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IVADAS

Tiriamos problemos pagrindimas, darbo aktualumas, naujumas, reik§mé

Disertacijos pavadinimas ,Lietuvos populiacijos genetinés
struktiiros tyrimas remiantis vieno nukleotido polimorfizmy asociacijos su liga
analize* yra sudétinis, apimantis net tris svarbias sritis, kurios kiekviena savaip
vertos atskiro veikalo. Tai populiacijos genetiné struktiira, genetiniai asociacijy
tyrimai ir liga. Disertacijoje Sios trys sritys sujungiamos, kad buty nustatyti
svarbiis, iSskirtiniai, palyginti su kitomis populiacijomis, ir reik§mingi
sveikatai miisy — Lietuvos populiacijos — genominiai pasirinktos ligos
(koronarinés §irdies ligos — KSL) Zymenys, kuriuos buty galima taikyti
praktin¢je medicinoje ir toliau plétoti iSsamius mokslinius tyrimus. Koronariné
sirdies liga yra pasirinkta kaip daugiaveiksnés ligos modelis, tad taikant
panasig tyrimo strategija biity galima atlikti populiacijos genetinio profilio ir
indéelio ] ligos geneting architektiirg jvertinimg kone kiekvienos daugiaveiksnés

ligos kontekste.

Genetiné populiacijos struktiira ir jvairove, genetinis profilis yra
genetinés ligos architektiiros tyrimy objektai. Genetiné ligos architektiira
zvelgiant holistiSkai yra genotipo ir fenotipo rySio struktira. Ji apima
fenotipinés jvairovés geneting prigimt] — genetines sritis ir jose esancius
alelius, bei nagrinéja jy charakteristikg — aleliy skaifiy genetinése srityse,
poveikio  fenotipui stiprumg, pleiotropijos tendencijas, adityvuma,
dominavimg, epistazg, epigenetinius poveikius ir t.t. Genetiné ligos
architektiira taip pat gali buti aleliy pasiskirstymo laike ir erdvéje
apibudinimas, t.y. evoliuciné ir biogeografiné fenotipiniy skirtumy prigimtis
remiantis aleliy jvairovés tendencijomis. Apibiudinti geneting ligos architektiirg
reiSkia iSsiaiskinti genetines fenotipo jvairovés dedamasias, t.y. kaip
molekuliniy struktiriniy ir funkciniy vienety jvairové jgauna konkrety
fenotipinj pozymj ir jam biidingg variacijg. Tai buvo ir yra viena i§ iSskirtiniy
bei pamatiniy genetikos mokslo problemy. Genetinis profilis ir jo nustatymas

yra viena i§ genetinés ligos architektiiros dedamyjy. Siaurgja prasme gali biiti



suprantamas kaip tiesioginis, techninis alelio(-iy) ir (ar) genotipo(-y), jy
derinio nustatymas genotipuojant. Pladigja prasme genetinis profilis — tai
nustatyty budingy aleliy ir (ar) genotipy bei jy deriniy daznio ir jvairovés
analizé. Genetinis profilis gali buti tiriamas siekiant identifikuoti asmenj, riisj,
jvertinti giminyste, genetin] panaSumg ir skirtumg arba siekiant nustatyti liga
lemian¢iy zinomy ir (ar) neZzinomy genetiniy veiksniy kokybing ir (ar)
kiekybing sudétj. Dazniausiai ligos genetinio profilio sgvoka yra suprantama ne
mendeliniy, o daugiaveiksniy ligy kontekste, todé¢l yra tariama, kad genetinj

profilj sudaro polinkij ligai lemiantys genetiniai veiksniai.

Siuo metu jau yra atlikta daug plataus masto genomo Zymeny
asociaciju tyrimuy bendroje Zmoniy populiacijoje daugiaveiksniy ligy ir
poZymiy genomikos srityje. Tarp tokiy jsimintiny genomikos mokslo projekty
kaip Zmogaus genomo projektas, HapMap projektas, 1000 genomy projektas,
genetiniai asociacijy tyrimai yra vieni i§ svarbiausiy, padar¢ ne vieng svarby
atradimg daugiaveiksniy ligy genetin¢je architektiiroje. Ta¢iau dauguma Siy
tyrimy buvo atlieckami vadinamosSiose misriose populiacijose (angl. admixture).
Tai leido nustatyti, kas yra bendra Zmoniy populiacijai tiriamy pozymiy
genetikoje. Taciau ar néra praleidziama tai, kas yra specifiSka atskiroms
populiacijoms? Dauggja publikacijy, akcentuojanciy atskiry populiacijy tyrimo
poreikj genetiniy ligy sampratai gilinti. Be to, remiantis asociacijos tyrimy
duomenimis pagal tam tikrus genomo zymenis sitloma didelé jvairové
komerciniy testy kai kuriy daugiaveiksniy ligy prognozei. Taciau genomo
asociacijy tyrimy rezultatai néra iki galo suprasti ir siekiant juos pritaikyti
medicinos praktikai dar butina atlikti papildomus tyrimus gilinant populiacijy
genomikos zinias ir tobulinti rizikos skai¢iavimo algoritmus. Todél §iuos

