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SANTRUMPU SARASAS

ACTB — actin, beta

Alu — trumpi pasikartojimai

ARID1A — AT rich interactive domain 1A (SWI-like)

BAC (angl. bacterial artificial chromosome) — dirbtiné bakterijy chromosoma
bp — baziy pora

cAMF — ciklinis adenozinmonofosfatas

CaMKII — calcium/calmodulin-dependent protein kinase II

CING (angl. The Cyprus Institute of Neurology and Genetics) — Kipro
neurologijos ir genetikos institutas

CNS — centriné nervy sistema

CNTNAP2 (angl. contactin associated protein-like 2 )

COMT - Catechol-O-methyltransferase

CRIP1a — cannabinoid receptor interacting protein 1

CTNND?2 — catenin (cadherin-associated protein), delta 2

DECIPHER - Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in
Humans Using Ensembl Resources

Dgcr8 — DiGeorge syndrome critical region gene 8

DGT — dvigrandziai trikiai

DGV - Database of Genomic Variants

DIP2A — DIP2 disco-interacting protein 2 homolog A (Drosophila)

DNR — deoksiribonukleoriigstis

DSCAM — Down syndrome cell adhesion molecule

ErbB4 (angl. v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4)
FCN3 —ficolin (collagen/fibrinogen domain containing) 3 (Hakata antigen)
FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija

GFI — glikozilfosfatidilinozitolis

GPR3 — G protein-coupled receptor 3

HR — homologiné rekombinacija

INN — intelektiné negalia



IQ — intelekto koeficientas

KCNH2 — potassium voltage-gated channel, subfamily H, member 2

KSP — kopijy skai¢iaus pokytis

LCR (angl. low copy repeat) — Zemo daznio kopijy pasikartojimai

LINE (angl. long interspersed element) — ilgos iSsibarsciusios sekos

MAPK3 — mitogen-activated protein kinase 3.

Mb — megabazé

MEF2C — myocyte enhancer factor 2C

MGC — Medicininés genetikos centras

MHEJ (angl. microhomology-mediated end joining) — mikrohomologijos
lemiamas galy susijungimas

MIRNR — maza ribonukleortigstis

MMBIR (angl. microhomology-mediated break-induced replication, MMBIR)
— mikrohomologijos lemiama, triikio sukelta replikacija

NAHR (angl. non allelic homologous recombination) — nealeliné homologiné
rekombinacija

NHEJ (angl. non-homologous end joining) — nehomologiSskas galy
susijungimas

NKS — naujos kartos sekvenavimas

NSD1 — nuclear receptor binding SET domain protein 1

NSD1- nuclear receptor binding SET domain protein 1

OMIM — Online Mendelian Inheritance in Man

OTX1 — orthodenticle homeobox 1

PCNT — pericentrin

PCP4 — Purkinje cell protein 4

PIGV — phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class V

PRMT2 — protein arginine methyltransferase 2

PRODH - proline dehydrogenase (oxidase) 1

RA — raidos atsilikimas

RAI1 — retinoic acid induced 1

RL-PGR — realaus laiko polimerazés grandininé reakcija



S100 — S100 calcium binding protein Al

SEZ6L2 — seizure related 6 homolog (mouse)-like 2

SHANK3 — SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3

SLC4A10 — solute carrier family 4, sodium bicarbonate transporter, member
10

SLZA — sudétiné nuo ligacijos priklausomy zymeny amplifikacija

SSA (angl. single strand anealing) — viengrandziy galy susijungimas

TBX1 - T-box 1

TBX6 — T-box 6

TRPM2 — transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 2
TSPEAR — thrombospondin-type laminin G domain and EAR repeats
UBE3A — ubiquitin protein ligase E3A

VLGH - vektoriné lyginamoji genomo hibridizacija

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas

VNP-LGH - vieno nukleotido polimorfizmu paremta lyginamoji genomo
hibridizacija

VU ZMGK - Vilniaus universiteto Zmogaus ir medicininés genetikos katedra
VULSK - Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy klinikos

ZIV — Zmogaus imunodeficito virusas



I. IVADAS

Nesubalansuoti  chromosomy  struktiros poky¢iai —  delecijos,
duplikacijos ar insercijos, kuriy dydis varijuoja nuo kilobazés iki keliy ar
keliolikos megabaziy dydzio, bendrai vadinami DNR kopijy skaic¢iaus pokyciais
(KSP) — yra pagrindinis zmogaus genomo jvairovés $altinis, svarbus veiksnys,
lemiantis fenotiping jvairove ir ligas (Stankiewicz & Lupski, 2010). Vienas
dazniausiy Zmogaus sveikatos sutrikimy, siejamy su KSP, yra intelektiné
negalia (INN). Amerikos protinio atsilikimo asociacija ir Amerikos psichiatrijos
asociacija INN, kitaip vadinama protiniu atsilikimu, apibrézia kaip zymiai
mazesn¢ nei vidutiné intelekto funkcijga su adaptaciniy jgiidziy ribotumu,
pasireiskiancig iki 18 mety amziaus (Shevell et al., 2003).

Nesubalansuoti genomo poky¢iai su INN siejami nuo 1959 mety, kai buvo
nustatyta, kad papildoma 21 chromosoma lemia Down sindromg. INN
genetiniy  priezasCiy, kuriy svarbig dalj sudaro submikroskopiniai
chromosominiai persitvarkymai, vadinami patogeniniais DNR kopijy skaiciaus
pokyciais, spektras sparciai iSaugo kartu su technologijy pazanga molekulinés
citogenetikos ir molekulinés genetikos srityse, atitinkamai didelés raiskos
vektorinés lyginamosios hibridizacijos (VLGH) ir naujos kartos sekvenavimo
(NKS) technologijy pritaikymu klinikinéje praktikoje.

Nors KSP reik§mé fenotipinei jvairovei ir ligoms yra Zinoma seniai, jy
funkcinio poveikio mechanizmai néra galutinai jrodyti. Didelio pajégumo DNR
sekvenavimo ir mikrolusty technologijy pazanga suteiké galimybe¢ analizuoti
KSP Zmoniy populiacijose ir modeliniuose organizmuose bei sukonstruoti KSP
genolapj.

Viso zmogaus genomo tyrimai, taikant LGH, atskleidé, kad yra bent
12000 KSP, kurie apima daugiau nei 1000 geny ir sudaro 5-12 % zmogaus
genomo (McCarrold et al., 2010; Redon et al. 2006). Kiekvieno asmens
genome yra vidutiniskai 1000 KSPs. Dauguma KSP yra dazni ir kliniskali
nereikSmingi, 0 reti KSP gali biiti kliniSkai reikSmingi, lemiantys skirtingus

fenotipus priklausomai nuo genetinés srities ir pokycio tipo.



Praplétus Zinias apie Zmogaus genomo jvairove ypac susidomeéta INN, kuri
yra aktuali sveikatos sutrikimo problema (lemianti iki 40 % nejgalumo atvejy)
visame pasaulyje, genetinémis priezastimis. INN daZnis bendrojoje
populiacijoje yra nuo 1 iki 3 % (Shevell et al., 2003; Leonard H & Wen X,
2002). Dviem trecdaliams pacienty INN priezastys yra genetinés, tafiau juy
diagnostika sudétinga dél gausybés skirtingy genetiniy pokyc¢iy bei
mechanizmy, pasireiSkianciy daznai kliniSkai neatskiriamais ar sunkiai
atskiriamais vienas nuo kito fenotipais. Nepaisant spartaus technologinio
progreso genetikos ir genomikos mokslo srityje, INN priezasties nustatymo
tikimybé varijuoja. Pastebéta, kad kuo sunkesné¢ yra INN, tuo dazniau jos
priezastis biina kiekybiniai chromosomy struktiiros pokyciai — KSP (Liang et
al., 2008).

Sio mokslinio darbo metu buvo atlikti didelés skiriamosios gebos VLGH
tyrimai tiriamiesiems, turintiems INN, ir kontrolinés grupés asmenims. Gauta
informacija apie placiai zmogaus genome paplitusius KSP ir retuosius Lietuvos
populiacijai budingus KSP yra pagrindas jvertinti retus KSP. Atlikus iSsamig
bioinformacing rety, galimai kliniSkai reikSmingy varianty analizg, jvertinta
KSP jtaka centrinés nervy sistemos (CNS) funkcionavimui ir nustatyti galimi

genai kandidatai INN bei kitiems klinikiniams poZymiams.



Darbo tikslas, uzdaviniai

Tikslas — nustatyti genetiniy sri¢iy kiekybinius pokycius bei jose esancius

stiprius genus kandidatus, kuriy dozés pokytis lemia intelekting negalig.

Uzdaviniai:

1.

Ivertinti Zmogaus genome paplitusiy kopijy skaiciaus pokycius pagal
poky¢iy pobudj, dydj, padét] bei daZznius, remiantis molekulinio

kariotipavimo rezultatais, gautais tiriant Lietuvos populiacija.

Parinkti  kriterijus rety KSP patogeniskumo vertinimui, remiantis
kontrolinés grupés ir asmeny, turinciy intelekting negalig, molekulinio

kariotipavimo tyrimy rezultatais.

Nustatyti galimus genus kandidatus, susijusius su intelektine negalia,
remiantis rety KSP bioinformacine analize: geny, kuriy kopijy skaiCius
pakinta, raiSkos pobiidziu, molekuline funkcija, sgveika su kitais genais,

konkretaus geno mutacijos atvejy genotipo-fenotipo analize.

Ivertinti  galimus chromosomy struktiiros poky¢iy formavimosi
mechanizmus, remiantis aplink trikio taskus esanc¢iy seky architektiirinémis

ypatybémis.

Jvertinti 105 K ir 400K mikrolusty diagnostinj efektyvuma.

Darbo naujumas ir reikSmé

Gilinimasis ] INN prieZastis ir patogeneze¢ yra labai svarbus dél Sios biiklés

paplitimo populiacijoje masto, ilgalaikiy socialiniy ir ekonominiy priezasc¢iy bei

riboty gydymo galimybiy. Zinoma, kad INN priezastys yra labai heterogeninés,

daugeliu atvejy — genetinés. Genetinés diagnozés nustatymas asmenims,

turintiems INN, daznai yra sudétingas dél didelio su Sia bukle siejamo genetinio

ir fenotipinio heterogeniSkumo. Genetinés priezastys gali biiti jvairios — nNuo

dideliy citogenetiniy persitvarkymy iki taSkiniy mutacijy ir epigenetiniy

pokyCiy. Ypa¢ mokslininkus domina retos monogeninés (paveldimos pagal



Mendelio désnius) ligos, nes nustacius jy genetines priezastis gaunama vertingy
ziniy apie ligos patogenezés mechanizmus, sutrikdytus biologinius kelius ir
gydymo galimybes (Ng et al., 2010).

Ilga laikg buvo sunku iSaiSkinti genetinius INN etiologijos aspektus.
Manoma, kad citogenetiniai pokyciai sudaro didZiausig dalj INN genetiniy
priezas¢iy (van Karnebeek et al., 2005; Rauch et al., 2006), ta¢iau rutininis
kariotipavimas G dazymo metodu nustato tik didesnius nei 5 Mb dydzio
poky¢ius. Daugybés geny nukleotidy sekos nustatymas — itin daug laiko
uzimantis ir brangus metodas, tod¢l daugiausia tyrimy siekiant nustatyti liga
lemiancius genus buvo atlickama sankibos analizés ir pozicinio klonavimo
metodais, j tyrimus jtraukiant dideles Seimas su daug ta pacia liga serganciy
individy. Siuos tyrimus riboja jvairiis veiksniai: nedidelis tinkamy analizei
Seimy skaiius, su liga siejamy genetiniy sri¢iy heterogeniSkumas arba
sumazéjes reprodukceinis tinkamumas.

Pastaruoju metu naujy su INN siejamy geny nustatymo greitis sparciai
iSaugo. Tai lémé pazanga molekulinés citogenetikos ir molekulinés genetikos
srityse, atitinkamai didelés raiSkos vLGH ir NKS technologijy pritaikymas
mokslinéje ir klinikingje praktikoje. Dabar jmanoma nustatyti patologija
lemianc¢ias mutacijas daugumai asmeny, turin¢iy INN, nepriklausomai nuo jos
daznumo populiacijoje, heterogeniskumo ir paveldéjimo tipo (Topper et al.,
2011). Taigi, kiekvienas tiriamasis, kuriam pasireiSké nezinomos kilmés
klinikiné liga, tampa pagrindiniu ir svarbiausiu objektu, nustatant pagal
Mendelio désnius paveldimy ligy naujus genus kandidatus.

Pritaikius genominiy mikrolusty technologija VLGH INN tyrimuose,
atskleista daug naujy INN citogenetiniy priezasCiy, geriau suprasti INN
etiopatogenezés mechanizmai. Per pastaruosius kelerius metus aprasyta daug
naujy mikrodeleciniy ir mikroduplikaciniy sindromy, papildytas jau Zinomy
ligy klinikiniy pozymiy sarasas, nustatytos zinomy sindromy genetinés
priezastys, nustatyti arba patikslinti ligy patogenezés mechanizmai ir netgi
nustatyti genai kandidatai, kuriy kiekybiniai ar struktiiros pokyciai lemia

klinikinj fenotipg.
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Be to, zinant geneting diagnoze, lengviau galima jvertinti ligos
pasikartojimo Seimoje rizikg, pasitlyti tikslingg prenataling diagnostika.
Remiantis empiriniais duomenimis, nezinomos etiologijos ligos pasikartojimo
Seimoje rizika yra apie 3—7 % (Van Naarden Braun et al., 2005), o de novo
delecijy ar duplikacijy pasikartojimo rizika yra Zymiai mazesné. Taciau jeigu
nustatoma autosominé recesyvine genetiné priezastis ar paveldéta translokacija,
ligos pasikartojimo rizika iSauga atitinkamai iki 25 % ar 50 %.

Nors didelés skiriamosios gebos vVLGH metodas yra labai vertingas
jrankis nustatyti smulkioms delecijoms/duplikacijoms ir atrasti galimiems
genams kandidatams INN, Klinikinis rety ir smulkiy KSP interpretavimas yra
sudétingas dél genetinio heterogeniSkumo ir skirtingy molekuliniy patogenezés
mechanizmy. Dél to vLGH tyrimai bei KSP analizé¢ yra tikslingi ir labai
vertingi ne tik serganciyjy, bet ir kontrolinés sveikos tam tikros populiacijos
grupéje. KSP tyringjimas asmeny, turin¢iy INN, ir sveiky Lietuvos
populiacijos asmeny grupéje yra visiskai nauja moksliniy tyrinéjimy kryptis
Lietuvoje. Kontrolinés grupés istyrimas palengvina smulkiy, duomeny bazése
neskelbty delecijy/duplikacijy interpretavimg ir bus pagrindas tolesniems
tyrimams. Sukaupta informacija apie Lietuvos populiacijai budingus KSP
padés jvertinti unikaliy pacientams nustatyty KSP patogeniSkumg. Be to,
iSsamus KSP tyrin¢jimas padés geriau suprasti KSP formavimosi
mechanizmus, patikrinti kity mokslininky iSkeltas hipotezes apie nestabilias
genomo sritis, nustatyti genominius skirtumus tarp Lietuvos ir kity populiacijy.

ISsami bioinformaciné rety galimai kliniskai reikSmingy varianty analizé
rodo KSP jtakag CNS funkcionavimui — nustatyti galimi genai kandidatai INN
bei kitiems klinikiniams pozymiams. Zinant geng kandidata, atsiranda
galimybé taikant geny inzinerijg kurti gydyma.

Ginamieji teiginiai:
1. Nesubalansuoti chromosomy struktiiros pokyciai yra placiai paplite

Zmogaus genome, dauguma jy yra dazni ir kliniSkai nereikSmingi.
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2. Reti DNR kopijy skaiciaus pokyciai statistiSkai reikSmingai skiriasi
tirlamyjy, turin¢iy INN, ir sveikyjy asmeny grupése pagal dydj ir geny
skaiciy.

3. Genai, koduojantys sinapsiy formavimosi ir iSlaikymo, chromatino
kondensacijos ir neurotransmisijos procesuose dalyvaujancius baltymus,
yra svarbtis normaliai CNS raidai bei funkcijai ir yra potencialiis genai
kandidatai INN.

4. Unikalts, reti chromosomy struktiiros persitvarkymai susidaro deél
replikacijos klaidy, 0 dazni — dél neteisingos rekombinacijos.

5. 400 K mikrolustas yra didelés skiriamosios gebos molekulinio
kariotipavimo jrankis, tinkamas moksliniams populiaciniams ir

diagnostiniams tyrimams.
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IL. TYRIMU APZVALGA

Naujosioms technologijoms paZengus ViSO zmogaus genomo tyrimy
srityje, pasikeité miisy supratimas apie zmogaus genomo varijavimg (dinaming
struktiirg). Ypa¢ viso Zmogaus genomo tyrimas vLGH/VNP-LGH metodais,
kuriais nustatomos plafiai visame genome paplitusios mikrodelecijos ir
mikroduplikacijos (KSP), parodé, kad Zzmogaus genomo struktiira dar labiau
Kinta nei ankséiau manyta. Zmogaus genomo analizé atskleidé, kad yra bent
12000 KSP, kurie apima daugiau nei 1000 geny. Beveik 13 % zmogaus genomo
sudaro KSP (Redon et al., 2006).

Nustacius KSP, atsirado naujy galimybiy tirti genetines ligas, nustatyti
ligos genus. Per pastaruosius kelerius metus gauta daug ziniy apie geneting
nervy sistemos vystymosi sutrikimy etiologijg ir patogeneze. Dabar Zinoma, kad
KSP yra dazniausia genetiné priezastis, lemianti keleta nervy sistemos
vystymosi sutrikimy: INN, autizma, Sizofrenija, epilepsijg ir démesio tritkuma
(Leonard H& Wen X, 2002). Viso genomo KSP tyrimai jrodé, kad retos
delecijos ar duplikacijos gali biiti susijusios su nervy sistemos vystymosi

pazeidimu.
2.1 TECHNOLOGIJU PAZANGA

Per pastaruosius 50 mety jdéta daug pastangy siekiant iSsiaiSkinti nervy
sistemos vystymosi sutrikimy priezastis, sukurti naujus diagnostinius metodus
bei sukurti ar pritaikyti gydymg. Nuo 1956 m. pradéjus taikyti citogeneting
analize, nustatytos Dawn, Terneri, Klainfelter, Patau ir Edwards sindromy
genetinés priezastys — chromosomy skaiCiaus pokyciai. 1959 m. nustatytas
pirmasis chromosomy skaiCiaus pokytis — 21-0S chromosomos trisomija,
lemiantis INN (Lejeune et al., 1959). Tais paciais metais pasirodé Ford et al.,
Jacobs et al. pirmieji praneSimai apie lytiniy chromosomy skai¢iaus pokycius
(Ford et al., 1959). 1960 m. Patau (Patau et al., 1960) ir Edwards su kolegomis
(Edwards et al., 1960) atpazino sindromus, nulemtus atitinkamai 13 ir 18
chromosomy trisomijy. 1963 m. citogenetikai pastebéjo, kad struktiriniai

chromosomy pokyciai — chromosomy segmenty translokacijos ir delecijos —
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gali lemti dauginiy raidos defekty sindromus ir INN. Pirmasis apraSytas
chromosomy struktiiros pokytis — 5-0s chromosomos trumpojo peties dalies
delecija, lemianti Cri du chat sindromg (Lejeune et al., 1963). Tai buvo ir
pirmasis struktiirinis chromosominis persitvarkymas, aprasytas Lietuvoje
(Kucinskas et al., 1974).

Tikslesné Zmogaus chromosomy analizé prasidéjo nuo 1970 m., kai
Caspersson su bendraautoriais sukir¢ metodg Zmogaus chromosomy
ruozuotumui iSgauti, jas dazant fluorescenciniais dazais (Caspersson et al.,
1970). Seabright (1972) pademonstravo, kad chromosomy ruoZuotumas gali
buti gaunamas veikiant tripsinu ir daZzant Giemsa daZais (Seabright, 1972).
Sparciai tobul¢jant diferenciniams chromosomy dazymo metodams, atsirado
galimybé nustatyti didesnius nei 5-10 Mb dydZio chromosomy struktiiros
persitvarkymus — translokacijas, inversijas, delecijas, duplikacijas. Tokie
citogenetiSkai matomi chromosomy pokyciai sudaro apie 10-15% INN
priezasc¢iy (Ropers et al., 2008).

