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I.  IVADAS

Lipos ir (arba) gomurio nesuaugimai (L/GN) yra daugiaveiksnés etiologijos
igimta Zmogaus raidos yda. [vairiy autoriy duomenimis jy daznis svyruoja
nuo 0,4 iki 2,0 atvejy 1000 gimusiyjy. Liipos ir (ar) gomurio nesuaugimy
daznumas Lietuvoje 1000—iui gyvagimiy 1993 — 1997 metais buvo 1,84
(Vasiliauskas et al., 2004).

Sparciai tobuléjant molekulinés genetikos metodams ir statistinés analizés
irankiams yra nustatoma vis daugiau genetiniy sri¢iy lemianciy polinki lGpos
ir (arba) gomurio nesuaugimams. Dabar yra patvirtinta kelios deSimtys
kandidatiniy L/GN genetiniy sri¢iy. Nors nauju genetiniy sriciy
identifikavimas tik padidina tikimybe iSaiskinti L/GN patogeneze, vis dar
susiduriame su sunkumais nustatyti ir suprasti: sudétinga signaliniy keliy
molekuliy tarpusavio saveika, geno — aplinkos saveikas ir galvos ir veido
vystymasi kontroliuojancius epigenetinius veiksnius, ir sarysi tarp genetiniy
varianty ir polinkio L/GN. (Jiang et al, 2006). Tiriant genetini L/GN
heterogeniskuma svarbu kuo tiksliau apibrézti tiriamuyjy fenotipa. Klinikinio
subfenotipo panaudojimas tokiuose tyrimuose tik dar labiau padidins
asocijuoty varianty statistiSkai reikSmingus {vercius, panaudojant Seima

paremtus tyrimus.

Sio darbo tikslas buvo nustatyti geny kandidaty alelius, lemiané¢ius polinkj
(nesindrominiam) lfipos nesuaugimui su arba be gomurio nesuaugimo ir
izoliuotam gomurio nesuaugimui Lietuvos pacienty grupéje, tiriant 42—jy
geny galimai lemianc¢iy L/GN genominius Zymenis molekuliniais genetiniais
metodais ir taikant statisting asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo
testu.

Taikant Seimy tyrimo ir atvejo — kontrolés tyrimo asociacijos analizés
strategijas pacienty su lipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo
grup¢je, patvirtinti TIMP2, BMP2, FNI geny kandidaty variantai lemiantys

lipos nesuaugimus su arba be gomurio nesuaugimo ir gomurio nesuaugimus



Lietuvos populiacijoje, COLIIAI, COLI1A2, COL2A1 geny kandidaty
variantai lemiantys gomurio nesuaugimus Lietuvos populiacijoje. [vertinus
Lietuvos, Latvijos ir Estijos pacienty su L/GN asociacijos analizés rezultatus,
buvo nustatyta, kad Siaurés Ryty Europos populiacijose polinki lipos
nesuaugimui su arba be gomurio nesuaugimo lemia FGFI, TIMP2 genuy
variantai ir polinki gomurio nesuaugimui COL2A41, COL11A42 geny variantai.
Lupos nesuaugimus su arba be gomurio nesuaugimo lemia skirtingi

genetiniai veiksniai nei gomurio nesuaugima Lietuvos pacienty grupéje.

Darbo tikslas ir uzdaviniai, ginamieji teiginiai

Darbo tikslas - nustatyti stipriausius genus kandidatus ir ju alelius,
lemiancius polinkj (nesindrominiam) lipos nesuaugimui su arba be gomurio
nesuaugimo ir izoliuotam gomurio nesuaugimui Lietuvos pacienty grupéje

(vertinant Baltijos Saliy populiaciju kontekste).

Darbo uzdaviniai:

1. Parinkti genetinius Zymenis ir genotipuoti Lietuvos pacienty su liipos
ir (arba) gomurio nesuaugimu triady ir kontrolinés grupés i§ bendros
populiacijos asmenis pagal pasirinktus Zymenis lipos ir (arba)
gomurio nesuaugimus lemianc¢iuose genuose kandidatuose.

2. Atlikti asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu, taikant
Seima paremtus tyrimus, pacienty su liipos nesuaugimu su arba be
gomurio nesuaugimo grupgje.

3. Atlikti asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu, taikant
Seima paremtus tyrimus, pacienty su gomurio nesuaugimu grupgéje.

4. lvertinti asociacijos analizés rezultatus, atlickant atvejo — kontrolés
tyrimus Lietuvos pacienty ir bendros populiacijos grupéje.

5. Ivertinti Lietuvos, Latvijos, Estijos pacienty su liipos ir (arba) gomurio

nesuaugimu asociacijos analizés rezultatus.



6. Ivertinti lipos ir (arba) gomurio nesuaugima lemianciy geny kandidaty

aleliy itaka fenotipui.

Darbo naujumas ir reik§meé

Jau 1942 metais Fogh — Andersen su kolegomis irodé genetini liipos ir (arba)
gomurio nesuaugimo paveldimumg. Vilniaus universiteto Medicinos
fakulteto Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje genetiniai/genominiai
lupos ir (arba) gomurio nesuaugimo tyrimai vykdomi nuo 2002 mety, tiriant
L/GN genus kandidatus tiesioginés sekoskaitos, genotipavimo pagal
mikrosatelitinius ir vieno nukleotido polimorfizmo Zymenis metodais.
Pastaruoju metu pasaulyje vis daugiau kandidatiniy L/GN genetiniy sri¢iy
identifikuojama plateaus masto viso genomo tyrimais, taciau S$iy sriciy
patvirtinimui butini kiti (signaliniy keliy) metodai. Viena patologija
lemianc¢iy geny kandidaty tyrimai genominiais lustais yra vienas patogiausiy
metody tirti visas kandidatines sritis vienu metu iSvengiant didelio masto

duomeny analizés.

Sis darbas — tai lipos ir (arba) gomurio nesuaugimus lemianéiy geny
kandidaty aleliy varianty identifikavimas, tiriant 42—y geny, galimai
lemianc¢iy ldpos ir (arba) gomurio nesuaugimus, genominius Zzymenis
molekuliniais genetiniais metodais Lietuvos pacienty grupéje. Tai plataus
masto genomo tyrimai, kai yra tiriami tik tam tikra patologija — lupos ir
(arba) gomurio nesuaugimus — lemiantys genai kandidatai. Pirma karta buvo
tiriamas daugiaveiksnés etiologijos ltpos ir (arba) gomurio nesuaugimas,
padidinant tiriamyju grupe, kai tiriami genetiskai artimy (Nelis et al, 2009)
triju Baltijos Saliy (Lietuvos, Latvijos, Estijos) pacientai su L/GN ir
kontrolinés grupés asmenys i§ bendros atitinkamos populiacijos grupés.
Tokio iSpléstinio tyrimo pagrindimas yra didesné tiriamyju grupé, kai

patvirtinama asocijuoty geny kandidaty aleliy itaka.
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Genominiy ir aplinkos veiksniy sintezés kiirimas, panaudojant genetinius,
epigenetinius, sistemy biologijos, geny raiSkos ir epidemiologijos tyrimus,
yra reikalingas iSsamiau apibidinti daugiaveiksnes etiologijas, taip pat

patobulinti prevencija ir kliniking priezitira.

Ginamieji teiginiai:

1. TIMP2, BMP2, FGFI geny variantai lemia polinkj lGipos nesuaugimui
su arba be gomurio nesuaugimo Lietuvos populiacijoje.

2. COLI11AL, COLI1142, COL2A1 geny variantai lemia polinki gomurio
nesuaugimui Lietuvos populiacijoje.

3. Skirtingi L/GN genai kandidatai ir jy variantai itakoja ldipos
nesuaugima su arba be gomurio nesuaugimo ir izoliuota gomurio
nesuaugima Lietuvos pacienty grupéje.

4. Vertinant Lietuvos, Latvijos, Estijos pacienty su L/GN asociacijos
analizés rezultatus, COL2A1, COL11A42 ir IRF6 genai yra statistiSkai
reik§mingai asocijuoti su gomurio nesuaugimu ir FGFI, FOXEI ir

TIMP?2 genai — su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo.

Darbo aprobacija

Darbo rezultatai paskelbti Lietuvos ir uzsienio leidiniuose, pristatyti

mokslinése konferencijose.
Disertacijos tema paskelbty straipsniy sarasas:

1. A.Morkiiniené, D.Steponavicitté, L.Ambrozaityté, A.Utkus,
L.Linkevi¢iené, V.Kucinskas. Are TGFA, TGFB3, GABRB3, RARA
and BCL3 loci associated with nonsyndromic orofacial clefts? A

Lithuanian study. BIOLOGIJA. 2007. Nr. 1. P. 1-6
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II. LITERATUROS APZVALGA

2.1LUPOS IR (ARBA) GOMURIO NESUAUGIMAS

Igimti lupos ir/arba gomurio nesuaugimai — viena i§ dazniausiy igimty
anomalijy. [vairiy autoriy duomenimis juy vidutinis daznumas yra 1,32 atveju
1000-iui gimusiyjy. Azijos ir Amerikos populiacijose $io defekto daznis yra
didziausias — 2/1000 ar daZzniau, Europos populiacijoje 1/1000 (2.1 pav.), i§
Afrikos kilusiose populiacijose yra 0,4/1000. Toks daznio skirtumas
patvirtina, kad polinki L/GN lemia skirtingi geny kandidaty variantai
skirtingose populiacijose (Mossey et al, 2009, Beaty et al, 2010). Lipos
ir/arba gomurio nesuaugimy daznis Lietuvoje 1000—iui gyvagimiy 1993—
1997 metais buvo 1,84 (1 i§ 544 gyvagimiy) (Vasiliauskas et al, 2004). Tokiy
defekty daznumas priklauso nuo geografinio regiono ir socioekonominés

padéties (Vanderas 1987, Murray 2002).

Cleft Lip/Palate Cleft Palate

0.01 to 0.44

W 045t 058

I 0.59100.69
0.7

2.1 pav. Lupos nesuaugimo su arba be gomurio nesuaugimo ir gomurio
nesuaugimo dazniy pasiskirstymas Europoje (Mossey et al, 2009,

WWW.eurocran.org).
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2.2LUPOS IR GOMURIO VYSTYMASIS

Zmogaus veidas formuojasi vystantis, diferencijuojantis ir suaugant
embrioninéms ataugoms bei ziauniniams lankams. Pirmosiomis embriono
raidos savaitémis formuojasi ir kinta pirminé zarna. Kranialinis jos galas iki
treCiosios savaités yra uzdengtas dvisluoksne membrana. Augant embriono
galviniam galui, membrana jdumba ir formuojasi vis gil¢janti duobé —
pirminé burna. Ketvirta embriono raidos savait¢ pirminés zarnos kranialinio
galo Sonuose pradeda ryskéti ziauninés kiSenés ir lankai, kuriy pirmoji pora
vadinama mandibuline. Ji riboja pirmin¢ burng i§ apacios, o virSutinio
zandikaulio ataugos formuoja burnos, virSutinio zandikaulio, gomurio ir
veido Sonines dalis. IS mandibuliniy lanky pirmiausia susidaro apating ltpa ir
zandikaulis. Kai mandibuliniai lankai nesuauga, vaikas gimsta, turédamas
centrini apatinés lipos ir Zandikaulio nesuaugima. I§ dalies suaugant
mandibuliniams lankams su jy virSutinio zandikaulio ataugomis, formuojasi
burna. Sutrikus embriono raidai ir nesuaugus mandibuliniams lankams su ju
virSutinio Zandikaulio ataugy dalimis, gimusiam vaikui biina vienpusis (2.2
pav., a - d) ar abipusis (2.2 pav., ¢ - h) lipy kampy — veido nesuaugimas. Tuo
pat metu didé¢jant embriono smegenims, jo galvinis galas uzlinksta ant
pirminés burnos jdubos, sudarydamas kakting atauga. IS jos formuojasi
viduring virSutinés liipos dalis ir pirminis gomurys su kandiniu ir norago
kaulu, taip pat puslankiy formos nosies uzuomazgos. Jei nosies uzuomazgos
tarpusavyje nesuauga, vaikas gimsta, turédamas centrini nosies ir/ar
virSutinés lipos nesuaugima, jei Soninés nosies puslankiy dalys nesuauga su
mandibuliniy lanky virSutinio Zandikaulio ataugomis, gimusiam vaikui blina
Istrizinis besitgsiantis nuo liipos akies link veido nesuaugimas. Vienoje ar
abiejose pusése sutrikus tik kaktinés ataugos virSutinés lipos vidurinés dalies
ir mandibuliniy lanky virSutinio Zandikaulio ataugy suaugimui, naujagimis
gimsta, turédamas dalini ar visiSka, vienpusi ar abipusi virSutinés lupos,

alveolinés ataugos nesuaugima. Tarp SeStos ir dvyliktos embriono raidos
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savaités nuo priekinés dalies kaudaliai vyksta pirminio gomurio ir jo Soniniy
daliy susiliejimas. Sutrikus §iam procesui, gimusiam kudikiui biina nesuauges

kietasis ir/ar minkstasis gomurys (Raugalé, 2003).

Upper lip

Hard palate

Uwul

Unilateral
a

] @ h Eﬁ
2.2 pav. A — nesutrikusio/normalaus i$sivystymo gomurys ir lipa. Lipos

ir/arba gomurio nesuaugimo tipai: a - d — vienpusis llpos ir gomurio
nesuaugimas; e - h — abipusis lipos ir gomurio nesuaugimas (Muenke, 2002).

Veidas intensyviausiai formuojasi 4 — 8 néStumo savaitg, gomurys — iki 12
savaités, tod¢l jgimty ldpos, alveolinés ataugos ir gomurio nesuaugimy
etiopatogenezei ypa¢ svarbios pirmosios dvylika néStumo savaifiy. Liipos
ir/arba gomurio nesuaugimy diagnoz¢ galima patvirtinti ir prenataliniu

laikotarpiu, atlikus tyrima ultragarsu (2.3 pav).

2.3 pav. Vaisiaus su lipos ir (arba) gomurio nesuaugimu ultragarsinio tyrimo
vaizdai: A — 2D; B — 3D (VU ligoninés Medicininés genetikos centro

medziaga).
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Lupos nesuaugimai su arba be gomurio nesuaugimo gali biti sindrominés ir
nesindrominés formos. Nesindrominis ltpos ir gomurio nesuaugimas kyla dél
nosies priekio ir zandikauliy i$sikiSimy nesuaugimo 7-3ja néStumo savaite,
kartu dél gomurio plokstelés nesuaugimo, tikriausiai atsirandancio kaip
antrinis defektas 8-3ja néStumo savaite. Veido ir burnos srities vystymasis
priklauso nuo daugelio veiksniu saveikos, tokiy kaip lasteliy diferenciacija,
augimas, apoptoze, sukibimas bei vidu- ir tarplasteliniai signalai (Prescott
2001). ReikSmingiausi genai, dalyvaujantys galvos ir veido morfogenezéje

nurodyti 2.1 lenteléje.

2.1lentelé. ReikSmingi genai, dalyvaujantys galvos ir veido morfogenezéeje
(Stanier et al, 2004, Jiang et al, 2006, Kerrigan et al, 2000, Nie et al, 2006,
Lan et al, 2006)

Geny grupé Genai

Poliskumo signalai Shh, Bmp2, Bmp4 Bmp7, Wnt5a, Smad2—4

Egf, Egfr, Tgfa, Tghl-3, Fgfl, Fgf2,
Fgf8, Fefrl, Fefr2

Augimo veiksniai ir receptoriai

Ap2e, DIx1-6, Gli2—3, Hoxa?2, Irf6, Lhx$,
Transkripcijos veiksniai Pax9, Pitxl, Pitx2, Prxl, MsxIl, Thxl,
Thx22

Lastelés adhezijos molekulés Pvrll, koneksinas43, E-kadherinas

Col241, ColllAl, ColllA2, Mmp2,
Mmp3, Mmp9, Mmpl3, Timpl-3,
Fibronektinas

Tarplastelinio martikso
komponentai

2.2LUPOS IR (ARBA) GOMURIO NESUAUGIMU KLASIFIKACIJA

Jau Fogh — Andersen (1942) ir Fraser (1955) pazyméjo, kad kietojo gomurio
nesuaugimo mechanizmai, kuriems priklauso ltipos nesuaugimai su arba be
gomurio nesuaugimo, skiriasi nuo vien tik minkstojo gomurio nesuaugimo
mechanizmy. Todél daZniausiai yra skiriami ltipos nesuaugimai su arba be

gomurio nesuaugimais (LN+/-GN) ir izoliuoti gomurio nesuaugimai (GN).
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Siame darbe naudota (nesindrominiy) lipos ir (arba) gomurio nesuaugimy

klasifikacija pavaizduota 2.1 schemoje.

Lipos ir (arba) gomurio

nesuaugimai
Liipos nesuaugimai su arba Gomurio nesuaugimai GN
be gomurio nesuaugimo
LN+/-GN
Izoliuotas antrinio gomurio
Lipos nesuaugimas Lapos ir gomurio nesuaugimas GN
LN nesuaugimas LGN
e o
: b | : b |
- R -
B g - BT
1 o 1 5 0 1 o 1 500
5 B R I =
TR BERERECE
| E | E | E | E

2.1 schema. Siame darbe naudotas lapos ir (arba) gomurio nesuaugimy

skirstymas.

Fenotipinés L/GN visumos komponenty jvairové yra daug sudétingesné nei
iprastas fenotipiniy grupiy suskirstymas L/GN genominiuose tyrimuose, todél
gali buti prarandama svarbi informacija (Marazita et al, 2009, Weinberg et al,
2009). Tiriant genetini L/GN heterogeniskuma svarbu kuo tiksliau apibrézti
tiriamyjy fenotipa. Subklinikinio fenotipo skirstymas gali apimti mazus
strukttrinius variantus (duobutes ltpose, danty defektus, burnos ziedinio
raumens defektus ir kt.). Burnos Ziedinio raumens tyrimai didelés skyros
virSutinés lipos ultragarsu ir genominiy tyrimy rezultatai jvertina naujus
L/GN lemiancius geny variantus ir subfenotipo itakg ir svarbg genominiy
tyrimy schemai (Neiswanger et al, 2007, Suzuki et al, 2009, Marazita, 2007,
Rogers et al, 2008, Klotz et al, 2010, Jugessur et al, 2009).
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Ivairiis tyrimai rodo, jog nesindrominés formos sudaro apie 70% L/GN ir
50% GN atvejy (Murray, 2002, Osoegawa K et al., 2008). 1993 — 1997
metais tirtoje Lietuvos naujagimiy su liipos ir/arba gomurio nesuaugimais
grupéje izoliuoti lipos ir/arba gomurio nesuaugimai sudaré 74,1%, o
sindrominiai — 25,9% visy nesuaugimy atvejy (Vasiliauskas et al., 2004).
Daugelis autoriy taip pat pabrézia, kad igimti ltpos ir (arba) gomurio
nesuaugimai yra daugiau nei 500 jvairiausiy sindromy sudétiné dalis.
Mutacijos ir pokyciai sindromus lemianciuose genuose kandidatuose yra
daznai identifikuojami; dazniausi L/GN sindromai, kuriems yra patvirtinti
genai ir mutacijos juose, yra pateikti 2.2 lenteléje. Lietuvos pacienty su lipos
ir (arba) gomurio nesuaugimais ir nechromosominiais sindromais grupéje
buvo nustatyta 20 atskiry nozologiniy vienety. Dazniausia tirtoje grupéje yra

Pierre Robin sekvencija (41,4% visy atvejy) (Zarakauskaité et al., 2007).