komercinius testus naudoti klinikinéje praktikoje nerekomenduojama.

Koronariné $irdies liga (KSL) yra daugiaveiksné. Sergamumas,
mir§tamumas ir gydymo iSlaidos tiek Lietuvoje, tiek pasaulyje kelia specialisty
susiriipinima. Yra zinoma daug KSL lemianéiy jvairiy rizikos veiksniy, tarp ju

svarby vaidmenj $ios ligos etiopatogenezéje atlieka genominiai veiksniai, kuriy



veikimo mechanizmai vis dar yra neaiSkis. Taigi papildomy tyrimy poreikis

1Slieka.

Kalbant apie KSL plataus masto genomo tyrimus Lietuvos
populiacijos kontekste, tokiy misy Salyje nerasime. Sis darbas yra pirmasis
tokio pobiidzio. Koronarinés Sirdies ligos genetiniai tyrimai Lietuvoje yra
pavieniai ir fragmentiski, triksta sistemiSkesnio genetinés architektiiros
jvertinimo. Sio darbo pavyzdziu galéty bati atlieckami ir kity daugiaveiksniy

ligy genetinés architektiiros tyrimai.

Darbas yra aktualus ne tik tuo, kad padés pagrindg tolesniems
daugiaveiksniy ligy architektiiros tyrimams Lietuvoje ir pasaulyje, taciau gali
biti pritaikomas ir praktikoje, pradedant KSL rizikos vertinimo algoritmo,
baigiant KSL diagnostikos, prognozés vertinimo ir prevencijos sistemos
kirimu. Sis tyrimas yra reik§mingas savo naujumu ne tik fundamentaliajam,

bet ir taikomajam mokslui.
Tikslas, uzdaviniai, ginamieji teiginiai

Sio tyrimo tikslas — daugiaveiksnés ligos genetinés architektiiros,
naudojant daznus vieno nukleotido polimorfizmo (VNP) genomo Zymenis,

analizé bendroje Lietuvos populiacijoje.
Tikslui jgyvendinti iSkelti tyrimo uzdaviniai:

1. Tyrimo atlikimui pasirinkti daugiaveiksne liga kaip modelj.

2. Vadovaujantis literatiiros duomenimis ir analizuojant duomeny bazes
sudaryti zinomy, su daugiaveiksne liga asocijuoty bendry VNP rizikos
aleliy ir siejamy geny sgrasg pasirinktos daugiaveiksnés ligos genetineli
jvairovei nustatyti ir genetinei architektiirai tirti bendroje Lietuvos
lietuviy populiacijoje.

3. Atlikti atrinkty zinomy VNP rizikos aleliy genetinés jvairovés analiz¢
bendroje  Lietuvos lietuviy populiacijoje, vidupopuliacinj ir

tarppopuliacinj palyginimus:
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a. Nustatyti dazny VNP, siejamy su liga, geneting struktiirg ir
jvairove panaudojant plataus masto genotipavimo duomenis;

b. Atlikti dazny rizikos aleliy bei jy deriniy paplitimo ir paveldimo
polinkio pagal daugiaveiksn] modelj ypatumy analize.

4. Nustatyti naujus daugiaveiksnés ligos rizikos alelius, atliekant
bandomajj plataus masto genomo asociacijy su liga tyrimg Lietuvos
populiacijoje:

a. Atlikti plataus masto genomo asociacijy analiz¢ triady, kuriose
yra sergantis probandas, grupéje;

b. Nustacius potencialius genus kandidatus, atlikti jy patvirtinimg —
papildomg konkreciy genetiniy sri¢iy asociacijos analize¢ atvejo ir

kontrolés tiriamyjy grupéje.