Nuo 1980 m. genetinés diagnostikos galimybes praplété molekulinis
citogenetinis fluorescentinés in situ hibridizacijos (FISH) metodas, kuriuo,
naudojant jvairiy tipy zondus, metafazinése chromosomose ir interfaziniame
branduolyje nustatoma specifiniy DNR segmenty padétis ir skaicius. Taciau
pozymiais, jtariamas konkretus mikrodelecinis ar mikroduplikacinis sindromas
arba kai kariotipe yra matomi pakitimai, kuriuos bitina patikslinti. Taigi,
pritaikyti §j diagnostinj molekulinj citogenetinj metoda galima tik kliniskai
jtariant konkrety genetinj sindromga. Tiriant tik konkrety chromosomos
fragmenta, neaptinkami chromosominiai pakitimai kitose genomo srityse. INN
diagnostikoje pradéjus taikyti subtelomerinj FISH ar sudétinés nuo ligacijos
priklausomy Zzymeny amplifikacijos (SZLA) metodus, papildomai nustatoma
5% INN priezasciy (6,3-10,2 % — esant sunkiai ar vidutinei INN ir <1 % —
lengvai INN) (Baroncini et al., 2005). Taciau ir Sie du metodai apsiriboja tik

specifinémis chromosomy sritimis — subtelomerinémis chromosomy dalimis.
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Nuo 2004 m. pradétas taikyti vLGH metodas sukélé perversmg mokslo ir
diagnostikos srityse. Naudojami jvairis zondai, nuo dirbtiniy bakteriniy
chromosomy (BACs, 80-200 kb) iki oligonukleotidy (25-80 bp). Klinikingje
praktikoje taikomi jvairis genominiai lustai, skirti analizuoti visoms
chromosomoms, chromosomy dalims, specifiniams regionams (pvz.,
telomeroms) ir visam genomui.

vLGH turi daug pranasumy, palyginti su tradicine citogenetine analize ir
FISH. Sis tyrimas dél didelés skiriamosios gebos gali suteikti labai i§samios
informacijos, yra jautrus. VLGH metodu vieno eksperimento metu galima
nustatyti bet kurios genetinés srities segmentinj nesubalansuotumag
(aneuploidija, delecija, duplikacija). Be to, oligonukleotidiniais vektoriais vieno
nukleotido polimorfizmo (VNP) pagrindu galima nustatyti vieno nukleotido
poky¢€ius, mazus DNR kopijy skaiciaus pokycius (keliy kb), heterogeniSkumo
praradima, vientéve disomijg ir didelius DNR kopijy pokycius (iki visos
chromosomos aneupoidijos). VLGH metodas yra efektyviausias i$ visy iki Siol
citogenetikoje taikyty metody nesubalansuotiems chromosominiams pokyc¢iams
nustatyti.

vLGH trikumas tas, kad, skirtingai nuo tradicinio kariotipavimo, Siuo
metodu negalima nustatyti subalansuoty chromosomy persitvarkymuy, tokiy kaip
reciprokinés translokacijos, robertsoninés translokacijos ir inversijos.
Vidutiniskai 6 % gimusiyjy, kuriems nustatyti subalansuoti chromosomy
struktiiros persitvarkymai, pasireiSkia raidos atsilikimas ar raidos defektai.
Manoma, kad $iais atvejais kliniskai reikSmingas gali buti ties chromosominiy
trikiy sritimi esan¢io geno sekos nutraukimas, translokuoto fragmento (geny)
vietos pasikeitimas arba labai mazos, mikroskopiskai nematomos delecijos ar
duplikacijos (Gijsbers et al., 2009). Dany tyréjy duomenimis, tik apie 0,78 %
potencialiai patogeniniy subalansuoty persitvarkymy liks neaptikta vLGH
metodu, neatliekant tradicinio kariotipavimo (Hochstenbach et al., 2009).

Hochstenbach et al. (2009) siekdami jvertinti chromosomy analizés
metody diagnosting naudg neaiSkios kilmés raidos atsilikimo (RA)/INN
atvejais, palygino klasikinio kariotipavimo tyrimy (n=36325), atlikty 1999—
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2006 m. Olandijoje, diagnostinj efektyvumga ir subtelomerinio FISH bei vLGH
tyrimy diagnosting naudg. Subtelomerinio FISH ir vLGH tyrimy diagnostinis
efektyvumas jvertintas atlikus $iy tyrimy metaanalize. Klasikinio kariotipavimo
metodu ~3,8 % tiriamyjy su neaiskios kilmés RA/INN nustatyti nesubalansuoti
chromosomy struktiiros poky¢iai, kurie buty nustatyti ir vVLGH metodu.
Subtelomerinio FISH tyrimo diagnostinis efektyvumas varijuoja nuo 2,4 % iki
5,1 % priklausomai nuo pacienty atrankos kriterijy (vidutiniskai 2,9 %). vLGH
metodo 12,3 % diagnostinis efektyvumas apskaiCiuotas remiantis PubMed
duomeny bazéje skelbiamy 29 vLGH studijy, kuriose buvo tiriami asmenys su
RAJ/INN, ir normaliais Klasikinio kariotipo tyrimo, ir subtelomerinio FISH
tyrimo rezultatais. Hochstenbach et al. (2009) jrodé, kad vVLGH metodas yra
efektyviausias ieSkant chromosomy struktiros pokyciy, kurie sudaro 2/3 INN
genetiniy priezas¢iy. VLGH metodo diagnostinis efektyvumas galéty siekti 19,8
%, jeigu pacientai, turintys neaiskios kilmés RA/INN, biity tiriami pirmiausia
VLGH metodu. Siuo metodu bity nustatomi nesubalansuoti chromosomy
struktliros pokyc€iai, tarp jy ir tie, kurie nustatomi taikant rutininius
citogenetinius metodus — rutininj kariotipo tyrimg bei subtelomerinj FISH
tyrima.

Miller et al. (2010) pasitlé vLGH tyrima kaip pirmaeilj neaiskios kilmés
INN, RA, autizmo ir dauginiy jgimty defekty atveju. Rutininis kariotipavimas G
dazymo metodu turéty buti atlickamas tik pacientams su aiSkiu chromosominiu
sindromu (pvz., Down sindromu) bei tais atvejais, kai Seimoje yra buve

chromosominiy persitvarkymy arba pasikartojan¢iy savaiminiy persileidimy.

2.2. KSP PAPLITIMAS ZMOGAUS GENOME

DNR seky kopijy skaiciaus pokyciai (KSP) — delecijos, duplikacijos ar
insercijos, kuriy dydis variuoja nuo 1 kb iki keliy megabaziy dydzio, — yra
pagrindinis Zmogaus genetinés ir fenotipinés jvairovés Saltinis. KSP lemia ne
tik kliniskai nereik§mingy pozymiy varijavima, bet ir ligas. Pagal tai skiriami

du KSP fenotipo asociacijos modeliai.
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Pirmasis modelis — dazni klini§kai nereikimingi KSP. Sie KSP dazniausiai
apima genus, kuriy biologiné funkcija susijusi su atsparumu vaistams,
imunitetu, sensoriniu suvokimu. Pagal §j modelj dazni KSP, kurie pakeicia geny
doze, lemia atsparumg ZIV (Gonzalez et al. 2005), Krono ligai (Fellermann et al.
2006), glomerulonefritui sisteminés vilkligés atveju (Aitman et al. 2006).

Antrasis modelis — reti, paprastai didesni KSP. Retiems KSP buidingas
didelis penetrantiSkumas bei trumpalaikis egzistavimas populiacijoje. Paprastai
jie vyksta de novo arba islieka tik keliose kartose. Dauguma rety KSP lemia
genetinius sutrikimus. Siuo metu yra Zinoma daugybé kliniskai atpaZjstamy
sindromy, susijusiy su kognityviniy funkcijy sutrikimu, cukriniu diabetu,
epilepsija ir kitais sutrikimais.

2004 m. atsiradus viso genomo analizés jrankiams, kuriais galima gauti
informacijg apie genomo struktiirg, buvo parodyta, kad KSP yra placiai paplite
sveiko zmogaus genome ir yra pagrindinis genetinés variacijos Saltinis (lafrate
et al., 2004; Sebat et al., 2004). Sebat et al. (2004), naudodamas genominj lustg
su 85000 oligonukleotidiniy Zymeny, iSdéstyty vidutiniskai kas 35 kb, nustate
didesnius nei 100 kb dydzio KSP. Tokios skiriamosios gebos genominiu lustu
20 sveiky asmeny grupéje buvo nustatyti 221 KSP, kurie sudar¢ 76 KSP
regionus. lafrate et al. (2004), naudodamas genominj lusta, kurio skiriamoji
geba ~1 Mb, 55 nesusijusiy asmeny grupéje nustaté 255 KSP. 102 (41 %) KSP
buvo nustatyti daugiau nei vienam individui, vadinasi, jie iS tiesy néra reti, o yra
polimorfiniai variantai. Atlikus bioinformacing Siy KSP analiz¢ paaiskéjo, kad
Sie genomo regionai apima genus, susijusius su lgstelés augimo ir metabolizmo
reguliavimu.

KSP tyrimai parodé zymiai didesnj zmogaus genomo varijavima, nei iki
tol buvo manyta. Skirtingy didelés skiriamosios gebos genominiy lusty
sukiirimas ir taikymas Zmogaus genomo tyrimams padéjo geriau suprasti KSP
biologine reikSme, jvertinti KSP paplitimg zmogaus genome.

Redon et al. (2006) sukonstravo pirmajj zmogaus genomo KSP genolapj
atlike 500K VNP-LGH ir BAC-LGH tyrimus. 270 sveiky asmeny grupéje
nustaté 1447 KSP regionus, beveik pusé jy buvo dazni.
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Plataus masto KSP studijy rezultatai skelbiami DGV duomeny bazéje
(Database of Genomic Variants). Sioje duombazéje esantys KSP sudaro

29,7 % zmogaus genomo (http://projects.tcag.ca/variation, atnaujinta 2012).

Taciau KSP dalis Zzmogaus genome gali biti pervertinta, nes pirmyjy KSP
studijy metu buvo naudojamos maZzos skiriamosios gebos mikrolustai (pvz.,
BAC mikrolustai), dél to KSP dydis daznai nustatytas didesnis, nei iS tiesy yra.
Tai jrodo pakartotiniai LGH tyrimai, atlikti taikant didesnés skiriamosios gebos
mikrolustus. Perry et al. (2008), naudodamas labai didelés skiriamosios gebos
(~1 kb) mikrolusta, pakartotinai atliko molekulinj kariotipavimag 30 asmeny,
kuriems anksc¢iau buvo nustatyti 2191 KSP. Patvirtinti buvo tik 1153 KSP
regionai (52,6 %), 1020 (88 %) iS jy buvo mazesni, nei anksCiau manyta.
McCarroll et al. (2010), pakartotinai tirdamas asmenis ir naudodamas didesnés
skiriamosios gebos mikrolustus, taip pat pastebé¢jo, kad dauguma KSP yra
mazesni. Vadinasi, dideli KSP gali biiti mazesni, negu anksciau teigta, ir galbt

uzima tik 5 % Zmogaus genomo.

2.3. RETU KSP ITAKA NERVU SISTEMOS VYSTYMUISI IR
FUNKCIONAVIMUI

KSP tyrin¢jami jvairiose nervy sistemos vystymosi sutrikimy grupése:
INN (Sharp et al. 2006), autismo (Sebat et al. 2007, Marshall et al. 2008),
shizofrenijos (International Schizophrenia consortsium, 2008, Walsh et al. 2008),
epilepsijos (Striano et al. 2012), démesio trakumo hiperaktyvumo sutrikimy (Williams
et al. 2010). Remiantis ankstesniy studijy rezultatais, reti KSP yra dazniau
nustatomi serganciyjy grupéje nei kontroléje, nepriklausomai nuo sutrikimo
tipo. Pastebéta, kad reti de novo kilmés (arba segreguojantys su liga Seimoje)
KSP lemia didesne dalj INN atvejy, gali biti bet kurioje genomo vietoje ir
jvairuoja dydziu. Asmeny, turin¢iy INN, grupéje nustatytiems retiems KSP
budingas didesnis geny, siejamy su specifiniais CNS fenotipais, skaicius nei
kontrolingje grupéje nustatytiems retiems KSP (Sharp et al., 2006; Sebat et al.,
2007; Walsh et al., 2008).
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24. KSP VERTINIMAS/INTERPRETAVIMAS. PAGRINDINIAI
KRITERIJAI. PROBLEMOS.

Pasirinkus didelés skiriamosios gebos mikrolustus LGH tyrimui, galima
nustatyti smulkius, netgi maZesnius nei 100 kb dydzio KSP. Naudojant didelés
skiriamosios gebos mikrolustus, daznai susiduriama su smulkiy (< 100 kb)
chromosominiy struktiiriniy pokyciy interpretavimo — klinikinés reikSmeés
vertinimo, problema. Ypa¢ sunku vertinti mikroduplikacijas. Paprastai
mikroduplikacijos lemia §velnesnj arba labiau varijuojantj klinikinj fenotipg nei
tos pacios srities mikrodelecija. Pavyzdziui, dup22q11.2 (Wentzel et al., 2008).

Vertinant KSP, atsizvelgiama j poky¢io dydj, tipg, kilmg, persidengimg su
zinomais sindromais bei persidengima su sveikyjy populiacijai biidingais KSP.
Literatiiroje apraSyta keletas KSP interpretavimo principy. Skirtingi tyréjai
pasirenka skirtingus pagrindinius kriterijus.

Koolen et al. (2009) vertino KSP atsizvelgdamas j pokycio kilme. Jis teig¢,
kad paveldéti pokyciai dazniausiai yra kliniskai nereik8mingi. Tacdiau yra
zinoma kliniskai reik§mingy arba galimai kliniSkai reikSmingy i§ sveiky tévy
paveldéty delecijy/duplikacijy atvejy. Patogeniskumg gali lemti kiti papildomi
veiksniai, pavyzdziui, mutacija kitame alelyje, lemianti recesyvia bikle,
mozaikiSkumas, imprintingas ar kito neaiSkios klinikinés reikSmeés KSP
buvimas.

Gijsbers et al. (2009) pasirinko kita KSP vertinimo strategija. KSP,
persidengiantys su Zzinomais sindromais, buvo priskiriami kliniskal
reikSmingiems pokyciams neatsizvelgiant j kilm¢ — de novo ar paveldéta. Kitus,
galimai patogeninius KSP vertino pagal kilme. Paveldéti, nepersidengiantys su
zinomais sindromais KSP buvo interpretuojami kaip kliniSkai nereik§mingi
polimorfiniai variantai.

Panasiag KSP vertinimo strategija naudojo Buysse et al. (2009). Pirmiausia
KSP, sutampantys su Zinomais mikrodeleciniais/mikroduplikaciniais
sindromais ar su Zinoma sritimi, kurios delecija ar duplikacija siejama su RA,
priskiriami kliniSkai reikSmingiems KSP. Antrajame etape atrenkami dazni

KSP, kurie vertinami kaip kliniSkai nereikSmingi. Kity galimai kliniskai
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reikSmingy KSP patogeniSkumg vertino pagal kilm¢ — de novo pokycius
priskyré kliniSkai reikSmingiems, paveldétus — nereikSmingiems.

Bruno et al. (2009) vertino KSP remdamasis Lee et al. (2007a)
rekomendacijomis. Patogeniniai kopijy skai¢iaus poky¢iai dazniau biina: de
novo kilmés, nepersidengiantys su polimorfiniais regionais (esanciais duomeny

bazéje Database of Genomic Variants, http://projects.tcag.ca/variation),

persidengiantys su zinomais ligg lemianciais chromosominiais poky¢iais
(pateiktais DECIPHER arba ECARUCA duomeny bazése:

http://decipher.sanger.ac.uk, www.ecaruca.net), apimantys ligos genus

(aprasytus OMIM duomeny bazéje, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim). Be to,

jie teige, kad delecijy patogeniSkumas yra didesnis nei duplikacijy, o didesni
poky¢iai, tikétina, yra labiau patogeniniai nei mazesni.

Ypa¢ sudétingas rety, iki tol neskelbty struktiiriniy varianty -
delecijy/duplikacijy — interpretavimas. Reta delecija/duplikacija gali biiti
kliniSkai reikSminga, tiesiogiai susijusi su tiriama liga, gali biti rizikos
veiksnys, t.y. lemti polinkj sirgti tam tikra liga, arba gali buti tik retas
polimorfinis variantas, nesusijes su tiriama liga. Paprastai manoma, kad de novo
pokyciai dazniau biina patogeniniai, taciau $is teiginys tinka tik stambiems
chromosomy struktiiros pokyciams, kurie nustatomi rutininiais citogenetiniais
metodais. Smulkiy (< 500 kb) de novo delecijy ir duplikacijy patogeniskumas
turéty buti svarstomas, nes smulkiy KSP mutavimo daznis yra gana didelis.
Segmentinés delecijos ir duplikacijos susiformuoja atitinkamai 1 i§ 8
naujagimiy ir 1 i§ 50 naujagimiy. Dauguma $iy KSP yra kliniskai nereik§mingi
polimorfiniai variantai. De novo kilmé néra pagrindinis kriterijus, lemiantis
KSP patogeniSkumg. Tode¢l, vertinant rety KSP kliniking reik§me, svarbu
nustatytus KSP palyginti su KSP, biidingais kontrolinei grupei.

Taip pat svarbu jvertinti geny, jtraukty j pokyti, funkcijg ir raiSka.
Stipriausi genai kandidatai, kuriy dozés perteklius ar haplonepakankamumas
lemia INN patogeneze, yra genai, dalyvaujantys nervy sistemos raidoje,
embriogenezéje ar kitose CNS funkcijose. Vertinant nustatyta pokyti, svarbu
atsizvelgti | delecijos ar duplikacijos dydj. Kuo didesnis pokytis, tuo didesné
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tikimybe, kad jis bus patogeninis. Visy pirma tai susije su tuo, kad didesné
tikimybé, jog didesnis pokytis apima daugiau geny, todél esant didesnei im¢iai
gali biiti daugiau dozei jautriy signaliniame ar raidos procese dalyvaujanciy
produkty. Nustatyta, kad genetinés informacijos praradimas daugiau nei 2 %
genomo nesuderinamas su gyvybe. Duplikacijy pasekmés daZniausiai biina ne
tokios reikSmingos kaip delecijy. Nepaisant to, yra atvejy, kai padvigubéjus
tam tikry chromosomy fragmenty, sutrinka normali CNS veikla. Aprasyta keli
Simtai mikroduplikaciniy sindromy, kuriy vienas i§ klinikiniy pasireiSkimo
btudy — INN ar RA.

Tos pacios genetinés srities kiekybiniai poky¢iai, nepriklausomai nuo to, ar
tai delecija, ar duplikacija, dazniausiai lemia ty paciy organy sistemy
pazeidima, kartais — panaSy klinikin] vaizda, pavyzdzZiui, 17pl11.2 genetinés
srities delecija arba duplikacija lemia Smith-Magenis/Potocki-Lupski sindroma.
Taciau taip pat galimas ir skirtingas klinikinis pasireiSkimas, kaip kad esant
17p12 genetinés srities, apimancios PMP22 geng, kiekybiniams pokyc¢iams:
Sios srities duplikacija lemia Charcot-Marie-Tooth liga, o delecija — jgimta
neuropatija su labiliu pulso spaudimu; ar net prieSingg fenotipa, pavyzdziui,
Sotos sindromg, kuriam budingas hiperaugimas, lemia NSD1 geno
haplonepakankamumas dél geno funkcijg inaktyvuojanéiy mutacijy arba 5q35
genetinés srities delecijos, o tos pacios srities duplikacija kliniSkai pasireiskia
augimo atsilikimu, mikrocefalija bei INN.

KSP patogeniskumg gali lemti keletas skirtingy mechanizmy — geno/geny
dozés pokytis, pozicijos efektas, recesyvi buklé, reguliaciniy elementy ar
koduojancios DNR sekos nutraukimas. Taciau poveikis fenotipui labiausiai
priklauso nuo to, ar pokytis apima dozei jautrius genus. Manoma, kad dozei
jautris genai sudaro 5-10 % visy geny (Cody&Hale, 2011). Pavyzdziui, Smith-
Magenis sindromg dazniausiai lemiancioje delecijoje yra 52 genai, taciau i§ jy
vienintelis RAI1 genas yra atsakingas uz 21 i§ 30 sindromui buidingy klinikiniy
pozymiy. Vadinasi, specifinj sindromui fenotipg tikriausiai lemia tik 3 ar 4 i§ 52

(~6 %) dozei jautriis genai (Girirajan et al., 2006). Taigi, dozei jautriy geny
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nustatymas yra svarbus pereinant nuo citogenetinio iki molekulinio

chromosominés aberacijos supratimo.

2.5. KSP FORMAVIMOSI MECHANIZMAI

Kiekybinius chromosomy struktiiros pokyc¢ius — delecijas ar duplikacijas —
lemia rekombinaciniai arba replikaciniai mechanizmai (Stankiewicz&Lupski,
2010).

2.5.1. Rekombinaciniai mechanizmai

Vykstant rekombinacijai gali pakisti genetinés medziagos kopijy skaicius.
Rekombinaciniai mechanizmai, kuriy metu pakinta DNR kopijy skaicius, yra
nealeliné homologiné rekombinacija (NAHR), triikio sukelta replikacija,
viengrandziy galy susijungimas ir transpozicija (Chen et al., 2010). Sios
rekombinacijos vyksta tam tikru Igstelés ciklo metu pagal joms bidingus
mechanizmus, kuriy pasekmé — strukttriniai genomo pokyciai: delecijos,
duplikacijos, inversijos ar translokacijos.

Rekombinacijai jvykti reikalingi triikiai, kurie atsiranda ne atsitiktinai, o
tam tikrose genomo srityse — karstuosiuose taSkuose. NAHR dazniausiai lemia
trikiai kartotinéje, o ne unikalioje sekoje (Sasaki et al., 2010). Kartotinés sekos
zmogaus genome, tarp kuriy gali vykti NAHR, yra judrieji elementai, tokie kaip
Alu, ilgi disperguoti elementai (angl. long interspersed element, LINE), ar mazo
daznio pasikartojimai (angl. low-copy repeats, LCR) (Stankiewicz&Lupski,
2002).

LCR, kitaip vadinami segmentinémis duplikacijomis, yra DNR segmentai,
pasikartojantys daugiau nei 2 kartus haploidiniame genome, ilgesni nei 1 kb
(gali buti ilgesni nei 300 kb), kuriy tarpusavio panasumas yra didesnis nei 95 %
(Bailey et al., 2006; Stankiewicz&Lupski, 2002). Jos dazniausiai randamos
pericentromeriniuose ir subtelomeriniuose regionuose ir sudaro ~5 % viso
zmogaus genomo (Emanuel&Saitta, 2007). LCR sekos gali apimti genus, jy
fragmentus, pseudogenus, endogenines retrovirusy sekas, paraloginius
fragmentus (Stankiewicz&Lupski, 2002). Pasikartojimai, apimantys Alu sekas,

LINE, retrotranspozonus ar sateliting DNR, priklauso didelio daznio
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pasikartojimams (angl. highly repetitive sequences) ir genome pasitaiko dazniau
nei LCR (Stankiewicz&Lupski, 2002). Vykstant NAHR tarp LCR, trikiai
atsiranda jy viduje — taip visame genome susidaro pasikartojantys trikiy taskai
(klasteriai). NAHR vykstant tarp judriyjy genomo elementy — Alu-Alu lemiamai
rekombinacijai — trukiai atsiranda 28 bp ilgio pasikartojanciose sekose (Zhang
et al., 2009a), dél to gali susidaryti LCR ir KSP (Alu sekos yra netiesiogiai
atsakingos uz KSP susidaryma) (Shaw&Lupski, 2004).

2.5.1.1. Nealeliné homologiné rekombinacija

Homologin¢ rekombinacija (HR) — gyvybiSkai svarbus procesas,
reikalingas uztikrinti tinkamam chromosomy pasiskirstymui lgstelés dalijimosi
metu, pataisyti dvigrandziams trikiams (DGT) ar atstatyti sugriuvusioms
replikacinéms Sakutéms (angl. collapsed/broken replication fork) (Heyer et al.,
2010).