Lentelé 2.2. Kai kurie sindromai su liipos ir (arba) gomurio nesuaugimu

NCS]&;I;%ID’IO Sindromas Genas Literattros $altinis

LN+/-GN, Van der Woude sindromas

GN (VDWS) IRF6 Kondo et al, 2002

GN Pierre Robin sekvencija SOX9 Benko et al, 2009

LN+/-GN EEC sindromas TP63 Celli at al, 1999

I(“}II\\IIH_GN’ Kraniofrontonazaliné displazija EFNBI Twigg et al, 2004

LN+/-GN Gorlin sindromas PTCHI Hahn et al, 1996, Johnson et
al, 1996

GN Kabuki sindromas MLL2 Ngetal, 2010

Roessler et al, 2003,
GLI2, SHH, | Roessler et al, 1996,
SIX3, TGIF | Gripp et al, 2000,
Wallis et al, 1999

LN+/-GN Holoprozencenfalija

Su X susijes GN/ankiloglosija

GN TBX22 Braybrook et al, 2001

(CPX)

GN Kallman sindromas FGFRI Dode et al, 2002

GN Izoliuotas GN SATB2 FitzPatrick et al, 2003

LN+/-GN LGN - ektoderminé displazija PVRLI Suzuki et al, 2000
COL241,

GN Stickler sindromas COLI1Al, Snead et al, 1999
COL1142

GN DiGeorge sindromas TBX1 Packham et al, 2003

LN Oro-facio-digitalinis sindromas OFDI Ferrante et al, 2001
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2.3L/GN EPIDEMIOLOGIJA

Igimty nesindrominiy L/GN nesuaugimy prieZastys yra daugiaveiksnés.
Tiriant nesuaugimy genetika, labai informatyvis yra dvyniy tyrimai.
Konkordacija tarp monozigotiniy dvyniy yra tarp 40% ir 60%, taciau yra tik
5% tarp dizigotiniy dvyniy. Tai, kad konkordacija tarp monozigotiniy dvyniy
nesiekia 100%, rodo, kad uZ nesuaugimus fenotipe yra atsakingi ne tik
genetiniai veiksniai. Tarp Zinomy teratogeny, kurie sukelia nesuaugimus, yra
fenitoinas, valproiné rugstis ir talidomidas, taip pat alkoholio vartojimas ir
rukymas néStumo metu, herbicidai, vitaminy ir mineraly nepakankamumas
nésciosios dietoje ir aukstis vir§ jiiros lygio (Carinci et al, 2003, Cohen,2002,
Murray, 2002, Prescott, 2002, Blanton et al, 2011). Epidemiologinés studijos
patvirtina  aplinkos  veiksniy itaka nesuaugimams, ypa¢ Zemos

socioekonomingés padéties Salyse (Murray, 2002, Mossey, Little, 2009).

Daugeliui asmeny su liipos nesuaugimais su arba be gomurio nesuaugimais ir
su izoliuotais gomurio nesuaugimais yra bitina jvairiy medicinos specialisty
priezitira: kalbos patologijos, otolaringologijos, audiologijos, genetikos,
slaugos, psichinés sveikatos ir socialinés medicinos sri¢iy pagalba. Vaikams
su lipos ir/arba gomurio nesuaugimais yra atlickamos kelios chirurginés
procediiros ir yra taikomas sudétingas gydymo kursas. Kiekvienu atveju
skiriamas individualus gydymas, atsizvelgiant i pagrindini L/GN korekcijos
algoritma (2.4 pav.). Nustatyta, kad asmenims su L/GN budinga trumpesné
gyvenimo trukmé dél psichiniy ligy ar padidéjusios véziniy susirgimy rizikos
(Christensen K et al, 2004; Christensen K, Mortensen PB, 2002, Menezes,
2009, Taioli et al, 2010). Asmenims su veidinés dalies defektais neretai
nustatomi ir centrinés nervy sistemos defektai (Nopoulus P et al, 2007,

Marcucio RS et al, 2005).
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2.4 pav. L/GN gydymo bendras algoritmas, atsizvelgiant { individualius
atvejus. (I.Uktverytés bendradarbiaujant su VUL ZK doc. m. dr. L. Zalecku).

Daugiaveiksnio paveldéjimo atveju kito sergan¢io asmens buvimas $eimoje
zymiai didina rizika. Bendros L/GN rizikos {vertinimas pateiktas 2.3
lentel¢je. Rizika paciento sibsams, jei giminéje néra daugiau L/GN atvejy,
yra mazesné, nei bendra rizika, kai yra kity jvairaus artumo giminaiciy su
L/GN. Taip pat nesuaugimo sunkumo laipsnis turi jtakos L/GN rizikai (2.4

lentelé): didelé rizika, kai nesuaugimas - abipusis, o mazesné, kai tik LN.

2.3 lentelé. Lipos ir (arba) gomurio nesuaugimo genetiné rizika, esant

nenustatytam sindromui ar nesant mendeliniam paveldéjimui

Santykis su serganciuoju LN+/-GN, % | GN, %

Sibsai (bendra rizika) 4,0 1,8
Sibsas (néra kity serganciy asmeny) 2,2

Sibsas (du sergantys sibsai) 10 8
Sibsas ir sergantis vienas i$ tévy 10

Vaikai 4,3 3
Antros eilés giminaiCiai 0,6

Trecios eilés giminaiciai 0,3

Bendra populiacija 0,1 0,04
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2.4 lentelé. Liipos ir (arba) gomurio nesuaugimo genetiné rizika, esant

nenustatytam sindromui ar nesant mendeliniam paveldéjimui

L/GN tipas Rizika sibsams, %
Abipusis liipos ir gomurio nesuaugimas 5,7
Vienpusis liipos ir gomurio nesuaugimas 42
Vienpusis liipos nesuaugimas 2,5

2.4DAUGIAVEIKSNES PATOLOGIJOS GENU NUSTATYMAS

Daugiaveiksnis poZzymis yra lemiamas daugelio geny varianty kombinacijos
ir (arba) aplinkos veiksniy saveikos. Dideléje populiacijoje daugiaveiksni
fenotipa lemia mazo daznio, didelio penetrantiSkumo (uz fenotipa atsakingi)
aleliai ir dazni, mazo penetrantiSkumo polinki lemiantys aleliai (4 pav.),
saveikaujantys su aplinkos veiksniais. Taigi, daugiaveiksnio fenotipo
pasireiSkima lemia genetinis heterogeniSkumas, modifikuojanciy geny ir
geny — geny saveikos ir geny — aplinkos saveikos. Pagrindiniy daugiaveiksni
fenotipa lemianciy genetiniy/genominiy veiksniy paieSkai naudojami vis

nauji metodai ir viso genomo tyrimo strategijos.

Plataus masto viso genomo asociacijos tyrimai jau yra standartinis metodas
nustatant daugiaveiksni pozymj ar liga lemiancius genus ir jy alelius. Taciau
tokie tyrimai tik patvirtino (daugeliui tirty pozymiy ir ligu), kad asocijuoti
vieno nukleotido polimorfizmai (VNP) paaiskina tik maza genetinio polinkio
dali (2.5 pav.). Plataus masto viso genomo asociacijos tyrimams atlikti yra
svarbiausia: 1) pakankamai didelé tiriamyjy grupé i§ populiaciju, kuriose yra
pakankamai genetinés tiriamo pozymio informacijos, 2) polimorfisky aleliy,
pagal kuriuos galima efektyviai genotipuoti tiriamyjy ir kontroling grupe, ir
kurie biity iSdéstyti visame genome (arba tiksliniuose tiriamo poZymio
genuose kandidatuose ir aplink juos), 3) analizés metody, kurie statistiskai

efektyviis, kad biity nustatyta genetiné asociacija (Cantor et al, 2010).
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Penetrantiskumas

Didelis
Pagal Mendelio Labiausiai
désnius tikétina, kad
paveldimos ligos nesusije su
Vidutinis daugiaveiksniais
pozvmiais
Retividutinio
penetrantiskumo
variantai
Nedidelis 7
Sunku nustatyti ?‘dG"\T, S
paveldimumo 1¢ emn—tl T
. variantai
e Aleliy daznis
0.001 0.01 0.1
Labairetas Retas Nedaznas Daznas

2.5 pav. Aleliy dazniai ir polinkio ligai stiprumas (McCarthy et al, 2008).

Geny ir ju aleliy, lemianciy daugiaveiksnio pozymio pasireiSkima,

nustatymui dazniausiai taikomos trys tyrimy strategijos. Meta-analizé
apjungia daugelio atlikty viso genomo tyrimy informacija, kad buty padidinta
teisingai teigiamy rezultaty tikimybé. Tokiy tyrimy metu yra panaudojami
tyrimy rezultatai, net kai pradiniai duomenys yra neprieinami. Atlikus meta-
analizg statistiSkai reik§mingai asocijuoti VNP gali biti i§déstomi pagal savo
reikSminguma vélesniems tyrimams. Epistazés tyrimai, panaudojant vieno
asociacijos tyrimo duomenis, pateikia informacija apie geny saveika.
Signaliniy/metaboliniy keliy tyrimai nustato genus ir ju vieta biologiniu

kontekstu. (Cantor et al, 2010).

Plataus masto viso genomo tyrimy rezultatai patikimai identifikuoja daznus
geny ir juy aleliy variantus lemiancius polinki genetinei daugiaveiksnei ligai.
Beveik visi tokie nustatyti variantai (aleliai) turi nedideli poveiki fenotipui, ir
net ju kombinacija neturi didelés itakos populiacinei jvairovei, o jtakos

(lemiamo polinkio) reik§mingumas néra pakankamas (Janssens et al, 2006).
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2.5 GENOMINIU/GENETINIU  SRICIU, GALIMAI LEMIANCIU
L/GN, TYRIMAI

Iki Siol laipos ir (arba) gomurio nesuaugimy tyrimams yra taikoma sankibos
analiz¢, tiriant dideles ir mazas Seimas, taip pat sergancius
sibsus/giminaicius, asociacijos analizé, tiriant sergancio ir jo/jos tévy triadas
ar atvejo — kontrolés méginius, tiriamyjy chromosominiy persitvarkymy ar
mikrodelecijy paieska, serganciy tiriamyjuy kandidatiniy genetiniy sriciy
tiesioginé sekoskaita. Sios patologijos tyrimams taip pat yra taikoma plataus
masto viso genomo tyrimy strategijos ir meta-analizé. Daugelis pasaulyje
atlieckamy liipos ir (arba) gomurio nesuaugimy tyrimy apZvelgia genominius
veiksnius, lemiancius liipos nesuaugimus su arba be gomurio nesuaugimus.
Vien tik gomurio nesuaugimus lemian¢iy genu kandidaty tyrimy yra
atliekama/publikuojama maziau dél galimos mazesnés tiriamyjy grupés;
gyviny modeliy tyrimy rezultaty, ieSkant genuy kandidaty, publikacijy taip pat
yra nepakankamai.

Svarbiausi liipos ir (arba) gomurio nesuaugimus lemiantys genai kandidatai ir
juos patvirtinantys tyrimai apibendrinti 2.5 lenteléje.

Geny kandidaty, lemian¢iy polinki liipos ir (arba) gomurio nesuaugimams,
tyrimai remiasi geny raisSkos ir gyviiny modeliy tyrimais. Labai svarbi geny
kandidaty paieskos strategija yra sindrominius L/GN atvejus lemianc¢iy geny
Seimy tyrimai (Stanier et al, 2004, Chakravarti, 2004). Klasikinis tokiy
tyrimy pavyzdys yra IRF6 geno patvirtinimas. Mutacijos /RF6 gene lemia
Van der Woude sindroma (OMIM 119300) ir keli /RF6 geno aleliai lemia
polinki nesindrominiam ltipos nesuaugimui su arba ne gomurio nesuaugimo
(Blanton et al, 2005, Ghassibe et al, 2005, Morkiiniené et al, 2006, Peyrard-
Janvid et al, 2005, Scapoli et al, 2005, Stanier et al, 2005, Srichomthong et al,
2005, Zucchero et al, 2004, Vieira et al, 2007, Ferreira de Lima et al, 2009).
Tiriamyjy su L/GN chromosomy persitvarkymy tyrimai nustaté nemaZzai

kandidatiniy genetiniy sri¢iy (Yoshiura et al, 1998, Osoegawa et al, 2008,
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Alkuraya et al, 2006, Shi et al, 2009, Mostowska et al, 2010), kuriose
nustatyty geny variantai galimai lemia ltpos ir (arba) gomurio nesuaugimus.
Nustatant L/GN geny kandidaty tiesioging nukleotidy seka sieckiama
identifikuoti tuos sekos variantus, kurie yra statistiSskai patikimai asocijuoti su
tiriama patologija. Svarbiausi L/GN genai kandidatai, patvirtinti sekoskaitos
metodu — MSX! (Jezewski et al, 2003, Boogard et al, 2000, Vieira et al,
2005), FGFRI, FGF§ (Riley, Murray, 2007), BMP4 (Suzuki et al, 2009).
Viso egzomo sekvenavimas pastaraisias metais daznai taikomas
daugiaveiksniy poZymiy tyrimuose, taciau su liipos ir (arba) gomurio
nesuaugimy egzomo tyrimy rezultaty publikuoty duomeny, tiriant
nesindrominius atvejus, néra.

Viso genomo (kai tiriami genetiniai Zymenys iS§déstyti visose chromosomose)
asociacijos tyrimai patvirtino kelias genomo sritis su labai stipria statistiskai
reikSminga asociacija su lipos ir (arba) gomurio nesuaugimais. 8q24 genetiné
sritis buvo susieta su L/GN (Birnbaum et al, 2009) ir patvirtinta kaip polinki
lemianti sritis kitose populiacijose (Grant et al, 2009, Nikopensius et al,
2009). Isplétus Birnbaum ir kolegu (2009) atlikto tyrimo tiriamuyjuy grupe,
buvo gauta patikima 10925 ir 17922 genetiniy sri¢iy asociacija (Mangold et
al, 2010), kuriose nustatyti genai kandidatai — VAXI ir NOG atitinkamai.
Beaty ir kolegos (2010) nustaté dvi genetines sritis, su MAFB ir ABCA4
genais jose, kurios buvo statistiskai reik§mingai asocijuotos su L/GN Europos
ir Azijos populiacijose. Plataus masto viso genomo tyrimai pateikia vis
daugiau genominiy sriCiy, asocijuoty su L/GN. Taip pat pateikia jrodymuy

apie populiaciju heterogenetiSkumo svarba.
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2.5 lentelé. Svarbiausi genai, turintys itakos (nesindrominiam) lipos ir/ar

gomurio nesuaugimui (Marazita, Neiswanger , 2002, Schutte, 1999, Vieira et al, 2005,
Juriloff et al, 2008, Cobourne, 2004, Carinci et al, 2007, Murray, 2002, Prescott et al, 2001,
Jugessur et al, 2005, Pauws, Stanier, 2007, Riley, Murray, 2007, Riley et al, 2007, Park et
al, 2007, Marazita, 2009, Birnbaum et al, 2009, Rahimov et al, 2008, Zucchero et al, 2004,
Mangold et al, 2010, Beaty et al, 2010, Grant et al, 2009, Nikopensius et al, 2009, Suzuki et
al, 2009, Jianyan et al, 2010, Osoegawa et al, 2008, Moreno et al, 2009, Venza et al, 2006,
Boogard et al, 2000, Jezewski et al, 2003, Vieira et al, 2003, Suzuki et al, 2004, Martinelli
et al, 2007, Chiquet et al, 2009, Jia et al, 2010, Chiquet et al, 2007, Letra et al, 2010,
Jagomagi et al, 2010, Mills et al, 2008, Sozen et al, 2001, Sozen et al, 2009, Avila et al,
2006, Carter et al, 2010, Shi et al, 2009, Mostowska et al, 2010, Alkuraya et al, 2006,
Ardinger et al, 1998, Beaty et al, 2002, Suazo et al, 2010)

Gf:n.as, N Geno pa\/.adir}imas Tyrimai
genetiné sritis (angliskai)
IRF6 interferon regulatory factor 6 VGAT, S, A, M
VAXI1(10g25) | ventral anterior homeobox 1 VGAT, A
8q24 VGAT, A
ABCA4 ATP-binding cassette subfamily A VGAT
BMP4 bone morphogenetic protein 4 M
FGFR2 fibroblast growth factor receptor 2 M
FGFRI fibroblast growth factor receptor 1 A,M
FOXEI forkheadbox 1 S, A, M, NP
MAFB Z;lrélj; :;:S}f;rf(?ﬁ,;ngumﬁc fibrosarcoma VGAT
MSXI msh homeobox 1 A, M, ChP, RT, NP
MYHY myosin heavy chain 9 A
NOG (17¢22) | noggin VGAT
CRISPLD? cysteipe—rich secretory protein LCCL A
domain containing 2
FGF8 fibroblast growth factor 8 M
methylenetetrahydrofolate reductase
MTHFR | D O Y A, ChP
PVRLI poliovirus receptor related 1 M, A, RT
SUMOI ?MT3 suppressor of mif two 3 homolog M
TGFA transforming growth factor o A,RT
TGFB3 transforming growth factor 3 A, M, RT, NP
VGAT - viso genomo asociacijos tyrimai, S — sankibos tyrimai, A —

asociacijos tyrimai, M — mutacijy paieSska, RT — raiskos tyrimai, ChP —

chromosomy persitvarkymai, NP — iSveiklintas genas pelése
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III. DARBO SCHEMA IR METODAI

3.1. TYRIMO OBJEKTAS

Darbe tirta grupé Lietuvos Respublikos Seimy, kuriose vienas ar keli vaikai
turi (nesindromini) lGpos nesuaugima (LN), lipos ir gomurio nesuaugima
(LGN) arba izoliuota gomurio (GN) nesuaugima. Atvejo — kontrolés
tyrimams buvo istirta 219 asmeny DNR méginiy kontroliné grupé, sudaryta
i§ atsitiktinai parinkty asmeny i§ Lietuvos Sesiy etnolingvistiniy grupiu (ryty,
piety, vakary aukstaiCiy; Siaurés, piety, vakary Zemaiciy), kuriy tévai ir
seneliai gyveno tame paciame rajone. Populiaciniai méginiai surinkti ir DNR
isskirta 1994 - 1996 metais VU MF Zmogaus ir medicininés genetikos

katedroje.

I§ VU MF Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje surinkto pacienty su
lupos ir/arba gomurio nesuaugimais ir jy Seimos nariy DNR banko
genotipavimo pagal VNP L/GN genuose kandidatuose tyrimams buvo
atrinktos 105 Seimos. Vienoje Seimoje yra du vaikai su LGN, todél buvo
tiriamos 106 tévy — vaiko triados. I§ viso tiriamoje pacienty grupéje yra 22
asmenys su nesuaugusia lipa, 18 — su nesuaugusiu gomuriu, 67 — su

nesuaugusia liipa ir gomuriu (3.1 paveikslas).
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3.1 pav. Darbe tirta Lietuvos pacienty su L/GN grupé.
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Tyrimams yra gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas (nr. 69-99-111).

IS visy tiriamyjy yra gauti sutikimai dél dalyvavimo tyrime.

3.2. TYRIMO EIGA

Darbo metu buvo atlikta molekuliné genetiné ir statistiné ltipos nesuaugimus
su arba be gomurio nesuaugimais lemianc¢iy genu kandidaty analizé pacienty
su L/GN grupéje, vykdant vieno nukleotido polimorfizmy L/GN genuose
kandidatuose Seima paremtus ir atvejo — kontrolés tyrimus. Seima
paremtuose tyrimuose ir atvejo — kontrolés tyrimuose buvo tirti tie patys

Lietuvos L/GN pacientai.