Viena 1§ svarbiausiy genetikoje yra genetinés architektiiros mjsle,
kurig pasaulio mokslas bando jminti. Siekiant nustatyti naujus genetinés
architektiiros vienetus, neiSvengiamas yra ir jau zinomy genetiniy vienety
tyrimas tiek bendroje Zmoniy populiacijoje, tick etninése populiacijose. Siam
tikslui pasiekti $io tyrimo metu sugalvota strategija, darbo modelis, kuris gali
biti taitkomas daugumai kity daugiaveiksniy ligy tirti. Modelio atraminiai
taskai yra zinomy genetiniy sri¢iy, siejamy su liga, analizé bendroje Lietuvos
lietuviy populiacijoje ir naujy su liga siejamy genetiniy sri¢iy paieska. Siuo

biidu siekiama prisidéti prie daugiaveiksniy ligy genetinés architekttiros Ziniy.
Atlikus §j tyrimg suformuluoti ginamieji teiginiai:

1. Pagal tirtus genetinius koronarinés Sirdies ligos rizikos Zymenis (VNP)
bendra Lietuvos lietuviy populiacija nuo kity populiacijy, su kuriomis
palyginta, statistiSkai reikSmingai skyrési skirtingais variantais ir jy
aleliy dazniy deriniais, tuo jrodant, kad skirtingoms populiacijoms yra
budingi tiek bendri, tiek unikaltis genetinés architekttiros vienetai.

2. Bendros Lietuvos lietuviy populiacijos geneting struktlirg ir jvairove

pagal tirtus genetinius koronarinés Sirdies ligos rizikos Zymenis (VNP)

11



galima orientuoti gradientiskai Europos Siaurés—Piety kryptimi, tai
paaiskinant geografiniy platumy lemiama klimato ir ekologijos jtaka
genofondui evoliucijos eigoje.

3. Pagal tirty genetiniy koronarinés Sirdies ligos zymeny (VNP) rizikos
aleliy skaiCiy, tenkantj asmeniui, tirtoje bendroje Lietuvos lietuviy
populiacijoje daugiausia asmeny turi viduting rizikg susirgti koronarine
Sirdies liga.

4. ITPR2 ir FBXL17 genai yra galimi genai kandidatai, dalyvaujantys KSL

ir aterosklerozés patogenezéje.
Darbo aprobacija

Darbo rezultatai yra paskelbti recenzuojamuose mokslo

leidiniuose, pristatyti Lietuvos ir uzsienio mokslinése konferencijose.
Publikacijos disertacijos tema (2)

1. Pepalyté |, Kucinskiené ZA, Grigalioniené K, Petrulionien¢ Z,
participate in oxidation processes and/or oxidative stress and are
associated with atherosclerosis. European Medical, Health and
Pharmaceutical Journal. 2012; 3: 13-16. ISSN 1804-5804.

2. Domarkiené I, Pranculis A, Germanas S, Jakaitiené A, Vitkus D,
Dzenkeviciuté V, Kucinskiené Z, Kucinskas V. RTN4 and FBXL17
Genes are Associated with Coronary Heart Disease in Genome-Wide
Association Analysis of Lithuanian Families. Balkan Journal of
Molecular Genetics. 2013; 16(2): 17-22. doi: 10.2478/bjmg-2013-0026.

Zodiniai prane§imai disertacijos tema (3)

Kucinskiené ZA. Defining coronary heart disease genomics in the
Lithuanian population. 11-asis Baltijos Saliy laboratorinés medicinos

kongresas, 2012, Vilnius, Lietuva.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Daugiaveiksniy ligy genetiné architektiira ir genomika koronarinés

Sirdies ligos pavyzdziu
., Biologijoje viskas prasme jgyja tik evoliucijos sviesoje*
Teodosij Dobzanskij
Daugiaveiksnés ligos samprata