Homologinei rekombinacijai jvykti reikalingos ~200-300 bp ilgio, didelio
panasumo sekos ir dalyvavimas Rad51 baltymo, kuris katalizuoja viengrandés
DNR grandinés 3° galo jsiterpimg j dviguba grandine (Heyer et al., 2010). HR
yra tikslus klaidy taisymo mechanizmas, taciau gali lemti ir struktirinius
genomo persitvarkymus. LCRs, kuriems biidingas didesnis nei 97 % seky
panaSumas ir Kurie vienas nuo kito nutole mazesniu nei 10 Mb atstumu, yra
substratai NAHR, kurios metu dél netolygaus krosingoverio gali susidaryti
jvairiy struktiiriniy persitvarkymy (Sasaki et al., 2010). NAHR pasekmés gali
biuti jvairios, priklausomai nuo LCRs krypties ir padéties (2.1 pav.).
Rekombinacija tarp tos pacios krypties LCRs, esanCiy toje pacioje
chromosomoje, lemia delecijas ir/arba duplikacijas. Inversijos susidaro vykstant
viduchromatidinei rekombinacijai tarp invertuoty seky. NAHR tarp invertuoty,
skirtingose chromosomose esanciy seky lemia izodicentriniy chromosomy
susidarymg. Vykstant rekombinacijai tarp skirtingose chromosomose esanciy

LCRs, susidaro translokacijos (Sasaki et al., 2010).
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2.1 paveikslas. NAHR mechanizmo schema. A. Rekombinacija tarp tos
pacios krypties LCRs, esanciy toje pacioje chromosomoje, lemia delecijas
ir/arba duplikacijas. B. Vykstant rekombinacijai tarp skirtingose chromosomose
esan¢iy LCRs, susidaro translokacijos C. Vykstant viduchromatidinei
rekombinacijai tarp invertuoty seky susidaro inversijos.

A Genas

B

NAHR metu susidarg¢ genetinés medziagos pokyciai lemia bent 30
genetiniy sutrikimy (Sasaki et al., 2010). Dél NAHR galéjo susiformuoti Y
chromosomos palindrominés sekos, kurios turi jtakos lytiniy chromosomy
aneuploidijai (Lange et al., 2009). NAHR vyksta ne tik mejozés metu,
susidarant  nereikSmingiems polimorfizmams ar kliniSkai svarbiems
persitvarkymams, bet ir mitozés metu. Todél prarandamas heterozigotiSkumas
ar susidaro somatiné mozaika (Zhang et al., 2009a). Kad buty islaikytas
heterozigotiSkumas, kaip atsvara mitozinei NAHR, gali vykti nuo sintezés
priklausomas DNR grandiniy susijungimas (angl. synthesis-dependent strand
annealing), kurio rezultatas biity geny konversija. Naujagimiy genome, lyginant
su suaugusiais individais, nustatyta maziau NAHR produkty; tai rodo, kaip
intensyviai vyksta mitoziné NAHR (Flores et al., 2007).

Remiantis NAHR mechanizmo schema, prognozuojama, kad pagal §j
mechanizmg susidariusios delecijos gali turéti reciproking — atitinkamg tos
pacios srities, duplikacijg. Teoriskai kiekviena NAHR nulemta mikrodelecija
turety turéti reciproking duplikacija su panaSia arba prieSinga klinika. Pvz.,

reciprokinés 22q11.23 regiono delecijos/duplikacijos lemia DiGeorge sindromg
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(Ensenauer et al., 2003), Potoski-Lupski sindromo genetiné priezastis yra
reciprokiné duplikacija Smith-Magenis sindromg lemianc¢iai 17p11.2 regiono
delecijai (Ricard et al., 2010). Taciau viduchromosominé NAHR gali lemti tik
delecijas, tod¢l delecijy ir duplikacijy daznis néra vienodas — delecijy daznis
didesnis.

Zinios apie NAHR, kaip KSP formavimosi mechanizma, buvo sékmingai
pritaikytos naujiems genetiniams sutrikimams isaiskinti. Remiantis 22q11.2
regiono architektiirinémis savybémis, buvo pasiiilyti papildomi LCRs, esantys
toliau nuo karstyjy DiGeorge sindromui tasky. Dél to buvo nustatyta NAHR
tarp LCR22-4, -5 ir -6, lemianti skirtingg klinikg — 22q11.2 distalinés delecijos
sindromg (Ben-Shachar et al., 2008). Sharp et al. (2006) pasirinko S§ig
prognosting metodologija kitame lygyje. Jie kartografavo 130 galimy karStyjy
rekombinacijos tasky visame zmogaus genome sickdami nustatyti suporuotus
ilgesnius nei 10 kb LCRs su > 95 % seky panasumu, tarp kuriy yra jsiterpusios
10-50 kb ilgio sekos (Sharp et al., 2006). Naudodami BAC lustg, patikrino
kiekvieng i§ 130 NAHR kandidatiniy lokusy tirdami 290 asmeny Su neaiskios
kilmés INN ir nustaté naujas delecijas 17q31.31, 1g21.1, 15ql13 ir 15q24
regionuose (Sharp et al., 2006).

2.5.1.2. Viengrandziy galy susijungimas

Viengrandziy galy susijungimas (angl. single-strand annealing, SSA)
vyksta, kai dvigrandis triikis atsiranda tarp viena Kryptimi pasikartojanciy seky
(2.2 pav.) (Hedges&Deininger, 2007). Jeigu DGT i§ abiejy pusiy supa
homologiSkos sekos, tai toks chromosomos triikis gali biiti efektyviai pasalintas
susijungus  viengrandziams chromosomy galams. Taciau S§iuo atveju
prarandama viena i§ homologisky seky. SSA metu nevyksta jsiterpimas prie
homologinés sekos — 5 galai yra nuardomi egzonukleazés paliekant
viengrandzius 3°, jei tarp galy yra komplementarios sekos, jos susijungia, tada
nuardomi po susijungimo like nekomplementariis 3’ galai ir sulygiuojama
(Hastings et al., 2009a). SSA mechanizmui nereikalinga seseriné chromatidé,

todél jis gali biati naudojamas pazaidoms taisyti viso lgstelés ciklo metu
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(Hedges&Deininger, 2007). Sis susijungimo mechanizmas lemia delecijas, nes
sekos, esancios tarp homologiniy seky, ir viena kartotiné seka yra prarandamos.
SSA gali buti teikiama pirmenybé prie§ kitus rekombinacinius reparacijos
mechanizmus, kad nevykty krosingoveris, nors nezinoma, kodél vietoje jo
nenaudojamas nehomologiskas galy suSijungimas, kurio metu biity prarandama
maziau genetinés medziagos (Hedges&Deininger, 2007). Nors SSA sukelti
poky¢iai biina minimalis, taiau, jei nuardoma ilga 5’ seka, gali susidaryti ir
didesniy strukttriniy persitvarkymy (Hedges&Deininger, 2007).
DGT

\

2.2 paveikslas. Viengrandziy galy susijungimo (SSA) modelis.
Dvigrandziui triikiui jvykus tarp viena Kryptimi pasikartojanciy seky (pilki
staciakampiai), egzonukleazé nuardo 5’ galus, paliekami viengrandziai 3’ galai.
Jei tarp galy yra komplementarios sekos, jos susijungia, tada nuardomi po
susijungimo like nekomplementarts 3’ galai ir sulygiuojama.

2.5.2. Replikaciniai mechanizmai
2.5.2.1. MMBIR/FoSTeS
[Sanalizavus  duplikacijas X chromosomoje, lemiancias Pelizaeus-

Merzbacher liga, buvo paskelbtas hipotetinis mechanizmo modelis FoSTeS

(angl. fork stalling template switching) (Lee et al., 2007b). FoSTeS modeliui
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buvo budinga tai, kad, ties DNR grandinés paZeidimu sugriuvus replikacinei
Sakutei (angl. collapsed/broken replication fork), sintetinama dukteriné
grandiné disocijuoja nuo savo replisomos, jungiasi prie kitos replikacinés
Sakutés ir atkuriama replikacija, kurios gale susidaro genetinés medziagos
pokytis (Lee et al.,, 2007b). Véliau FoSTeS mechanizmo modelis buvo
apibudintas kaip mikrohomologijos lemiamas, trikio sukeltas replikacinis (angl.
microhomology-mediated break-induced replication, MMBIR) mechanizmas,
kurio metu d¢l homologijos, kei¢iant motining granding, susidaro struktiriniai
persitvarkymai su nepasikartojanciais galais (Zhang et al, 2009a)(2.3 pav.).

MMBIR yra trikio sukeltas, replikacija (angl. break-induced replication,
BIR) paremtas mechanizmas. Replikacinés Sakutés grittj gali lemti:
viengrandziai triikiai, DNR aduktai, nukleoproteiny kompleksai, nesuderintas
nukleosomy i$sidéstymas ir antrinés DNR struktros (Hastings et al., 2009a).
Gritivant replikacinei Sakutei, susidaro vienas dvigrandis triikis. IStaisyti trakiui
ir atkurti replikacijai naudojama BIR, kurios metu 5° galas yra nuardomas
egzonukleazés, 3’ galas priartéja prie homologinés sekos, susidaro
heterodupleksas, vyksta DNR grandinés sintezé, kurios metu gali kartotis
prisijungimo ir atsiskyrimo ciklai. MMBIR mechanizmas naudojamas atkurti
replikacijai tada, kai nepakanka baltymo (dél atsako j stresg), kuris bitinas BIR
(Hastings et al., 2009a). Kadangi be atitinkamy baltymy jungimasis prie
homologiskos sekos negalimas, MMBIR metu 3’ galas prisijungia prie
mikrohomologiskos viengrandés sekos. Tokios viengrandés sekos gali
susidaryti ties replikacinémis Sakutémis, eksizijos reparacijos vietose ar ties
antrinémis DNR struktiromis (Hastings et al., 2009b). Ne B konformacijos
DNR struktiiry daznai randama prie KSP trikiy tasky, nes galbt irgi lemia jy
susidarymg (Conrad et al., 2010).

MMBIR mechanizmas gali buti atsakingas uz jvairius genomo struktiiros
persitvarkymus. Jo metu 3’ galui prisijungus prie sekos uz natyvios replisomos
vietos susidaro duplikacija, o pries§ jg — delecija. Prisijungimas galimas abiem
kryptimis, todél gali susidaryti inversija, O jei prisijungiama prie Kitos
chromosomos — translokacija (Zhang et al., 2009b). MMBIR metu taip pat gali
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susidaryti LCR, kurie yra substratai nealelinei homologinei rekombinacijai
(NAHR), taip sudétingi genomo regionai evoliucijos metu tampa Vis
sudétingesni (Hastings et al., 2009b). Tikétina, kad kai kurie mikrohomologisky
jungciy persitvarkymai, kurie, kaip buvo manoma, sukelti nehomologisko galy
susijungimo, i tikryjy yra susidar¢ vieno ciklo MMBIR. Lieka neatsakyta, ar
mutacijos, polimorfizmai tose genomo srityse, kurios koduoja baltymus,
dalyvaujancius DNR replikacijos procese, gali lemti daznesn¢ replikacinés
sakutés grifitj, kodél tam tikriems individams biidinga didesné MMBIR

pasireiSkimo tikimybé (Gu et al., 2008).

A

2.3 paveikslas. Mikrohomologijos lemiamos, trukio sukeltos replikacijos
modelis. A. Griuvus replikacinei Sakutei, susidaro vienas dvigrandis trikis; B.
Nuardomas 5’ galas; C. Viengrandis 3’ galas jungiasi prie mikrohomologiSkos
sekos, susiformuoja D-kilpa ir vyksta DNR sintezé; D. D¢l per mazo DNR
polimerazés procesyvumo sintetinamas galas atsiskiria; E-F. Pakartotinai vyksta
jungimasis, sintezes ir atsiskyrimai; G. Po keliy cikly prisijungiama prie
natyvios sekos, ir, jei DNR polimerazés procesyvumas pakankamas, sintezé
vyksta iki galo.
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2.5.2.2. Replikacijos nuslydimas

Replikacijos nuslydimo (angl. replication slippage, RS) modeliu galima
paaiskinti vienetines delecijas ir tamdemines duplikacijas, kuriy gali atsirasti
kryptingy pasikartojimy replikacijos metu (2.4 pav.)(Chen et al., 2005a).
Replikacijos metu susintetinus vieng pasikartojimg, sintetinamos grandinés 3’
galas gali disocijuoti ir prisikabinti prie tos pacios matricinés grandinés kito
pasikartojimo (Chen et al., 2005b). Tokj peréjimg gali lemti motininés
grandinés antrinés struktiiros (invertuotos sekos, kurios randamos tarp dviejy
kryptingy pasikartojimy, gali sudaryti smeigtuko galvutés struktiirg ir taip
sumazinti atstumg tarp pasikartojimy arba sutrikdyti polimerazés eigg) (Chen et
al., 2005b). Prisijungus prie matricos sintezé vyksta normaliai, ir priklausomai
nuo to, ar buvo sugrizta prie buvusio pasikartojimo, ar pereita prie biisimo,
atitinkamai jvyks duplikacija arba delecija. RS gali pasikartoti kelis kartus i§
eilés (serijinis), taip susidaryty didesni kiekybiniai persitvarkymai (Chen et al.,
2005b). RS atsiradimui jtakos turi pasikartojan¢iy elementy ilgis (koreliacija yra
neigiama) ir pasikartojimy skaicius (koreliacija teigiama). Kuo trumpesnis
pasikartojantis elementas ir kuo daugiau pasikartojimy, tuo RS daznesnis (Fan
& Chu, 2007). Serijinis RS yra panasus | MMBIR/FoSTeS modelj, nes jo metu
vyksta pakartotiniai replikacijos sutrikimai ir replikacijos Sakutés darbui jtaka
gali daryti tokie genomo elementai, kaip palindrominés sekos, kamieninés
Kilpos, pasikartojantys elementai (Gu et al., 2008). Vykstant RS gali susidaryti
smulkiy (iki keliy kilobaziy dydzio) kiekybiniy persitvarkymy ir strukttriniy
persitvarkymy — inversijy (Gu et al., 2008). RS yra viena i§ pagrindiniy
mikrosatelity (trumpy tandeminiy pasikartojimy) atsiradimo priezas¢iy (Fan &

Chu, 2007).
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2.4 paveikslas. Replikacijos nuslydimo modelis. (juodi staciakampiai — tos
pacios krypties pasikartojimai, punktyriné linija — DNR seka, linkusi suformuoti
antrines DNR struktiiras) A. Normali replikacija. B. Delecijos susidaro kai
replikacijos metu susintetinus vieng pasikartojimg, sintetinamos grandinés 3’
galas gali disocijuoti ir prisikabinti prie tos pacios matricinés grandinés kito
pasikartojimo. C. Duplikacijos susidaro, kai replikacijos metu susintetinus vieng
pasikartojimg, sintetinamos grandinés 3’ galas gali disocijuoti ir prisikabinti
prie buvusio pasikartojimo.
2.5.3. Nehomologiskas galy susijungimas

NHEJ yra nerekombinantinis, nereplikacinis mechanizmas. Zinduoliy ir
mieliy Igstelése NHEJ yra pagrindinis mechanizmas, istaisantis DGTs, kuriuos
lemia fiziologiniai veiksniai, tokie kaip V(D)J rekombinacijos, klasiy kaitos
fermenty klaidos, ir patologiniai veiksniai, tokie kaip topoizomerazés klaidos,
mechaninis nutraukimas anafazés metu, jonizuojanti radiacija, laisvieji radikalai
(Lieber et al., 2008b). NHEJ vyksta visose lastelés ciklo fazése, ypa¢ G1
stadijoje, todel NHEJ teoriskai turéty dominuoti HR atzvilgiu. Be to, HR jvykti
butina bent 200 bp homologija, 0 NHEJ gali palengvinti 1-4 bp terminalinés

mikrohomologijos, nors jos ir néra butinos (Chen et al., 2010).



Nehomologiskam galy susijungimui nebitina seky homologija ties triukiy
vietomis, taciau jj gali stimuliuoti ar reguliuoti tam tikros genomo sekos, tokios
kaip LCR, LTR, LINE, Alu, MIR, MER2 (Zhang et al., 2009).

Nehomologiskas galy susijungimas prasideda, kai Ku komplekso baltymai
(ypa¢ Ku70 ir Ku80) atpazjsta trukj ir prisijungia atitinkami baltymai prie DGT
(jet DNR yra apsivyniojusi apie nukleosoma, tai pradZioje vyksta DNR difuzija
nuo baltymy) (Lieber, 2008). Tada formuojasi kompleksas i§ nukleazés,
Salinancios oksiduotus nukleotidus ar cukrus, proteinkinazés, polimerazés ir
ligazés, kurios sutvarko trikio vieta ir sujungia galus (Lieber, 2008a). NHEJ
mazina translokacijy tikimybe, nes jei pazaida i§ karto aptinkama ir galai
susijungia, tai atitriikes petys negali priartéti prie kitos chromosomos triikio ir
buti prijungtas (Lieber, 2010).

NHEJ vietoje sukuriamas ,,informacinis randas* — keliy nukleotidy (1-4 bp)
delecijos — arba jterpiamos papildomos keliy nukleotidy (2-34 bp) sekos
(dazniausiai mitochondrinés arba retrotranspozony, kurie prijungiami, kad
susiderinty nevienodi triikiy galai, kilmés (Lieber, 2008b).

Viena 1§ pagrindiniy NHEJ alternatyvy yra mikrohomologiSkas galy
susijungimas (angl. microhomology-mediated end joining, MHEJ) (2.5 pav.)
(Yu & McVey, 2010). Pagrindiniai MHEJ skirtumai nuo NHEJ yra sie: MHEJ
jvykti bitina 5-25 bp mikrohomologija ir jam nereikalingi prie DNR galy
besijungiantys baltymai (McVey & Lee, 2008). NHEJ turéty dominuoti MHEJ
atzvilgiu, kai yra reparuojami patologiski DNR triikiai, nes jie atsiranda
atsitiktinai 1ir tokiais atvejais retai biina pakankama homologija MHEJ
mechanizmui. Ta¢iau MHEJ néra tiesiog atsarginis reparacijos mechanizmas,
naudojamas, kai kitiems mechanizmams jvykti néra saglygy. Klasiy kaitos
rekombinacijos metu trikiai jprastai yra susijungia NHEJ mechanizmu, taciau
sios rekombinacijos trikiai gali susijungti be ligazés IV naudojant
mikrohomologija (Yan et al., 2007). MHEJ metu gali jvykti delecijy, nes dalis
naudojamy priesingy grandiniy mikrohomologijy yra prarandama (McVey &

Lee, 2008). Nors MHEJ yra fiziologiskai svarbus ir jo sukelti persitvarkymai
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gali lemti genetines ligas, sitiloma jo neiSskirti kaip atskiro mechanizmo ir

vadinti ,,nuo ligazés IV nepriklausanc¢iu NHEJ* (Lieber, 2008a).

A ¥ DGT C

—-— -3

B

|

BN = gnu

||+1(+’*+ *

Il+il+il+ﬂ

2.5 paveikslas. DGT galy susijungimo schema. DNR grandinéje jvykus DGT,
trikio vieta gali biiti reparuota trimis mechanizmais: A. Nehomologisku galy
susijungimu; B. Mikrohomologisku galy susijungimu; C. Viengrandziy galy
susijungimu. (Juodi staciakampiai reiskia homologines sritis).
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I11. DARBO METODOLOGIJA

Mokslinis darbas vykdytas moksliniy projekty PROGENET (,,Patogeniniy
kartotiniy seky reikSmé protinio atsilikimo etiopatogenezéje, finansuojamo
Lietuvos mokslo tarybos pagal Nacionaling programg ,,Létinés neinfekcinés
ligos®“, sutarties Nr. LIG-12/2010) ir CHERISH (,,Protinio atsilikimo
diagnostikos gerinimas vaikams i§ Ryty Europos ir Centrinés Azijos, taikant
genetinj apibiidinimg ir bioinformatika/statistikg“, finansuojamo Europos
Sajungos 7 programos [FP7/2007-2013], sutarties Nr. 223692) pagrindu.
Mokslinis tyrimas atliktas laikantis asmens duomeny apsaugos bei bioetikos
reikalavimy, gavus Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
pritarimg leidimo papildymui Nr. 158200-6-057-067LP1, kuriuo buvo
patvirtinta asmens informavimo forma ir sutikimo forma tiriamojo

tévams/teisétiems atstovams.

3.1. TYRIMO OBJEKTAS

Pagrindiniai sio mokslinio darbo tiriamieji — INN turintys asmenys
(N=175) ir kontroling grupe sudarantys asmenys, kuriy IQ normalus (N=150).
Kai kuriais atvejais (nusta¢ius paveldétg galimai patogeninj KSP) buvo tiriami
probando sibsai, Il ir II eilés giminaiiai. Tiriamieji, turintys INN, buvo
atrinkti gydytojy genetiky i Vilniaus universiteto ligoninés Santariskiy
klinikos (VULSK) Medicininés genetikos centro (MGC) 2006—2011 Kklinikinio
registro pagal standartizuotus asmeny, turinéiy INN, kriterijus. Pagrindinis
kriterijus — neaiskios kilmés INN (vertinant Vekslerio testu, IQ < 70) arba RA

(< 6 mety vaikams, vertinant Denverio ar Kitu testu).
3.2. TYRIMO EIGA

Siekiant jvertinti KSP reik§me genetinei jvairovei bei ligoms, molekulinis
kariotipavimas VLGH metodu atliktas asmenims, turintiems INN (N=175), ir
kontrolinés grupés asmenims (N=150) — normaly IQ turintiems, tiriamyjy,

turiniy INN, tévams. Jvertinus hibridizacijos kokybe, tolesné molekulinio
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kariotipavimo rezultaty analizé atlikta 325 tiriamiesiems (175 asmenims,
turintiems INN, ir 150 kontrolinés grupés asmeny).