Taip pat, bendradarbiaujant su Estijos Tartu Universiteto Molekulinés ir
lastelés biologijos instituto Biotechnologijos departamento mokslininkais,
vadovaujant prof. Andres Metspalu, ir Latvijos Biomedicininiy tyrimy ir
mokslo centro mokslininkais, vadovaujant dr. Baiba Lace, buvo atliktas
bendras visy triju populiaciju tyrimas, nustatant geny kandidaty alelius,
lemiancius polinki L/GN. Jungtiniame trijy (Lietuvos, Latvijos, Estijos)
genetiskai artimy populiaciju (Nelis et al., 2009) pacienty su L/GN tyrime
buvo tirti 300 L/GN pacienty méginiai (100 EST, 108 LAT, 92 LIT) bei 606
kontrolinés grupés asmeny méginiai (205 EST, 182 LAT, 219 LIT).

Seima paremti tyrimai. Darbo metu buvo atlikta 679 VNP 42-juose L/GN
galimai lemianc¢iuose genuose kandidatuose (geny ir VNP sarasas pateiktas I
priede) asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu (TDT). TDT
nustato, ar tam tikras zymens alelis yra perduotas sergan¢iam vaikui i§
heterozigotinio tévo/motinos dazniau nei 50% (t.y. tikétino daznio). Tiriamos
tévy — vaiko triados, todél yra reikalinga patikrinti tiriamy Seimy biologing
giminyste, kadangi imtyje esant netikros biologinés giminystés atveju, buty

gauti teigiamai neigiami rezultatai.

Atvejo — kontrolés tyrimai. Buvo atlikta 679 VNP 42-juose L/GN galimai

lemianciuose genuose kandidatuose (geny ir VNP sarasas pateiktas I priede)
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asociacijos analizeé, tiriant pacientus su L/GN ir asmeny i§ bendros
populiacijos méginius. Analizé atlikta, tiriant Lietuvos pacienty su L/GN ir
bendros populiacijos méginius. Taip pat ir tiriant trijy (Lietuvos, Latvijos,

Estijos) populiaciju pacienty grupiy ir populiacinius méginius.

Kietojo gomurio nesuaugimo mechanizmai, kuriems priklauso lipos
nesuaugimai su arba be gomurio nesuaugimo, skiriasi nuo vien tik minkstojo
gomurio nesuaugimo mechanizmy. Asociacijos analizé¢ buvo atlikta pacienty
su lipos nesuaugimais su arba be gomurio nesuaugimo ir izoliuotais gomurio
nesuaugimais (LN+/-G ir GN) bei pacienty su lipos nesuaugimais su arba be
gomurio nesuaugimo (LN+/-G) ir pacienty su izoliuotais gomurio

nesuaugimais grupése.
3.3. TYRIMO METODAI

3.3.1. DNR ISSKYRIMAS

DNR buvo isskita VU MF Zmogaus ir medicininés genetikos katedros

darbuotojy fenolio chloroformo metodu pagal patvirtinta metodika.

3.3.2. BIOLOGINES GIMINYSTES TYRIMAS

3.3.2.1. TIRIAMOS GENETINES SRITYS

Darbe buvo naudojama trumpy pasikartojan¢iy seky (TPS) sudétiné sistema
CTTv (Gene Print Fluorescent CTTv Quadriplex rinkinys, Promega
Corporation, JAV). Keturiy genetiniy sri¢iy CSF1PO, THO1, TPOX ir vWA

apibiidinimas pateikiamas 3.1 lenteléje.
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3.1 lentelée. CSF1PO, THO1, TPOX ir vWA genetiniy sri¢iy apibiidinimas

Genetiné Vieta Seka GenBank pavadinimas Zmo‘.‘“‘
.. . ' o aleliy
sritis chromosomoje 5'-3 o
skaiCius

HUMCSF1PO

CSF1PO | 5q33.3-34 AGAT? | c-fms proto-onkogeno CSF- 9
1 receptoriaus genas
HUMANTHO1

THOT Hpl5.5 AATG tirozinhidroksilazés genas 7

TPOX | 2p25.1 AATG | HUMANTPOX 8
tiroidperoksidazés genas
HUMVWFA31

VWA 12p12 AGAT? | Von Willebrand'o veiksnio 8
genas

“- AGAT reiskia AGAT, GATA, ATAG ar TAGA

Tyrimui naudojamas Gene Print Fluorescent CTTv Quadriplex

(Promega Corporation, JAV) rinkinys, kurio sudétis yra:
CTTv 10x pradmeny, zyméty fluorescinu, misinys,

Fluorescentinis ilgio standartas (CXR), 60-400np sudarytas i§ 16 vienodai
nuosekliai pasikartojan¢iy DNR fragmenty (60, 80, 100, 120, 140, 160, 180,
200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400 np ilgio), Zyméty karboksi-X-

rodaminu,

Aleliy ilgio standartas — tiriamyju genetiniy sri¢iy skirtingy aleliniy varianty
pagausinty fragmenty miSinys. Aleliy ilgio standarte esantys fragmentai

nurodyti 3.2 lenteléje,

STR 10x buferis, K562 kontroliné DNR (10ng/ul), bromfenolio mélis,

mélynasis dekstranas, alelio ilgio standartas THO1 9.3 aleliui.
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3.2 lentele. CSF1PO, THO1, TPOX ir vWA aleliai

TPS genetiné sritis Aleliy ilgio standarf[e Kiti zinomi aleliai
esantys fragmentai
CSF1PO 7,8,9,10,11,12,13,14,15 |6
THO1 5,6,7,8,9,10,11 9.3
TPOX 6,7,8,9,10,11,12,13
vWA 13,14,15,16,17,18,19,20 | 10,11,21,22

Naudojant Gene Print Fluorescent CTTv Quadriplex (Promega Corporation,

JAV) sistema, sutapimo tikimybé baltaodziy populiacijoje yra 1 i§ 6796,

tévystés indeksas yra 19,26.

3.3.2.2. POLIMERAZES GRANDININE REAKCIJA

1. Steriliame 0,5 ml talpos mégintuvélyje ruosiamas reakcijos misinys

(n+2) méginiy, kur n — tiriamyjy asmeny skai¢ius. MiSiniui naudoty

medziagy kiekis nurodytas 3.3 lenteléje. Visy medziagy misinys gerai

supurtomas ir nucentrifuguojamas.

2. [ sterilius 0,2 ml talpos mégintuvelius jpilama po 10ul gausinimo

misinio.

3.3 lentelé. MiSiniui reikalingy medziagy kiekis

Misinys Medziagy tiiris vienam méginiui
Dejonizuotas vanduo 8,0ul
CTTv 10x pradmenys 1,0ul
STR 10x buferis 1,0ul
Taq DNR polimeraze 0,08ul
IS viso 10,08ul

3. I kiekvieng mégintuvéli su misiniu pridedama po 0,8 pl genominés

DNR tirpalo (koncentracija 10 mg/l). Viename meégintuvélyje

32



vykdoma neigiama kontrolé — vietoj DNR tirpalo ipilamas toks pat

turis vandens.

. Ependorfiniai mégintuvéliai sudedami i termociklerj ir jjungiama

paruosSta programa. Programg sudaro besikartojantys ciklai, kuriy
kiekviena sudaro 3 etapai: DNR grandiniy denatiiracija, pradmeny
jungimasis ir sintezé¢. Cikly temperatiiros ir laikas nurodytas 3.4

lenteléje.

3.4 lentelé. Gausinimo PGR metodu salygos

Nr. | Temperatiira (°C) | Trukmé (min.) Cikly skaicius
1 96°C 2 min

2 94°C 1 min.

3 60°C 1 min. 10 cikly

4 70°C 1,5 min.

5 90°C 1 min.

6 60°C 1 min. 20 cikly

7 70°C 1,5 min.

8 60°C 30 min.

. Jel pagausintas produktas termocikleryje bus laikomas ilgiau nei

18val., tuomet turi buti laikomas +4°C temperatiiroje.

. Pagausinto produkto kiekis ir specifiSkumas jvertinamas atliekant

elektroforezg 2% agarozés gelyje.

3.3.2.3. ELEKTROFOREZE

. ParuoSiama elektroforezés forma, jdedamos Sukutés takeliams

formuoti.

. ParuoSiamas 2% agarozés tirpalas 1xTBE buferyje. Agaroze

iStirpinama, kaitinant mikrobangy krosneléje. Tirpalas atvésinamas iki

60°C temperatiiros.

. T agarozés tirpalg ilasinamas 1pl etidzio bromido tirpalo (10 mg/ml).

Agarozé ipilama | plokstele ir palickama polimerizuotis kambario

temperatiiroje 30 min.
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Gelis perkeliamas i elektroforezés aparata, kuris uzpildomas 1xTBE
buferiu.

Atsargiai iStraukiamos Sukutés.

3 ul produkto sumaiSomi su 1 pl 6x ivedimo dazo (0,09% bromfenolio
mélio, 0,09% ksileno cianolio, 60% glicerolio, 60mM EDTA) ir
ineSami | agarozés gelio takelius.

Elektroforezés aparatas uzdengiamas, prijungiamas srovés Saltinis.
Elektroforezé vykdoma esant 100 V jtampai ~1 val.

Pasibaigus elektroforezei, gelis analizuojamas ir fotografuojamas

ultravioletinéje Sviesoje.

3.3.2.4. DNR FRAGMENTU ILGIU NUSTATYMAS

1) ABI PRISM™ 310 genetinio analizatoriaus paruo§imas:

L.

ParuoSiamas kapiliarinés elektroforezés buferis: 1,5 ml 10x buferio su
EDTA sumaiSoma su 13,5 ml dejonizuoto vandens.

Jei kapiliaras buvo naudotas daugiau nei 100 reakcijy, jis yra
pakei¢iamas ir nukalibruojamas. Kapiliaro langelis yra nuvalomas
96% etanoliu ir vandeniu.

Surenkamas genetinio analizatoriaus blokas. Svirkitas (I ml)
suvilgomas polimeru POP4 (Performance Optimized Polymer 4), o po
to uzpildomas polimeru (200ul bloko uzpildymui ir po Sul kiekvienai
injekcijai) ir isukamas i bloka. Blokas uzpildomas polimeru. Prie§
uzpildant $virksta polimeras POP4 laikomas kambario temperatiiroje
apie 30 min.

Nukalibruojamas padéklas bei Svirkstas.

Ljungiama ABI PRISM™ 310 Collection Software programa.
Sukuriamas méginiy sarasas (Sample Sheet), tuomet sudaromas
injekciju sarasas (Injection list): i§ Module Menu pasirenkamas

modulis kiekvienai injekcijai GS STR POP4 (1ml) A bei Test CCD 4-
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Color spalvy patikrinimui. I§ Matrix file Menu pasirenkama

atitinkama matrica: FL-JOE-TMR-CXR-Matrix.

2) Méginiy paruosimas ir vykdoma elektroforezé:

1.

12,25l dejonizuoto formamido sumaiSoma su 0,25ul fluorescentinio
ilgio standarto (CXR), 60-400np ir 0,5ul pagausinto méginio.
Kiekvieng karta taip pat vykdoma ir aleliy ilgio standarto kapiliariné
elektroforeze, dazniausiai dvejuose takeliuose. Jai 12,25ul dejonizuoto
formamido sumaiSoma su 0,25ul fluorescentinio ilgio standarto
(CXR), 60-400np ir 0,5ul aleliy ilgio standarto, skiesto su 1x STR
buferiu santykiu 1:10.

Denatiiruojama 3min. 95°C, tada i§ karto atSaldoma skaldytam lede
10min.

Mégintuvéliai sudedami | 48 méginiy stova.

Vykdoma elektroforezé.

Pasibaigus elektroforezei, rezultatai analizuojami GeneScan®

Analysis Software programa.

3) Spalvinés matricos sudarymas:

Naudojamos fluorescentinés zymés skleidzia persidengianciy bangos ilgiy

Sviesos spektra, todel TPS sudétinés sistemos CTTv analizei reikia sudaryti

spalving matricg. Spalviné matrica buvo sudaryta 2006 metais, naudojant

Matrix FL-JOE-TMR-CXR (Promega Corporation, JAV) rinkini.

4) Tiriamyjy méginiy aleliy ilgio nustatymas:

IS GeneScan® Analysis Software programoje gaunamy rezultaty lenteliy ir

elektroforezés kreiviy tiriamyjy genotipai yra nustatomi, lyginant tiriamojo

méginio alelj su ilgio standarto aleliais. Ilgio standarto aleliai ir jy ilgiai vI¥A4,

THOI, TPOX ir CSFIPO genetinése srityse yra pateikiami 3.5 lenteléje.
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Kiekviena karta vykdant kapiliaring elektroforeze, ilgio standarto aleliy ilgiai

gali nezymiai (~1 np) skirtis.

3.5 lentelé. Aleliai ir juy ilgiai. Interpretavimo lentelés

Fragmento ilgis (np), analizuojant ABI PRISM 310 genetiniu
Alelis | analizatoriumi
vWA THO1 TPOX CSF1PO

5 173

6 177 219

7 181 223 292

8 185 227 296

9 189 231 300
9.3 192 235 304
10 193 239 308

11 197 243 312
12 247 316
13 219 320
14 223 324
15 227

16 231

17 235

18 239

19 243

20 247

5) Biologinés giminystés rezultaty interpretavimas:

L.

Biologiné giminysté yra patvirtinama, kai:

kiekvienos genetinés srities vaiko vienas alelis sutampa su motinos
aleliu, kitas — su tévo.

Biologiné giminysté yra paneigiama, kai:

kiekvienos genetinés srities vaiko vienas alelis sutampa su motinos
aleliu, o su tévo — nesutampa ne maziau kaip dvejose genetinése
srityse.

Jeigu vaiko vienas alelis sutampa su motinos aleliu, o su tévo
nesutampa vienoje genetinéje srityje, yra reikalingas tolesnis
biologinés giminystés tyrimas, iStiriant daugiau mikrosatelitiniy
zymeny. Kadangi skirtumas gali buti atsiradegs dél lytinéje lasteléje

ivykusios de novo mutacijos.
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3.3.3. GENOMINIO LUSTO TYRIMAS APEX-2 TECHNOLOGIJA

Atlikus lipos ir (arba) gomurio nesuaugimy jvairiy genetiniy tyrimy
literatiiros duomeny analize ir panaudojus bioinformatikos metodus Estijos
Tartu  Universiteto  Molekulinés ir Iastelés biologijos instituto
Biotechnologijos katedros mokslininkai atrinko 42 genus kandidatus, galimai
lemiancius lGpos ir/ar gomurio nesuaugimus, bei 679 juose esancius VNP
genominio DNR lusto gamybai. Genominis lustas buvo pagamintas
moksliniais  tikslais  AsperBiotech  (Tartu, Estija) kompanijoje

(www.asperbio.com).

APEX (angl. arrayed primer extension-based genotyping method) —
pradmeny pratgsimu pagristas genotipavimo metodas (Krjutskov K. et al,

2008).

3.3.4.1 I ETAPO POLIMERAZES GRANDININE REAKCIJA

1. Steriliame 1,5 ml talpos mégintuvélyje ruoSiamas reakcijos misinys
(n+2) méginiy, kur n — tiriamyjy asmeny skaicius. MiSiniui naudoty
medziagy kiekis nurodytas 3.9 lenteléje. Visy medziagy miSinys gerai
supurtomas ir nucentrifuguojamas.

2. [ sterilius 0,2 ml talpos mégintuvélius ipilama po 8,4 pl gausinimo
misinio.

3. 1 kiekviena meégintuvéli su misiniu pridedama po 7,6 pl genominés

DNR tirpalo (DNR koncentracija 3-100 ng/pl).
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3.9 lentelé. Misiniui reikalingy medziagy kiekis

Misinys Medziagy tiiris vienam meéginiui
TrueStart buferis 1x 1,5 ul
MgCl, 100mM 0,3 ul
TrueStart Taq polimerazé 1U | 0,3 pl
Pradmeny misinys 30,5nM 6,0 ul
DMSO 2,5% 0,375 ul
IS viso 8,4 ul

4. Ependorfiniai mégintuvéliai sudedami i termocikleri ir jjungiama
paruosSta programa. Programg sudaro besikartojantys ciklai, kuriy
kiekviena sudaro 3 etapai: DNR grandiniy denatiiracija, pradmeny
jungimasis ir sintezé. Cikly temperatiiros ir laikas nurodytas 3.10

lenteléje.

3.10 lentelé. Gausinimo PGR metodu salygos

. L Cikly

Nr. | Temperattra (°C) Trukmé (min.) skaidius
1 98°C 11 min.

2 63°C 15 sek.

3 64°C 1 min.

4 65°C 1 min.

5 66°C 1 min. o
6 | 67°C 15 sek. 25 ciklai
7 68°C 15 sek.

8 72°C 15 sek.

9 95°C 15 sek.

10 | 72°C 2 min.

5. Jei pagausintas produktas termocikleryje bus laikomas ilgiau nei

18val., tuomet turi buti laikomas +4°C temperatiroje.
3.3.4.2 IT ETAPO POLIMERAZES GRANDININE REAKCIJA

1. Steriliame 10 ml talpos mégintuvélyje ruoSiamas reakcijos misinys

(n+2) méginiy, kur n — tiriamyjy asmeny skaicius. MiSiniui naudoty

38



medziagy kiekis nurodytas 3.11 lenteléje. Visy medziagy miSinys

gerai supurtomas ir nucentrifuguojamas.

3.11 lentelé. MiSiniui reikalingy medZziagy kiekis

Misinys Medziagy tiiris vienam méginiui
Buferis 1.5x 22,5 ul
Vanduo 57 ul
MgCl, 3mM 18 ul
Hot FirePol polimeraze 20U | 4 ul
Universalaus pradmens | 15 pl
misinys 500pmol/ ul
dNTP miSinys 0,3 mM 18 ul
IS viso 134,5 ul

2. 10,2 ml talpos mégintuvélius su pagausintu I etapo PGR produktu
ipilama po 134 pl gausinimo miSinio. MiSinys supurtomas ir
nucentrifuguojamas.

3. Ependorfiniai mégintuvéliai sudedami i termocikleri ir jjungiama
paruosta programa. Programa sudaro besikartojantys ciklai, kuriy
kiekvieng sudaro 3 etapai: DNR grandiniy denatiiracija, pradmeny
jungimasis ir sintez¢. Cikly temperatiiros ir laikas nurodytas 3.12
lenteléje.

4. Jei pagausintas produktas termocikleryje bus laikomas ilgiau nei

18val., tuomet turi buti laikomas +4°C temperatiiroje.

3.12 lentelé. Gausinimo PGR metodu salygos

Nr. | Temperatura (°C) | Trukmé (min.) Cikly skaicius
1 95°C 15 min

2 95°C 20 sek.

3 54°C 20 sek. 35 ciklai
4 72°C 5 sek.

5 72°C 5 min.
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3.3.4.3 PGR PRODUKTO VALYMAS (NucleoTrap)

1.

150 pl 1II etapo PGR produkto inesama i valymo kolonéles su 300 pl
suri$ancio buferio NT.

Centrifuguojama 13000xg 1 min.

I kolonéles inesama po 600 pl plovimo buferio NT3.

Centrifuguojama 13000xg 1 min. bei kolonéles membranos
iSdziovinimui dar centrifuguojama 13000xg 2 min.

I kiekviena kolonélg uzpilama po 27 ul plovimo buferio NE. Laikoma
kambario temperatiiroje 1 min.

Centrifuguojama 13000xg 1 min.

3.3.4.4 APEX-2 REAKCIJA

1.