Mokslinéje literatiiroje teigiama, kad, skirtingai nei monogeniniy
arba dar vadinamy mendeliniy ligy atveju, kurias daZniausiai lemia vieno geno
mutacijos, daugiaveiksnés ligos yra genetiniy ir aplinkos saveikos isdava. Tai
Alzheimerio (Alzheimer) liga, skleroderma, astma, Parkinsono (Parkinson)
liga, i8sétiné sklerozé, osteoporozé, jungiamojo audinio, inksty, autoimuninés
ligos ir daugelis kity (Hunter DJ, 2005), i§ jy aterosklerozé ir koronariné
sirdies liga (KSL). Daugiaveiksnés ligos nors ir bidingos $eimoms, nepaklista
né vienam zinomam mendeliniam paveldéjimo désningumui, be to,
daugiaveiksnés ligos yra daznesnés negu retos mendelinés. Taciau tiriant
daugiaveiksnes ligas reikia nepamirsti reiskiniy, kurie lemia nukrypimus nuo
Mendelio désniy: sumazéjes penetrantiSkumas, raiskos jvairavimas, fenotipo
apibréztis (ta pacig liga gali lemti ne vienas ir tas pats genas), poligeniniai
pozymiai, geno ir geno saveika, geno ir aplinkos sgveika (Hern LM,
Bidichandani SI, 2004). Daugiaveiksniy ligy atveju genai lemia ne pacia liga, o
polinkj sirgti liga, ligos iSsivystymas priklauso nuo aplinkos, kurioje
gyvenama, ir nuo gyvenimo biido. Taciau néra taip, kad genai arba aplinka
veikty izoliuotai. Genai, lemiantys polinkj, gali buti specifiSkai modifikuoti
aplinkos, nes geny produktai sgveikauja su aplinkos poveikio produktais
molekuliniu lygmeniu (Dempfle A et al., 2008). Daugiaveiksniskumas $iy ligy
atveju atskleidziamas pirmiausia per klinikinés raiskos jvairove — skirtingas
ligos pradZios amzius, skirtinga ligos trukmé, skirtingas atsakas j gydyma,

daugybé simptomy, kurie yra labai jvairtis ir skiriasi tarp asmeny. Antra, nors

15



genetiniy veiksniy poveikis tirlamam poZymiui yra akivaizdus, taciau
pasireiSkimui biitinas ne vieno, o daugelio geny, kuriy kiekvieno poveikis
vidutiniSkas arba mazas, veikimas (kiekvieno) atskirai arba kartu.
VeikianCiuose genuose gali buti daug rety ar dazny/ bendry varianty (angl.
common variants), kurie ir daro jtaka pozymio pasireiskimui. Trecia, veikiant
genetiniams veiksniams, kartu veikia ir negenetiniai veiksniai, pavyzdziui,
mityba. Tad tuos pacius pozymius dazniausiai vienu metu veikia skirtingos
prigimties veiksniai. Tai lemia kiekvieno ligos pozymio unikalumg ir
sudétinguma (Roden D, 2009).

Daugiaveiksnés ligos — sudétingos, nes yra kompleksinés, t.y.
dél daugelio jas lemianciy veiksniy (kuriy kiekvieno indélis j liga yra vidutinis
arba mazas) nustatyti ligos etiopatogenezés mechanizmg yra sunkiau, o

diagnostikos, gydymo, prognozés ir prevencijos sistemos sukiirimas tampa

A

Koronariné Sirdies liga — daugiaveiksné

Koronariné Sirdies liga yra lemiama daugelio veiksniy. Pamatiné
KSL lemianti patologija yra ateroskleroze, prasidedanti dar vaikystéje, véliau ji
komplikuojasi trombo susidarymu, kuris trukdo kraujo tiekimui j Sirdj ir
sukelia iSemija bei miokardo infarkta (MI) (NCBI duomeny bazes
enciklopedija MedlinePlus). D¢l svaraus aterosklerozés indélio KSL
iSsivystymui kartais yra sudétinga iSgryninti rizikos veiksnius, kurie $ig liga
lemia tiesiogiai, 0 kurie netiesiogiai, pirmiausia veikdami aterosklerozés

procesa.

Rizikos veiksnius biitina nustatyti, rasti tinkamus jy Zymenis, nes
rizikos veiksniai yra kritiniai nulemiant, zmogus sirgs ar ne. Rizikos veiksniai
daro jtaka ne tik ligos vystymuisi, bet ir joS mastui. Pazymétina, kad Lietuvos
statistikos departamento analizés duomenimis (pateikti Higienos instituto
Sveikatos informacijos centro duomenys), Lietuvoje, 2010-2012 metais

kraujotakos sistemos ligos (atskirai KSL statistiniy duomeny néra) sudaré
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daugiau negu pus¢ visy vyry ir motery mirciy atvejy (1.1 paveikslas). Deja, $i
tendencija nesikeiCia. Remiantis 2012 mety Europos kardiology draugijos
parengtomis Sirdies ir kraujagysliy ligy prevencijos klinikinéje praktikoje
rekomendacijomis, Lietuva kartu su Arménija, Azerbaidzanu, Baltarusija,
Bulgarija, Gruzija, Kazachstanu, Kirgizija, Latvija, Makedonija, Moldova,
Rusija, Ukraina ir Uzbekija nurodoma kaip Salis, kuriai budinga didelé rizika
susirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis (Perk J et al., 2012).
Mirusiyiu skaiGius

PoZymiai: Tarptautine statistine ligy ir sveikatos problemy klazifikacija [TLK-10] ir metai.
1% wizo pagal amZiy, Yyrai ir moterys. [Asmenys])

40 000 30000 20000 10000 0 10000 20000
Asmeny's

[ A0S 13 viso pagal rirties priefastiz I (00193 Kraujotakos sistemos |iHDS I

& £ e s o olananiamendae

1.1 paveikslas. 2010-2012 metais mirusiyjy dél kraujotakos sistemos ligy
proporcija visy mirusiyjy grupéje (vyrai ir moterys kartu). AO0OY89 — kodas, 18
viso pagal mirties priezastis mirusieji; 100199 — kodas, mirusieji nuo

kraujotakos sistemos ligy.