100 asmeny, turiné¢iy INN, buvo tirti naudojant 105 K mikrolustg, kurio
vidutiné skiriamoji geba — apie 21 kb. Nustatyti poky¢iai buvo analizuojami
naudojant tarptautines duomeny bazes, vertintas jy patogeniSkumas. Galimai
kliniskai reik§mingi pokyc¢iai buvo tvirtinami Kitu nepriklausomu metodu ir
buvo nustatoma jy kilmé tiriant tévus.

Siekiant jvertinti Zmogaus genomo variabilumg ir palyginti KSP paplitima
serganCiyjy ir sveikyjy asmeny genome, tyrimui pasirinktas didesnés
skiriamosios gebos — 400 K — mikrolustas. Jis leido nustatyti net labai smulkius
KSP. Siuo mikrolustu tirti 75 asmenys, turintys INN, ir sveiki jy tévai, turintys
normaly IQ. Vidutiné 400 K mikrolusto skiriamoji geba yra 7 kb, taciau,
siekiant iSvengi klaidingai teigiamy rezultaty, mazesni nei 20 kb dydzio KSP
nebuvo jtraukti j tolesne analizg.

Vertintas didesniy nei 20 kb KSP pasiskirstymas tiriamyjy, turinciy INN,
ir kontrolingje grupése pagal dydi, pokycCio tipa, | pokyt] patenkanciy geny
skai¢iy. Atlikta iSsami rety KSP analizé. Reti tiriamyjy, turinciy INN, grupéje
nustatyti KSP buvo lyginami su tévy molekulinio kariotipavimo rezultatais ir
buvo nustatoma jy kilmé. Galimai patogeniniai de novo pokyciai buvo
tvirtinami kitu nepriklausomu metodu.

Pagal persidengimg KSP, nustatyti kontrolinés grupés asmenims, buvo
suskirstyti 1 regionus (KSPR). Jeigu vieno KSP pabaiga yra kito KSP pradzia,
tai Sie du KSP sudaro vieng KSPR, kurio pradzia sutampa su pirmojo KSP
pradzia, o pabaiga — su antrojo KSP pabaiga. Vertintas segmentiniy duplikacijy
buvimas arba nebuvimas KSPR. Tiriamyjy, turin¢iy INN, kopijy skai¢iaus pokyc¢iai
palyginti su kontrolinés grupés asmeny kopijy skaiGiaus poky¢iais naudojant y?

kriterijy.
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3.3. TYRIMO METODAI

3.3.1. Rutininis citogenetinis tyrimas (diferencinis G daZymas)
Tyrimas atliktas G dazymo metodu pagal patvirtintg V§] VUL Santariskiy
kliniky direktoriaus patvirtintg metodikg (DP 48-2012).

3.3.2. Fluorescenciné in situ hibridizacija (FISH)

Tyrimas atliktas pagal patvirtintg V§] VUL Santariskiy kliniky direktoriaus
patvirtintg metodika (M145-2007).

3.3.3. Realaus laiko polimerazés grandininé reakcija (RT-PGR)
Galimai patogeniniai KSP tvirtinti RT-PGR metodu pagal Weksberg R. et al.
(2005).

3.3.4. Vektoriné lyginamoji genomo hibridizacija (vLGH)

DNR iSskyrimas
DNR buvo isskirta i§ periferinio kraujo limfocity VU MF Zmogaus ir
medicininés genetikos katedros darbuotojy fenolio chloroformo metodu pagal

patvirtinta metodika.

DNR paruosimas tyrimui
Koncentracija nustatoma spektrofotometru, matuojant tirpalo optinj tankj
260 ir 280 nm bangos ilgiu ir vertinant 260/280 santykj. DNR skiedziama iki

darbinés koncentracijos — 10ng/pl.

ParuoStos tiriamosios ir referentinés DNR skaidymas restrikcijos

endonukleazémis (Alul ir Rsal):

1. 500 ng genominés DNR praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki

galutinio tiirio — 20,2 pl.
2. ParuoSiamas skaidymo miSinys:

e 2.0 ul dejonizuoto vandens,
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e 2.6 ul 10Xbuferio C,
e 0,2 pl acetilinto BSA(10 pg/pl),
e AluI(10 U/ul) + Rsal(10 U/pl).

3. | mikromégintuvélius su 20,2 pl genominés DNR jdedama po 5,8

pl skaidymo miSinio.
4. Inkubuojama 2 val. 37 °C temperatiiroje.

5. Inkubuojama 20 min. 65°C temperatiroje tam, kad biity

inaktyvuoti fermentai.
6. Mégintuvéliai perneSami ant ledo, Saldoma 5 min.

Suskaidytos tiriamosios ir referentinés DNR Zyméjimas skirtingais

fluorescuojanciais dazais:

1. ] kiekvieng reakcijos megintuvel; su 26 pl suskaidytos genominés

DNR jdedama po 5pl atsitiktiniy pradmeny ir gerai supipetuojama.
2. Inkubuojama 5 min. 95 °C temperatiiroje.
3. Mégintuvéliai perneSami ant ledo, Saldoma 5 min.
4. ParuoSiamas Zymejimo miSinys:
e 10,0 pl 5Xbuferio,
e 5,0 ul 10XdNTP,

e 3 ul cyaninine3-dUTP(1,0 mM) (tiriamajai genominei
DNR)/3 ul cyaninine5-dUTP(1,0 mM) (referentinei genominei
DNR),

e 1,0 ul Egzo-Klenovo fragmento.
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5. | kiekvieng mikromégintuvel] su 31 pl genominés DNR jdedama

po 19 ul Zyméjimo miSinio.
6. Inkubuojama 2 val. 37 °C temperatiiroje.
7. Inkubuojama 10 min. 65 °C temperatiiroje.
Zymétosios DNR valymas:

1. | kiekvieng mikromégintuvel; su 50 pl pazymeétos genominés

DNR jdedama po 430 pul TE buferio.

2. Pazyméta genominé DNR perkeliama ant YM-30 filtro ir
centrifuguojama 10 min. (8,000xg).

3. Nupilamas filtratas ir j kiekvieng mégintuvélj jdéjus po 480 ul TE
buferio, centrifuguojama 12—-13 min. (8,000xg).

4. Apver¢iamas  filtras  ant  Svaraus = mikromégintuvélio,

centrifuguojama 1 min. (8,000xg).

5. Matuojamas iSvalytos genominés DNR tiiris. Jeigu tiiris didesnis
nei 12,5 pl, dar kartg filtruojama. Jeigu <12,5 pl, jdedama TE buferio iki
galutinio 12,5 pl tario.

6. ParuoSiamas tiriamosios ir referentinés DNR miSinys.

Suskaidytos bei paZymétos tiriamosios ir referentinés DNR kohibridizacija

ant mikrolusto. Pohibridizacinis mikrolusty plovimas.

1. Pasiruosiamas 10xBlocking Agent: j 10xaCGH Blocking
Agent jdedama 1,350 ul distiliuoto vandens ir palaikoma 60 min.

kambario temp. prie$ naudojant arba dedant j -20 °C temperatiirg.
2. Paruosiamas hibridizacijos miSinys:

o 25 pl cot-1 DNR,
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o 26 ul 10 x vLGH blocking Agent,
o 130 ul 2X HI-RPM Hybridization Buffer.

3. I tirtamosios ir referentinés DNR miSinj (80 pl) idedama po

181 pl hibridizacijos miSinio.
4.  Supipetuojama ir nucentrifuguojama.

5. Mégintuvéliai perneSami ant 95 °C kaitinimo bloko, po 3

min. dedama ant 37 °C kaitinimo bloko ir inkubuojama 30 min.
6. Nucentrifuguojama 1 min. 6000 xg.

7. Tiriamosios ir referentinés DNR miSinys perkeliamas ant

mikrolusto.

8. Suskaidytos bei pazymeétos tiriamosios ir referentinés DNR
kohibridizacija bei  mikrolusty plovimas buvo atlieckamas

automatiSkai, naudojant TECAN hibridizacijos jrangg.

Hibridizacijos produkto skenavimas.
Mikrolustas po 16 val. DNR hibridizacijos skenuojamas genominiu

skaitytuvu.

Rezultaty apdorojimas.

Skenuoti vaizdai kompiuterine programa Feature Extraction V.9.5.3.1
programa konvertuojami j FE formatg. Duomenys FE formatu jkeliami
NEXUS 6.0 analizés programa ir atliekamas molekulinis kariotipavimas.

Analizuojama kiekviena chromosoma (22 autosomos ir lytinés
chromosomos X bei Y). Vertinamas hibridizacijos tasky iSsidéstymas pagal
tiriamosios ir referentinés DNR fluorescencijos intensyvumo logR santykj.
Kiekvienas hibridizacijos taskas atitinka tam tikrg hibridizacijos zymenj. Jeigu
keturiy ir daugiau greta esanciy hibridizacijos tasky LogR tarp 0 ir -1,

fiksuojama DNR fragmento delecija, jeigu tarp 0 ir +1 — duplikacija.
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Genominio poky¢io (delecijos/duplikacijos) dydis priklauso nuo hibridizacijos

tasky skaiciaus.

Rezultaty analizé.

Identifikuoti genomo pokyc¢iai — delecijos/duplikacijos — analizuojami
naudojant tarptautines duomeny bazes ir vertinami pagal nustatytus vertinimo
kriterijus. Pradinés duomeny analizés etape tiriamiesiems, turintiems INN,
nustatyti KSP lyginami su vietin¢je kontrolin¢je grup¢je nustatytais KSP bei
tarptautinéje duomeny bazéje DGV (Database of Genomic Variants)esanciais
KSP. Taigi, Siame etape jvertinamas polimorfizmy ar sekos varianty daznumas
genetinéje srityje, kurioje nustatytas pokytis, ir atmetami Zinomi sekos
variantai, tuo pat metu jvertinamas genetinis kontekstas. Galimai kliniSkai
reikSmingiems pokyciams priskiriami tie, kurie nebiidingi sveikyjy populiacijai,
t. y. néra polimorfiniai KSP. Tokiu atveju tikétina, kad pokytis, neaptinkamas
sveikyjy asmeny genome, gali buti kliniSkai reik§mingas. Nepolimorfiniai
genomo pokyciai analizuojami DECIPHER duomeny bazéje (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources)
siekiant palyginti klinikg bei delecijos/duplikacijos dydj su aprasytais zinomais
mikrodeleciniais/mikroduplikaciniais sindromais.

Analizés iSvada: nustatytas pokytis priskiriamas vienai i§ patogeniskumo

kategorijy:

Nepatogeniniai pokyciai,

galimai nepatogeniniai poky¢iai,

galimai patogeniniai poky¢iai,

patogeniniai pokyciai.

Nepatogeniniams genomo pokyCiams priskiriami genomo pokyciai,
kuriuose néra svarbig biologing funkcijg atliekanc¢iy geny ir kuriuose gausu
polimorfiniy sekos varianty. Galimai patogeniniams ir patogeniniams
poky¢iams priskiriami genomo pokyc¢iai, kuriy dydis ne mazesnis nei 20 kb,

pokytj apimancioje srityje arba greta yra reik§mingy INN etiopatogenezei geny,
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néra zinomy apraSyty sekos varianty (polimorfizmy) toje srityje. Kiekvienas 1§
ju lyginamas su Lietuvos populiacijos kontrolinés grupés konkrecios genetinés
srities molekulinio kariotipavimo rezultatais siekiant juos jvertinti lietuviy

genomo ypatumy kontekste.

Galimai patogeniniy pokyciy patvirtinimas.
Galimai  patogeniniai nesubalansuoti genomo pokyciai tvirtinami
molekuliniais metodais — PGR arba FISH, nustatoma pokyc¢io kilmé — de novo

ar paveldeta.

Kiekvienu atveju analizuojama galimai patogeninio pakitimo genetinéje
srityje esanCiy geny funkcija ir jtaka CNS raidai ir funkcijai bei INN

patogenezei.

3.3.4 Statistiné analizé

Statistiné analizé atlikta naudojant IBM SPSS Statistics 20 programinj
paketa. Tiriamyjy , turin¢iy INN, KSP palyginti su kontrolinés grupés asmeny
kopijy skaiciaus pokyciais naudojant Xz kriterijy. Esant maZam stebéjimy
skai¢iui vietoje y? kriterijaus taikytas Fiserio kriterijus. Hipotezéms tikrinti ir
sgsajy statistiniam patikimumui nustatyti pasirinktas p<0,05 reikSmingumo

lygmuo.
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IV. TYRIMU REZULTATAI

Sio tyrimo tikslas — nustatyti genetines sritis ir jose esan¢ius stiprius genus
kandidatus, kuriy dozés pokytis lemia nervy sistemos raidos ir funkcijos
sutrikimus. Rezultatai pateikti Sio skyriaus atskirose dalyse, atitinkanciose
iSkeltus darbo uzdavinius. Pirmiausia apibiidinti placiai Zmogaus genome
paplite  KSP. Remiantis kontrolinés ir tiriamyjy, turinéiy INN, grupiy
molekulinio kariotipavimo rezultatais, iSskirti reti KSP ir aptarti konkreciy
KSP pagrindiniai patogeniSkumo kriterijai. ApraSyti kliniSkai reikSmingi ir
galimai kliniskai reikSmingi KSP, nauji genai kandidatai, kuriy raiSkos pokytis

gali lemti INN.
4.1. BENDROJE POPULIACIJOJE PAPLITUSIU KSP APIBUDINIMAS

Tirtoje kontrolingje grupéje (N=150) nustatyti 32 463 KSP. Dauguma jy
(99,8 %) yra dazni, kliniskai nereikSmingi. Dazniausi KSP, biidingi >75 %
individy, yra iki 100 kb dydzio, apimantys ne daugiau kaip 10 geny. Tarp
dazny <100 kb dydzio KSP daZnesnés yra delecijos (4.1 pav.).

Siekiant nustatyti, kurie Zzmogaus genomo regionai link¢ varijuoti ir néra
jautris geny dozeés pokyciui, kontrolingje grupéje nustatyti KSP suskirstyti |
regionus. Remiantis KSP persidengimu, nustatyti 1072 KSP regionai (KSPR),
kurie uzima apie 165,8 Mb, t. y. sudaro 5,1 % zmogaus genomo (KSPR regiony
skaiCius 12-0je ir 19-oje chromosomose nevertintas, dél ypac¢ didelés KSP

jvairovés su zemu LogR (<0,5 arba >-0,5)).
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Santykinis daZnis populiacijoje
4.1 paveikslas. KSP dydis, geny skaiCius ir santykinis daZnis tirtoje
kontrolingje grupéje. Delecijy ir duplikacijy paplitimas Zzmogaus genome
priklauso nuo pokyc¢io dydzio ir geny skai€iaus. Populiacijoje dazniausi KSP,
budingi >0,75 individy, yra <100 kb, apimantys iki 10 geny. Populiacijoje
retesniems KSP biidingas didesnis dydzio ir geny skai¢iaus varijavimas.

KSPR dydis varijuoja nuo 20 kb iki 5,2 Mb (mediana 65 kb). Pagal dydj
visi KSPR suskirstyti j grupes: 20—50 kb dydzio, 51-100 kb, 101-250 kb, 251—
500 kb, >500 kb. 4.2 paveiksle pateiktas KSPR daznis, priklausantis nuo
regiono dydzio. Smulkiis 20-50 kb dydzio KSPR yra dazniausi ir sudaro
41,3 % visy KSPR, tafiau uzima maziausig zmogaus genomo dalj (14,1 Mb).
KSPR dydziui didé¢jant, jy daznis mazéja. KSPR, kuriuose aptinkamos
delecijos, yra 1,4 kartus daZznesni nei KSPR, kuriuose nustatomos duplikacijos.

47,4 % (508/1072) KSPR budingos tik delecijos, 27,3 % (293/1072) — tik
duplikacijos, 25,3 % (272/1072) — delecijos ir duplikacijos.
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4.2 paveikslas. KSPR dydzio skirstiniai. KSPR dydziui didéjant, jy daznis
maze¢ja.

Vertinant KSPR pasiskirstymg tarp autosomy, pastebima, kad KSPR
skaiCius chromosomose tiesiogiai koreliuoja su chromosomos dydziu (4.3
pav.), taCiau didZiausias bendras KSPR regiony ilgis yra 9-0je chromosomoje
(4.4 pav.). Remiantis KSPR pasiskirstymu tarp autosomy, nustatyta, kad 9-a ir
16-a chromosomos yra variabiliausios (4.5 pav.). Manoma, kad tai yra susij¢ su
dideliu heterochromatino kiekiu 9-oje ir 16-0je chromosomose bei segmentiniy
duplikacijy, kurios lemia didesniy KSP formavimagsi, daznumu Siose

chromosomaose.
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4.3 paveikslas. KSPR skaicius autosomose.
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4.4 paveikslas. Bendras KSPR ilgis autosomose.
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4.5 paveikslas. Santykis tarp variabiliy ir stabiliy regiony skirtingose
autosomose.
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Dauguma nustatyty KSPR (84,9 %, 910/1072) yra daZni, tod¢l nekyla
abejoniy dél to, kad jie néra kliniSkai reikSmingi. Sveiky asmeny populiacijoje
dazni KSPR paprastai yra kliniSkai nereikSmingi struktliriniai genomo
variantai.

Darbo metu tiriamoje kontrolingje grupéje 92,7 % nustatyty KSPR
(995/1072) sutampa su kliniskai nereikSmingais polimorfiniais variantais,
skelbiamais tarptautinéje duomeny bazéje Database of Genomic Variants

(http://projects.tcag.ca/variation/).  Analizuojant ~ zinomus  chromosomy

struktiros variantus (t. y. KSPR, kurie bent % dalimi sutampa su ankstesniy
tyrimy metu nustatytais KSP), nustatyta, kad delecijos yra daznesnés nei
duplikacijos nepriklausomai nuo regiono dydzio. PrieSingai, duplikacijos yra
daznesnés nei delecijos zinomy, bet Lietuvos populiacijoje rety KSPR grupéje,
kai KSPR dydis yra >250 kb. Idomu tai, kad tarp dazny KSPR nustatyti 4
specifiniai Lietuvos populiacijai KSP regionai: 4921.21, 14924.1, 8924.21 ir
7p21.3.

8,5 % (85/995) zinomy genomo varianty yra reti tirtoje kontrolingje
Lietuvos populiacijoje. Taip pat tirtoje kontrolinéje grupéje nustatyti 67 nauji
(tarptautinése duomeny bazése ir literatiiroje neskelbti) reti KSPR.

Sio tyrimo metu gauti duomenys apie Lietuvos populiacijai budingy KSPR
jvairove bei daznj papildé misy Zinias apie Lietuvos populiacijos genomo
struktiirg (4.6 pav.). Tyrimo rezultatai yra naudingi vertinant Zzmogaus genomo
varijavimg ir sgsajg su ligomis. Kontrolingje grupéje nustatyti KSPR ne tik
reikSmingi S$io tyrimo metu nustatyty chromosomy struktiiros pokyciy
tiriamyjy, turin¢iy INN, patogeniSkumo vertinimui, bet bus pritaikyti ir kitiems
diagnostiniams VLGH tyrimams — nustatytiems KSP interpretuoti, mikrolusty

dizainui kurti.
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42. KSP PALYGINIMAS TIRIAMUJU, TURINCIU INN, IR
KONTROLINEJE GRUPESE

vLGH metodu, naudojant 400 K mikrolusta, iStirti 225 asmeny genomai
(75 tiriamieji, turintys INN, ir jy tévai — 150 asmeny su normaliu IQ). Nustatyti
48437 didesni nei 20 kb KSP (delecijos (N=25524; 52,7 %), duplikacijos
(N=22913; 47,3 %)). Pagal ilgj KSP suskirstyti j intervalus: 20-50 kb, 51-100
kb, 101-200 kb, 201-500 kb, 501 kb-1 Mb, 1,0-3 Mb, >3 Mhb.
Chromosominiy poky¢iy dazniy skirstiniai statistiSkai reikSmingai skiriasi
tirlamyjy, turinciy INN (p=4,42E-46), ir kontrolingje (p=8,67E-69) grupése.
4.7 paveiksle pateiktas asmeny, turinéiy INN (atvejy), ir kontrolinéje grupése

nustatyty delecijy ir duplikacijy santykiniai dazniai, priklausantys nuo KSP

dydzio.
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4.7 paveikslas. Santykiniai delecijy ir duplikacijy dazniy skirstiniai
tiriamyjy, turinciy INN, ir kontroléje grupése.

52



Akivaizdu, kad didzigja dalj (~2/3) KSP sudaro <100 kb delecijos ir
duplikacijos, 1§ kuriy daZznesnés yra delecijos. PanaSy KSP pasiskirstymag
iliustruoja ir anksc¢iau atlikty populiaciniy KSP studijy rezultatai (Kato et al.,
2010; Redon et al., 2010).

Statistiskai reikSmingy skirtumy, lyginant kontrolinés grupés ir asmeny,
turin¢iy INN, KSP, nenustatyta. Vidutinis KSP (>20 kb) skaicius asmeny,
turin¢iy INN, ir kontrolingje grupéje yra panasus, atitinkamai — 217/asmeniui ir
216/asmeniui (p=0,375, CI=95 %). Delecijy ir duplikacijy daznumas varijuoja
priklausomai nuo dydzio. Delecijos yra daznesnés (p=0,016, CI=95 %) nei
duplikacijos kontrolin¢je ir tiriamyjy, turiniy INN, grupése, atitinkamai
sudaro 53,1 % ir 51,9 % visy KSP, ta¢iau didesn¢ Zzmogaus genomo dalj sudaro
duplikacijos. VidutiniSkai duplikacijos uzima 15201 + 5131 kb ir 14248 +
2919 kb atitinkamai atvejy ir kontrolingje grupéje, o delecijos — 13273 + 4088
kb ir 13481 + 4408 kb. Tai paaiskinama tuo, kad duplikacijos dydzio
charakteristikos — vidutinis dydis ir mediana — yra didesnés nei delecijos.
Asmeny, turin¢iy INN, grupéje vidutinis duplikacijos vs delecijos dydis —
146,8 vs 119,3 kb, mediana — 72,5 vs 52,1 kb. Kontrolinéje grupéje vidutinis
duplikacijos vs delecijos dydis — 141,9 vs 117,3 kb, mediana — 71,8 vs 57,1 kb.