I kiekvieng 1,5 ml mégintuvéli su iSvalytu PGR produktu ipilama po
3,25 pl reakcijos misinio. MiSiniui naudoty medziagy kiekis nurodytas

3.13 lenteléje.

3.13 lentelé. MiSiniui reikalingy medziagy kiekis

Misinys Medziagy tiiris vienam méginiui

APEX-2 10x buferis 3ul

SAP(shrimp  alkaline | 0,25 pl

phosphatase)
IS viso 3,25 ul
2. Inkubuojama 15 min 37°C temperatiiroje bei 5 min 95°C

3.

temperatiroje.
I kiekviena 1,5 ml mégintuvélj su denatiiruotu zondu idedama po 2,95
ul reakcijos misinio. MiSiniui naudoty medziagy kiekis nurodytas 3.14

lenteléje.
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3.14 lentelé. MiSiniui reikalingy medziagy kiekis

Misinys Medziagy tiiris vienam méginiui
ddNTP 1.5 uM 0,45 pl
ThermoSequenase 4.8 U | 0,15 ul ((n+1)x0.75)
Skiedimo buferis 1wl
IS viso 2,95 ul

. Mégintuvélis su denatiiruotu zondu ir reakcijos miSiniu lengvai
supurtomas. Ir 32 pl uZzneSami ant lusto stiklelio.

. Ant ikaitintos plytelés 20 min vykdoma APEX reakcija 58°C
temperatiiroje.

. Tuomet stikleliai yra plaunami verdanc¢iu vandeniu, detergentu

Alconox ir vél perplaunami verdanc¢iu vandeniu.

3.3.4.5 GENOMINIO LUSTO ANALIZE

. Ant stiklelio uzlaSinama 9 ul reagento Antifade, apsaugancio nuo
iSblukimo; uzdengiama dengiamuoju stikleliu.

. Analizuojama Genorama Quattrolmager programa Controller 3.0.

. Gauti duomenys yra analizuojami programa Genorama BaseCaller:
kiekvienam vaizdui yra parenkamas atitinkamas rySkumas, tuomet
pritaikomas tinklelis (angl. grid).

. Taip sutvarkyti duomenys yra i§saugomi naujai sukuriamoje duomeny
bazéje PicDB.

. Atsidarius PicDB programa, pasirenkama sukurta duomeny bazé su
i$saugotais méginiy duomenimis. Kiekvieno méginio visy tiriamy
zymeny, esanciy gardeléje, nustatomi i$saugant kiekvieng nukleotida
atskirai arba pasitelkiant automatinj nukleotidy identifikavimo jranki
AutoBaseCaller.

. I$saugoti nustatyti genotipy duomenys gali biiti pervedami i .x/s arba

.txt formaty bylas.
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3.3.4. ALELIU DAZNIO SKAICIAVIMAS

Aleliy daznis — tai tam tikro alelinio geno daznis konkrecioje individy
grup¢je. Bet kurio alelinio geno daznis (p) tiriamoje asmeny grupéje yra
lygus:

p= 2Hm + Ht
2N

b

kur Hm — homozigoty pagal §i alelini geng skaicius, Ht — heterozigoty pagal

§i alelinj gena skaiCius, N — asmeny skaicius tiriamoje grupéje.

Visy aleliniy geny dazniy suma visada lygi 1. Deja, taip nustatytas alelinio
geno daznis yra tik empirinis ir gali skirtis nuo tikrosios $io geno daznio

reik§més konkrecioje populiacijoje (Kucinskas, 1994).

Atliekant Seima paremtus tyrimus, kuomet tiriamos tévy — vaiko triados,
aleliy dazniai yra skaiCiuojami pagal tévo ir motinos alelius, vaiky aleliy
dazniai néra skaiCiuojami, nes priklauso nuo tévy aleliy tiriamoje

populiacijoje.

Abiejy aleliniy dazniy suma visada lygi 1 (p+gq=1), ir q =l-p.
HeterozigotisSkuma apskaiciuojame pagal H=Ht/N.

Teorinis daznis — tai skaicius, rodantis kiek imties nariy papulty i intervala,
jei imtis idealiai atspindéty generaling aibg. Teorinis daznis gaunamas

tikimybe dalinant i§ imties tirio: p*/N, 2pg/N, q*/N.

Populiacijoje nustatytas asmeny, turiniy tam tikra genotipa, skaifius yra

labai artimas teoriskai tikétinam. Tai jrodyti taikomas %° testas, kuris

k
2 =8 -T) /T,.
i=1

grindziamas x” reik§me, gauta konkre&iu atveju, kur S; — nustatytas asmeny,
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turin¢iy tam tikra genotipa, skaicius; T; — teoriSkai tikétinas tokiy asmeny

skaicius, o k — duomeny grupiy (t.y. genotipy) skaicius.

Remiantis ¥~ skirstiniu su df laisvés laipsniy reikSmémis ir pasirinktu o,

apskaiciuojamas duomeny statistinio patikimumo matas p reiksmeé.

3.3.5. STATISTINE ANALIZE

3.3.5.1 ASOCIACIJOS ANALIZE NEPUSIAUSVIRO PERDAVIMO
TESTU

Norint surasti geno sritj, susijusia su genetine liga, pirmiausia reikia
pademonstruoti sankiba su zinomos srities genu ar DNR seka. Spielman ef al.
(1993) aprasé testa, kuriuo nustatoma sankiba su genetiniu Zymeniu, esanciu
netoli geno kandidato, kai asociacija yra nustatyta. Sis testas taip pat
tinkamas, kai asociacija néra patvirtinta (nustatyta), ir gali biiti naudojamas
nustatyti genetiniams Zymenims, kai turimi tévy ir ju vieno ar keliy serganciy
vaiky duomenys. Toks testas néra jtakojamas stratifikacijos. Duomenys testui
yra gaunami i§ Seimy, turinéiy vieng ar kelis sergancius vaikus (palikuonis),
ir kuriose bent vienas i§ tévy yra heterozigotinis pagal Zymens alelj,
asocijuota su liga. Testu yra palyginama, kiek karty toks heterozigotinis
tévas/motina perdavé asocijuotg Zymeni serganc¢iam vaikui su tuo, kiek karty

buvo perduotas kitas Zymens alelis.

Tarkime, kad D yra liga lemianti genetiné sritis: D; — liga lemiantis alelis ir
D, — normalus alelis. Tiriamas genetinis Zymuo M su kodominuojanciais
aleliais M; ir M,. (Spielman et al., 1993, Spielman, Ewens, 1998). Yra
nustatomas skaicCius karty, kiek M; ir M, buvo perduoti serganciam

palikuoniui:

a — kiek karty MM, perdavé M, sergan¢iam vaikui,
b — kiek karty M;M, perdavé M sergan¢iam vaikui,
¢ — kiek karty M;M, perdavé M, serganc¢iam vaikui,
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d — kiek karty M,M, perdavé M, sergan¢iam vaikui (Spielman, Ewens, 1998).

Jeigu yra n Seimy, kuriose yra vienas sergantis vaikas, tokiose Seimose
genetinio zZymens srityje M i§ viso bus 4n tévy aleliy, i§ kuriy 2n yra
perduodami ir 2n neperduodami sergantiems vaikams (Spielman et al., 1993).

Tokius turimus duomenis galima pavaizduoti lenteléje (3.15 lentelé).

3.15 lentelé. Duomenys analizei nepusiausviro perdavimo testu (pagal

Spielman et al., 1993).

Perduoti Neperduoti aleliai
aleliai MI M2 IS viso
M1 a b atb
M2 c d ctd
I8 viso a+tc b+d 2n

Nuliné hipotezé¢ — néra asociacijos tarp genetinio zZymens ir ligos, 6=1/2 (1-
20=0). I8 lenteléje pateikty duomeny tokios hipotezés ivertinimui svarbios tik
b ir ¢ reikSmés. Todél tik duomenys i§ heterozigotiniy genotipyu (M ;M,)
turéty buti naudojami teste, kaip ir tradiciniy sankibos testy atveju (Spielman

et al., 1993).

TDT statistinis reik§mingumas patikrinamas y° = (b-c)*/(b+c) (Spielman et
al., 1993). Jei tarp genetinio Zymens ir ligos yra sankiba, kaip ir asociacija,
tuomet b ir ¢ skirsis savo reikime. Reikimingas y° skirtumas jrodo, jog

genetinis Zymuo yra susijes su liga (Spielman, Ewens, 1996).

Tiriant Seimas, kuriose bus skirtingas serganciy vaiky skaicius,
rekomenduojama paprasciausiai analizuoti visus sergancius vaikus Kkartu,
taikant nepusiausviro perdavimo y’ testa (B-C)*/(B+C), kur B yra bendras

visy perduoty M, sergantiems vaikams ir C yra bendras visy perduoty M,
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skaiCius (Spielman et al., 1993). Nepusiausviro perdavimo testas gali biiti

taikomas, kai zinomas tik vienas tévinis genotipas (Schaid, 1998).

Ispléstas TDT (angl. extended transmission disequilibrium test) buvo
pasiiilytas tirti Zymeny, turinciy keleta aleliy (pvz. mikrosatelity), asociacija
(Sham and Curtis, 1995). Yra pasiiilyti 2 Sio testo tipai: analizé genotipo
atzvilgiu (angl. genotype — wise analysis) ir analizé aleliy atzvilgiu (angl.

allele-wise analysis).

Analize genotipo atzvilgiu tiriamas kiekvienas heterozigotinis tévo/motinos
genotipas atskirai, ir nustatoma, ar kiekvienas genotipo alelis yra
perduodamas serganciam vaikui nepriklausomai 50% tiriamy atveju. Tokio
metodo trikumas gali buti tai, kad esant daug aleliy galimas labai didelis
skaiCius genotipy, o didesnis démesys néra atkreipiamas { tai, ar tam tikri
aleliai néra dazniau perduodami tarp skirtingy genotipy. Taip pat, kai kurie
genotipai gali pasitaikyti pakankamai retai, tuo padidindami y° testo laisvés

laipsniy (df) skaiCiy, ir taip sumazéja statistinis patikimumas.

Jei tiriame kiekviena genotipa atskirai, gali buiti prarandama informacija.
Todél gali biiti naudojamas kitas analizés biidas tiriamiems duomenims, kai
kiekvienam aleliui yra priskiriamas parametras, nurodantis laipsni, kuriuo
tiriamas alelis yra susijes su ligos aleliu. Analizé aleliy atzvilgiu nustato
perduodamus tam tikrus alelius tarp genotipy. Pritaikytas modelis yra
tinkamas, kai néra rekombinacijos tarp ligos ir Zymens genetinés srities ir

santuoky sudarymas yra atsitiktinis (kas rodo, jog objektai yra nesusijg).

Analizés aleliy atzvilgiu modelio tinkamumas tiriamiems duomenims
patikrinamas, lyginant ji su modeliu, kuriame kiekvieno genotipo aleliai
perduodami nepriklausomai (tuomet y? statistikoje bus (m-2)(m-1)/2 laisvés

laipsniy, kur m — aleliy skaicius).
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3.3.5.2. ASOCIACIJOS ANALIZEI NAUDOTA PROGRAMINE [RANGA

ASOCIACIJOS ~ ANALIZE ~NEPUSIAUSVIRO PERDAVIMO TESTU
(GENOTIPUOJANT PAGAL VIENO NUKLEOTIDO POLIMORFIZMUS)

Genotipavimo pagal vieno nukleotido polimorfizmus L/GN genuose
kandidatuose asociacijos analiz€¢ nepusiausviro perdavimo testu buvo
atlickama, naudojant TDT/S-TDT programing irangg
(http://genomics.med.upenn.edu/spielman/TDT.htm) (Spielman, 1993,

Spielman, Ewens, 1998).
ASOCIACIJIOS ANALIZE ATVEJO — KONTROLES TYRIMUOSE

Genotipavimo pagal vieno nukleotido polimorfizmus L/GN genuose
kandidatuose, taikant atvejo — kontrolés tyrimy strategija, analizuojant
Lietuvos pacienty su L/GN ir bendros populiacijos méginius bei analizuojant
bendrai Lietuvos, Latvijos, Estijos pacienty su L/GN ir bendros visu triju
populiacijy méginius, asociacijos analizé atlikta populiacinés genetikos
duomeny analizés programa PLINK version 1.06

(http:/pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink)  (Purcell et al., 2007). Si

statistinés analizés dalis buvo atlikta Tiit Nikopensius (Estijos Tartu
Universiteto Molekulinés ir lastelés biologijos instituto Biotechnologijos

departamentas).

LABIAUSIAI TIKETINU HAPLOTIPU ANALIZE

Genotipavimo pagal vieno nukleotido polimorfizmus L/GN genuose
kandidatuose labiausiai tikétiny haplotipy dazniy ivertinimui buvo naudojama
populiacinés genetikos duomeny analizés programa Haploview 4.2

(http://broadinstitute.org/haploview/haploview) (Barrett et al, 2005).
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IV. REZULTATAI

4.1 BIOLOGINES GIMINYSTES TYRIMO REZULTATAI

Seima paremty asociacijos analizés tyrimy metu buvo naudojamas
nepusiausviro perdavimo testas, kuriam duomenys yra gaunami i§ Seimuy,
turinciy vieng ar kelis sergancius vaikus (palikuonis), ir kuriose bent vienas i§
tévy yra heterozigotinis pagal Zymens alelj, asocijuota su liga. Todél visose
tyrimams atrinktoms tévy — vaiko triadoms buvo tirta biologiné giminyste.
Biologiné tévysté buvo patvirtinta visose tolimesniems tyrimams atrinktose

106—iose tévy — vaiko su L/GN triadose.

4.2 GENOTIPAVIMO PAGAL VIENO NUKLEOTIDO
POLIMORFIZMUS REZULTATAI

106—iy vaiko — tévy triady ir bendros Lietuvos populiacijos asmeny méginiy
genotipavimas pagal vieno nukleotido polimorfizmus 42-juose L/GN
genuose kandidatuose buvo atliktas APEX-2 technologija pagal metodika,
apraSyta 3.3.3 skyrelyje. Pirminiame LGN genominio lusto verifikavimo
etape dalis VNP nebuvo jtraukti | galutinio LGN genominio lusto gamyba dél
netinkamai parinkty hibridizacijos salygy; pirmame LGN genominiame luste
buvo ijtraukti 814 VNP 42-juose L/GN genuose kandidatuose. Lietuvos
pacienty ir asmeny i$ bendros populiacijos méginiai buvo genotipuoti pagal
679 — is VNP LGN genominiame luste. Verifikavimo Lietuvos populiacijos
méginiams metu | tolimesnius genotipavimo darbus nebuvo jtraukti 100 VNP
del nepakankamos hibridizacijos ir rezultaty analizés kokybés, kai buvo
nustatyti genotipai maziau nei 75% tiriamyjy. Todél tolimesniame darbe
analizuojami Lietuvos populiacijos L/GN triady ir asmeny i$ bendros

populiacijos genotipavimo pagal 579—is VNP 42-juose L/GN genuose
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kandidatuose LGN genominiame luste rezultatai. Genai ir genotipuoty juose

arba 3’ ar 5’ sekose nuo ju VNP skaicCius pateiktas 4.1 lenteléje.

4.1 lentelé. L/GN genai kandidatai ir VNP juose ar Salia jy skaicius

Nr. Genas Chr. sk\;?cj?us Nr. Genas Chr. sl?a/vlli\c“lfus
1 COL11A41 1 41 22 BMP4 14 3
2 IRF6 1 23 JAG2 14 9
3 MTHFR 1 9 24 | TGFB3 14 8
4 SKT 1 22 25 CDHI 16 9
5 FNI 2 26 26 | MMP25 16 6
6 TGFA 2 42 27 MMP?2 16 22
7 FGF2 4 19 28 RARA 17 4
8 MSX1 4 15 29 TIMP2 17 27
9 FGF1I 5 33 30 WNT3 17 7
10 MSX2 5 7 31 WNT9B 17 14
11 | COL11A2 6 21 32 | SMAD?2 18
12 EDNI 6 16 33 | SMAD4 18
13 FGFRI 8 10 34 | LOXHDI 18 10
14 FOXEI 9 4 35 | CLPTMI 19
15 MMP13 11 16 36 BCL3 19 2
16 MMP3 11 5 37 | PVRL2 19 12
17 PVRLI 11 19 38 BMP2 20 21
18 TBX10 11 10 39 | MMP9 20 6
19 COL241 12 31 40 TIMP3 22 30
20 LHXS8 12 9 41 TBX22 X 4
21 SPRY2 13 3 42 | TIMPI X 4

Atlikus Lietuvos populiacijos L/GN triady ir asmeny i§ bendros populiacijos
579—-1y VNP genotipy analize ir apskaiciavus genotipy ir aleliy daznius, buvo
identifikuoti 39 VNP, kuriy retojo alelio daznis yra maZesnis nei 0,05. Sie
Lietuvos populiacijoje monomorfiniai VNP nebuvo naudojami tolimesnéje
VNP L/GN genuose kandidatuose asociacijos analizéje. VNP, kuriy retojo
alelio daznis yra mazesnis nei 0,05, saraSas pateiktas 4.2 lenteléje, kurioje Siy
VNP aleliy daZniai yra palyginti su kitose baltaodziy populiacijose

nustatytais aleliy dazniais.
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4.2 lentelé. Lietuvos populiacijoje monomorfiniy VNP sarasas

Nr. Genas Chr. VNP 1 . 2. 1 avle!i(z 2 avlel.i(z ! %lglig 2 %le_lig
alelis | alelis daznis daznis daznis daznis
1 | COLI1IAI 1 517446095 [A] [C] 0,031 0,969 0,083 0,917
2 | COLIIAI 1 rs12728397 [C] [T] 0,976 0,024 0,933 0,067
3 | COLIIAI 1 rs1841835 [C] [G] 0,027 0,973 0,050 0,950
4 | COLI1A2 6 rs213210 [A] [G] 0,965 0,035 0,097 0,903
5 FGF1 5 rs17099096 | [G] [T] 0,950 0,050 0,950 0,050
6 FGF1 5 156882717 [C] [T] 0,965 0,035 0,950 0,050
7 FGFI 5 rs250201 [G] [T] 0,983 0,017 0,925 0,075
8 FGFI 5 rs33992 [A] [G] 0,029 0,971 0,092 0,908
9 FGFI 5 rs11954586 | [C] [T] 0,042 0,958 0,067 0,933
10 FGF2 4 rs17472986 | [A] [G] 0,038 0,962 0,092 0,908
11 FGF2 4 rs308438 [C] [T] 0,967 0,033 0,958 0,042
12 FGF2 4 rs17407577 [C] [T] 0,045 0,955 0,083 0,917
13 FGFRI 8 152978083 [C] [T] 0,946 0,054 0,958 0,042
14 FNI 2 rs11883812 [C] [T] 0,038 0,962 0,092 0,908
15 FNI 2 156716361 [C] [G] 0,969 0,031 0,950 0,050
16 FOXE] 9 rs10984009 | [A] [G] 0,039 0,961 0,142 0,858
17 IRF6 1 rs12143281 [C] [T] 0,969 0,031 0,942 0,058
18 | MMPI3 11 rs11225485 [A] [G] 0,948 0,052 0,883 0,117
19 | MMPI3 11 rs11826440 | [G] [T] 0,988 0,012 0,950 0,050
20 | MMPI3 11 rs7119194 [C] [T] 0,965 0,035 0,933 0,067
21 MMP3 11 1$629946 [A] [G] 0,045 0,955 0,058 0,942
22 MMP9 20 1s6032619 [C] [T] 0,952 0,048 0,942 0,058
23 BMP2 20 1rs235756 [A] [G] 1,000 0,000 0,650 0,350
24 MSX1 4 rs12501827 [C] [T] 0,953 0,047 0,892 0,108
25 PVRLI 11 rs906827 [A] [C] 0,045 0,955 0,083 0,917
26 SKI 1 rs4648625 [G] [T] 0,026 0,974 0,075 0,925
27 SMAD?2 18 rs178146438 [C] [T] 0,969 0,031 0,958 0,042
28 TGFA 2 rs13034560 | [G] [T] 0,950 0,050 0,950 0,050
29 TGFA 2 1s6709121 [A] [G] 0,028 0,972 0,075 0,925
30 CDHI1 16 rs3785076 [A] [G] 0,967 0,033 0,950 0,050
31 TGFA 2 1rs540006 [C] [T] 0,043 0,957 0,042 0,958
32 TGFB3 14 rs3917148 [G] [T] 0,045 0,955 0,067 0,933
33 TIMP2 17 rs1531795 [G] [T] 0,958 0,042 0,875 0,125
34 TIMP2 17 rs4789937 [A] [G] 0,045 0,955 0,075 0,925
35 TIMP2 17 rs12944916 | [C] [G] 0,974 0,026 0,950 0,050
36 TIMP3 22 rs4449 [A] [G] 0,019 0,981 0,042 0,958
37 TIMP3 22 rs11287 [C] [T] 0,988 0,012 0,950 0,050
38 TIMP3 22 rs10483166 | [C] [G] 0,054 0,946 0,058 0,942
39 | COL11AI 1 rs6671691 [C] [G] 0,959 0,041 0,942 0,058

*- Lietuvos populiacijoje nustatyti aleliy dazniai

**_ aleliy dazniai, pateikti Ensembl (61 release), dbSNP duomeny bazése
pagal 1000Genomes (bei HapMap projekto duomenis rs213210 VNP)
projekto duomenis
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4.3 ASOCIACIJOS ANALIZES, GENOTIPUOJANT PAGAL VIENO
NUKLEOTIDO POLIMORFIZMUS, REZULTATAI

Asociacijos analizé nepusiausviro perdavimo testu (3.3.6.1 skyrelis) pagal
genotipavimo pagal 579—is VNP 42-uoje LGN genuose kandidatuose
rezultatus buvo atlikta Lietuvos pacienty su liipos nesuaugimu su arba be
gomurio nesuaugimo ir izoliuotu gomurio nesuaugimu grupéje, pacienty su
ltiipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo grupé€je ir pacienty su
izoliuotu gomurio nesuaugimu grupé¢je. 4.3—4.8 lentelése pateikti
nepusiausviro perdavimo testo rezultatai, jtraukiant tik statistiSkai
reik§mingus rezultatus (p>0,05).

Atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu Lietuvos pacienty
su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo ir izoliuotu gomurio
nesuaugimu grupéje, kurioje buvo tiriamos 106 vaiko — tévy triados, buvo
gauta statistiSkai patikima 82-ju VNP 25-iuose genuose kandidatuose su

LGN asociacija (p<0,05) (4.3, 4.4 lentelés).

4.3 lentelé. Nepusiausviro perdavimo testo rezultatai Lietuvos pacienty su
lopos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo ir izoliuotu gomurio

nesuaugimu grupéje, pagal statistiSkai reik§mingiausius VNP

Nr. Genas Chr. VNP c hrorZi)e;Zmoje x2 p reiksmeé
1 CDH1 16 rs3785076 67408284 11,255 0,0008
2 PVRLI 11 rs906827 119019339 10,593 0,0011
3 FGF2 4 rs308439 123993029 10,522 0,0012
4 BMP2 20 1s235756 6715111 10 0,0016
5 MTHFR 1 rs9651118 11784801 9,921 0,0016
6 PVRLI 11 rs10892421 119003613 9,143 0,0025
7 COLI11A41 1 1s7543626 103350922 8,783 0,0030
8 COLI11A1 1 rs17446095 103145363 8,526 0,0035
9 COL241 12 rs6580647 46689496 8,471 0,0036
10 CDH1 16 rs4783689 67411172 8,345 0,0039
11 TGFB3 14 rs7156293 75493336 8,333 0,0039
12 COL241 12 rs1635550 46664237 8,117 0,0044
13 BMP4 14 rs10873077 53503283 8,048 0,0046
14 COL241 12 rs12721428 46655160 8,022 0,0046
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15 TBX10 11 rs2514027 67162878 7,692 0,0055
16 BMP2 20 rs6085682 6719211 7,682 0,0056
17 TIMP2 17 1s6501266 74418948 1,577 0,0059
18 TIMP3 22 154449 31608202 7,538 0,0060
19 BMP2 20 15173107 6713841 7,451 0,0063
20 SKI 1 rs4648625 2190201 7,143 0,0075
21 EDNI 6 rs4714351 12384844 7,118 0,0076
22 FGF1 5 1s33992 141937322 7 0,0082
23 COL11AI 1 1s6671691 103347365 6,914 0,0086
24 MTHFR 1 rs17376328 11799249 6,897 0,0086
25 BMP2 20 152206916 6682650 6,627 0,0100
26 TIMP1 X 1s723556 47317691 6,48 0,0109
27 COL11AI 1 rs7556513 103325111 6,452 0,0111
28 EDNI 6 rs1476046 12401207 6,443 0,0111
29 EDNI1 6 rs16872608 12416007 6,422 0,0113
30 TIMP2 17 rs4789936 74409569 6,128 0,0133
31 COLI1142 6 1s2744507 33256856 6,061 0,0138
32 COLI11AI 1 rs11164663 103321085 6 0,0143
33 COLI11AI 1 rs1841835 103211618 6 0,0143
34 FGF1 5 15250092 141958427 5,898 0,0152
35 FGF?2 4 15308434 123991278 5,898 0,0152
36 COL241 12 rs12821733 46641450 5,765 0,0163
37 BMP2 20 1s235757 6714019 5,647 0,0175
38 COL1142 6 15213208 33285988 5,586 0,0181
39 COLI1IAI 1 rs11164623 103109061 5,556 0,0184
40 FGF1 5 rs1860230 142058047 5,488 0,0191
41 COL1142 6 1s9277934 33261506 5,405 0,0201
42 FGF2 4 rs308442 123994363 5,4 0,0201
43 FNI 2 rs17457029 215980759 5,388 0,0203
44 PVRLI 11 rs12361680 118994420 5,388 0,0203
45 TIMP3 22 rs11287 31588777 5,333 0,0209
46 MTHFR 1 rs1801131 11777063 5,263 0,0218
47 MSX1 4 rs4689953 4904370 5,226 0,0223
48 PVRL2 19 rs519825 50058619 5,188 0,0227
49 COL11AI 1 rs12123966 103354338 5,158 0,0231
50 MSX1 4 rs13121578 4896678 5,149 0,0233
51 FGF1 5 1s34016 141979150 5,121 0,0236
52 COLI11AI 1 rs12139120 103231502 5,12 0,0237
53 COL241 12 rs12822608 46641619 5,07 0,0243
54 FNI 2 1s2289200 215941223 5,069 0,0244
55 WNT3 17 1s199497 42221762 5,063 0,0244
56 COLI11AI 1 rs1241175 103097008 4,898 0,0269
57 PVRLI 11 rs10750161 119003828 4,846 0,0277
58 FGF2 4 15308420 123987393 4,84 0,0278
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59 FGFRI 8 rs2411256 38412620 4,787 0,0287
60 PVRL2 19 rs3745150 50077599 4,766 0,0290
61 BMP2 20 rs1980499 6694498 4,742 0,0294
62 COL241 12 rs17122565 46698677 4,688 0,0304
63 PVRLI 11 rs4354701 118994022 4,654 0,0310
64 FGF1 5 1rs250201 142013492 4,5 0,0339
65 TIMP2 17 1s7212662 74429726 4,481 0,0343
66 COL241 12 rs12300271 46660883 4,446 0,0350
67 WNT3 17 rs916888 42218292 4,446 0,0350
68 EDNI 6 1s9357336 12392025 4,412 0,0357
69 COL11AI 1 rs4908291 103345324 4,378 0,0364
70 COLI11AI 1 rs12026245 103364053 4,366 0,0367
71 TBX22 X 1s6621543 79156787 4,333 0,0374
72 EDNI 6 1s521824 12381526 4,255 0,0391
73 FGF2 4 rs308438 123992337 4,235 0,0396
74 FNI 2 rs7604984 215925884 4,2 0,0404
75 TBX10 11 1rs2447587 67168406 4,172 0,0411
76 SKI 1 152645075 2244770 4,091 0,0431
77 COL1142 6 rs213210 33283802 4,083 0,0433
78 PVRL2 19 rs11667640 50071631 4 0,0455
79 BMP2 20 15235770 6709765 3,967 0,0464
80 | ApoC2_CLPTMI 19 1s9193 50188143 3,92 0,0477
81 IRF6 1 rs12143281 208018517 3,879 0,0489
82 EDNI 6 152071943 12403800 3,657 0,0558

4.4 lentelé. Nepusiausviro perdavimo testo rezultatai Lietuvos pacienty su
lipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo ir izoliuotu gomurio

nesuaugimu grupeje, iSdéstyta pagal statistiSkai reikSmingiausius genus

kandidatus
Nr. Genas Chr. VNP Vieta . x2 p reiksmeé
chromosomoje

1 | ApoC2_CLPTMI 19 rs9193 50188143 3,92 0,0477
2 BMP2 20 rs235756 6715111 10 0,0016
3 BMP2 20 rs6085682 6719211 7,682 0,0056
4 BMP2 20 rs173107 6713841 7,451 0,0063
5 BMP2 20 rs2206916 6682650 6,627 0,0100
6 BMP?2 20 rs235757 6714019 5,647 0,0175
7 BMP2 20 rs1980499 6694498 4,742 0,0294
8 BMP2 20 rs235770 6709765 3,967 0,0464
9 BMP4 14 | rs10873077 53503283 8,048 0,0046
10 CDH1 16 rs3785076 67408284 11,255 0,0008
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1 CDHI 16 | rsd783689 67411172 8,345 0,0039
12 COL11A41 I | 1s7543626 | 103350922 8,783 0,0030
13 COLIIAl 1 | rs17446095 | 103145363 8,526 0,0035
14 COL11Al 1| rs6671691 103347365 6,914 0,0086
15 COL11A41 1| 157556513 | 103325111 6,452 0,0111
16 COLIIAl 1 | rs11164663 | 103321085 6 0,0143
17 COLIIAl 1| rsI841835 103211618 6 0,0143
18 COLIIAl 1 | rsI1164623 | 103109061 5,556 0,0184
19 COLIIAl 1 | rs12123966 | 103354338 5,158 0,0231
20 COLIIAl 1 |rs12139120 | 103231502 5,12 0,0237
21 COLIIAl 1 | rs1241175 | 103097008 4,398 0,0269
2 COLIIAl 1| rs4908291 103345324 4378 0,0364
23 COLITAI I | rs12026245 | 103364053 4,366 0,0367
24 COL1142 6 | rs2744507 33256856 6,061 0,0138
25 COL1142 6 15213208 33285988 5,586 0,0181
26 COL1142 6 | rs9277934 33261506 5,405 0,0201
27 COL1142 6 15213210 33283802 4,083 0,0433
28 COL241 12 | rs6580647 46689496 8,471 0,0036
29 COL241 12 | rs1635550 46664237 8,117 0,0044
30 COL241 12 | rs12721428 | 46655160 8,022 0,0046
31 COL241 12 | rs12821733 | 46641450 5,765 0,0163
32 COL241 12 | rs12822608 | 46641619 5,07 0,0243
33 COL241 12 | 1s17122565 | 46698677 4,688 0,0304
34 COL241 12 | rs12300271 | 46660883 4,446 0,0350
35 EDNI 6 | rs4714351 12384844 7,118 0,0076
36 EDNI 6 | rsl476046 12401207 6,443 0,0111
37 EDNI 6 | rsl6872608 | 12416007 6,422 0,0113
38 EDNI 6 | 19357336 12392025 4412 0,0357
39 EDNI 6 15521824 12381526 4255 0,0391
40 EDNI 6 | rs2071943 12403800 3,657 0,0558
41 FGFI 5 1533992 141937322 7 0,0082
2 FGFI 5 15250092 141958427 5,898 0,0152
43 FGFI 5 | rs1860230 | 142058047 5,488 0,0191
44 FGFI 5 1s34016 141979150 5,121 0,0236
45 FGFI 5 15250201 142013492 45 0,0339
46 FGF2 4 15308439 123993029 | 10,522 0,0012
47 FGF2 4 15308434 123991278 5,898 0,0152
48 FGF2 4 15308442 123994363 54 0,0201
49 FGF2 4 15308420 123987393 434 0,0278
50 FGF2 4 15308438 123992337 4235 0,0396
51 FGFRI 8 | rs2411256 38412620 4787 0,0287
52 FNI 2 | 1s17457029 | 215980759 5,388 0,0203
53 FNI 2 | rs2289200 | 215941223 5,069 0,0244
54 FNI 2 | 1s7604984 | 215925884 42 0,0404
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55 IRF6 1 rs12143281 208018517 3,879 0,0489
56 MSX1 4 rs4689953 4904370 5,226 0,0223
57 MSX1 4 rs13121578 4896678 5,149 0,0233
58 MTHFR 1 rs9651118 11784801 9,921 0,0016
59 MTHFR 1 rs17376328 11799249 6,897 0,0086
60 MTHFR 1 rs1801131 11777063 5,263 0,0218
61 PVRLI 11 rs906827 119019339 10,593 0,0011
62 PVRLI 11 rs10892421 119003613 9,143 0,0025
63 PVRLI 11 rs12361680 118994420 5,388 0,0203
64 PVRLI 11 rs10750161 119003828 4,846 0,0277
65 PVRLI 11 rs4354701 118994022 4,654 0,0310
66 PVRL2 19 rs519825 50058619 5,188 0,0227
67 PVRL?2 19 rs3745150 50077599 4,766 0,0290
68 PVRL2 19 | 1511667640 50071631 4 0,0455
69 SKI 1 154648625 2190201 7,143 0,0075
70 SKI 1 1s2645075 2244770 4,091 0,0431
71 TBX10 11 1s2514027 67162878 7,692 0,0055
72 TBX10 11 152447587 67168406 4,172 0,0411
73 TBX22 X 156621543 79156787 4,333 0,0374
74 TGFB3 14 rs7156293 75493336 8,333 0,0039
75 TIMP1 X 1s723556 47317691 6,48 0,0109
76 TIMP2 17 rs6501266 74418948 7,577 0,0059
77 TIMP2 17 rs4789936 74409569 6,128 0,0133
78 TIMP2 17 1s7212662 74429726 4,481 0,0343
79 TIMP3 22 rs4449 31608202 7,538 0,0060
80 TIMP3 22 rs11287 31588777 5,333 0,0209
81 WNT3 17 rs199497 42221762 5,063 0,0244
82 WNT3 17 rs916888 42218292 4,446 0,0350

Atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu Lietuvos pacienty
su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo grupéje, kurioje buvo
tiriamos 88 vaiko — tévy triados, buvo gauta statistiskai patikima 68 - iy VNP

25 - iuose genuose kandidatuose su LGN asociacija (p<0,05) (4.5, 4.6

lentelés).
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4.5 lentelé. Nepusiausviro perdavimo testo rezultatai Lietuvos pacienty su
ltipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo grupéje, pagal statistiskai

reikSmingiausius VNP

Nr. Genas Chr. VNP B hronzl;ivtgmoje x2 p reiks§me
1 MMP3 11 1r$629946 102226906 15,385 8,76816E-05
2 TGFB3 14 rs7156293 75493336 12,302 0,0005
3 BMP2 20 1s235756 6715111 10 0,0016
4 FGF2 4 rs308439 123993029 10 0,0016
5 PVRLI 11 rs906827 119019339 9,981 0,0016
6 TIMP?2 17 rs4789936 74409569 9,72 0,0018
7 PVRLI 11 | rs10892421 119003613 8,67 0,0032
8 TIMP1 X 15723556 47317691 8,395 0,0038
9 MTHFR 1 rs9651118 11784801 8,018 0,0046
10 | COL11Al 1 1s7543626 103350922 8 0,0047
11 TIMP?2 17 rs6501266 74418948 7,839 0,0051
12 | COL241 12 rs1635550 46664237 7,563 0,0060
13 EDNI1 6 rs1476046 12401207 7,353 0,0067
14 | COL1141 1 1s7556513 103325111 7,078 0,0078
15 EDNI 6 rs9357336 12392025 7,043 0,0080
16 BMP2 20 52206916 6682650 7,024 0,0080
17 FGF1 5 rs33992 141937322 7 0,0082
18 BMP2 20 rs6085682 6719211 6,914 0,0086
19 | COL1142 | 6 rs213208 33285988 6,811 0,0091

20 | COL241 12 | rs12721428 46655160 6,081 0,0137

21 TIMP3 22 1rs242082 31554439 6,081 0,0137

22 | PVRLI 11 | rs10750161 119003828 6,05 0,0139

23 | COL11Al 1 rs1841835 103211618 6 0,0143

24 TIMP3 22 rs4449 31608202 6 0,0143

25 PVRLI 11 rs4354701 118994022 5,944 0,0148

26 TBX10 11 rs2514027 67162878 5,769 0,0163

27 | MTHFR 1 rs1801131 11777063 5,73 0,0167

28 BMP2 20 1s235757 6714019 5,628 0,0177

29 EDNI 6 rs2071943 12403800 5,586 0,0181
30 FGF2 4 rs308442 123994363 5,565 0,0183
31 | COL1IAI 1 rs17446095 103145363 5,538 0,0186
32 | PVRL2 19 | 1311667640 50071631 5,452 0,0195
33 EDNI1 6 rs16872608 12416007 5,444 0,0196
34 BMP2 20 rs173107 6713841 5.4 0,0201
35 | COL1IA2 | 6 1s2744507 33256856 5.4 0,0201
36 TBX10 11 152447587 67168406 5,261 0,0218
37 | MMPI3 11 1s685286 102347662 5,233 0,0222
38 | COL241 12 | rs12821733 46641450 5,143 0,0233
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39 | MTHFR 1 rs17376328 11799249 4,923 0,0265
40 EDNI 6 rs4714351 12384844 4,898 0,0269
41 | COL11AI 1 1s2229783 103125039 4,813 0,0282
42 FGF1I 5 rs1860230 142058047 4,8 0,0285
43 | COL11AI 1 1s12026245 103364053 4,762 0,0291
44 FGF1 5 1rs250092 141958427 4,667 0,0307
45 BCL3 19 152965174 49936855 4,629 0,0314
46 | SMAD?2 18 1s1792658 43636603 4,571 0,0325
47 SKI 1 1s4648625 2190201 4,455 0,0348
48 TIMP3 22 rs11287 31588777 4,455 0,0348
49 | FOXEI 9 1s973473 99660551 4,414 0,0356
50 FNI 2 1s2289200 215941223 4,378 0,0364
51 MSX1 4 rs10002530 4900504 4,349 0,0370
52 | COLI1IAI 1 rs4908291 103345324 4,313 0,0378
53 MMP2 16 1s7187242 54057495 4,267 0,0389
54 | COL1IAI 1 rs11164663 103321085 4,263 0,0390
55 | COL1142 6 rs213210 33283802 4,261 0,0390
56 WNT3 17 1s199497 42221762 4,245 0,0394
57 | COL241 12 | rs17122565 46698677 4,129 0,0422
58 EDNI 6 1s16872612 12416068 4,122 0,0423
59 PVRL2 19 rs519825 50058619 4,07 0,0437
60 EDNI 6 rs521824 12381526 4,05 0,0442
61 PVRL2 19 1s3745150 50077599 3,967 0,0464
62 WNT3 17 | rs11653738 42242117 3,959 0,0466
63 | COLI1IAI 1 rs6671691 103347365 3,947 0,0470
64 FGF2 4 rs308438 123992337 3,903 0,0482
65 BMP?2 20 rs1005464 6704148 3,814 0,0508
66 TIMP?2 17 157211674 74410660 3,753 0,0527
67 | COLI1IAI 1 rs12123966 103354338 3,667 0,0555
68 FNI 2 rs17518731 216026905 3,658 0,0558
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4.6 lentelé. Nepusiausviro perdavimo testo rezultatai Lietuvos pacienty su
ltipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo grupéje, pagal statistiskai

reikSmingiausius genus kandidatus

Nr. Genas Chr. VNP ‘ hronZE:Zmoje x2 p reik§me
1 BCL3 19 rs2965174 49936855 4,629 0,0314
2 BMP?2 20 1235756 6715111 10 0,0016
3 BMP?2 20 1s2206916 6682650 7,024 0,0080
4 BMP2 20 rs6085682 6719211 6,914 0,0086
5 BMP2 20 rs235757 6714019 5,628 0,0177
6 BMP2 20 rs173107 6713841 5,4 0,0201
7 BMP2 20 rs1005464 6704148 3,814 0,0508
8 | COL1IAI 1 1s7543626 103350922 8 0,0047
9 | COLI1IAI 1 rs7556513 103325111 7,078 0,0078
10 | COL11AI 1 rs1841835 103211618 6 0,0143
11 | COL11AI 1 rs17446095 103145363 5,538 0,0186
12 | COL11Al 1 12229783 103125039 4,813 0,0282
13 | COL11AI 1 rs12026245 103364053 4,762 0,0291
14 | COL11AI 1 rs4908291 103345324 4313 0,0378
15 | COL11Al 1 rs11164663 103321085 4,263 0,0390
16 | COL11Al 1 rs6671691 103347365 3,947 0,0470
17 | COL11Al 1 rs12123966 103354338 3,667 0,0555
18 | COL1142 | 6 rs213208 33285988 6,811 0,0091
19 | COL11A2 | 6 1rs2744507 33256856 5,4 0,0201