Sergamumas ir mir§tamumas nuo KSL pasaulyje, $ios ligos
masiSkumo poveikis ekonomikai yra svariis argumentai kurti naujas ligos
diagnostikos, gydymo ir prevencijos strategijas. Norint keisti sergamumo ir
mirtingumo statistika, btitina paveikti rizikos veiksniy pasireiskimg (jeigu tai
jmanoma). Todél privalu nustatyti ir tirti rizikos veiksnius. Jau minéta, kad
KSL yra daugiaveiksné, sudétinga liga, kurios veiksnius néra paprasta
identifikuoti, taCiau yra zinomi tiek rizikos veiksniai, lemiantys ligos
iSsivystymg, tiek Siy veiksniy Zymenys. Rizikos veiksnius (ir jy zymenis)

galima suskirstyti | grupes pagal koreguojamumg: modifikuojami ir
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nemodifikuojami; bei pagal naujuma: tradiciniai ir netradiciniai rizikos

veiksnial.

Veiksniams, kuriy jtaka KSL pasireiskimui galima pakeisti,
priklauso modifikuojami rizikos veiksniai: rikymas, dislipidemija, cukrinis
diabetas, nutukimas, netinkama mityba, trombogeniniai veiksniai, fizinis
pasyvumas, perteklinis alkoholio vartojimas, metabolinis sindromas, stresas.
Veiksniams, kuriy jtakos KSL pasireiskimui negalima pakeisti (ta¢iau galbit
ateityje bus galima), priklauso nemodifikuojami rizikos veiksniai, kuriais
laikytini amzius (vyrams rizikos amzius yra > 45 metai, moterims > 55), lytis
(moterims dél estrogeny rizika yra mazesné, taciau tai priklauso nuo amziaus),
asmenin¢ ir $eimos KSL istorija (esant KSL jvykiy $eimoje, rizika yra beveik
du kartus didesn¢), etniné priklausomybe (Afrikos ir Azijos protéviy
populiacijos turi didesn¢ rizikg susirgti Sirdies ir kraujagysliy ligomis),
genetiniai veiksniai (Boudi B, 2013). Minéty modifikuojamy veiksniy
pasireiSkimo jvairovés, nemodifikuojamy veiksniy — lyties, asmeninés ir
Seimos KSL istorijos bei etninés priklausomybés prigimtis taip pat yra nulemta
genetiniy veiksniy. Taigi genetiniy veiksniy svarba yra nepaneigiama. Kalbant
apie modifikuojamus ir nemodifikuojamus rizikos veiksnius biitina pabrézti,
kad riba tarp jy yra reliatyvi ir gali keistis. Galbiit netolimoje ateityje bus
galima paveikti su lytimi susijusius ar genetinius rizikos veiksnius. Puikus
pavyzdys — kaip nustacius genetinius ligos iSsivystymo mechanizmus yra
gydoma fenilketonurija, jgimta hipotiroze¢, mukopolisacharidozé, leukemijos ar
Diuseno raumeny distrofija ir t.t. Tokiy ligy, anksCiau laikyty
nepagydomomis, taciau dabar jau gydomy, sarasas vis ilgéja. Viskas priklauso
nuo to, kiek mes zinome apie ligg, ja lemiancius rizikos veiksnius bei
patogenezés mechanizmus ir kiek tas Zinias gebame pritaikyti. Genetiniai
tyrimai gali prisidéti prie Ziniy gilinimo, taikymo ir sergamumo situacijos

gerinimo.