Vidutinis delecijy ir duplikacijy dydis ir geny skaicius yra panasus ( 4.1
lentelé), taciau delecijy ir duplikacijy uzimama genomo dalis labiau varijuoja
tirlamyjy, turiniy INN, grupéje nei kontroléje grupéje (4.8 paveikslas).
Tiriamyjy, turin¢iy INN, genome delecijos uzima 0,31-0,50 % (10-16 Mb),
duplikacijos — 0,39-0,53 % (12,5-17 Mb) Zzmogaus genomo. Kontrolinés
grupés asmeny genome bendras delecijy ilgis sudaro 0,31-0,46 % (11-15 Mb),
duplikacijy — 0,37-0,51 % (12-16,5 Mb) Zzmogaus genomo.
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4.8 paveikslas. A. Bendras delecijy ilgio varijavimas tiriamyjy, turinciy
INN, ir kontrolinés grupés asmeny genomuose. B. Bendras duplikacijy ilgio
varijavimas tiriamyjy, turin¢iy INN, ir kontrolinés grupés asmeny genomuose.
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4.9 paveikslas. Rety ir dazny KSP pasiskirstymas pagal dydj.
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4.1 lentelé. Delecijy ir duplikacijy palyginimas tiriamyjy, turinciy INN, ir

kontrolinéje grupése.

Visi KSP Reti KSP
p- p-

Pacientas | Kontrolé | reikSmé | Pacientas | Kontrolé | reik§mé
Vidutinis delecijos
dydis, kb 119 117 0.14 2001 110 0.08
Vidutinis duplikacijos
dydis, kb 147 141 0.75 2203 267 0.017
Vidutinis geny, kuriy
dozé sumazgjo,
skaiCius 3,94 4,09 0.19 34,56 1,92 0.05
Vidutinis geny, kuriy
dozé padidéjo, skaiius 2,95 2,98 0.74 40,10 5,89 0.012

Pagal KSP persidengimg su tarptautinése duomeny bazése esanciomis
kliniSkai nereik§mingomis delecijomis ar duplikacijomis bei daznj tiriamoje
populiacijoje nustatyti poky¢iai suskirstyti i dvi grupes: daznus (48330) ir retus
(107). Retiems KSP priskirti poky¢iai, kuriy néra duomeny bazése ir kuriy
daznis tiriamoje populiacijoje <1 %. Kiekvienas asmuo — tiek sveikas, tiek
sergantis — turi Simtus KSP, kuriy dauguma yra dazni ir kliniskai nereik§mingi,
todel dazni KSP pagal pokyt], dyd; bei geny skaiiy nesiskiria serganciyjy ir
sveiky asmeny grupése. Siuo atveju tiriamoje asmeny, turindiy INN, grupéje
dazni KSP sudaro 99,7 %, o kontrolinégje — 99,8 %. Rety ir dazny
delecijy/duplikacijy santykiniai dazniai pagal dydj pavaizduoti 4.9 paveiksle.
Reti ir dazni KSP statistiskai reikSmingai skiriasi pagal dydj (p=0.009 , CI=95
%).

Labiausiai tikétina, kad reti KSP gali turéti jtakos tiriamojo fenotipui.
Lyginant tiriamyjy, turin¢iy INN, retuosius KSP su kontrolinés grupés retaisiais
KSP, nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai (p=0.002, CI=95 %) (detaliau
4.3 poskyryje).
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4.3. RETI KSP

400 K mikrolustu tirtoje asmeny, turin¢iy INN, grupéje (N=75) nustatyti
48 reti KSP, kuriy ilgis jvairuoja nuo 27 kb iki 18,418 Mb. Vidutinis
chromosominio poky¢io dydis — 2,089 Mb, mediana — 192 kb. I$ 48-iy rety
kopijy skaiCiaus poky€iy 27 yra delecijos, 21 — duplikacija. Delecijy ilgis
jvairuoja nuo 27 kb iki 13,947 Mb (mediana — 198 kb), duplikacijy — nuo 63 kb
iki 18,418 Mb (mediana — 158 kb). Rety delecijy ir duplikacijy pasiskirstymas
pagal dydj pateiktas stulpeline diagrama (zr. 4.10 paveiksla). Vidutinis
delecijos ir duplikacijos ilgis yra panasus — atitinkamai 2,001 Mb ir 2,203 Mb
(p=0,863).
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4.10 paveikslas. Rety KSP dazniy skirstiniai pagal dydj. SkaiCius vir§
stulpeliy rodo, kokia dalis rety KSP priskirta patogeniniams pokyc¢iams.

Kontrolinéje grup¢je (N=150) nustatyti 59 reti KSP. Rety
chromosominiy pokyc¢iy dydis jvairuoja nuo 36 kb iki 1,4 Mb. Vidutinis
chromosominio poky¢io dydis — 203 kb, mediana — 124 kb. I§ 59-iy rety kopijy
skaiCiaus pokyciy 24 yra delecijos, 35 — duplikacijos. Delecijy ilgis jvairuoja
nuo 36 kb iki 276 kb (mediana — 88 kb), duplikacijy — nuo 37 kb iki 1,372 Mb

(mediana — 154 kb). Vidutinis delecijos ir duplikacijos ilgis statistiskai
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reikSmingai skiriasi: vidutinis delecijos ilgis — 110 kb, duplikacijy — 267 kb
(p=0,003).

Vidutinis rety KSP ilgis tiriamyjy, turin¢iy INN, ir kontrolinéje grupése
(atitinkamai 2,089 Mb ir 203 kb) statistiSkai reikSmingai skiriasi (p=0,002,
CI=95 %). Taip pat statistiSkai reikSmingai skiriasi ir geny, kuriy doz¢ pakinta
dél KSP, skaicius (p=0,01, CI=95 %). Tiriamyjy, turin¢iy INN, grupéje KSP
vidutini$kai apima 37 genus, 0 kontrolinéje grupéje retas KSP vidutiniSkai
apima 4 genus.

Palyginus vidutinj rety KSP ilgj, atsizvelgiant j pokycio tipg asmeny,
turin¢iy INN, ir kontrolingje grupése, nustatyta, kad vidutinis duplikacijy ilgis
tiriamyjy, turinciy INN, ir kontrolingje grupése statistiSkai reikSmingai
nesiskiria (p=0,071, CI=95 %), o vidutinis delecijy ilgis statistiSkai reikSmingai
skiriasi (p=0,008, C1=95 %). Tai patvirtina kity autoriy iSkelta hipotezg, kad
retos delecijos yra dazniau patogeninés nei duplikacijos. Retos duplikacijos
dazZniau biina kliniskai nereik§mingos.

Tiriamyjy, turinéiy INN, grupéje (N=100), kuri buvo tirta naudojant 105
K mikrolustg, nustatyti 36 reti, sveikyjy populiacijai nebiidingi KSP — 16
delecijy ir 20 duplikacijy. Vidutinis chromosominio poky¢io dydis — 923 kb,
mediana — 438 kb. Delecijy ilgis jvairuoja nuo 335 kb iki 3,913 Mb (mediana —
1210 kb), duplikacijy — nuo 99 kb iki 17,519 Mb (mediana — 332 kb).

84 reti tiriamyjy, turin¢iy INN, grupéje nustatyti reti KSP buvo
tvirtinami, kitu metodu, ir nustatoma pokycio kilmé. Nustatyti 28 de novo (16
delecijos ir 12 duplikacijos) ir 56 paveldeti (16 delecijy ir 40 duplikacijy)
chromosomy struktiiros poky¢iai.

Remiantis pagrindiniais KSP patogeniskumo vertinimo kriterijais —
pokycio tipu, dydziu, kilme, | pokyti patenkanciy (kai kuriais atvejais ir Salia
esan¢iy dozei jautriy) geny funkcijos ir raiSkos literatirine analize bei
segregacijos analize (paveldéty rety KSP atveju), 30/84 rety pacienty grupé¢je
nustatyty KSP priskirti patogeniniams chromosomy struktiiros poky¢iams ( 4.2
lentel¢), 4 — neaiSkios klinikinés reikSmés pokyCiams, 50 — retiems

polimorfiniams variantams.

57



4.2 lentelé. Patogeniniai KSP.

Stipriausi genai

Tiriamojo Dydis . ] vLGH
kodas VLGH rezultatas, hg18 Mb kandidatai/ lustas
pastaba
LT-11-1  arr 22q13.31¢13.3(45,834,903-49,529,400)x1 dn 3.8  SHANK3 400K
TBX, COMT,
LT-43-1  arr 22q11.2(117,018,751-19,795,282)x1 dn 28 oRoDHL 400K
LT-69-1  arr 15q11.2013.1(22,293,861-26,890,764)x1 dn 4.6  UBE3A 400K
LIT-20-1  arr 16p11.2(29,563,985-30,106,254)x1 mat 06  MAPRSTBXE 05K
LIT-156-1 arr 16p11.2(29,563,985-30,106,254)x1 dn 0.6 xﬁsz, TBX6 105K
LIT-30-1  arr 5p14.3p14.1(23,025,478-26,938,536)x1 dn 3.9  CTNND2 105K
LIT-227-1 arr 2937.3(239,525,614-242,717,216)x1 dn 3.2  HDAC4 105K
LIT-19-1  arr 16p13.3(2,589,524-3,911,387)x3 dn 1.3  CREBBP 105K
LIT-138-1 arr 2q24.2924.3(162,118,995- 164,461,141)x1 dn 2.3 SK'E:C,\I“:%O* 105K
LIT-117-1 arr 4q21.22(83,373,844-84,097.897)x1 dn 07 Deee 105K
LIT-216-1 arr 5q14.3(86,456,211-89,104,733)x1 dn 27  MEF2C 105K
LIT-123-1 arr 7q35036.1(146,392,196-149,441,454)x1 dn 31  CNTNAP2 105K
LIT-150-1 arr 7p22.1(5,337,072-6,316,915)x3 dn 10  ACTB 105K
LIT-147-1 arr 2p22.1p16.1.(40,059,584-57,546,352)x3 dn 175 Daug geny 105K
LIT-136-1 arr 2p16.1p14.1(58,656,378- 68,790,747)x3 dn 10.2  CRIPla, OTX1 105K
LIT-25-1  arr 4928.3(137,417,138-138,947,393)x1 mat 15  PCDH18 105K
LT-34-1  arr 2q34(212,505,294-213,463,152)x1 dn 1.0  Erbb4 400K
LT-70-1  arr 16q22.3 (70,919,282-71,645,680)x1 dn 07  ZFHX3 400K
LIT-54-1  arr 5q35.3 (176,728,738-176,992,730)x3. dn 03  NSD1 105 K
ARIDIA,
LT-49-1  arr 1p36.11(26,714,062-27,728,654)x1 dn 1.0  PIGV,GPR3, 400K
FCN3
LT-68-1  12924.21924.33(113,931,344-132,349,534)x3dn 184 transiokacija 400K
LT-59-1  15426.1926.3(90,515,060-100,338,915)x3 dn 9.9 translokacija 400K
LT-63-1  arr 11023.3q25(120.505.418-134.452.384)x1 dn ~ 13.9  \esubalansuota .0,
translokacija
LT-67-1  arr 11p15.5p145.4(0- 3,357,154)x3 dn 34 translokacija 400K
LT-36-1  arr 21022.2022.3(39,774,417-41,817,957)x3 20  TRPM2,
21022.3(41,817,957-46,944,323)x1 dn 50  TSPEAR, 400K
PCNT, DIP2A ir
$100
LT-38-1  arr 15q22.21024.1(62,383,648-71,456,752)x3dn 9.0  Daug geny 400K

Dauguma (29/30) kliniskai reik§mingy KSP yra didesni nei 500 kb. Tai
patvirtina iskelta hipoteze, kad patogeniniai KSP yra didesni nei 500 kb.
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Patogeniniai chromosomuy struktiiros poky¢iai — Zinomi sindromai

7 1§ 84 rety KSP sutampa su Zinomy mikrodeleciniy/mikroduplikaciniy
sindromy — Angelman (OMIM #176270/105830), DiGeorge (OMIM#188400),
Phelan-McDermid (OMIM#606232), Jakobsen (OMIM#147791), 2937

monosomijos ir 16pll1.2 delecijos — kritinémis sritimis. Remiantis KSP
sutapimu su kritinémis zZinomy mikrodeleciniy sindromy sritimis ir tipiniu
atitinkamam sindromui klinikiniu pasireiSkimu bei poky¢iy de novo kilme,
del15q11.2, del22g11.2, del22913.31, dell1g23.3qter, del2g37.2qter,
del16p11.2 interpretuojami kaip patogeniniai, lemiantys zinomus sindromus.

Dauguma Zinomy sindromy lemia delecijos/duplikacijos, kurios susidaro
del NAHR tarp LCRs, todé¢l nesubalansuoti chromosomy struktiiros pokyciai,
nustatomi tiriamiesiems, kuriems jtariamas Angelman, DiGeorge ar 16p11.2
monosomijos sindromas, yra panasaus dydzio. Nezymis skirtumai gali bati tik
del skirtingos mikrolusto skiriamosios gebos.

Analizuojant klinikinius pozymius ir chromosominius pokyc¢ius, nustatytus
tirlamuosiems su Phelan-McDermid, Jakobsen, 2937 monosomijos sindromu,
pastebima, kad Siuos Zzinomus sindromus lemia skirtingo dydzio delecijos ar
netgi skirtingi chromosominiy persitvarkymy tipai. Pavyzdziui, Phelan-
McDermid sindromg lemia 100 kb-9 Mb dydzio delecijos, ziedinés

chromosomos ar translokacijos (Dhar et al., 2010).

LT-69-1, arr[hg18] 15q11.2913.1(22,293,861-26,890,764)x1 dn

VLGH (400K) metodu tiriant 11 mén. berniuko DNR dél véluojancios
psichomotorinés raidos, mikrocefalijos bei dismorfiniy veido bruozy, 15-0S
chromosomos ilgajame petyje, 15q11.2 srityje (zr. priede A paveiksla)
nustatyta intersticiné 4,6 Mb dydzio delecija, lemianti kliniskai atpazjstamag
PraderWilli/Angelman mikrodelecinj sindromg. Ankstyva Angelman sindromo
diagnoze patvirtino SLZA tyrimo rezultatas. Kadangi Angelman sindromo
diagnostikai ypa¢ svarbiis klinikiniai pozymiai — kalbinés raidos atsilikimas,

marionetés eisena, ataksija, elgesio ypatumai (nemotyvuotas juokas,
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hiperaktyvumas) — isrySkéja vélesniame amziuje, toks ankstyvas diagnozés
iSaiSkinimas padéjo iSvengti papildomy tyrimy ir anksti buvo pateiktos
rekomendacijos vaiko gydymui, ugdymui, gydytojy-specialisty sekimui ir

prognozé Seimai.

LT-43-1 arr[hgl8] 22911.21(17,018,751-19,795,282)x1 dn

VLGH (400K) metodu nustatyta de novo 2,7 Mb dydzio intersticiné
22011.21 srities delecija(zr. priede B paveikslg), apimanti kriting DiGeorge
sindromui sritj. 22q11.2 srities delecija, lemianti DiGeorge sindromg, yra viena
dazniausiy chromosominiy ligy, jos daznis populiacijoje yra apie 1/4000
naujagimiy. Tokj didelj paplitimg lemia aplink kriting sindromui sritj esantys
LCRs, tarp kuriy vyksta NAHR.

22011.2 delecija paprastai lemia Sirdies ydas, imuninés sistemos
nepakankamuma, elgesio sutrikimus, dismorfinius veido pozymius. I$ visy 28
kritinéje DiGeorge sindromui srityje esanCiy geny stipriausias genas
kandidatas yra TBX1. TBX1 koduoja transkripcijos veiksnj, kuris reguliuoja
vystymosi procesus. Sio geno funkcijos yra geriausiai i§tyrinétos pelése. Thx1l
haplonepakankamumas pelése dazniausiai lemia kraujagysliy defektus.
Homozigotinés Tbx1 delecijos pelése lemia kitus DiGeorge sindromui
specifinius poZymius: skydliaukés sutrikimus, Sirdies anomalijas ir kai kuriuos
kaukolés bei skeleto defektus. Su elgesio sutrikimais yra siejami kiti DiGeorge
sindromo Kkritinéje srityje esantys genai — COMT, PRODH (Paylor, 2001).
Taskinés PRODH geno mutacijos yra siejamos su Sizofrenija (Willis et al.,
2008). Tyrimuose su pelémis nustatyta, kad Dgcr8 haplonepakankamumas
lemia miRNR biogenezés sutrikima, kuris siejamas su elgesio sutrikimu (Stark

et al., 2008). miRNR paprastai dalyvauja geny raiskos reguliavime.

LT-11-1, arr[hg18] 220913.31913.3(45834903-49529400)x1 dn

VLGH (400K) metodu tiriant 2 m. berniuko DNR dél psichomotorinés ir
kalbinés raidos atsilikimo bei elgesio problemy, nustatyta de novo 3,8 Mb
dydzio terminaliné 22ql3.31qter srities delecija (zr. priede C paveiksla).

Terminalinés 22-os chromosomos delecijos yra antrasis pagal daznumag
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subtelomerinis nesubalansuotumas po 1p36 delecijos. 22913.3 delecijos
sindromg, dar zinoma kaip Phelan-McDermid sindromg, lemia jvairaus dydzio
delecijos 22-os chromosomos ilgojo peties terminalinéje dalyje. Iki Siol
literatiiroje apraSyta daugiau nei 100 Phelan-McDermid sindromo, kurj
lemianciy delecijy dydziai varijuoja nuo 100 kb iki 9 Mb, atvejy (Dhar et al.,
2010). Ankstyvame amziuje Phelan-McDermid sindromo diferenciné
diagnostika yra sudétinga, nes specifiniai klinikiniai pozymiai iSryskéja véliau.
Phelan-McDermid sindromas dazniausiai diferencijuojamas su sutrikimais,
kuriems biidinga hipotonija naujagimystéje, raidos atsilikimas, ypac¢ kalbos
raidos atsilikimas, autistinis elgesys, pvz., Prader-Willi/Angelman sindromais,
autizmo spektro sutrikimais, cerebriniu paralyziumi, velokardiofacialiniu,
Williams, trichorinofalanginiu, Smith-Magenis, Sotos ir kt. sindromais (Phelan,
2008).

Kritinis genas, kurio haplonepakankamumas lemia neurologinius Phelan-
McDermid sindromui budingus simptomus, yra SHANK3. Ta patvirtina
struktiiriniai SHANK3 geno persitvarkymai, nustatyti asmenims su panasia j
Phelan-McDermid sindromo klinika, bei SHANK3 funkciniai tyrimai.
Berniukui su tipine Phelan-McDermid sindromui klinika buvo nustatyta de
novo reciprokiné subalansuota translokacija — 1(12;22)(q24.1;913.3),
nutraukianti SHANK3 geno seka ties 21-u egzonu (Bonaglia et al., 2001). Be
to, yra aprasytos dalies SHANK3 geno delecijos asmenims su vidutine INN,
kalbos raidos sutrikimu ir autizmo pozymiais (Durand et al., 2007). SHANK3
geno svarbig biologine funkcija jrodo S$io geno raiSkos tyrimai pelése
(Roussignol et al., 2005). Didziausia Shank3 raiSka vyksta smegeny zievéje,
smegenélése ir hipokampe. Genas koduoja baltyma, svarby jaudinanciy
neurony  postsinapsinio  tankio  stabilumui. Todél  Shank3  geno
haplonepakankamumas, esant 22ql3 delecijai, gali susilpninti dendritiniy
ataugy formavimasi ir netgi lemti sinapsiy degradacija, o tai pasireiSkia

kognityviniy ir motoriniy funkeijy sutrikimu.
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LT-63-1 arr[hg18] 11923.3925(120,505,418-134,452,384)x1

vLGH (400K) metodu nustatyta 13,9 Mb dydzio subtelomerin¢ 11-0S
chromosomos ilgojo peties delecija (del11g23.3qter) (Zr. priede D paveikslg)
berniukui su stebimu raidos atsilikimu, trombocitopenija, kurtumu ir
dismorfiniais pozymiais, tokiais kaip makrocefalija, trumpas kaklas,
hipertelorizmas, Zvairumas, epikantas, jstrizi zemyn voky plySiai, plati nosies
nugarélé, V-formos Iapos, plona virSutiné liipa, zemai prisitvirtinusios
deformuotos ausys, retrognatija, brachidaktilija, trumpa stora péda, II ir III
kojos pirs$to odos sindaktilija, kapSelio deformacija. Nustatyta delecija lemia
zinomg Jacobsen sindroma.

Delecijai patvirtinti ir jos kilmei nustatyti pasirinktas FISH metodas
patikslino vLGH tyrimo rezultatus. Atlikus FISH tyrimg tévams, nustatyta, kad
motina yra subalansuotos translokacijos tarp 11923.3ter ir 13-0s chromosomos
satelity neSiotoja. Taigi, terminaling 11q23qter delecijga lémé iS motinos
paveldéta translokuota 11-a chromosoma. Gauti tyrimy rezultatai leido
patikslinti Seimos prognoze palikuonims. De novo delecijos atveju
pasikartojimo Seimoje rizika buty bendrapopuliaciné (iki 1 %), o Siuo atveju
tikimybé paveldéti pakitusia 11-3 chromosomg su ilgojo peties delecija yra

apie 25 %.

LIT-227-1 arr[hg18] 2q37.3 (239,525,614-242,717,216)x1 dn

vLGH (105K) metodu nustatyta 3,0 Mb dydZio subtelomerin¢ 2-0S
chromosomos ilgojo peties delecija (del2g37.3-qter) (zr. priede E paveiksla)
mergaitei su psichomotorinés raidos atsilikimu, epilepsija, stereotipiniais
judesiais, hipotelorizmu, siaura virSutine ltpa, hipertrichoze nugaros srityje ir
pirSty anomalijomis. Nustatyta delecija lemia zinomg Brachydactyly mental
retardation sindromg (OMIM#600430), kuriam biidingi nespecifiniai
pozymiai: INN, raidos atsilikimas, elgesio problemos, miego sutrikimas,
nutukimas, kaukolés-veido ir kaulinés sistemos anomalijos, bendri Smith-

Magenis (OMIM#182290), Prader-Willi (OMIM#176270), Angelman
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(MIM#105830) ir  fragile-X (OMIM#300624) sindromams. Dazniausi
Klinikiniai simptomai yra elgesio problemos ir galiiniy anomalijos, kity
fenotipiniy pozymiy pasireiSkimas priklauso nuo delecijos dydZzio ir kity KSP
genome.

