-ISGA-ICEM tarptautiné konferencija

Jaunyjy mokslininky konferencija "Bioateitis: gamtos ir gyvybés
moksly perspektyvos”
Narystés
2018-dabar Lietuvos Zmogaus genetikos draugija
Mokslinio doméjimosi sritys

2019
2019

2019

2019

2020

2020
2020
2020

2021
2021

2021

2021

2021

2021
2021

2021
2021

2021

2021

2022

2022

2022

2022
2022
2022

Populiacijy genetika, genetiniy ligy molekuliné diagnostika, zmogaus

nevaisingumo genetika, embriologija.
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