20 | COL1142 | 6 rs213210 33283802 4,261 0,0390

21 | COL241 12 rs1635550 46664237 7,563 0,0060

22 | COL241 12 rs12721428 46655160 6,081 0,0137

23 | COL241 12 rs12821733 46641450 5,143 0,0233

24 | COL241 12 rs17122565 46698677 4,129 0,0422

25 EDNI1 6 rs1476046 12401207 7,353 0,0067

26 EDNI1 6 1rs9357336 12392025 7,043 0,0080

27 EDNI 6 rs2071943 12403800 5,586 0,0181

28 EDNI 6 rs16872608 12416007 5,444 0,0196

29 EDNI 6 rs4714351 12384844 4,898 0,0269

30 EDNI1 6 rs16872612 12416068 4,122 0,0423

31 EDNI 6 rs521824 12381526 4,05 0,0442

32 FGFI 5 rs33992 141937322 7 0,0082

33 FGFI 5 rs1860230 142058047 4,8 0,0285

34 FGFI 5 1s250092 141958427 4,667 0,0307

35 FGF2 4 rs308439 123993029 10 0,0016

36 FGF2 4 rs308442 123994363 5,565 0,0183

37 FGF2 4 rs308438 123992337 3,903 0,0482

38 FNI 2 12289200 215941223 4,378 0,0364
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39 FNI 2 rs17518731 216026905 3,658 0,0558
40 FOXE1 9 1s973473 99660551 4,414 0,0356
41 MMP13 11 rs685286 102347662 5,233 0,0222
42 MMP2 16 rs7187242 54057495 4,267 0,0389
43 MMP3 11 1$629946 102226906 15,385 0,0001
44 MSX1 4 rs10002530 4900504 4,349 0,0370
45 | MTHFR 1 rs9651118 11784801 8,018 0,0046
46 | MTHFR 1 rs1801131 11777063 5,73 0,0167
47 | MTHFR 1 rs17376328 11799249 4,923 0,0265
48 PVRLI 11 1s906827 119019339 9,981 0,0016
49 PVRLI 11 rs10892421 119003613 8,67 0,0032
50 PVRLI 11 rs10750161 119003828 6,05 0,0139
51 PVRLI 11 rs4354701 118994022 5,944 0,0148
52 PVRL2 19 rs11667640 50071631 5,452 0,0195
53 PVRL?2 19 rs519825 50058619 4,07 0,0437
54 PVRL2 19 rs3745150 50077599 3,967 0,0464
55 SKI 1 rs4648625 2190201 4,455 0,0348
56 SMAD?2 18 rs1792658 43636603 4,571 0,0325
57 TBX10 11 rs2514027 67162878 5,769 0,0163
58 TBX10 11 1rs2447587 67168406 5,261 0,0218
59 TGFB3 14 rs7156293 75493336 12,302 0,0005
60 TIMP1 X 1s723556 47317691 8,395 0,0038
61 TIMP?2 17 rs4789936 74409569 9,72 0,0018
62 TIMP2 17 1s6501266 74418948 7,839 0,0051
63 TIMP2 17 rs7211674 74410660 3,753 0,0527
64 TIMP3 22 15242082 31554439 6,081 0,0137
65 TIMP3 22 rs4449 31608202 6 0,0143
66 TIMP3 22 rs11287 31588777 4,455 0,0348
67 WNT3 17 rs199497 42221762 4,245 0,0394
68 WNT3 17 rs11653738 42242117 3,959 0,0466

Atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu Lietuvos pacienty
su izoliuotu gomurio nesuaugimu grupéje, kurioje buvo tiriama 18 vaiko —

tévy triady, buvo gauta statistiSkai patikima 33 - iy VNP 18 - oje genuy

kandidaty su LGN asociacija (p<0,05) (4.7, 4.8 lentelés).
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4.7 lentelé. Nepusiausviro perdavimo testo rezultatai Lietuvos pacienty su
izoliuotu gomurio nesuaugimu grupéje, pagal statistiSkai reik§mingiausius

VNP

Nr. Genas Chr. VNP c hronﬁi)estgmoje x2 p reiksmeé
1 MMP?2 16 1s837533 54052135 9 0,0027
2 MMP?2 16 51005913 54062022 7,364 0,0067
3 FGFRI 8 152956724 38411423 6 0,0143
4 FGF1 5 1s34013 141978564 5,444 0,0196
5 TIMP2 17 157213204 74343395 5,444 0,0196
6 MMP25 16 157188573 3051204 5,4 0,0201
7 RARA 17 15482284 35757767 5,4 0,0201
8 WNT3 17 1512452064 42223353 5,4 0,0201
9 | COLIIA2 6 15213209 33284936 5,333 0,0209
10 FGFRI 8 152411256 38412620 5,333 0,0209
11 TBX22 X 156621543 79156787 5,333 0,0209
12 FGFI 5 1s33995 141945942 5 0,0253
13 MSXI 4 154689953 4904370 4,571 0,0325
14 | coL241 12 rs11168359 46702290 4,5 0,0339
15 MMPI3 11 15685286 102347662 4,5 0,0339
16 MMP?2 16 15243864 54069823 4,5 0,0339
17 TIMP?2 17 157218237 74383233 4,5 0,0339
18 | coL114l 1 1512722976 103118332 4,455 0,0348
19 MMP2 16 15243865 54069307 4,455 0,0348

20 PVRLI 11 1312361680 118994420 4,455 0,0348

21 TIMP2 17 1rs4789921 74451214 4,455 0,0348

22 CDHI 16 512597188 67372327 4 0,0455

23 | COL11A2 6 15756441 33230149 4 0,0455

24 LHXS 12 1517622436 75362169 4 0,0455

25 MSX1 4 152087868 4900020 4 0,0455

26 PVRLI 11 154938713 119074204 4 0,0455

27 TIMP3 22 15130554 31513583 4 0,0455

28 TIMP3 22 rs4447 31605140 4 0,0455

29 WNT9B 17 1511079740 42304099 4 0,0455

30 | MMP25 16 152526275 3024110 3,857 0,0495

31 FGF1 5 10070885 142000564 3,769 0,0522

32 MMP?2 16 51005912 54062328 3,769 0,0522

33 TIMP3 22 rs137487 31589104 3,769 0,0522
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4.8 lentelé. Nepusiausviro perdavimo testo rezultatai Lietuvos pacienty su
izoliuotu gomurio nesuaugimu grupéje, pagal statistiSkai reik§mingiausius

genus kandidatus

Nr. Genas Chr. VNP ‘ hrorZi)estgmoje x2 p reiksmé
1 CDHI 16 rs12597188 67372327 4 0,0455
2 | COLI11AI 1 rs12722976 103118332 4,455 0,0348
3 | COL1IA2 6 rs213209 33284936 5,333 0,0209
4 | COL1142 6 18756441 33230149 4 0,0455
5 COL241 12 rs11168359 46702290 4,5 0,0339
6 FGFI 5 rs34013 141978564 5,444 0,0196
7 FGF1 5 rs33995 141945942 5 0,0253
8 FGFI 5 rs10070885 142000564 3,769 0,0522
9 FGFRI 8 152956724 38411423 6 0,0143
10 FGFRI 8 rs2411256 38412620 5,333 0,0209
11 LHXS 12 1517622436 75362169 4 0,0455
12 | MMPI3 11 1s685286 102347662 4,5 0,0339
13 MMP?2 16 rs837533 54052135 9 0,0027
14 MMP2 16 rs1005913 54062022 7,364 0,0067
15 MMP2 16 1s243864 54069823 4,5 0,0339
16 MMP2 16 s243865 54069307 4,455 0,0348
17 MMP2 16 rs1005912 54062328 3,769 0,0522
18 | MMP25 16 rs7188573 3051204 5,4 0,0201
19 | MMP25 16 1s2526275 3024110 3,857 0,0495
20 MSX1 4 154689953 4904370 4,571 0,0325
21 MSX1 4 152087868 4900020 4 0,0455
22 PVRLI 11 1s12361680 118994420 4,455 0,0348
23 PVRLI 11 rs4938713 119074204 4 0,0455
24 RARA 17 rs482284 35757767 5,4 0,0201
25 TBX22 X 16621543 79156787 5,333 0,0209
26 TIMP2 17 rs7213204 74343395 5,444 0,0196
27 TIMP2 17 rs7218237 74383233 4,5 0,0339
28 TIMP2 17 rs4789921 74451214 4,455 0,0348
29 TIMP3 22 rs130554 31513583 4 0,0455
30 TIMP3 22 rs4447 31605140 4 0,0455
31 TIMP3 22 rs137487 31589104 3,769 0,0522
32 WNT3 17 rs12452064 42223353 5,4 0,0201
33 WNT9B 17 rs11079740 42304099 4 0,0455
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4.4 ATVEJO — KONTROLES TYRIMU ASOCIACIJOS ANALIZES

REZULTATAI

Atvejo — kontrolés tyrimo asociacijos analizé buvo atlikta programinés

irangos paketu PLINK version 1.06 (3.3.6.2 skyrelis), tiriant 92 Lietuvos

pacientus su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo ir 219

kontrolinés grupés asmeny i$ bendros Lietuvos populiacijos. StatistiSkai

patikima asociacija buvo nustatyta 10-ies VNP penkiuose L/GN genuose

kandidatuose (4.9 lentelé, statistiSkai patikimos reik§més paryskintos) su

LGN (p<0,05).

4.9 lentelé. Atvejo — kontrolés

analizés rezultatai

tyrimy Lietuvos pacienty grupéje asociacijos

Nr. Genas Chromosoma VNP p reik§mé
1| COLIIAI 1 rs17446095 0,038
2 FGF2 4 rs11737764 0,076
3 FNI 2 rs4673990 0,078
4 IRF6 1 rs9430018 0,060
5| COLI1IA2 6 rs9277928 0,063
6| COL241 12 1rs6580647 0,046
7| COL241 12 rs1541408 0,057
8| COL241 12 rs3829736 0,092
91 CoL241 12 rs12821733 0,078

10 FOXEI 9 rs973473 0,089
11 PVRLI 11 rs10892421 0,095
12 PVRLI 11 rs4354701 0,070
13 TIMP2 17 rs4789936 0,042
14 TIMP2 17 rs7502916 0,013
15 TIMP2 17 rs7213204 0,059
16 TIMP2 17 1rs6501266 0,066
17 TIMP2 17 rs7211674 0,043
18 BMP2 20 1235750 0,078
19 BMP2 20 rs6085682 0,040
20 BMP2 20 rs6117432 0,070
21 BMP2 20 1s235757 0,042
22 BMP2 20 rs2206916 0,069
23 BMP2 20 1s2206917 0,066
24 BMP2 20 rs1005464 0,037
25 BMP2 20 rs173107 0,051
26 MMP9 20 153918278 0,018
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Identifikuojant geny variantus, lemiancius polinki daugiaveiksnei LGN
patologijai, siekiant gauti ir patvirtinti statiSkai reikSmingus rezultatus buvo
atlikti bendri trijy (Lietuvos, Latvijos, Estijos) genetiSkai artimy populiaciju
(Nelis et al,, 2009) pacienty su L/GN asociacijos analizé¢ tyrimai.
Jungtiniame tyrime buvo tirti 300 L/GN pacienty méginiai (100 EST, 108
LAT, 92 LIT) bei 606 kontrolinés grupés asmeny i§ bendros populiacijos
méginiai (205 EST, 182 LAT, 219 LIT). Atlickant atvejo — kontrolés
asociacijos analize buvo tirta pacienty su liipos ir (arba) gomurio nesuaugimu
ir pacienty izoliuotu gomurio nesuaugimu grupés. Tiriant pacienty su lupos ir
(arba) gomurio nesuaugimu grup¢ gauta statistiSkai reikSminga asociacija
VNP FGFI1, FOXEI ir TIMP2 genuose kandidatuose (Nikopensius et al.,
2011). Tiriant pacienty su izoliuotu gomurio nesuaugimu grupe gauta
statistiSkai reikSminga asociacija VNP COL2A1, COLI1A42 ir IRF6 genuose
kandidatuose (Nikopensius et al., 2010).

4.5 HAPLOTIPU ANALIZES REZULTATAI

Haplotipy analizé¢ buvo atlikta programinés irangos paketu Haploview 4.2,
pritaikius pasikliautinyjy intervaly (0,98 — 0,7) algoritma. Haplotipo blokas
yra sudaromas, kai daugiau nei 95% informatyviy palyginimy yra vertinama
kaip stipri nepusiausvira sankiba ir | analiz¢ néra jtraukiami VNP, kuriy
retojo alelio daznis mazesnis nei 0,05. Atlikus haplotipy analiz¢ Lietuvos
pacienty su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo, buvo
nustatyti keli haplotipy blokai tirtuose L/GN genuose kandidatuose. Buvo
identifikuoti penki haplotipy blokai BMP2 gene (4.1 paveikslas, 4.10 lentel¢),
vienas haplotipy blokas COLI1A41 ir du - COL2A1 genuose (4.2 paveikslas,
4.11 lentelé), Sesi haplotipu blokai FNI gene (4.3 paveikslas, 4.12 lentel¢),
Sesi haplotipu blokai T/MP2 gene (4.4 paveikslas, 4.13 lentelé) ir deSimt
haplotipy bloky TIMP3 (4.5 paveikslas, 4.14 lentele).
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4.1 paveikslas. Haplotipy blokai BMP2 gene. Raudoni kvadratukai nurodo
statistiSkai patikima (LOD>2) nepusiausvirg sankibg tarp VNP pagal D*, kuo
tamsesné raudona — tuo didesnis D° jvertis (max 1). Balti kvadratukai nurodo
D*<1 be statistiSkai patikimo nepusiausviros sankibos irodymo. Mélyni

kvadratukai nurodo D=1, bet jverc¢iai néra statistiskai patikimi.

4.10 lentelé. Haplotipai ir ju dazniai BMP2 gene

VNP | rs235770 [rs17731603 | 15235704 | Daznis
. C A G 0,548
& T A G 0,231
RS C A A 0,114
§ C G G 0,063

T G G 0,04

VNP rs1980499 | rs1979855 Daznis

o . T A 0,47
g & C A 0,364

T = T G 0,167

VNP | rs235757 |rs910141 Daznis

o, |T G 0,466
g8 |C G 0,278

T= 0T T 0,256

VNP | rs6054516 | 1s6054514 | Daznis

o . |C C 0,824
g& [T T 0,119

T = |7 C 0,057
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VNP rs235730 | rs13044579 | Daznis
2, |G A 0,591
& [A A 0,369
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a G G 0,04
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4.2 paveikslas. Haplotipy blokai COLI1A4Al ir COL2A1 gene. Raudoni
kvadratukai nurodo statistiskai patikimg (LOD>2) nepusiausvirg sankibg tarp
VNP pagal D, kuo tamsesné raudona — tuo didesnis D¢ jvertis (max 1). Balti
kvadratukai nurodo D‘<1 be statistiSkai patikimo nepusiausviros sankibos

irodymo. Mélyni kvadratukai nurodo D‘=1, bet {verCiai néra statistiskai

patikimi.
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4.11 lentelé. Haplotipai ir ju dazniai COLI1A41 ir COL2AI gene

VNP | 152616003 | rs1020918 Daznis
= C C 0,778
=g |G T 0,114
T G C 0,108
VNP | 151541408 | rs6823 Daznis
= C C 0,455
e g [C G 0,369
T G G 0,176
VNP | 157299271 | rs7134878 | Daznis
5 C A 0,577
a8 |T G 0,324
as T A 0,099

=H
M5 e J 7 W In
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e 9‘;;‘;‘ ) 1 s L W6 7T oA I W LM IR i M s % W
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5 57 ¥ 2

4.3 paveikslas. Haplotipy blokai FN/ gene. Raudoni kvadratukai nurodo
statistiSkai patikima (LOD>2) nepusiausvirg sankibg tarp VNP pagal D°, kuo
tamsesné raudona — tuo didesnis D* jvertis (max 1). Balti kvadratukai nurodo
D‘<1 be statistiSkai patikimo nepusiausviros sankibos ijrodymo. Mélyni

kvadratukai nurodo D=1, bet iver¢iai néra statistiskai patikimi.
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4.12 lentelé. Haplotipai ir jy dazniai FNI gene

VNP | 157567647 | rs1404772 | Daznis
o G A 0,631
%% A A 0,273
T G C 0,097
VNP | rs17448447 | rs13004592 Daznis
A T 0,392
é A C 0,284
% G T 0,205
= G C 0,119
VNP | rs17517928 | 151250233 Daznis
= C G 0,517
:; g T G 0,256
= C A 0,222
VNP | 152289200 | 157609476 | Daznis
B C C 0,401
£ c A 0,378
z A A 0,139
= A C 0,081
VNP | 157586969 | rs11883812 | rs17457029 | Daznis
A G 0,341
. G T G 0,324
£ A T A 0,148
E::n G T A 0,136
A C G 0,04
A C A 0,011
VNP | 1513652 | rs10498038 | rs16853834 | rs1250203 | rs1968510 | rs6716361 | Daznis
T C C T G C 0,704
T C T T G 0,119
. T C C T G G 0,04
£ T G C T G C 0,034
T% C C C T G C 0,024
= C C C G G C 0,024
C C C T A C 0,024
C C C G A C 0,024
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4.4 paveikslas. Haplotipy blokai TIMP2 gene. Raudoni kvadratukai nurodo
statistiSkai patikima (LOD>2) nepusiausvirg sankiba tarp VNP pagal D*, kuo
tamsesné raudona — tuo didesnis D* jvertis (max 1). Balti kvadratukai nurodo

D*<1 be statistiSkai patikimo nepusiausviros sankibos irodymo. Mélyni
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kvadratukai nurodo D=1, bet jverciai néra statistiskai patikimi.