Visai neseniai, tiriant pacientus, kuriems jtariamas Smith-Magenis
sindromas, buvo nustatyta kritiné 200 kb dydzio sritis (2937.3), apimanti
HDAC4 geng, kurio haplonepakankamumas lemia INN, brachidaktilijg ir
dismorfinius pozymius: apvaly veida, gilias akis, plong virSuting lipa
(Williams et al., 2010). HDAC4 koduoja histono deacetilaze, kuri reguliuoja
genus, svarbius skeleto, raumeny, CNS ir Sirdies vystymuisi. HDAC4, kaip
geng kandidata, kurio haplonepakankamumas lemia INN ir galiiniy anomalijas,
patvirtina $io geno de novo mutacijos, nustatytos asmenims su kognityviniy
funkcijy sutrikimu ir brachidaktilija. Vidugeniné HDAC4 delecija, galimai
sutrikdanti normaly sukirpima, ir vidugeniné HDAC4 insercija, lemianti
rémelio poslinkio mutacijag — stop kodono susidarymg. Homozigotinés Hdac4
geno mutacijos lemia sunkias kaulinés sistemos anomalijas. Williams et al.
(2010) atliktas HDAC4 raiskos tyrimas asmeny, turin¢iy HDAC4 delecijg arba
mutacija Siame gene, kraujyje parodé, kad HDAC4 haplonepakankamumas

lemia sumazéjusig RAII raiska, buidinga Smith-Magenis sindromui.

LIT-29-1 arr[hg18] 16p11.2 (29,563,985-30,106,254)x1 mat
LIT-216-1 arr[hg18] 16p11.2 (29,563,985-30,106,254)x1 dn

Intersticinés 16p11.2 srities delecijos (priede F paveikslas) yra vienos
daZniausiy pasikartojan¢iy KSP, kuriy klinikinés pasekmeés labai varijuoja.
Issami de novo ir paveldétos delecijy analizé aprasSyta Ciuladaite et al. (2011)

straipsnyje.

LIT-19-1 arr[hg18] 16p13.3 (2,589,524-3,911,387)x3 dn

Mergaitei su lengva INN, grubiais veido bruozais bei galiiniy (pirsty)
anomalijomis VLGH (105K) metodu nustatyta de novo 1,3 Mb dydzio
intersticiné 16p13.3 srities duplikacija, apimanti kriting Rubinstein-Taybi
sindromui (OMIM#180849) sritj (zr. priede G paveikslg). 16p13.3 duplikacija
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lemia atpazjstamg sindromg, kuriam biidinga jvairaus laipsnio INN, kalbos
sutrikimas, normalus augimas, grubiis veido bruozai: siauros akys, ptozé, ilgas
filtras, Zemai prisitvirtinusios ausys, bei galliniy anomalijos. Literatliroje
aprasyty bei DECIPHER duomeny bazése paskelbty 16p13.3 duplikacijy dydis
varijuoja nuo 240 kb iki 12 Mb, dauguma jy yra terminalinés. Demeer et al.
(2013) apraSytas maziausios (240 kb) intersticinés 16p13.3 duplikacijos atvejis
(arrl6p13.3(3,714,913-3,945,522)x3dn, hgl8) susiaurino kriting  Siam
sindromui sritj iki 230 kb dydzio. Kritiné sritis, apimanti vienintelj gena
CREBBP, patvirtina anksciau iskelta hipotezg, kad CREBBP genas yra dozei
jautrus. CREBBP haplonepakankamumas, lemiantis Rubinstein-Taybi
sindroma, paZeidzia tas pacias organy sistemas kaip ir per didelé Sio geno
raiSka. CREBBP koduoja histony aciltransferaze, atliekancig transkripcijos
aktyvatoriaus funkcijag. CREBBP reikSme¢ kaulinés sistemos vystymuisi jrodo
eksperimentai su pelémis. Pelése, neturinCiose normalaus Crbbp alelio (Tanaka
et al., 2007), ir pelése, viename i$§ dviejy Crbbp aleliy turin¢iose mutacija, kuri
lemia sutrumpéjusio baltymo sintezg (Oike et al., 1999), buvo stebimos skeleto
anomalijos. Tai jrodo, kad CREBBP yra dozei jautrus, pasikeites Sio geno
produkto kiekis sutrikdo Kkaulinés sistemos vystymagsi. Be to, crbbp

sutrumpéjimas lemia peliy ilgalaikés atminties sutrikimg (Oike et al., 1999).

Nauji patogeniniai KSP

Per pastaruosius kelerius metus, INN diagnostikai pradéjus taikyti
molekulinio kariotipavimo metodus, aprasyta daug naujy mikrodeleciniy ir
mikroduplikaciniy sindromy. Kiekvienas naujas sindromas atskleidZia tam
tikros genomo srities reikSme fenotipui, padeda nustatyti genus kandidatus
INN ir kai kuriais atvejais netgi padeda iSaiskinti naujus KSP patogeniSkumo
mechanizmus.

Kiekvienas i§ nustatyty naujy kliniSkai reik§mingy chromosominiy pokyc¢iy
yra unikalus, tik 1§ dalies sutampantis su anksCiau apraSytais atvejais.
Analizuojant Salia triikkio tasSky esancias DNR sekas, nebuvo rasta LCR.

Tikétina, kad naujy patogeniniy pokyc¢iy susidarymg lémé ne NAHR, bet kiti
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mechanizmai — SSA, MMBIR/FoSTeS ar RS. Tandeminiy duplikacijy
atsiradimas gali buti susijes su RS, o sudétingy chromosominiy
persitvarkymy — su MMBIR/FoSTeS. Taciau tai yra tik hipotezés, norint tiksliai
nustatyti mechanizma, 1émusj pokytj, reikéty sekvenuoti aplink trtkio taSkus

esancias sekas.

LIT-138-1 arr[hg18] 2q24.2924.3(162,118,995-164,461,141)x1 dn

Berniukui, turin¢iam INN ir hipotonijg, VLGH (105K) metodu nustatyta de
novo 2,3 Mb dydzio intersticiné delecija 2024.2-q24.3 regione, apimanti 9
genus: SLC4A10, DPP4, GCG, FAP, IFIH1, GCA, KCNH7, FIGN (zr. priede
H paveiksla). Remiantis zinoma S§iy geny funkcija ir raiSkos pobiidziu,
stipriausi genai kandidatai INN ir hipotonijai, stebimiems tiriamajam (LIT-
138-1), yra SLC4A10, KCNH7. SLC4A10 koduoja i natrio bikarbonaty nesiklj
panasy baltyma. Stipriausia Sio geno raiska vyksta CNS (Jacobs et al., 2008).
SLC4A10 geno jautrumg dozei ir svarbg CNS jrodo Gurnett et al. (2008)
apraSytas subalansuotos translokacijos atvejis — t(2;13)(q24;931). Mergaitei su
vidutine INN, progresuojan¢iu kognityviniy funkcijy sutrikimu ir epilepsija
buvo nustatyta subalansuota translokacija, nutraukianti SLC4A10 geno seka
tarp 2 ir 3 egzony. Kiekybinis raiSkos tyrimas kraujyje parod¢ 48 %
sumazéjusj SLC4A10 mRNA transkripty kiekj. Be to, yra aprasytos ir kity
natrio bikarbonaty nesikliy Seimai priklausan¢iy geny mutacijos, siejamos su
INN (lgarashi et al., 2001). KCNH7 genas priklauso kalio jony kanaly Seimai.
Sio grupés genai dalyvauja neurony suzadinime, neurotransmiteriy i$metime,
Sirdies susitraukimo dazniy reguliavime, insulino sekrecijoje. Papa et al.
(2003) atlikti kalio jony kanalus koduojanc¢iy geny raiskos tyrimai parodé, kad
KCNH?7 reiskiasi skirtinguose CNS regionuose, todél gali skirtingai reguliuoti

neurony, dalyvaujanciy keliuose tinkluose, sujaudinimg .

LIT-117-1 arr[hg18] 4021.22(83,373,844-84,097.897)x1 dn
VLGH (105K) metodu nustatyta 724 kb dydzio de novo intersticiné 4q21.22
srities delecija (zr.priede 1 paveikslg) dalinai persidengia su naujai aprasyty

kliniskai atpazjstamu mikrodeleciniu 4921 sindromu. Siam 4q21.22
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mikrodeleciniam sindromui budingi charakteringi pozymiai: mazas gis,
hipotonija kiidikystéje, nutukimas, prognatija, nedidelés plastakos ir pédos,
skersiné raukslé delne, brachidaktilija stebimi ir tiriamajai (LIT-117-1).

Bonnet et al. (2010) atlike 4q21 delecijy genotipo-fenotipo analiz¢ apibrézé
1.37 Mb dydzio kritinj regiong, apimantj 5 genus — PRKG2, RASGEF1B,
HNRNPD, HNRPDL ir ENOPHL. ]Jverting molekuling ir biologing $iy geny
funkcing svarbg bei raiskos pobiidj, autoriai iSskyré — PRKG2, RASGEF1B
kaip stipriausius genus kandidatus, lemianc¢ius sunkig INN, kalbos raidos bei

augimo atsilikima.
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4.11 paveikslas. Kritinis regionas 4921 mikrodeleciniam sindromui (apibréztas
raudonu staCiakampiu. Atlikus delecijy 4q21 regione genotipo-fenotipo
koreliacija, nustatytas kritinis Siam sindromui regionas (chr4:83273844 —
84066553, hgl8).

Probandei (LIT-117-1) nustatyta 724 kb delecija 4921 srityje tik dalinai
persidengia su Bonnet et al. identifikuota kritine sritimi ir neapima, $iy autoriy

nuomone, stipriausiy geny kandidaty (PRKG2, RASGEF1B) (4.11 pav.).
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Tiriamajai (LIT-117-1) nustatyta 724 kb delecija 4921 srityje apibrézia nauja
kritinj regiong (chr4:83273844 — 84066553, hgl8) (4.11 pav.), bendrg visiems
iki Siol paskelbtiems 4q21 srit] apimanciy delecijy atvejams, su bendrais Siam
sindromui klinikiniais pozymiais — hipotonija kiidikystéje, atsiliekanciu
augimu, mazomis plastakomis ir specifiniais dismorfiniais poZymiais. Su S§ia
naujai apibrézta kritine sritimi nepersidengia tik vienintelis DECIPHER 1571
atvejis, kuriam néra budingi pagrindiniai 4q21 sindromui pozymiai. Taigi,
4921 sindromui kriting sritis yra tarp 83273844 bp ir 84066553 bp. Stipriausi
genai kandidatai, esantys $ioje genetinéje srityje yra HNRPDL ir HNRNP. Sie
genai reguliuoja lgstely ciklg, transkripcija ir mRNR stabilumg. Reikalingi
gyviiny modeliai, jrodantys Siy geny haplonepakankamuma, lemiant] minétam

sindromui biidingg klinika.

LIT-123-1 arr[hgl8] 7935036.1(146,392,196-149,441,454)x1 dn

VLGH (105K) metodu nustatyta 3,1 Mb dydzio de novo intersticiné 7¢35-
036.1 srities delecija (zr. priede K paveikslg) berniukui, turin¢iam viduting
INN, su dismorfiniais pozymiais: makrocefalija, zemai prisitvirtinusiomis
atlépusiomis ausimis, siaurais akiy plysiais, stora apatine ltpa.

10cM dydZzio regionas siejams su kalbos atsilikimu. Neparamentrinés
sankibos analizés metodu tiriant 152 Seimas, nustatytas 10 cM dydzio regionas,
esantis 7q35 srityje, siejamas su autismu. Sios genetinés srities sasaja su kalbos
raidos sutrikimu bei autismu patvirtina ir citogenetiniy tyrimy rezultatai.
Ivairaus dydzio 7q35-36.1 delecijos nustatytos asmenims su kalbos raidos
sutrikimu ir elgesio problemomis (Bisgaard et al., 2006; Rosi et al., 2008;
Coselli et al., 2008; Sehested et al., 2010). Pool et al. (2010) aprasé de novo
subalansuotg chromosominj persitvarkymg — inversija, nutraukiancig
CNTNAP2 geno seka, nustatyta berniukui su kalbos raidos sutrikimu ir

autismu.

LT-49-1 arr[hgl18] 1p36.11(26,714,062-27,728,654)x1 dn
VLGH (400K) metodu nustatyta de novo intersticiné 1p36.11 srities

delecija (zr. priede L paveikslg) mergaitei su klinika, biidinga 1p36.11
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mikrodeleciniam sindromui. Nors klinika panasi j 1p36 sindromo, taciau
tiriamajai (LT-49-1) nustatyta delecija nepersidengia su kritinémis 1p36
sindromui delecijomis.

1p36 regionas pasizymi dideliu geny tankiu bei didele delecijy jvairove.
Skiriamos distalinés ir proksimalinés 1p36 srities delecijos, kuriy dydis labai
varijuoja. Dazniausios yra distalinés (tipinés) 1p36 delecijos, esancios iki 10
Mb atstumu nuo 1p telomeros (1p36.23-pter).

Idomu tai, kad distalinés ir proksimalinés 1p36 srities delecijoms budingi
bendri klinikiniai pozymiai: raidos atsilikimas, klausos sutrikimas, jgimtos
Sirdies ydos, hipotonija ir dismorfiniai pozymiai, tokie kaip mikrocefalija, plati
nosies nugarelé, deformuotos ausys. Pagrindiniai klasikiniy distaliniy ir
atipiniy proksimaliniy 1p36 delecijy klinikiniy poZymiy skirtumai yra antakiy
forma (distalinés 1p36 sindromui buidingi tiestis antakiai, 0 proksimalinei 1p36
delecijai — lenkti antakiai). Be to, proksimalinei 1p36 delecijai biidinga galtniy
anomalijos, maitinimosi sunkumai, plaukuotumas. Yra iSskirti 2 galimai
Kritiniai 1p36 fenotipui regionai, vienas jy yra 1,7-1,9 Mb (Rosenfeld et al.,
2010), kitas — 9,0-11,3 Mb (Kang et al., 2007).

Nepaisant bendry klinikiniy pozymiy, tiriamajai (LT-49-1) nustatyta
intersticineé 1p36.11 srities delecija nepersidengia nei su vienu i§ Siy kritiniy
regiony ir iki Siol néra Zinomas vienintelis genas kandidatas, kurio
haplonepakankamumas lemty Siam sindromui btdingus klinikinius poZymius.
Atsizvelgiant | tai, kad skirtingos, netgi nepersidengianc¢ios 1p36 srities
delecijos lemia labai panasia klinika, tikétina, kad klinikinius pozymius lemia
ne vieno geno pokytis, o pakitusi keliy geny raiSka dél padéties efekto. RaiSka
gali pakisti del pasikeitusios chromatino kondensacijos, pvz., Salia
euchromatininés srities esanCiy geny raiSka gali sumaZzéti jiems esant prie
heterochromatininés srities. Be to, dél delecijos gali biiti prarastos arba
nutrauktos transkripcijos vienety prisijungimui svarbios reguliacinés sekos
arba jvykus delecijai Salia atsidire genai gali konkuruoti dél tos pacios

reguliacinés sekos.
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Vienas i$ stipriausiy geny kandidaty, galimai lemianc¢iy tiriamosios (LT-
49-1) klinikinius pozymius, yra ARID1A. Sio geno produktas yra chromatino
permodeliavimo komplekso komponentas, svarbus geny transkripcijos procese.
ARID1A geno mutacijos lemia autosominiu dominantiniu biidu paveldimg INN
(OMIM#614607). Tsurusaki et al. (2012) aprasé tris pacientus su INN ir
dauginémis raidos anomalijomis, kuriems buvo jtariamas Coffin Siris
sindromas (OMIM#135900). Jiems buvo nustatytos ir aprasytos ARID1A geno
mutacijos. Dauguma minétam sindromui biidingy pozymiy — INN, corpus
callosum agenezé, sirdies yda, ilgos blakstienos, ausy anomalijos, maitinimosi
problemos kiidikystéje — budingi ir tiriamajai (LT-49-1). Sio geno
haplonepakankamumas gali lemti minétus klinikinius poZymius ne tiesiogiai, 0
reguliuodamas kity geny raiska. Tikétina, kad ARID1A sumazéjusi raiSka lemia
1p36 sindromo kritingje srityje esanciy geny nepakankama raiska.

Kitas galimas genas kandidatas, kurio haplonepakankamumas gali lemti
tiriamajai (LT-49-1) stebimg INN, klausos sutrikimg ir dismorfinius pozymius,
yra PIGV genas. Sis genas koduoja manoziltransferaze, kuri dalyvauja
glikozilfosfatidilinozitolio (GFI) sintezéje, prijungdama prie jo manozés
liekang. GFI yra glikolipidas, kuris prijungia jvairius baltymus prie lastelés
pavirsiaus (Kang et al., 2005). Zinoma daugiau nei 100 Zmogaus organizmo
baltymy, pradedant fermentais ir baigiant adhezijos molekulémis, kuriy
apykaitoje dalyvauja GFI (Krawitz et al., 2010). PIGV, geny mutacijos sukelia
hiperfosfatazijos su INN sindromg (OMIM#239300). Iki Siol yra apraSyta
maziausiai 14 pacienty su §io geno mutacija (Thompson et al., 2006;
véluojanti kalbos raida arba visiSkas kalbos nebuvimas, kurtumas, kraujyje
padidéjes Sarminés fosfatazés aktyvumas ir dismorfiniai pozymiai, tokie kaip
hipertelorizmas, ilgi voky plyS$iai, plati nosies nugarélé ir nosies galiukas,
palapinés formos burna, trumpi galiniai pirStikauliai. Nors tiriamoji (LT-49-1)
turi poZymiy, budingy Siam sindromui, tokiy kaip INN, kalbos nebuvimas,
neurosensorinis kurtumas, plati nosies nugar¢le, tac¢iau Sarminés fosfatazés

aktyvumas, kuris yra padidéjes visy pacienty, turin¢iy hiperfosfatazijos su INN
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sindroma, Kraujyje, yra normalus. Duomeny apie PIGV geno mutacijy
pasekmes yra nepakankamai. Iki Siol apraSytos tik missens tipo mutacijos
galbiit del to, kad kitokio tipo mutacijos yra nesuderinamos su gyvybe.
Eksperimentai su peliy modeliais pabrézia GFI svarbg normaliam organizmo
vystymuisi ir funkcionavimui. GFI biosintezés reakcijy sutrikdymas lemia
embriono zutj (Nozaki et al., 1999). Didziausia PIGV geno raiska vyksta
séklidése ir jvairiose smegeny struktiirose, todél manoma, kad jo
haplonepakankamumas gali sutrikdyti nervy sistemos funkcijg ir lemti INN.
GPR3 ir FCN3 geny raiskos ar funkcijos nepakankamumas taip pat gali
lemti dalj klinikiniy pozymiy. GPR3 genas koduoja su G baltymu susijusj
receptoriy. Pagrindiné Sio geno raiSka vyksta smegenyse ir lytinése liaukose.
Sio receptoriaus aktyvacija lemia cAMF, kuris reguliuoja daugelj neurony
funkcijy: lastelés i1Sgyvenamuma, diferenciacijg, neurity augimg, aksony
formavimasi ir regeneracijg. Tanaka et al. (2007) nustaté, kad sustabdzius gpr3
raiSka ziurkéms reikSmingai sumazéja neurity augimas smegenéliy neuronuose.
Taciau duomeny apie zmoniy GPR3 haplonepakankamumg néra. FCN3
koduoja fikoling-3, kuris dalyvauja aktyvinant komplemento sistema kaip
atpazinimo  molekulé. Sio geno mutacijos lemia  imunodeficita
(OMIM#613860). Muthe-Fog et al. (2009) apras¢é homozigoting Sio geno
mutacija, lemiancig pasikartojancias infekcijas ir smegeny abscesus. Apie Sio
geno kliniSkai reikSminga haplonepakankamuma duomeny néra. Galbiit
tiriamoji (LT-49-1) turi mutacijg likusiame alelyje. Tokiu atveju vieno FCN3
alelio delecija ir mutacija likusiame alelyje lemty recesyve biikle, susijusig su

imonudeficitu.

LIT-54-1 arr[hg18] 5035.3(176,728,738-176,992,730)x3 dn
VLGH metodu nustatyta intersticiné de novo 264 kb dydzio 5¢35.3 srities
duplikacija (zr. priede M paveiksla) tiriamajai (L1T-50-1) su Sotos sindromui
budingu fenotipu. Mokslin¢je literatiiroje paskelbti keturi klinikiniai 5035.3
srities duplikacijos atvejai (Chen et al., 2006; Kirchhoff et al., 2007; Franco et

al., 2010). Visiems jiems budingas specifinis fenotipas — mikrocefalija, Zemas
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tigis ir psichomotorinés raidos atsilikimas. Minéty duplikacijy atvejais
atkreipiamas démesys ] NSD1 geng, kurio haplonepakankamumas lemia Sotos
sindromg. Taigi, NSD1 yra dozei jautrus genas. NSD1 dozés perteklius galimai
susijes su atvirks¢iu Sotos sindromui fenotipu — mikrocefalija ir zemu Ggiu.

Tiriamajai (LIT-50-1) nustatyta duplikacija, priesingai nei iki $iol Zinomi
5q35.3 srities duplikacijy atvejai, neapima NSD1 geno ir lemia pagreitéjusio
augimo klinikg, buidingg Sotos sindromui. Sotos sindromg lemia NSD1 geno
haplonepakankamumas dél taskiniy Sio geno mutacijy arba delecijy (Douglas
et al., 2003; Douglas et al., 2005), todél tikétina, kad tiriamajai (LIT-50-1)
nustatyta 5935.3 srities duplikacija, esanti 69 kb atstumu pries NSD1, gali
nutraukti NSD1 geno raiskai svarbias reguliacines sekas arba sutrikdyti geno
raiSkg dél pozicijos efekto.

ISsamus $io atvejo klinikinis apraSymas ir pokyc¢io analizé, jrodanti, kad,
vertinant kopijy skaiCiaus pokyciy patogeniSkuma, nepakanka atsizvelgti i
poky¢io tipa, dydj ir genus, ] tai, kuriy kopijy skai¢ius pakinta, 0 svarbu
jvertinti ir Salia esanciy, ypac¢ dozei jautriy geny molekuling ir biologine

funkcija, raiSkos pobiidj — tai apraSyta Kasnauskiene et al. (2011) straipsnyje.