Koronaring Sirdies liga lemiantys rizikos veiksniai yra tiriami jau

daugel; mety, nemazai jy nustatyta dar praé¢jusiame amziuje, taCiau vystantis
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mokslui, nustatoma ir suzinoma Vis naujy. Pagal naujuma rizikos veiksniai yra
skiriami j tradicinius ir netradicinius. Taciau, prognozuojant Sirdies ir
kraujagysliy ligas, kol kas labiausiai pasitarnauja tradiciniai rizikos veiksniai,
nes naujai nustatomy Zymeny poveikis rizikai yra vidutinis. Siuo metu
geriausiai 10 mety rizikos prognoze apraSo amzius, lytis, etniné
priklausomybé, bendras cholesterolio kiekis, DTL-cholesterolis, kraujospidis,
cukrinis diabetas, momentinis riikymo statusas. Informatyviausi Zymenys,
geriausiai prognozuojantys mirStamumg: B-tipo natriurezinis peptidas (BNP),
C reaktyvusis baltymas (CRB), homocisteinas, reninas, albumino ir kreatinino
kiekiy santykis Slapime. Informatyviausi zymenys, geriausiai prognozuojantys
sirdies ir kraujagysliy ligos pasireisSkimo atvejus, — albumino ir kreatinino
kiekiy santykis Slapime ir BNP (Boudi B, 2013). Pastaruoju metu vis daugéja

nustatomy naujy rizikos veiksniy ir netradiciniy Zymeny.

Genetikos ir genomikos vaidmuo koronarinés Sirdies ligos pavyzdziu

Koronaring¢ Sirdies liga, taip pat ir ateroskleroze, kaip minéta, yra
daugiaveiksnés ligos, vadinasi, pasireiSkia del aplinkos ir genetiniy veiksniy
saveikos. Buvo manoma, kad apie 50 % polinkio sirgti KSL yra dél genetiniy
veiksniy polimorfizmy, veikianciy tiek Zinomus, tiek neZinomus rizikos
veiksnius, pavyzdziui, cholesterolio kiekj ar kraujosptudj (Chan L, Boerwinkle
E, 1994). Taciau plataus masto genomo asociacijy tyrimais didelése
populiacijy grupése nustatyta, kad genetiniais veiksniais gali biiti paaiSkinama
nuo 20 % iki 50 % daugiaveiksnés ligos pozymio jvairovés (Visscher PM et
al.,, 2012 (1)). Yra teigiama, kad dominuojantys prieslaikinés aterosklerozés
rizikos veiksniai yra genetiniai (Genest JJ et al., 1992). Verta paminéti, kad
JAV daugiau negu vienas i§ trijy asmeny serga viena ar daugiau Sirdies ir
kraujagysliy ligy, o beveik pusé Siy asmeny yra jaunesni negu 60 mety amziaus
(Go AS et al, 2013). Taigi ankstyvas ligos pradzios amzius rodo, kad nemazg

itaka sergamumui gali turéti genetiniai veiksniai.

Kai kuriy mokslininky teigimu, ateroskleroze ir jos pasekmés yra

iSvengiamos, gali buti sumazintos ir netgi visiskai pasalintos (Wald NJ, Law
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MR, 2003). Tam reikia apibrézti ne tik aplinkos, bet ir genetinius bei
genominius veiksnius. Geny ir individualiy genetiniy varianty, lemianciy
koronarine ateroskleroze, nustatymas sukurs individualizuotos medicinos ir
optimalios ligos prevencijos bei gydymo prielaidas (Roberts R, Stewart AFR,
2006). Taigi svarbiausias Sirdies ir kraujagysliy ligy genomikos ir genetikos
uzdavinys — nustatyti tuos genomo variantus, kurie turi jtakos individualiam

ligos pasireiskimui.

Genetiné ligos architektara

Genetiné ligos architektiira abstrakciai yra genotipo ir fenotipo
rySio struktiira. Ja bandoma paaiSkinti ligos fenotipinés jvairovés genetine
prigimt;. Genetinés ligos yra monogeninés (mendelinés), poligeninés,
daugiaveiksnés. Yra zinoma daugiau negu 2000 mendeliniy ligy, kurias lemia
retos didelj poveikj ligos pasireiSkimui daran¢ios mutacijos (jos taip pat yra
genomo variantai), kuriy daznis populiacijoje yra mazesnis nei 1 %, nes
evoliucijos metu jas veikia neigiama gamtiné atranka. Kad ir kaip biity, rety
genomo varianty poveikis daugiaveiksnéms ligoms ir poZymiams néra iki galo
suprastas. Teigiama, kad daugiaveiksnius pozymius lemia tiek dazni, tiek reti
variantai kartu su aplinkos veiksniais, o dél vélyvo ligos pasireisSkimo reti

variantai i§vengia neigiamos gamtinés atrankos (Reich DE, Lander ES, 2001).