4.13 lentelé. Haplotipai ir juy dazniai 7IMP2 gene

67

VNP | rs1531795 | 16501258 | rs4789936 | rs4789937 | Daznis
G A T G 0,506
2 |G A C G 0,352
£ |G C T G 0,068
Tg« G A C A 0,034
T T C T G 0,023
G C C G 0,011
VNP | 157213204 | rs4352096 | rs8080307 Daznis
e C G 0,527
& |T T G 0,318
% C C A 0,079
..E T C G 0,053
C T G 0,017

Eiock &
13 s ) s




VNP | rs7502935 | rs2376999 | rs3744787 | rs12944916 | Daznis
G A A C 0,472
2 | A A A C 0,318
£ |G A G C 0,102
s |G G G C 0,045
T |G A A G 0,034
G G A C 0,028
VNP | 154789921 | 157212662 | Daznis
2 |C G 0,501
E|C T 0,384
j% T T 0,103
Tl G 0,011
VNP | rs7218237 | rs2003241 | Daznis
s |G T 0,835
e 8|7 T 0,108
T |G C 0,057
VNP | rs9889410 | 157211674 Daznis
2 |G C 0,551
%‘ G A 0,369
T |A A 0,051
T A C 0,028

4.5 paveikslas. Haplotipy blokai 7/MP3 gene. Raudoni kvadratukai nurodo
statistiSkai patikimg (LOD>2) nepusiausvirg sankibg tarp VNP pagal D*, kuo
tamsesné raudona — tuo didesnis D* jvertis (max 1). Balti kvadratukai nurodo

D‘<1 be statistiSkai patikimo nepusiausviros sankibos ijrodymo. Mélyni

kvadratukai nurodo D=1, bet iverciai néra statistiskai patikimi.
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4.14 lentelé. Haplotipai ir ju dazniai T/MP3 gene

69

VNP rs10483165 | rs130554 | Daznis
s T T 0,81
a8 |C T 0,109
e T C 0,075
VNP 1s5754319 | rs738992 rs130290 | Daznis
. C C G 0,33
& |C T G 0,324
%’; A C G 0,176
< C C A 0,102
A T G 0,068

VNP | rs2283883 |rs5754312 | DaZnis
2 |G A 0,494
=g |G T 0,324
e T T 0,182
VNP rs137489 rs137498 Daznis

« T G 0,528

8= T C 0,25

-% C C 0,205

= | G 0,017
VNP rs130274 rs130561 Daznis

2 C A 0,42

g |C C 0,301

% T A 0,17

T T C 0,108
VNP rs13054779 | rs242082 Daznis
s T C 0,751
es |T T 0,163

e C C 0,086
VNP rs4504 1s241902 Daznis

@ G C 0,511

% G T 0,233

= A C 0,193

e A T 0,063
VNP rs242077 1s7292199 Daznis

2 |C T 0,477

=g |T T 0,449

T C C 0,068




VNP | 1s241890 | rs2283884 |rs137484 | Daznis
. G A T 0,714
& |G T T 0,109
% T T T 0,091
S G A C 0,052

T A T 0,034

VNP rs4447 rs4449 rs11287 | Daznis
2 T G C 0,898
=y C G C 0,068
—% C A C 0,023
=T G T 0,011
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IV. REZULTATU APTARIMAS

Plataus masto genomo tyrimais yra identifikuojamos vis naujos genominés
sritys ir genai kandidatai, lemiantys polinki lipos ir (arba) gomurio ir
gomurio nesuaugimui. Siame darbe buvo tirti vieno nukleotido polimorfizmo
zymenys 42-uoje polinki lipos ir (arba) gomurio nesuaugimams
lemianciuose genuose kandidatuose. L/GN genai ijtraukti { tyrima
2007 metais, remiantis literatira ir duomeny bazémis, todél patys naujausi
patvirtinti L/GN genai kandidatai nebuvo tiriami. Buvo istirtos Lietuvos
pacienty su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo ir pacienty su
gomurio nesuaugimu ir ju tévy triados, kontroliné populiaciné grupé atvejo —
kontrolés tyrimams. Norint nustatyti statistiSkai reikSminga asociacija,
polinki lemiancius genuy variantus, daugiaveiksniy pozymiy/patologiju
tyrimams yra reikalingos labai didelés tiriamyjy grupés. Tyrimai, jtraukiant ir
Lietuvos pacienty ir kontroling grupe, buvo atlikti sujungiant tris genetiskai
artimas (Nelis et al, 2009) populiacijas — Lietuvos, Latvijos ir Estijos, taikant
atvejo — kontrolés tyrimy strategija, taip pat pacienty su liipos nesuaugimu su
arba be gomurio nesuaugimo ir pacienty su gomurio nesuaugimu grupése

atskirai.

4.1 BCL3 (angl. B cell lymphoma 3) — B Iasteliy limfomos 3 genas

BCL3 genas yra 19q13.2 chromosomoje. Geno dydis yra 11kb. Tai yra proto
—onkogenas. BCL3 baltymas galimai yra transkripcijos aktyvavimo veiksnys;
veikia kaip I-kappa-B specifinio NF-kappa-B p50 subvieneto forma
inhibuojanti §io perkélima i branduoli. BCL3 baltymo funkciniai partneriai,
nustatyti STRING 8.3 programiniu paketu pateikti 5.1 paveiksle. BCL3 genas
yra susijes su liipos nesuaugimais su arba be gomurio nesuaugimo (Maestri et

al, 1997, Stein et al, 1995, Wyszinski et al, 1996). Nustatyta nepusiausvira
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sankiba tarp BCL3 aleliy ir LN+/-GN, tiriant pavienius LN+/-GN pacientus ir
Seimas (Wyszinski et al, 1996, Amos et al, 1996) ir irodyta sankiba,
atsizvelgiant | genetinés srities heterogeniSkuma (Stein et al, 1995). Gauta
daug teigiamy rezultaty asociacijos tyrimuose panaudojant nepusiausviro
perdavimo testa (TDT). [vairiu autoriy atlikty TDT analizés ar sankibos
tyrimy rezultatai, panaudojant mikrosatelitinius zZymenis, irodo, kad BCL3

yra susijes su veido nesuaugimais.

Vienoje Seimoje su LN+/-GN tyrime buvo nustatyta chromosomy
translokacija t(2;19)(q11.2;q13.3) (Yoshiura et al, 1998). Trukio vietoje yra
BCL3, tod¢l manoma, kad §is genas yra susij¢s su liipos nesuaugimais su arba

be gomurio nesuaugimo.

4.1pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyti BCL3 baltymo funkciniai partneriai.

Sio darbo metu atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu
genotipavimo pagal VNP, buvo nustatyta vieno Zymens rs2965174 asociacija
su L/GN (p=0,03) Lietuvos pacienty su liipos nesuaugimu su arba be gomurio
nesuaugimo grupéje. VU MF Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje
taip pat yra vykdomi mikrosatelitiniy Zymeny L/GN genuose kandidatuose
tyrimai. Atlikus mikrosatelitinio Zymens BCL3 BCL3 gene asociacijos

analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu pacienty su lipos nesuaugimais su
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arba be gomurio nesuaugimais (LN+/-GN) grupéje, kurioje buvo tirtos 95
triados, buvo gauta statistiSkai patikima reikSme analizes aleliy atzvilgiu (y*=
11,590, 5 dff p = 0,041). Analizé aleliy atzvilgiu tiria modeli, kad wvisi
zymens aleliai yra tam tikru laipsniu asocijuoti su liga. ISanalizavus atskiry
aleliy perdavima, tik vieno alelio (3 alelis, nustatytas fragmento ilgis 128#np)
p reik§mé gauta statistiskai patikima, p=0,015. Sis alelis yra asocijuotas su
liga.

Tik du zymenys BCL3 gene gali biti asocijuoti su liipos nesuaugimu su arba

be gomurio nesuaugimo Lietuvos pacienty grupéje.

4.2 RARA (angl. retinoic acid receptor a) — retinoinés riagsties

receptoriaus o genas

RARA genas yra 17q21.1 chromosomoje. Retinoinés riigSties receptoriaus o
geno ilgis yra 79 kb, gene yra 8 egzonai. RARA baltymo funkciniai
partneriai, nustatyti STRING 8.3 programiniu paketu pateikti 5.2 paveiksle.
Gyviny modeliy tyrimai parodé, jog retinoiné ragstis veikia galvos
vystymasi, ir kad RARA geno produktai yra svarbiis gomurio vystymuisi

(Damm et al, 1993, Studer, 1994).

Sankibos analizé parod¢, kad genai RARA srityje yra susij¢ su LN+/-GN
defekty formavimusi. Buvo rastas reik§mingas aleliy dazniy skirtumas tarp
ltipos ir (arba) gomurio nesuaugimo ir izoliuoto gomurio nesuaugimo (Kanno
et al, 2002, Shaw et al, 1993). PrieSingai vélesniuose kity autoriy tyrimuose
nebuvo rasta sankibos jrodymu tarp RARA ir liipos ir/arba gomurio

nesuaugimy (Stein et al, 1995, Vintiner, 1993).
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42pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyti RARA baltymo funkciniai partneriai.

Sio tyrimo metu atlikus asociacijos analize nepusiausviro perdavimo testu
pagal genotipavimo pagal VNP buvo nustatyta statistiSkai reikSminga vieno
zymens 1s482284, esancio paciame RARA gene, asociacija (p=0,02) su
gomurio nesuaugimu. Tiriant mikrosatelitinius Zymenis nebuvo gauta jokiy
statistiSkai patikimy rezultaty, taikant analizés genotipy ir analizés aleliy

atzvilgiu model;.

4.3 TGFa (angl. transforming growth factor a) — transformuojancio

augimo veiksnio a genas

Transformuojancio augimo veiksnio o genas, esantis 2pl3 chromosomoje,
buvo pirmasis genas susietas su LN+/-G (Aardinger et al, 1989). Gena sudaro
106,5 kb, jame yra 6 egzonai. TGFA baltymo funkciniai partneriai, nustatyti
STRING 8.3 programiniu paketu pateikti 5.3 paveiksle.

Atvejy — kontrolés tyrime buvo parodyta asociacija tarp TGFA restrikcijos
fragmenty ilgio polimorfizmo ir lipos nesuaugimy su arba be gomurio
nesuaugimo (Aardinger et al, 1989). Visy véliau publikuoty darby meta —
analizés tyrimas taip pat patvirtino rysi tarp TGFA ir LN+/-GN, nors dél

genetinio heterogeniSkumo tirtoje grupéje nepateiké itikinamy irodymuy

74



(Mitchell et al, 1997). Reik§minga asociacija buvo parodyta tarp TGFA aleliy
ir izoliuoto gomurio nesuaugimo (Shiang et al, 1993). Viso genomo
skenavimas parodé silpng TGFA ir LN+/-GN sasaja (Marazita et al, 2001).
Taciau, nepaisant asociacijos ir genomo skenavimo tyrimy irodymy, kad
TGFA yra susijes su LN+/-GN, keliuose tyrimuose nebuvo nustatyta sankiba
tarp TGFA ir LN+/-GN (Stanier et al, 2004, Cohen, 2002). Nepusiausviro
perdavimo testo ir geno — aplinkos sgveikos tyrimy rezultatai patvirtina, kad
TGFA yra LN+/-GN itakojantis genas (Prescott et al, 2000). Taciau neigiami
sankibos tyrimai leidzia manyti, jog tai néra svarbiausias polinki LN+/-G
lemiantis genas. Gali biti, kad jis, biidamas epidermio augimo faktoriaus
receptoriaus (kuris yra bitinas normaliam veido — burnos vystymuisi)

ligandas, taip veikia nesuaugimy vystymasi.

Tiriant Lietuvos pacienty su liipos ir (arba) gomurio nesuaugimais grupg is 20
tirty Zymeny tik 1s2166975 TGFA genetingje srityje yra susijes su polinkiu
GN (p = 0,05 [df 1]). Asociacija tarp Tagl zZymens aleliy ir LN+/-GN
fenotipo nebuvo parodyta Lietuvos populiacijoje, nors labai daznai yra
parodoma asociacija tarp $io Zymens ir LN+/-GN fenotipo Europieciy
populiacijose (Mitchell et al, 1997, Morkiiniené et al, 2005, Morkiiniené et al,
2007). Taciau Tagl Zymens itakos polinkiui LN+/-GN tyrimy rezultatai yra

priestaringi.

5.3 pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu nustatyti
TGFA baltymo funkciniai partneriai.
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Sio tyrimo metu atlikus asociacijos analize nepusiausviro perdavimo testu i3
VNP genotipavimo duomeny nebuvo nustatyta jokiy statistiskai reikSmingy
reikSmiy tarp tirty genetiniy zymenuy ir LN+/-GN ar GN. Tiriant
mikrosatelitinius Zymenis, taikant analizés aleliy atzvilgiu modeli, gauta
statistiSkai nepatikima 2 reik§mé (p>0,05), taciau analizés genotipy atzvilgiu
¥ reikSme lygi 36,503 (p = 0,049), tod¢l daroma iSvada, jog mikrosatelitinis
zymuo D2S292 TGFA gene gali biiti asocijuotas su polinkiu lapos
nesuaugimams su arba be gomurio nesuaugimais ir izoliuotiems gomurio
nesuaugimams. Analizés aleliy atzvilgiu modelio tinkamumo gauta p reikSmé
néra statistiSkai patikima, todél Sis modelis nelabai tinkamas analizei. Taciau
analizé aleliy atzvilgiu tiria modelj, kad visi Zymens aleliai yra tam tikru
laipsniu asocijuoti su liga. ISanalizavus atskiry aleliy perdavima, tik vieno
alelio (6 alelis, nustatytas fragmento ilgis 182np) p reikSmé gauta statistiskai

patikima, p=0,024. Sis alelis yra asocijuotas su liga.

Silpna vieno genetinio Zymens TGFA gene asociacija su L/GN rodo, kad tai
néra viena pagrindiniy genetiniy sri¢iy, lemianciy polinki L/GN Lietuvos

populiacijoje.

4.4 TGFf3 (angl. transforming growth factor p 3) — transformuojancio

augimo veiksnio p 3 genas

TGFB3 genas yra 14q24 chromosomoje. Geno ilgis yra 23 kb. TGFB3
baltymo funkciniai partneriai, nustatyti STRING 8.3 programiniu paketu
pateikti 5.4 paveiksle. TGFB3 vaidmuo veido nesuaugimams paaiSkéjo i§
tyrimy su gyviinais. Transgeniniy gyviiny ir geny raiskos tyrimais nustatyta,
kad TGFB3 turi jtakos minkS§tojo gomurio vystymuisi. Taip pat buvo
parodyta, kad TGFB3 baltymas gali indukuoti vi§¢iuko gomurio suaugima,

normaliai jis yra nesuauges (Shutte, Murray, 1999).
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Yra irodyta asociacija tarp TGFB3 genetiniy Zymeny ir lipos nesuaugimo su
arba be gomurio nesuaugimo (Lidral et al, 1998, Maestri et al, 1997, Beaty et
al, 2002). Asociacija tarp genetiniy zymeny TGFB3, MSX1 ir TGFA genuose
ir 1Gpos nesuaugimo su arba be gomurio nesuaugimo tirtoje 262 tévy-vaiko
triady grupéje Norvegijos populiacijoje nebuvo nustatyta (Jugessur et al,

2003).

S5.4pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyti TGFB3 baltymo funkciniai partneriai.

Atlikus asociacijos analize nepusiausviro perdavimo testu genotipavimo
pagal VNP, buvo nustatyta vieno Zymens rs7156293 asociacija su L/GN
(p=0,0005) Lietuvos pacienty su liipos nesuaugimu su arba be gomurio
nesuaugimo grupéje. Atlikus mikrosatelitinio zymens D14S61 TGFf3 gene
(nepublikuoti VU MF ZMGK duomenys) asociacijos analiz¢ nepusiausviro
perdavimo testu pacienty su liipos nesuaugimais su arba be gomurio
nesuaugimais (LN+/-GN) grupéje, nebuvo gauta statistiSkai patikimy
reikSmiy analizés aleliy ir genotipuy atzvilgiu. ISanalizavus atskiry aleliy
perdavima, tik vieno alelio (11 alelis, nustatytas fragmento ilgis 206mp) p
reik§meé gauta statistiskai patikima, p=0,025. Sis alelis yra asocijuotas su liga.
Taip pat buvo nustatyta rs1792658 genetinio zymens SMAD?2 gene asociacija
su L/GN (p=0,03). SMAD?2 (angl. mothers against decapentaplegic homolog
2 (Drosophila)) genas yra 18q21.1 chromosomoje. SMAD2 priklauso

baltymy Seimai, kurie yra signalo perdavéjai ir transkripcijos moduliatoriai
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dalyvaujantys daugelyje signaliniy keliy. SMAD2 baltymas yra vienas
funkciniy TGFB3 partneriy (5.3 pav.), jis per tarpininkus veikia TGFB ir taip
reguliuoja daugelj lastelés procesy — lasteliy proliferacija, diferenciacija ir

apoptoze.

Nustatytos asociacijos rodo, kad keli geny variantai $iame signaliniame

kelyje veikia kaip modifikatoriai L/GN patogenezéje (Lietuvos pacienty
grupéje).

4.5 BMP (angl. bone morphogenetic proteins) — kauly morfogenetiniy
baltymy genai

Kauly morfogenetiniai baltymai yra grupé sekretuojamy signaliniy
molekuliy, priklausanciy transformuojanciy augimo veiksniy B superSeimai.
Siy ligandy $eima inicijuoja signal perdavima sujungdama dvi receptriy
serino/treonino kinazes ant lastelés pavirSiaus. BMP signalinis kelias
reguliuoja jvairius vystymosi procesus — lgsteliy proliferacijg, diferenciacija,

apoptozg, audiniy morfogenezg (Wan, Cao, 2005).

BMP2 (angl. bone morphogenetic protein 2 precursor) — kauly
morfogenetinio baltymo 2 prekursoriaus genas yra 20pl2 chromosomos
genetinéje srityje. BMP2 (BMP baltymy Seimos) baltymo funkciniai
partneriai, nustatyti STRING 8.3 programiniu paketu pateikti 5.5 paveiksle.
BMP?2 geno koduojamas baltymas yra disulfidais sujungtas homodimeras ir

skatina kauly ir kremzliy formavimasi.
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TGFBR2

5.5pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyti BMP §eimos baltymy funkciniai partneriai.

BMP signalinis kelias yra glaudziai susijgs kitais TGF Seimos baltymais,
taip pat ir su NOG baltymu, kurio geno asociacija su L/GN buvo patvirtinta
plataus masto viso genomo tyrimais (Birnbaum et al, 2009), ir MSX Seimos
baltymais. Manoma, kad Msx/ ir Msx2 yra BMP signalinio kelio
transkripcijos veiksniai (Jiang et al, 2006).

Atlikus asociacijos analiz¢g nepusiausviro perdavimo testu pagal
genotipavimo pagal VNP BMP2 gene buvo nustatyta statistiS§kai reikSminga
r$235756 (p=0,0016), rs2206916 (p=0,008), rs6085682 (p=0,0086), rs235757
(p=0,0177), rs173107 (p=0,02), rs1005464 (p=0,051) Zymeny asociacija su
L/GN Lietuvos pacienty su lupos nesuaugimu su arba be gomurio
nesuaugimu. Atliekant atvejo — kontrolés asociacijos tyrimus, tiriant ta pacia
Lietuvos pacienty su lipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimu
grupe, buvo nustatyta statistiSkai reiSminga $iy genetiniy Zymeny asociacija
su L/GN: rs6085682 (p=0,04), rs235757 (p=0,042), rs1005464 (p=0,037),
rs173107 (p=0,051).