LT-36-1 arr[hgl8] 21g22.3(41,817,957-46,944,323)x1 dn, 21922.2922.3
(39,774,417-41,817,957)x3 dn

14 m. berniukui dél kalbos raidos atsilikimo, neadekvac¢iy emocijy (juoko
protrikiy) ir keleto fenotipo ypatumy — asteninio kiino sudéjimo,
dermatoglifikos pokyc¢iy bei pédy pirSty arachnodaktilijos — buvo atliktas
vLGH tyrimas (400K). Nustatytas kliniskai reik§mingas sudétingas de novo
chromosominis persitvarkymas — 5,1 Mb terminaliné delecija 21q22.3-qter ir
intersticine 2,1 Mb 21q22.2-q22.3 duplikacija (Zr. priede N paveiksla).
Delecija patvirtinta subtelomeriniu FISH metodu, duplikacija — TL-PGR
metodu.

De novo terminaliné¢ 21q22.3-qter delecija apima daugiau kaip 100 geny,
tarp jy TRPM2, TSPEAR, PCNT, DIP2A ir S100, kuriy funkcijos netekimas

gali biiti sicjamas su kalbos raidos arba emocijy kaita. Atliekant tyrimus su
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pelémis, nustatyta, kad regiono, atitinkan¢io (homologing) Zmogaus 22q22.3
sritj, delecija lemia kognityviniy funkcijy sutrikimus (Yu et al., 2010). Sioje
genetinéje srityje esantys TRPM2 ir TSPEAR yra genai kandidatai bipoliams
afektiniams sutrikimams (McQuillin et al., 2006). Sankibos analize nustatytas
rySys tarp TRPM2 ir bipoliy efektiniy sutrikimy (Kato, 2007). TRPM2 koduoja
kalcio jony kanaly receptorius ir yra susijes su oksidacinio streso indukuota
lasteliy zatimi bei uzdegiminiais procesais. TSPEAR koduoja 21-0s
chromosomos atviro skaitymo rémelio 29 peptida, turint] su epilepsija susijusj
pasikartojimg. Su kalbos raidos sutrikimu susijusig sritj susiaurino Poelmans et
al. (2009). Jie aprasé kalbos sutrikimo ir 176 kb dydzio delecijos Seimoje atvejj
(Poelmans et al., 2009). Si aprasyta delecija apima keturis genus: PCNT,
DIP2A, S100B ir PRMT2. Atsizvelgiant j $iy geny raiskos pobudj bei funkcija,
manoma, kad PCNT, DIP2A, S100B haplonepakankamumas lemia kalbos
sutrikimg  (dislekcijg). PCNT  koduoja  pericentring, kuris pladiai
ekspresuojamas centrosomose ir yra svarbus normaliam centrosomy ir
citoskeleto funkcionavimui, lasteliy ciklo progresijai (Takahashi et al., 2003).
Pericentrinas jungiasi prie Sizofrenijos atveju sutrikdomo (DISC1) baltymo
(Miyoshi et al., 2004), todél manoma, kad PCNT yra genas kandidatas
smegeny funkcijos sutrikimams. DIP2A koduoja baltyma, kuris dalyvauja
glutamato receptoriaus veikimo kelyje ir yra svarbus sinapsiy plastiSkumo
reguliavimui. S100B koduoja kalcj prisijungiantj baltymg ir turi parakrininj ir
autokrininj efektg neurony ir glijos Igsteléms. Didziausia DIP2A ir S100B geny
raiska vyksta smegenyse, ypac¢ hipokampe (Yu et al., 2001; Rothermundt et al.,
2003).

De novo intersticiné 21q22.2-922.3 duplikacija apima 26 genus. Tarp
duplikuoty geny yra dozei jautris PCP4 ir DSCAM genai, kuriy raiSka ir
funkcijos geriausiai iStyrin¢tos pelése. Pcp4 raiSka vyksta pomitotinése
ektodermos ir neuroectodermos lgstelése pelés ebriogenezés metu (Reymond et
al., 2002; Thomas et al., 2003). PCP4 modulivoja kalmodulino aktyvuma,
aktyvuodamas kalcio saveika su kalmodulinu per rigstinj 1Q motyva, taigi

reguliuoja Ca®*-CaM taikiniy aktyvuma, ypa¢ daugiafunkcés proteinkinazés

72



CaMKII, kuri yra svarbi neurony diferenciacijai ir neurony plastiSkumui.
PCP4 geno dozés padidéjimo reik§me neurony diferenciacijai pademonstravo
Mouton-Liger et al. (2011) atlikdami eksperimentus su pelémis. Transgeninése
pelése, turinciose papildoma pcp4 geno kopija, buvo stebima padidéjusi Sio
geno raiSka, kuri lémé padidéjus; proteinkinazés CaMKII aktyvumag bei
ankstyva neurony diferenciacija (Mouton-Liger et al., 2011). DSCAM, kuris
yra kritiniame Dauno sindromui regione, raiSka vyksta centringje ir periferinéje
nervy sistemoje. DSCAM koduojamos nervy sistemos adhezijos molekulés yra
svarbios sinapsiy plastiSkumui, aksony valdymui, tod¢l manoma, kad
padidéjusi DSCAM raiska lemia ne tik Dauno sindromui biidingus struktiirinius
pokycius smegenyse, bet ir mokymosi bei atminties sutrikimus suaugusiems

(Barlow et al., 2002).

LIT-38-1 arr[hg18] 150922.21924.1(62,383,648-71,456,752)x3 dn

VLGH (400K) metodu nustatyta de novo intersticiné 15q22.21-24.1
duplikacija (zr. priede O paveiksla) tiriamajai (LT-38-1) su dauginiais raidos
defektais, jgimta Sirdies yda, grubiais veido bruozais ir nutukimu. Duplikacija
patvirtinta FISH metodu. Kadangi duplikacija yra 9,1 Mb dydzio, apimanti 145
genus, sunku iSskirti geng kandidatg, kurio dozés pokytis biity susijes su
tiriamosios klinika. Be to, kliniSkai reikSmingas gali biiti ne tik duplikuoty
geny raiSkos padidéjimas, bet ir Salia duplikacijos esaniy geny raiskos
pasikeitimas dél padéties efekto. Manoma, kad dauginius raidos defektus,
Sirdies yda ir grubius veido bruozus 1émé ne vieno geno pokytis, bet bendras
daugelio geny raiskos pasikeitimas. Nors duplikacijos paprastai yra ne tokios
kliniskai reikSmingos, $is intersticinés duplikacijos atvejis neabejotinai yra

patogeninis, atsizvelgiant j duplikacijos dydj ir de novo pokycio kilmg.

LIT-136-1 arr[hgl18] 2pl16.1p14.1 (58,656,378- 68,790,747)x3 dn

VLGH (1050K) metodu nustatyta de novo intersticiné 10,1 Mb dydzio
2p14.1-p16.1 srities duplikacija (zr. priede P paveiksla) tiriamajam su INN,
elgesio problemomis — hiperaktyvumu, per dideliu apetitu, pasikartojan¢iomis

kvépavimo taky infekcijomis, epilepsija bei dismorfiniais poZymiais.
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Intersticinés 2-os chromosomos duplikacijos yra retos. Aprasyta tik keletas
duplikacijy, persidengianéiy su 2p14-p16.1 sritimi (Yunis et al., 1979; Fryns et
al., 1989; Guilherme et al., 2009); dauguma jy identifikuotos rutininiu G
dazymo metodu, be detalaus molekulinio apraSymo. DECIPHER duomeny
bazeje pateikti tik 3 intersticiniy 2pl4-2pl6.1 srities duplikacijy atvejai:
248649, 249336, 249738. Dar retesnés yra intersticinés 2-0S chromosomos
delecijos, todél manoma, kad dauguma Sioje genetinéje srityje esanciy geny yra
dozei jautriis. Sudétinga vertinti fenotipo-genotipo koreliacija, nes intersticiniy
duplikacijy patogeniskuma gali lemti ne tik per didelé geny dozé, bet ir kiti
mechanizmai — padéties efektas, geno ar jo reguliaciniy seky nutraukimas
jsiterpimo vietoje.

Tiriamajam (LIT-136) nustatytos 10,13 MB dydzio patogeniSkumas
nekelia abejoniy dél pokycio dydzio ir de novo kilmés. Nustatyta duplikacija
apima 47 genus. Daugumos jy raiSka vyksta CNS, tode¢l gali biti svarbiis
smegeny vystymuisi. Remiantis biologine duplikuoty geny funkcija, atrinkti du
stipriausi genai kandidatai — CRIP1a ir OTX1, kuriy dozés pasikeitimas galéjo
biiti svarbus INN patogenezei. CRIP1a koduoja su kanabinoidy receptoriumi
sgveikaujant] baltymg, kuris yra svarbus sinapsiy plastiSkumui, skausmo
nejutimui, apetitui ir neurony apsaugai (Nichaus et al., 2007), todél padidéjusi
Sio geno raiSka gali biiti susijusi su nevaldomu apetitu, hiperaktyvumu bei
INN. OTX1 koduoja transkripcijos veiksnio, kuris dalyvauja smegeny ir
jutiminiy organy vystymesi, domeng. OTX1 yra svarbus tarpiniy ir viduriniy
smegeny bei smegenéliy vystymuisi ir gilesniy kortikoidiniy sluoksniy neurony
diferenciacijai (Larsen et al., 2010).

Jdomu tai, kad tiriamajam (LIT-136) stebima akantozé, nutukimas bei
daznos  kvépavimo taky infekcijos badinga Alstrom  sindromui
(OMIM#203800), kurj lemia ALMS1, esancio 2pl3 srityje, mutacijos.
Manoma, kad 10,1 Mb dydzio 2p14-p16.1 duplikacijos patogeniSkuma lemia
ne tik padidejusi geny doze, bet ir kiti mechanizmai — padéties efektas arba
jsiterpimo vietoje esancio geno ar jo reguliaciniy seky nutraukimas. Didelés

duplikacijos gali pakeisti chromatino kondensacijos laipsnj ir turéti jtakos Salia
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esaniy geny raiSkai. Be to, nustatyta duplikacija gali biiti ne tandeminé, o
isiterpusi i ALMS1 gena. Sioms hipotezéms patikrinti reikalingi papildomi
tyrimai — ALMSLI raiskos tyrimas. Nustacius sumazéjusig ALMS1 geno raiska,
jdomu biity iSsiaiskinti, kas tai 1émé — galbiit duplikuoto fragmento jsiterpimas

1 ALMS1 gena. | §j klausimg galéty padéti atsakyti NGS tyrimas.

LIT-147-1 arr[hgl8] 2p22.1p16.1(40,059,584-57,546,352)x3 dn

VLGH (1050K) metodu nustatyta de novo intersticiné 17,5 Mb dydzio
2p22.1-p16.1 srities duplikacija(zr. priede R paveikslg) tiriamajai su vidutine
INN, elgesio ir emocijy sutrikimu, prieSirdziy pertvaros defektu, makrocefalija,

auksta ir iSkilia kakta, hipertolerizmu (Kasnauskiene et al., 2012).

Nesubalansuoti reciprokiniai persitvarkymai

Nesubalansuotos translokacijos, lemian¢ios embriono/vaisiaus ziit] arba
daugines raidos anomalijas bei raidos sutrikimus gyvagimiams dél
chromosomy terminaliniy delecijy ir duplikacijy, dazniausiai yra paveldétos i$
subalansuota chromosominj persitvarkymg turinio vieno 1§ tévy. Retais
atvejais nesubalansuotos translokacijos yra de novo, susiformuojancios
gametogenezés metu  veikiant chromosomy stabilumg trikdantiems
genetiniams, epigenetiniams ar aplinkos veiksniams. Smulkiy, rutininio
kariotipavimo G dazymo metodu nenustatomas nesubalansuotas translokacijas,
ypa¢ paveldétas, nustatyti yra labai svarbu vertinant ligos pasikartojimo
Seimoje rizikg. Jeigu vienas iS tévy yra subalansuotos translokacijos nesiotojas,
genetinés ligos pasikartojimo Seimoje rizika yra Zymiai didesné nei de novo ar
intersticinio pokycio atveju. Nesubalansuoty gamety susidarymas priklauso
nuo chromosomy, translokuoty segmenty ir ,,Seimininko* centriniy segmenty
dydzio, daZniausiy chiazmy formavimosi viety. Gyvagimio su dauginiais
raidos defektais rizika vertinama kiekvienu translokacijos atveju individualiai,
atsizvelgiant | geneologija ir Seimos anamneze, translokuoty fragmenty dydj,

translokacijoje dalyvaujancias chromosomas.
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Sio tyrimo metu VLGH metodu nustatyti keturi nesusij¢ nesubalansuoty
translokacijy atvejai. Atlikus subtelomerinj FISH tyrima/kariotipo tyrima,

nustatyta translokacijy kilmé — trys paveldéti atvejai ir vienas de novo atvejis.

59-1 arr[hgl8] 8p23.3p23.1(0-7,036,726)x1, 15026.1926.3(90,472,251-
100,338,915)x3 dn

vLGH (400K) tyrimas atliktas 2 mety mergaitei dél véluojancios
psichomotorinés raidos ir dismorfiniy veido bruozy. Nustatyta terminaliné
8p23.2-pter srities duplikacija bei terminaliné 15q26.1-qter srities delecija (zr.
priede S paveikslg), todél jtarta nesubalansuota translokacija. FISH tyrimas
patvirtino nesubalansuotg translokacija tarp 8-0s chromosomos trumpojo peties
ir 15-0s chromosomos ilgojo peties. Atlikus subtelomerinj FISH tyrimg
tévams, nustatyta de novo pokyc¢io kilmé, nes nei vienas i§ tévy néra
subalansuotos translokacijos neSiotojas. Taigi, analogisko chromosomy
struktiiros persitvarkymo pasikartojimo Seimoje rizika yra bendrapopuliaciné

(<1 %).

67-1 arr[hg18] 4p16.3(0-4,194,871)x1, 11p15.4p15.5(0-3,357,154)x3

vLGH (400K) tyrimas atliktas 19 mety pacientei dél INN, dauginiy raidos
defekty, elgesio problemy ir dismorfiniy pozymiy: mikrocefalijos,
hipertelorizmo, kairés akies abiejy voky kolobomos, trumpo filtro,
mikrogenijos, zemo {gio, stuburo ir plastakos pirSty deformacijy. Nustatyta
terminaliné 4pl16.3-pter srities delecija ir terminaliné 11pl15.4-pter srities
duplikacija (zr. priede T paveiksla). Ivertinus VLGH rezultatus, jtarta
nesubalansuota translokacija, tode¢l atliktas subtelomerinis FISH tyrimas
tévams. Nustatyta, kad tiriamosios (LT-67-1) tévas yra subalansuotos
translokacijos nesSiotojas. Jvertinus ligos pasikartojimo Seimoje rizika, pasiiilyta
prenataliné diagnostika kito néStumo atveju.

Subalansuota translokacija tarp 4-0s ir 11-os chromosomy trumpyjy peciy
yra viena i§ dazniausiai nustatomy subalansuoty reciprokiniy translokacijy

bendroje populiacijoje. Tiriamoji (LT-67-1) i§ tévo paveldéjo tik vieng i
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dviejy pakitusiy chromosomy, tai 1émé 4-0s chromosomos trumpojo peties
terminaline delecijg, lemiancig Wolf-Hirschhorn (OMIM#194190) sindroma, ir
tevinés kilmés 11-os chromosomos trumpojo peties terminaling duplikacija,
lemiancig Silver—Russell sindromg (OMIM#180860). Minétiems sindromams
biidinga prieSinga klinika. Wolf-Hirschhorn sindromui budingas augimo
atsilikimas, INN ir specifiniai dismorfiniai pozymiai, 0 Silver—Russell
sindromui — greitas augimas, santykiné makrocefalija, INN ir specifiniai veido
bruozai. Nesubalansuotos translokacijos, apimancios skirtingy sindromy
kritines sritis, atveju budingas kompleksinis fenotipas, kuris néra tipinis nei

poZymiais yra sudétinga.

68-1 arr[hgl8] 5p15.33p15.31(0-8,157,370)x1, 12924.21924.33
(113,931,344-132,349,534)x3

VLGH tyrimo metu nustatyta 5-0s chromosomos trumpojo peties
terminaliné delecija ir 12-0s chromosomos ilgojo peties terminaliné duplikacija
(zr. priede U paveiksla) berniukui, turin¢iam INN ir dismorfiniy pozymiy:
aukstoka kakta, ryskius antakiy lankus, akiy hipertelorizma, trumpg filtra,
mazg apatinj zandikaulj, bei smegeny strukttiros pokyc¢iy — didziosios smegeny
jungties hipoplazija.

VLGH tyrimo metu nustatyta 5-0s chromosomos trumpojo peties
terminalin¢ delecija ir 12-os chromosomos ilgojo peties terminalin¢ duplikacija
bei Seiminés anamnezés duomenys (sibsés diagnozé, negyvagimis sibsas) leido
jtarti, kad vienas 1§ tévy yra subalansuotos translokacijos neSiotojas. Atlikus
kariotipo tyrima tévams patvirtinta, kad probando motina yra subalansuotos
reciprokinés translokacijos tarp 5-0S chromosomos trumpojo peties
terminalinés dalies ir 12-os chromosomos ilgojo peties terminalinés dalies
nesiotoja. ISsamesné Sio atvejo analizé pateikta straipsnyje (Ciuladaite et al.,

2012).
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Paveldétos nesubalansuotos translokacijos atvejis (LT-63-1) apraSytas
skyrelyje — ,,Patogeniniai chromosomy struktiiros poky¢iai, patvirtinantys

zinomy sindromy diagnozg™ (zr. 63 psl.).

INN genai kandidatai

vLGH technologija pagreitino ne tik gretutiniy geny sindromy, bet ir
monogeniniy ligy nustatymg. Pastaraisiais metais paskelbti tik vieng gena
apimanciy mikrodelecijy/mikroduplikacijy atvejai siejami su INN, autizmu,
Sizofrenija ir Kitais sutrikimais (Walsh et al., 2008; Mikhail et al., 2011). Tokie
atvejai ypa¢ reikimingi tiksliai fenotipo-genotipo koreliacijos analizei. Sio
mokslinio tyrimo metu monogeniniai chromosominiai pokyciai nustatyti trims
tirlamiesiems (LT-34-1, LT-70-1, LIT-25-1). Tai 2934, 16922.3 ir 4928.3
sri¢iy mikrodelecijos, atitinkamai 0,96 Mb, 0,73 Mb ir 1,5 Mb dydZio.

Normali kognityviné¢ funkcija ir elgesys priklauso nuo glaudziy neurony
homeostazés kontrolés mechanizmy, todél neurony homeostazei svarbiy geny
dozés pokyciai gali sutrikdyti neuroninius tinklus, normalig smegeny raidg ir
lemti jvairius elgesio ir neurologinio sutrikimo fenotipus. Funkciskai dauguma
Siy geny gali buti priskirti vienai i§ penkiy kategorijy: neurony transkripcijos
veiksnius, sinapsiy formavimosi ir iSlaikymo, baltymy ubikvitinimo,
chromatino remodeliavimo ir neurotransmisijos procesuose dalyvaujancius
baltymus koduojantiems genams. Taigi, kognityvinius sutrikimus gali lemti
beveik bet kuriame lgsteléje vykstanciame biologiniame procese dalyvaujanciy
baltymy koduojanciy geny dozés pokyciai.

Kartu su mokslo ir technologijy paZanga spartéja ir geny kandidaty
nustatymas. Ypac reikSmingi geny kandidaty INN nustatymui mazesni nei 500
kb patogeniniai kopijy skaiciaus pokyciai, apimantys tik vieng geng arba dalj

geno, kuris yra svarbus CNS raidai ar funkcionavimui.

ERBB4 (angl. v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
4) — tirozinkinazés receptorius, epidermio augimo faktoriaus receptorius.
Tiriamajam (LT-34-1) su vidutine INN ir elgesio problemomis nustatyta

0,96 Mb intersticiné 2934 srities delecija (zr. paveikslg V), apimanti vieng geng
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— ErbB4. ERBB4 yra neuroreguliny receptorius. Reguliuoja Sirdies, CNS ir
pieno liauky vystymasi, geny transkripcija, lasteliy proliferacija, diferenciacija,
migracijg ir apoptoz¢. Embrioninio vystymosi laikotarpiu svarbus normaliai
Sirdies raumeny diferenciacijai ir kardiomiocity proliferacijai po gimimo,
normaliam CNS vystimuisi, ypa¢ nervinio vamzdelio lgsteliy migracijai ir
aksony valdymui. ErbB4 geno koduojamo baltymo — receptoriaus svarbg
embrioninio vystymosi laikotarpiu jrodo eksperimentai su pelémis. erbB4-
lerbB4- nokautiniai peliy embrionai Zuvo embriogenezés laikotarpiu dél
nesékmingo miokardo vystymosi, o vieno erbB4 alelio inaktyvavimas lemia
neurologinius sutrikimus — motorinés raidos sutrikimg bei mokymosi
sunkumus. Neuroreguliny receptoriaus ErbB4 veikimo kelias pavaizduotas 4.11
paveiksle.

Walsh et al. (2008) aprasé distalinés ERBB4 geno dalies (19-27 egzono)
399 kb delecija, kuri buvo nustatyta Sizofrenija sergan¢iam pacientui. Atlikti
tyrimai parode, kad pakitusio geno raiSka vyksta. Susidargs pakites trumpesnis
baltymas neturi dalies vidulastelinio kinazés domeno, todél iki galo neatlieka
savo funkcijos. Tikétina, kad pakitgs baltymas lemia Sizofrenijg dél neurony
migracijos ir sinapsiy neurotransmisijos sutrikimy (Woo et al., 2007). Taigi,
klinikinés  pasekmés  Siek  tiek  lengvesnés nei  visiSkas  geno

haplonepakankamumas.
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Lastelés
islikimas

4.12 paveikslas. ErbB4 veikimo mechanizmas. Prisijungus ligandui prie
iSorinio ligando prisijungimo domeno, inicijuojama receptoriaus dimerizacija ir
autofosforilinimas, kuriuos atlieka vidulastelinis kinazés domenas. Receptorius
tampa aktyvus. Po aktyvacijos vyksta citoplazminiy substraty fosforilinimas ir
prasideda signaliné kaskada, kuri valdo geny raiska, citoskeleto persitvarkymus,
anti-apoptozg ir skatina lasteliy proliferacijg.