Kalbant apie daugiaveiksniy ligy genetine architektira KSL
atveju, vis daugéja nustatomy KSL lemianéiy geny, kuriuose randami tiek reti,
tieck dazni/ bendri variantai, kuriy daznis > 5 % (Wang WY et al., 2005).
Pavyzdys galéty buti mazo tankio lipoproteiny (MTL) receptoriy koduojantis
LDLR genas, kurio reti variantai lemia Seimin¢ hipercholesterolemija, o dazni
variantai, nustatyti asociacijy tyrimais, yra siejami su padidéjusiu MTL-
cholesterolio kiekiu ir Ml rizika bendroje populiacijoje (Willer CJ et al., 2008).
Dazny varianty poveikis ligos pasireiSkimui neretai yra maZzesnis negu rety
varianty, o $ansy santykio (SS) reik§meés yra apie du, tadiau bendrapopuliacing
ligos rizika gali paveikti labiau dél didesnio varianty daznio, palyginti su retais

variantais, lemianciais mendelines ligas. Reti variantai yra nustatomi naujos
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kartos viso genomo sekoskaitos metodais, o dazni — taip pat ir plataus masto
genomo asociacijy tyrimams naudojamais metodais. Dazni variantai dar
vadinami bendrais, nes jy daznis yra didelis ir jie budingi didesnei
populiacijos asmeny daliai, o reti variantai paprastai yra unikaliis, pasitaiko
pavieniams asmenims (Arnett DK, 2012). Nustatomy varianty daznio ir
poveikio fenotipui rySys vaizduojamas 1.2 paveiksle. Isskyrus kelias iSimtis,
dazni (> 0,05) variantai daro mazg poveikj fenotipui, reti (< 0,005) — didelj.
Mazo daznio (0,005-0,05), taciau ne reti variantai daro vidutinj poveikj

(Manolio TA et al., 2009).

Poveikio
dydis

..
.....
..
.....
......
......
......

Mazo daznio
______ aleliai, darantys
vidutinj poveikj

........... |igos
.......... pasireiskimui DaZni
Reti aleliai, sunkiai \ ... . aleliai, !ﬁmian:_ys
nustatomi, darantys ~\ .., Auglaverksnes ligas
3 T (plataus masto genomo
mazg PO\L@I . 1 lgOS ........ aSOCiaCijl} tyrlmu,
pasireiskimui /e duomenimis)
Mazas |  ~_ Tl
: 0,001 : 0,005 . 0,05 .
Labai Reti Mazo daznio Dazni
Alelio daznis

1.2 paveikslas. Genetiniai variantai pagal rizikos alelio daznj ir genetinio

poveikio dyd;j (Sansy santykio reik§mes) (Manolio TA et al., 2009)

Yra genetinio poveikio skirtumas tarp rety didele rizikg susirgti lemianciy ir
dazny maza rizika lemianciy varianty. Tai Kiekybinis, ne kokybinis skirtumas.

Manoma, kad genetinés jvairovés jtaka geny raiSkai yra daugiapakopé. Geny
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raiska reguliuoja daug elementy, o genetiné jvairové tame gene galbit keicia
raiSkos reguliavimg. Vadovaujantis Siuo modeliu, kiekvienoje genetinéje
srityje yra daug varianty, kurie gali sudaryti vieng ar daugiau haplotipy bloky,
esanciy Salia paveikto DNR nuoraso. Taigi, ne vienas haplotipas, o jy rinkinys,
ligos rizikag didina arba mazina. Variantas, kuris daro didziausia jtaka rizikai
susirgti populiacijoje (alelio daznio ir santykinés rizikos derinys), tikétina, bus
atrastas pirmas i§ visos genetinés srities, kuri yra ligos rizikos veiksnys.
Tolesnis atrasto varianto genetinés srities, kuriai jis priklauso, nagrinéjimas
atveria galimybe nustatyti kitus, mazesne jtaka rizikai turincius alelius (Hardy

J, Singleton A, 2009).

Salia dazny ir rety varianty aiskéja ir somatiniy mutacijy
poveikis daznai stebimiems pozymiams. Somatinés mutacijos dazniausiai yra
siejamos su vézio vystymusi. Vis délto manoma, kad somatinés mutacijos gali
daryti jtaka ir paplitusioms ligoms, bet kitu, kancerogenezei nebudingu,
mechanizmu (Roden D, 2009).