MSXI1 (angl. msh homeobox 1) genas yra 4pl16 chromosomoje. Genas yra 18
kb ilgio, jame yra 2 egzonai. MSXI genas ijtakoja augima ir inhibuoja

79



diferenciacija. MSXI geno mutacijos yra randamos 2% nesuaugimy atvejy
(Jezewski et al, 2003). Taip pat yra nustatytos MSXI/ mutacijos pacientuose
su veido srities nesuaugimais ir danty nesusiformavimu (Boogard et al, 2000,
Vastardis et al, 1996). Pacientams su liipos ir/ar gomurio nesuaugimais
Lietuvos populiacijoje koduojanciose ir nekoduojan¢iose MSXI geno srityse
buvo nustatyti 8 sekos pokyciai, jau aprasyti kitose populiacijose kaip
neutraldis polimorfizmai; taip pat mutacija galimai pasireiskianti
aminortig§ciy pakaita, t.y. ¢.101C>G (alaninas keiCiasi { glicing p.A34G).
Lietuvos pacienty su LN+/-GN grupéje nebuvo nustatytos kitose
populiacijose rastos mutacijos susijusios su liipos ir/arba gomurio
nesuaugimo. Tokie rezultatai galimi dél skirtingo Lietuvos pacienty grupés
genetinio pagrindo, kuri sudaro kiti lipos ir (arba) gomurio nesuaugimus
lemiantys aleliai kituose genuose (Morkiiniené et al, 2006). Tiriant 53
pacientus su LN+/-GN Latvijos populiacijoje MSX! gene buvo nustatyta 16
sekos pokyc¢iuy, i$ kuriy 6 nebuvo anksc¢iau apraSyti. Taciau nustatyti pokyciai
koduojanciose geno srityse nelemia aminoriig§¢iy pakaity, todél, manoma,
neturi jtakos liipos ir gomurio vystymuisi. Nustatyty MSX/ geno sekos
varianty etiologinis vaidmuo néra visiskai aiSkus galbiit dél tiriamyjy grupés

dydzio ir pobtidzio (Lace et al, 2006).

Atlikus Lietuvos pacienty su L/GN triady asociacijos tyrimus, buvo nustatyta
statistiSkai reik§minga rs10002530 (p=0,037) zymens asociacija su LN+/-GN
ir rs4689953 (p=0,03), rs2087868 (p=0,045) Zymeny asociacija su GN.

BMP signalinis kelias yra labai svarbus L/GN morfogenezéje. Skirtingi Sio
signalinio kelio geny wvariantai jtakoja L/GN patogeneze skirtingose
populiacijose. Keliy genetiniy Zymeny BMP2 ir MSXI genuose asociacija
irodo $iy genetiniy sri¢iy lemianti poveiki L/GN patogenezei Lietuvos

populiacijoje.
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4.6 FGF (angl. fibroblast growth factor) — fibroblasty augimo veiksniy

geny Seima

Fibroblasty augimo veiksniai ir jy lastelés pavirSiaus receptoriai sudaro didelg
ir sudétingg signaliniy molekuliy Seima, kurios yra svarbios jvairiems
embriogenezés ir audiniy homeostazés procesams (Dailey et al, 2005, Chen,
Deng, 2005). FGF signalinis kelias yra svarbus veido morfogenezei ir
gomurio vystymuisi (Nie at al, 2006). 11-os fibroblasty augimo veiksniy ir ju
receptoriy geny tiesioginés nukleotidy sekos tyrimai parodé, kad FGF Seimos
molekulés lemia 3 — 5 % L/GN atveju (Riley et al, 2007, Pauws, Stanier,
2007). FGFRI2 haplotipai asocijuoti su L/GN dideliame tyrime
Skandinavijos populiacijose (Jugessur et al, 2009).

FGF Seimos baltymai ir ju funkciniai partneriai, nustatyti STRING 8.3
programiniu paketu pateikti 5.6 paveiksle.

5.6pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyti FGF Seimos baltymy funkciniai partneriai.
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Sio tyrimo metu atlikus asociacijos analize¢ nepusiausviro perdavimo testu
buvo nustatyta statistiSskai reikSminga 1s33992 (p=0,008), rs1860230
(p=0,028), 15250092 (p=0,03) FGF'1 gene, rs308439 (p=0,0016), rs308442
(0,018), rs308438 (p=0,048) FGF2 gene asociacija su lipos nesuaugimu su
arba be gomurio nesuaugimo, taip pat rs34013 (p=0,0196), rs33995
(p=0,025), rs10070885 (p=0,05) FGFI gene, 152956742 (p=0,014),
rs2411256 (p=0,021) FGFRI gene asociacija su gomurio nesuaugimu
Lietuvos pacienty grupéje. Tiriant triju panaSiy populiaciju (Lietuvos,
Latvijos ir Estijos) pacientus su liipos nesuaugimu su arba be gomurio
nesuaugimu ir kontroling grup¢ buvo nustatyta stipri rs34010 FGFI gene
asociacija su LN+/-GN. I$pleCiant tiriamyjy grup¢ siekiama padidinti

statistiSkai reikSmingai asocijuoty aleliy reikSmingumo jvercius.

Skirtingi fibroblasty augimo veiksniy ir juy receptoriy geny variantai lemia
polinkj lGipos ir (arba) gomurio nesuaugimui. Baltijos regiono ir Lietuvos
populiacijoje stipriausias genas kandidatas yra FGF1 (angl. fibroblast growth
factor 1) — fibroblasty augimo veiksnio 1 genas, esantis 5q31 chromosomoje.
FGF1 baltymas veikia kaip endoteliniy lasteliy migracijos ir proliferacijos

modifikatorius, tai patvirtina jo galima jtaka L/GN patogenezei.

4.7 FNI (angl. fibronectin 1) — fibronektino 1 genas

FNI genas yra 2q34 chromosomoje. Sis genas koduoja fibronekting —
glikoproteina, esanti plazmoje tirpia dimerine forma ir Iastelés pavirSiuje ir
ekstralgsteliniame matrikse dimerine ar multimerine forma. Fibronektinas
dalyvauja lasteliy adhezijos ir migracijos procesuose, taip pat
embriogenezéje. Svarbiausi FN1 funkciniai partneriai pavaizduoti 5.6 ir 5.7

paveiksluose.
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Sio tyrimo metu atlikus asociacijos analize nepusiausviro perdavimo testu
buvo nustatyta statistiSkai reikSminga rs2289200 (p=0,0364), rs17518731
(p=0,055) zymeny FNI gene asociacija su liipos nesuaugimu su arba be
gomurio nesuaugimo. Taip pat stipri rs4968282 (p=0,00064) FNI gene
asociacija su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo, analizuojant
Lietuvos ir Estijos pacientus su LN+/-GN (Nikopensius et al, 2011). ISplétus
tiriamyjy grupe gauta kito VNP statistiskai reik§minga asociacija su L/GN —

FNI geno variantai gali turéti neZymios itakos L/GN Lietuvos pacienty

grupéje.

4.8 COL11A1 (angl. collagen, type XI, al), COL11A2 (angl. collagen,
type XI, al), COL2A1 (angl. collagen, type II, al) — kremzliy kolageno

genai

COLI11A1 (angl. collagen, type XI, o) — XI tipo kolageno al genas yra 1p21
chromosomoje, koduoja vieng i§ dviejy XI tipo kolageno o grandiniy —
mazaji fibrilini kolagena. XI tipo kolagenas yra heterotrimeras, bet trecioji a
grandiné yra modifikuojama po transliacijos. Mutacijos Siame gene lemia ir
Stickler sindroma. COL11A2 (angl. collagen, type XI, a2) — XI tipo kolageno
a2 genas yra 6p21.3 chromosomoje, koduoja vieng i$ dviejuy XI tipo kolageno
o grandiniy — mazaji fibrilini kolagena. COL2A41 (angl. collagen, type II, a.l)
— II tipo kolageno al genas yra 12ql13 chromosomoje, koduoja II tipo
kolageno a-1 granding — fibrilini kolagena, randama kremzlése ir akies
stiklakiinyje. Kolageno genuy Seimos koduojami baltymai ir juy funkciniai

partneriai, nustatyti STRING 8.3 programiniu paketu pateikti 5.7 paveiksle.

83



COL5A2

COL11A2

5.7pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyti kolageno geny Seimos koduojami baltymai ir ju funkciniai

partneriai.

Atliekant Lietuvos pacienty triady tyrimus, nustatyta statistiS§kai reik§minga
asociacija keliy VNP (4.6, 4.8 lentelés) COLI1A1, COL1IA2 ir COL2A41
genuose, ir 156580647 zymens COL2A1 gene asociacija su liipos nesuaugimu
su arba be gomurio nesuaugimo, atlikus Lietuvos pacienty atvejo — kontrolés
tyrimus. [vertinus triju populiacijy (Lietuvos, Latvijos, Estijos) atvejo —
kontrolés tyrimy rezultatus nustatytas dviejy VNP (rs12822608 ir rs6823)
haplotipas ir introne esantis 1s1793949 COL2AI gene, kuriy statistinio
reik§mingumo jveréiai buvo stipriausi. Mutacijos kolageno genuose
COLI11AI, COLI11A42 ir COL2A41 lemia sindromus, kuriy vienas i§ poZymiy
gali buti gomurio nesuaugimas (Pierre-Robin sekvencija, mikrognatija).
Todél manoma, kad ir nesindrominiy L/GN atveju §iy geny variantai lems
didesng rizika gomurio nesuaugimui, nors asociacijos analizés rezultatai rodo
galimg §iy geny aleliy ijtaka ir lGpos nesuaugimui su arba be gomurio

nesuaugimo.
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4.9 WNT (angl. wingless-type MMTYV integration site family) molekuliy

genai

WNT Seimos glikoproteinai per tarpinius vidulastelinius signalinius kelius
reguliuoja jvairius vystymosi procesus — lasteliu proliferacija, apoptoze,
diferenciacija ir Iasteliy iSgyvenamuma. WNT geny Seima sudaryta iS$
strukturiskai susijusiy geny, koduojanciy sekretuojamus signalinius baltymus,
kurie susije su vystymosi procesais (ir embriogenezéje). WNT3 ir WNT3A
veikia skirtingai nervinio vamzdelio morfogenezéje, WNT3 ir WNT3A
koduojami baltymai turi 84% tapacios sekos. WNTIB dalyvauja ankstyvame
neurony diferenciacijos procese. Sis genas yra susietas su WNT3 (5.8 pav.).
WNTIB yra signaliné molekulé veikianti atskiry audiniy regioniy vystymasi.
WNT3 genas yra 17q21.31, WNT9B genas — 17q21.32 chromosomos
genetinéje srityje; WNT3A genas yra 1q42 chromosomoje.

WNT3

WNT9B

5.8pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyta WNT3 ir WNTOIB tiesioginé saveika.

Europieciy kilmés populiacijose yra patvirtinta WNTY9B, WNT3A, WNT5A,
WNTI11, WNT3 geny varianty asociacija su L/GN (Juriloff et al, 2006,
Chiquet et al, 2008).

Lietuvos pacienty grupeje atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro
perdavimo testu buvo nustatyta statistiSkai reikSminga rs199497 (p=0,0394),
rs11653738 (p=0,047) zymeny WNT3 gene asociacija su liipos nesuaugimu
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su arba be gomurio nesuaugimo ir rs12452064 (p=0,02) Zymens WNT3 gene,
rs11079740 (p=0,045) Zzymens WNT9B gene asociacija su gomurio
nesuaugimu. Tiriant trijy populiacijy (Lietuvos, Latvijos ir Estijos) pacientus
su liipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimu ir kontroling grupe

buvo nustatyta rs4968282 zymens WNT9B gene asociacija su LN+/-GN.

Gautos mazai statistiSkai reik§mingos asociacijos su ltpos ir (arba) gomurio
nesuaugimu ir skirtingy VNP asociacija abejose tirtose grupése (LN+/-GN ir
GN) rodo, kad Sios genetinés sritys veikia kaip modifikatoriai L/GN

patogenezgje ir néra pagrindiniai polinkj lemiantys veiksniai.

4.10 MMP (angl. matrix metalloproteinases) — metalo matrikso

proteinaziy Seimos genai

Metalo matrikso proteinaziy raiSka vyksta vystantis gomuriui, molekulés
susijusios su ekstralgstelinio matrikso, reikalingo ploksteliy susiliejimui,
i8siskirstymui (Brown et al, 2002). Metalo matrikso proteinaziy inhibitoriai
yra TIMP (angl. TIMP metalopeptidase inhibitor) — grupé peptidaziy susijusi
su ekstralastelinio matrikso degradavimu. MMP Seimos baltymy tarpusavio
saveika ir sgveika su TIMP2 pavaizduota 5.9 paveiksle. TIMP2 (angl. TIMP
metalopeptidase inhibitor2) — TIMP metalo peptidazés inhibitoriaus 2 genas
yra unikalus TIMP Seimos narys dél tiesioginio endoteliniy lasteliy

proliferacijos slopinimo.
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5.9pav. STRING 8.3 (Szklarczyk et al, 2011) programiniu paketu
nustatyta MMP ir TIMP baltymy saveika ir funkciniai partneriai.

Sio tyrimo metu atlikus asociacijos analize nepusiausviro perdavimo testu
buvo nustatyta statistiSkai reik§minga rs723556 (p=0,0038) TIMPI gene,
esanCiame X chromosomoje, rs4789936 (p=0,0018), rs6501266 (p=0,0051),
rs7211674 (p=0,053) TIMP2 gene, esantiame 17q25 chromosomoje,
rs242082 (p=0,014), rs4449 (p=0,014), rs11287 (p=0,035) TIMP3 gene,
esanCiame 22q12.3 chromosomoje, asociacija su liipos nesuaugimu su arba
be gomurio nesuaugimo ir rs7213204 (p=0,0196), rs7218237 (p=0,034),
rs4789921 (p=0,035) TIMP2 gene, rs130554 (p=0,045), rs4447 (p=0,045),
rs137487 (p=0,05) TIMP3 gene asociacija su gomurio nesuaugimu. Tiriant
trijy populiacijy (Lietuvos, Latvijos ir Estijos) pacientus su ltipos nesuaugimu
su arba be gomurio nesuaugimu ir kontroling grupe buvo nustatyta penkiy
VNP TIMP?2 gene asociacija su LN+/-GN (Nikopensius et al, 2011). Tai
papildo Skandinavijos populiacijose gautus duomenis (Jugessur et al, 2009).
Tai pat patvirtina, kad 7/MP2 genas lemia polinki liipos nesuaugimams su

arba be gomurio nesuaugimo Ryty Europos populiacijose.
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Veido ir galvos embriogenezés metu MMP ir TIMP molekuliy veikla yra
grieZtai suderinta, jai sutrikus, vystosi patologiniai fenotipai — L/GN. Metalo
matrikso proteinaziy inaktyvacija (kuria vykdo TIMP molekulés) ir lemia
sutrikusi ploksteliy susiliejimg. Poky¢iai MMP ir TIMP genuose gali lemti
didesne rizika L/GN.

Atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu buvo nustatyta
statistiSkai reik§minga VNP MMP2, MMP3, MMP13 genuose asociacija su
lipos nesuaugimu su arba be gomurio nesuaugimo ir VNP MMP2, MMP]1 3,
MMP25 genuose asociacija su gomurio nesuaugimu. Yra patvirtinta MMP3
(Letra et al, 2007a) ir MMP9 (Letra et al, 2007b) geny varianty asociacija su
L/GN. MMP ir TIMP geny varianty jtaka L/GN taip pat priklauso ir nuo
ekstralastelinio matrikso homeostazes ir funkcijos. MMP geny variantai gali

turéti tik labai nedidelj poveiki L/GN.

4.11 Stipriausi L/GN genai kandidatai Lietuvos pacienty grupéje

Siame darbe buvo atlikti Lietuvos pacienty su liipos ir (arba) gomurio
nesuaugimu triady ir atvejo — kontrolés tyrimai, o tai leido padidinti statistini
keliy geny varianty reikSminguma. Asociacijos analizé buvo atlikta atskiriant
dvi skirtingas L/GN etiologijas: liipos nesuaugimg su arba be gomurio
nesuaugimo ir gomurio nesuaugima, nes manoma, kad jy susiformavima
lemia skirtingi genominiai veiksniai. IStyrus 579 VNP 42-uoje L/GN genuose
kandidatuose buvo nustatyti stipriausi genai kandidatai, lemiantys polinki
LN+/-GN (TIMP2, BMP2, FNI) ir GN (COL11A41, COL1142, COL2AI)

Lietuvos populiacijoje.

Taip pat buvo atlikta trijy genetisSkai artimy populiacijuy (Lietuvos, Latvijos,
Estijos) pacienty su LN+/-GN ir GN bendra analizé, kai dél didesnés
tiriamyjy ir kontrolinés grupés buvo laukiama stiprios tirty genetiniy Zymeny

asociacijos su L/GN. Siose populiacijose buvo nustatyti stipriausi genai
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kandidatai, lemiantys polinki LN+/-GN (FGFI, TIMP2) ir GN (COL2A41,
COL1142).

Tik keliy L/GN geny kandidaty variantai statistiSkai reik§mingai lemia
polinki L/GN. Vis naujos genetinés sritys bus nustatomos ir patvirtinamos
kaip lemiancios polinki L/GN. Tolesni tyrimai yra reikalingi, panaudojant
didesnes tiriamyjy grupes, bendradarbiaujant su kitais L/GN tyréjais, siekiant

i8aiskinti dar nenustatytus genominius ir taip pat aplinkos veiksnius.
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V.

ISVADOS

Buvo parinkti genetiniai zymenys ir genotipuoti Lietuvos pacienty su
lupos ir (arba) gomurio nesuaugimu triady ir kontrolinés grupés i§
bendros populiacijos asmenys pagal pasirinktus Zymenis llipos ir
(arba) gomurio nesuaugimus lemianciuose 42-juose genuose
kandidatuose.

Atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu ir atvejo —
kontrolés tyrimus pacienty su liipos nesuaugimu su arba be gomurio
nesuaugimo, patvirtinti 7/MP2, BMP2, FNI geny kandidaty variantai
lemiantys lipos nesuaugimus su arba be gomurio nesuaugimo ir
gomurio nesuaugimus Lietuvos populiacijoje.

Atlikus asociacijos analiz¢ nepusiausviro perdavimo testu ir atvejo —
kontrolés tyrimus pacienty su gomurio nesuaugimu, patvirtinti
COL1141, COL1142, COL2A41 geny kandidaty variantai lemiantys
gomurio nesuaugimus Lietuvos populiacijoje.

Ivertinus Lietuvos, Latvijos, Estijos pacienty su lipos ir (arba)
gomurio nesuaugimu asociacijos analizés rezultatus, Siaurés Ryty
Europos populiacijose polinkj liipos nesuaugimui su arba be gomurio
nesuaugimo lemia FGFI, TIMP2 geny variantai ir polinki gomurio
nesuaugimui COL2A41, COL11A2 geny variantai.

Lupos nesuaugimus su arba be gomurio nesuaugimo lemia skirtingi
genetiniai veiksniai nei gomurio nesuaugima Lietuvos pacienty
grupéje.

L/GN genai kandidatai, patvirtinti kaip lemiantys polinki L/GN
Lietuvos populiacijoje, koduoja signalines molekules, kurios
dalyvauja labai ankstyvose liipos ir (arba) gomurio nesuaugimo

vystymosi stadijose.
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