Vienas svarbiausiy ir geriausiai iStyrinéty ErbB4 ligandy yra neuregulinas 1
(NRG1). NRG1-ErbB4 signalinis kelias yra svarbus daugumai neurobiologiniy
procesy: neurogenezei, migracijai, sinapsiy plastiSkumui, neurony ir ganglijy
diferenciacijai. VNPs tyrimai rodo NRG1 ir ErbB4 asociacija su Sizofrenija.
Nustac¢ius  mutacijas ErbB4  koduojancioje  dalyje, jrodyta ErbB4
haplonepakankamumo fenotipinés pasekmés Zzmonéms.

Backx et al. (2009) apras¢ de novo subalansuotos translokacijos
(t(2;6)(q34;p25.3)), nutraukiancios ErbB4 geno seka, klinikinj atvejj (11 mety
mergaitei su ankstyva miotonine encefalopatija ir sunkiu psichomotorinés
raidos atsilikimu). Trukio taskas 2-oje chromosomoje, nutraukdamas ErbB4
geno seka tarp 1 ir 2 egzony, lemia ErbB4 haplonepakankamuma.

Tiriamajam (LT-34-1) nustatyta 2934 srities delecija, apimanti ErbB4 geno
1-3 egzonus, siejama su ErbB4 haplonepakankamumu, kuris lemia

psichomotorings raidos atsilikima.
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ZFHX3 (angl. zinc finger homeobox 3) — transkripcijos veiksnys

16022.3 delecija (zr. priede W paveikslg) apima vieng geng — ZFHX3,
kurio koduojamas baltymas atlieka transkripcijos slopintojo funkcija.
Prisijungdamas priec AT turtingy seky, zfh3 blokuoja AFP geno stiprintuvg.
Reguliuoja mioblasty diferenciacija prisijungdamas prie MYF6 promotoriaus ir
represoriaus AT turtingy seky. ZFHX3 reguliuoja geny, kurie koduoja lasteliy
adhezijos molekules — Il tipo protokolagena, integring ir fibroblasty augimo
faktoriaus receptoriy, raiskg (Kim et al.,, 2010). ZFHX3 raiska vyksta
smegenyse embrioniniu laikotarpiu (Jung et al., 2005). Kim et al. (2010)
pademonstravo, kad ZFHX3 ir PDGFRB raiska yra stipriai susijusios: slopinant
ZFHX3 raiSka, sumazéja ir PDGFRB raiska. Neuronai yra labai jautris
oksidaciniam stresui dé¢l juose labai intensyviai vykstanc¢iy metaboliniy procesy
ir mazo antioksidaciniy fermenty aktyvumo. pdgfrb apsaugo neuronus nuo
oksidacinio streso aktyvuodamas ATM, kuris aktyvuoja autofagocitoze (tai
apsaugo neuronus Purkje lasteles nuo praradusiy funkcijg organeliy
(mitochondrijy)) (Ishii et al., 2006). Be to, yra nustatytas ZFHX3 variantas,
lemiantis polinkj; Kawasaki ligai su padidéjusia aneurizmos i$siplétimo rizika
(Burgner et al., 2009). Taip pat yra nustatytas ZFHX3 variantas, siejamas su
priesirdziy virpéjimo ir iSeminio insulto polinkiu (Benjamin et al., 2009;
Gudbjartsson et al., 2009).

Taigi, INN gali lemti beveik bet kuriame lasteléje vysktanciame
biologiniame procese dalyvaujanciy baltymy funkcijos praradimas dél
pasikeitusios geny dozés ar padéties efekto. Kiekvieno komponento biologinés
sgveikos rySiy tinkluose nagrinéjimas ir supratimas leidZia numanyti kity,

galimai su INN susijusiy, geny funkcing svarba.

Néra paprasta jrodyti, kad identifikuoty specifiniy geny mutacijos i$
tiesy lemia INN. Vienam pacientui su INN nustatyta geno delecija nebiitinai
yra jrodymas, kad Sis genas susijes su kognityviniais sutrikimais. Tik

pakartotinai aptikus persidengiancius patogeninius sekos pokycius skirtinguose
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pacientuose su INN ir neradus tokiy pokyciy didel¢je kontrolingje grupéje,

genas gali biiti patikimai susietas su INN fenotipu (Tarpey et al., 2009).
4.4, KSP FORMAVIMOSI MECHANIZMAI

Chromosomy struktiiros persitvarkymams vykti turi jtakos genomo
architektiirinés ypatybés. Daznai pasikartojanciy KSP susidarymg lemia
NAHR, kurios substratas yra segmentinés duplikacijos (SD). Vertinant SD
buvimg arba nebuvimg KSP regione, nustatyta, kad 33,6 % KSPR yra susij¢ su
segmentinémis duplikacijomis.

Toks stiprus rySys tarp segmentiniy duplikacijy ir KSPR yra todé¢l, kad
dauguma chromosomy struktiiros persitvarkymy Zmogaus genome vyksta dél
neteisingos rekombinacijos tarp ilgy pasikartojanciy DNR seky. Be to,
manoma, kad ne visos segmentinés duplikacijos yra anotuotos. Gali biiti, kad
kai kurie KSP i§ tikryjy yra SD (Redon et al., 2006). Pastebéta, kad
segmentiniy duplikacijy buvimas priklauso nuo KSPR dydZio ir poky¢io tipo.

Dauguma didesniy nei 500 kb KSPR (61/68, 89,7 %) persidengia su
segmentinémis duplikacijomis. O tik 53/443 (12 %) maZesniy nei 50 kb KSPR
apima segmentines duplikacijas (Zr. 4.12 paveiksla). Sie duomenys patvirtina,
kad dauguma >500 kb chromosomy struktiros persitvarkymy susidaro
vykstant NAHR. Panastis duomenys gauti Redon et al. (2006). Jy duomenimis,
iki 80 % >500 kb KSP ir maziau nei 20 % <100 kb KSP persidengia su

segmentinémis duplikacijomis.
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4.12 paveikslas. Rysys tarp KSP dydzio ir segmentiniy duplikacijy.

Analizuojant segmentiniy duplikacijy buvimg ir atsizvelgiant ; KSP tipa,

pastebeta, kad segmentinés duplikacijos yra daznesnés tarp KSPR, kuriuose

vyksta delecijos ir duplikacijos (zr. 4.13 paveikslg). Su segmentinémis
duplikacijomis persidengia 25,4 % (129/507) KSPR, kuriuose vyksta tik
delecijos, 37,2 % (109/293) KSPR, kuriuose vyksta tik duplikacijos, 44,9 %
(122/272) KSPR, kuriuose vyksta delecijos ir duplikacijos. Taip pat pastebima,

kad duplikacijos yra labiau susijusios su segmentinémis duplikacijomis nei

delecijos. Tai patvirtina Condrad et al. (2010) iskelta hipoteze, kad duplikacijy

formavimasis labiau priklauso nuo DNR sekos.
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4.13 paveikslas. KSPR, susijusiy su segmentinémis duplikacijomis, dalis,

priklausanti nuo pokycio tipo.
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4.5.VLGH METODO DIAGNOSTINE NAUDA

Siame darbe nustatytas molekulinio kariotipavimo  diagnostinis
efektyvumas neaiSkios kilmeés INN atveju yra 14,8 %. 26 i§ 175 tirty asmeny,
turin¢iy INN, nustatyti patogeniniai nesubalansuoti chromosomy struktiiros
poky¢iai: 16-kai — delecijos, 6-iems — duplikacijos, 4-iems — delecijos ir
duplikacijos. IS viso aptikta 30 patogeniniy kopijy skai¢iaus pokyc¢iy, daugiau
nei vienas KSP nustatytas 4-iems tiriamiesiems. Patogeninio nesubalansuoto
chromosominio strukttiros poky¢io dydis varijuoja nuo 264 kb iki 18,5 Mb
(mediana — 3,1 Mb).

Sio mokslinio tyrimo metu jvertinta molekulinio kariotipavimo diagnostiné
nauda (14,8 %) yra artima kity moksliniy tyrimy duomenims: juose
patogeniniai chromosominiai pokyc¢iai molekulinio kariotipavimo tyrimu
nustatomi vidutiniSkai 5-15 % asmeny, turin¢iy INN. Atliekant §; tyrima
naudoty dviejy skirtingy mikrolusty — 105K ir 400K - diagnostinis
efektyvumas yra panasus. 14 % (14/100) asmeny, turin¢iy INN, vLGH (105K)
metodu buvo nustatyta 14 patogeniniy chromosomy struktiiros persitvarkymy:
11 delecijy ir 3 duplikacijos, kuriy dydis varijavo nuo 264 kb iki 17,5 Mb
(mediana —1,9 Mb). 16 % (12/75) tirty asmeny, turin¢iy INN, VLGH metodu
(400K) nustatyti patogeniniai nesubalansuoti chromosomy struktiiros poky¢iai:
7-iems — delecija, 1-am — duplikacija, 4-iems — delecija ir duplikacija, kuriy
dydis varijavo nuo 726 kb iki 18,5 Mb (mediana — 4,5 Mb). Dauguma kliniskai
reik§mingy pokyc¢iy yra didesni nei 500 kb (96,7 %). Sio tyrimo metu
nustatytas maziausias patogeninis pokytis yra 264 kb. Jis nustatytas naudojant
mazesnés skiriamosios gebos mikrolustg (105K). Tikétina, kad molekulinio
kariotipavimo diagnostinis efektyvumas labiau priklauso nuo pacienty atrankos
kriterijy nei nuo naudojamo mikrolusto skiriamosios gebos. Taciau skirtingy
tyréjy rezultatai gana priestaringi. Hochstenbach su bendradarbiais (2011)
apzvalgoje pateikiami 50-iems molekulinio kariotipavimo tyrimy rezultatai.
Juos atliekant, pacientai, turintys INN ir normaly kariotipa, buvo tiriami vLGH
arba VNP-LGH metodais. Siy tyrimy duomenimis, vidutinis diagnostinis

molekulinio kariotipavimo efektyvumas — 13,6 %, taciau intervalas labai platus
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(nuo 3,7 iki 50 %). Molekulinio kariotipavimo diagnostinis efektyvumas,
pacientus tyrimui parinkus atsitiktinai, buvo mazesnis nei studijy, kuriose
tiriamyjy grupés buvo sudarytos pagal atrankos kriterijus. Taciau, prieSingai
nei tikétasi, tyrimy, j kuriuos buvo jtraukti pacientai, turintys sunkesnius
klinikinius pozymius, diagnostinis efektyvumas buvo mazesnis (11 %), nei ty,
kuriuose pacientai buvo atrinkti atsitiktinai, neatsizvelgiant j klinikos sunkuma
(14,4 %).

Tai, kad Siame tyrime asmenims, turintiems INN, delecijos atvejy
nustatyta daugiau nei duplikacijos patvirtina didesnj delecijy patogeniskumo
potencialg. Persitvarkymo pobiidis (delecija ar duplikacija) yra svarbus
kriterijus vertinant kopijy skaiciaus pokycio reikSme fenotipui. Duplikacijos
paprastai pasizymi lengvesniu klinikiniu poveikiu dél to, kad organizmas geny
dozes pertekliy daznai toleruoja lengviau nei stokg. Tai rodo ir §io tyrimo metu
nustatyti patogeniniy delecijy bei duplikacijy dydzio skirtumai — vidutinis
delecijy dydis 2,3 karto maZesnis nei duplikacijy.

VLGH tyrimas yra pagrindinis (pirmo pasirinkimo) tyrimas
tiriamiesiems su neaisSkios kilmés RA ir dismorfiniais poZymiais. Lietuvoje
pagrindinis metodas, taikomas asmenims su neaiSkios kilmés RA ir
dismorfiniais pozymiais tirti, yra rutininis kariotipo tyrimas G dazymo metodu.
Visiems Siame tyrime dalyvavusiems tiriamiesiems, turintiems INN, anksc¢iau
buvo atliktas kariotipo tyrimas. Tiriamajam (LIT-30-1) nustatytas sudétingo
chromosomy struktiiros pokycCio atvejis rodo, kad, nustacius kliniskai
reikSmingg KSP ir esant fenotipo-genotipo nesuderinamumui, be vLGH
tyrimo, biitinas kariotipo tyrimas dél galimy papildomy subalansuoty
translokacijy nustatymo. Tai svarbu tikslesnei diagnostikai ir genetiniam
konsultavimui.

Tiriamajam (LIT-30-1) rutininio kariotipo metodu nustatyta de novo dviguba
subalansuota translokacija 46,XY,t(3,14)(q12;q11.2), 1(6;20)(g21;p11.2).
Tiriant asmenis su RA ir subalansuotu chromosomy struktiiros poky¢iu,
nustatytu rutininio kariotipo tyrimo G dazymo metodu, 30-40 % tiriamyjy

nustatomi papildomi nesubalansuoti chromosominiai poky¢iai (KSP) (Sismani
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et al. ,2008;Schhluth-Bolard et al., 2009). Tiriamajam (LIT-30-1) buvo atliktas
vLGH (105K) tyrimas. Siuo metodu nustatyta papildoma 3,9 Mb dydZio
5p14.1-p14.3 srities chromosomy struktiiros mikrodelecija (zr. priede X
paveikslg). Mikrodelecija patvirtinta ir jos de novo kilmé nustatyta RL-PGR
metodu.

Sios srities delecijos siejamos su Cri du chat sindromu, kuriam biidinga
INN, panaSus ] katés kniaukimg verksmas ir specifiniai dismorfiniai poZymiai:
apvalus veidas, hipertelorizmas, Zema ausy kausSeliy padétis, mazas apatinis
zandikaulis. Klinikiniy poZymiy spektras ir sunkumas priklauso nuo delecijos
dydzio ir lokalizacijos. X. Zhang et al. (2005), atlikes VLGH tyrimg 94
tiriamiesiems su Cri du chat sindromu, i§skyré tris chromosominius regionus,
atsakingus uz tam tikry Cri du chat sindromui buidingy pozymiy pasireiskima.
Specifinis verksmas siejamas su 1,5 Mb dydzio distaline 5p15.31 sritimi,
kalbos raidos atsilikimas — 3,2 Mb 5p15.32-15.33 sritimi, veido dismorfiniali
pozymiai — 2,4 Mb dydzio 5p15.2-p15.31 sritimi (Zhang et al., 2005). Autoriy
nuomone, reikSmingiausias — 1,2 Mb dydzio MRI regionas, esantis 5p15.31
srityje. Tiriamiesiems, turintiems 5p15.31 srities delecijas, pasireiSké sunki
INN. Proksimaliau MRI regiono esanc¢iy MRII ir MRIII regiony delecijos
lemia lengvesnius klinikinius poZymius (Zhang et al., 2005).

Tiriamajam (LI1T-30-1) nustatyta intersticiné delecija 5-0s chromosomos
trumpajame petyje néra didelé, persidengia tik su MRIII regionu. Taigi,
vadovaujantis ankstesniy tyrimy genotipo-fenotipo koreliacijos duomenimis,
esant tokiai delecijai, tikétina lengva INN. Kadangi (LIT-30-1) budingas
sunkus RA, manoma, kad tiriamojo fenotipg gal¢jo lemti ne tik 5p14.1-p14.3
srities delecija, bet ir vienas ar daugiau chromosominiy triikio tasky (3, 6, 14 ir
20 chromosomose), susijusiy su dviguba subalansuota translokacija: dél jo/jy
gal¢jo biiti nutraukta dozei jautraus geno seka ar reguliacinés jo sekos; arba tai
galéjo jvykti dél padéties efekto. Pasak Warburton et al. (1991), RA rizika,
esant vienam chromosominiam trukiui, lygi 3,5 %. Taigi, tiriamajam su
dviguba subalansuota translokacija RA rizika did¢ja iki 14 %. Didéjant

chromosominiam kompleksiSkumui, didéja ir tikimybé, kad geno sekos
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nutraukimas, pozicinis efektas, recesyvi mutacija d¢l translokacijos gali lemti
sunkias fenotipines anomalijas (Patsalis, 2007). Translokacijos triikio srityse —
6021 ir 20p11.2 regionuose — yra daug geny, keletas jy yra siejami su INN,
mikrocefalija ir kitais klinikiniais pozymiais, tokiais kaip mikroftalmija,
ektrodaktilija, prognatija. Duomeny, kad 3912 ir 14911.2 sritys gali buati
susijusios su INN, nepakanka. Vis délto, kadangi chromosominiy triikkiy taskai
nebuvo patikslinti NGS metodu, negalima atmesti nedidelés delecijos triikio
srityje arba kity patogeniniy mechanizmy (tarp jy ir geno sekos nutraukimo),
galéjusiy lemti paciento fenotipg, galimybés.

Nors vLGH metodas yra tikslus didelés skiriamosios gebos metodas,
taCiau juo nejmanoma nustatyti visy chromosominiy pokyc¢iy patogeniSkumag
lemian¢iy mechanizmy. Vienas i§ vLGH metodo trikumy yra tai, kad juo
nenustatomi subalansuoti chromosominiai struktiiros persitvarkymai, todeél,
esant fenotipo-genotipo nesuderinamumui, be VLGH tyrimo, biitinas kariotipo
tyrimas dél galimy papildomy subalansuoty translokacijy nustatymo. Vis
délto, remiantis Sio ir kity tyréjy tyrimy rezultatais, vLGH metodas yra
efektyviausias citogenetinis metodas nustatyti nesubalansuotiems chromosomy
struktliros pokyc¢iams, kurie yra viena dazniausiy (~30%) INN priezasCiy.
Naudojant didesnés skiriamosios gebos mikrolustus INN tyrimuose, nustatoma
daugiau smulkiy neaiskios klinikinés reik§més KSP, tuomet susiduriama su
klinikinés reik§més vertinimo ir interpretavimo problema. Sig problema padeda
18spresti kontrolinés grupés tyrimas ir jai biidingy KSp nustatymas.

400K  mikrolustas gerai tinka smulkiems nesubalansuotiems
chromosominiams persitvarkymams nustatyti ir zmogaus genomo variabilumui
jvertinti. Nors kliniskai reikSmingi KSP yra Simty kb dydzio ir gali buti
nustatyti naudojant maZesnés skiriamosios gebos mikrolustus, naudojant biitent
§] mikrolusta, buvo galima tiksliau jvertinti chromosominio persitvarkymo

dydj ir ji jtrauktus genus.
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V.ISVADOS

1. Sio mokslinio darbo rezultatai jrodo, kad DNR kopijy skai¢iaus poky¢iai yra
placiai paplitusios strukturinés variacijos. Tiriant Lietuvos populiacija,
nustatyta, kad kopijy skai¢iaus poky¢iai sudaro 5,1 % zmogaus genomo.
99,8 % KSP yra dazni ir kliniSkai nereikSmingi. Populiacijoje dazniausi
KSP, sudarantys >75 % visy KSP, yra iki 100 kb dydzio, apima ne daugiau
kaip 10 geny.

2. Citogenetiniu pozilriu, dauguma asmeny yra individualts/iSskirtiniai,
turintys rety delecijy/duplikacijy. Tik 35,7 % (30/84) rety DNR kopijy
skaiCiaus pokyc¢iy yra kliniSkai reikSmingi. Vertinant KSP patogeniSkuma,
atsizvelgiama | pokycio paplitimg bendrojoje populiacijoje, pokycio dydj,
tipg ir kilme, taciau svarbiausia yra ] pokyt] jtraukty geny, 0 Kai kuriais
atvejais ir Salia esanciy geny, funkcijos ir raiSkos analizeé.

3. Nustatyti trys genai kandidatai: tirozinkinazés receptoriy koduojantis ErbB4,
transkripcijos veiksnj koduojantis ZFHX3 ir lgsteliy adhezijos molekules
koduojantis PCDH18. Siy geny raiskos pokytis galimai lemia intelektine
negalig. Normali kognityviné¢ funkcija ir elgesys priklauso nuo glaudziy
neurony homeostazés kontrolés mechanizmy, todél neurony homeostazei
svarbiy geny dozés pokyciai gali sutrikdyti neuroninius tinklus, normalig
smegeny raidg ir lemti jvairius elgesio ir neurologinius sutrikimus.

4. Chromosomy struktiiros poky¢iy formavimasis priklauso nuo genomo
architekttriniy savybiy. Didesniy nei 500 kb KSP galuose daznai yra
segmentinés duplikacijos (89,7 % atvejy), kurios lemia nealeling
homologine rekombinacija. Tikétina, kad KSP, kurie néra susij¢ su
segmentinémis duplikacijomis, susidaro dél replikacijos klaidy.

5. Siame darbe nustatytas molekulinio kariotipavimo efektyvumas INN
pozitriu yra 14,8 %. 400K mikrolustas leidzia efektyviai nustatyti smulkius
nesubalansuotus chromosominius persitvarkymus ir jvertinti zmogaus

genomo variabiluma.
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PADEKA

Si disertacija buvo rengta VU MF Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje
2009-2013 metais. Molekuliniai citogenetiniai tyrimai vLGH metodu buvo
atlikti Kipro neurologijos ir genetikos instituto citogenetikos ir genomikos
laboratorijoje 2009-2011 metais.

Nuosirdziai dékoju:

Darbo vadovui prof. habil. dr.Vaiduc¢iui Kucinskui uz galimybe jgyvendinti

moksling darbo idéjg bei vertingas pastabas ir paskatinima.

Prof. Philippos C. Patsalis ir jo vadovaujamiems mokslininkams uz galimybe
atlikti molekulin; kariotipavima, uz pastabas ir pagalbg rengiant mokslines

publikacijas.

VU MF Zmogaus ir medicininés genetikos katedros ir V§] VU ligoninés

Medicininés genetikos centro darbuotojams uz bendradarbiavima.

doc.dr.Jaratei Kasnauskienei, dr.Vytautui Sliuzui uz pastabas ir pagalba,

redaguojant mokslinj darbg.

Pacienty Seimoms uz sutikimg dalyvauti tyrime.
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