Dazni, reti ir somatiniai variantai turi bendrus veikimo
mechanizmy scenarijus. Pirma, jie gali veikti struktairiniu lygmeniu, kai
variantai yra aminoriigStis koduojanciose geny sekose ar splaisingo srityse ir
lemia koduojamy baltymy strukttiros pokyc¢ius, tokiu btidu veikdami baltymy
funkcijg. Antra, minétieji variantai gali veikti reguliaciniu lygmeniu, budami
reguliaciniuose genomo regionuose gali lemti geny raiskos valdymo poky¢cius .
Galiausiai yra manoma, kad rezultatas, t. y. daugiaveiksné liga, yra suminis
daugelio varianty (dazny, rety, somatiniy), esanc¢iy daugelyje skirtingy genomo
sri¢iy, veikimo padarinys, kai varianty deriniai reguliuoja biocheminius
pozymius (metabolity pertekliy, geny raisSkg ir hormony kiekius), kurie ir lemia

tam tikra fenotipa (Gibson G, 2012).

Yra palaikoma ir plétojama hipotez¢ apie geny ir baltymy
tinklus, t.y. suminj daugelio varianty deriniy veikimg. Daugelio ligy atveju

skirtingos genetinés sritys dalyvauja bendrame patogenezés kelyje. Vadinasi,
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nustacius vieng konkrety rizikos alel] konkrecioje gentingje srityje, atsiveria
galimybés aptikti ir kitas rizika lemiancias sritis bei mechanizmus (Hardy J,
Singleton A, 2009). Pasitelkiant cirkuliuojan¢ius leukocitus buvo
pademonstruota geny raiSka kartu (angl. co-expression), kuri priklausé nuo
serumo metabolity koncentracijos, tuo pagrindziant molekuliniy tinkly
tarpusavio sgveikos, veikiant aplinkos veiksniams, hipoteze (Inouye M et al.,
2010). Tikimasi, kad gilesnés Zinios apie epigenomg, ypa¢ genetinés variacijos
ir geny raiSkos kontekste, padés susieti aplinkos ir biologiniy keliy daroma
poveikj ligy patogenezei (Hardy J, Singleton A, 2009). Zmogaus ir kity
individy poZymiy jvarovei bei ligy patogenezei neabejotinai svarblis yra ir
genomo seky kopijy skaiciaus persitvarkymai (KSP) (angl. copy number
variation, CNV). Tai naujas genomo tyrimy objektas, taciau KSP, kaip ir dazni
bei reti vieno nukleotido variantai, gali daryti tiek didelj, tiek maza poveikj
ligos rizikai. Siuo metu KSP tyrimai intensyviai taikomi aigkinantis
daugiaveiksniy ligy patologija ir Salia epigenominiy tyrimy atradimy turéty
suteikti daugiau fundamentaliy genetinés daugiaveiksniy ligy architektiiros

ziniy (Roden D, 2009).

ISs1aiSkine konkrecius veikimo principus, galésime nuspéti ne tik
ligos pasireiSkimg, taciau ir greitj, kokiu ji vystysis, ligos mastg ir atsako i}
gydyma specifiskuma. Tad genetinés KSL architektiiros tyrimy dar laukia daug
uzdaviniy: identifikuoti naujus ligos rizika lemianc¢ius Zymenis populiaciniu
lygmeniu; nustatyti naujus genus ir jy veikimo kelius, lemian¢ius Zmogaus
patofiziologijg; nustatyti priezastingumg epidemiologiniuose tyrimuose; atrasti
vaisty taikinius, padésiancius optimizuoti gydyma (Roden D, 2009). Plataus
masto genomo asociacijy tyrimais gauti duomenys ir besivystantys sekoskaitos

metodai yra kelias j ligos genetiniy prieZasciy analizg.

Evoliuciniai genetinés KSL architektiiros modeliai

Genetine KSL  architektiira neatsiejama nuo  genetiniy
polimorfizmy, daranéiy poveikj KSL rizikai, aleliy daZniy ir poveikio dydzio

pasiskirstymo bei genetinio veikimo pobiidzio (adityvus, dominantinis ir (ar)
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epistazinis, pleiotropinis). Svarbu issiaiSkinti geneting architektiirg, Siekiant
jvertinti ligos rizikg ir ja prognozuoti (Wray NR et al.,, 2008). Bet kurie
evoliuciniai pokyCiai — mutacijos, geny dreifas ir gamtiné atranka — gali
paveikti geneting architektiirag. Evoliuciné genetika padeda paaiskinti rizikos
aleliy, lemianciy KSL, skai¢iaus ir daZnio paplitimo tendencijas (Pritchard JK,
2001).

Daznu atveju rusis yra apibréziama kaip grupé individy, kurie savo
sandaros ypatybémis prisitaikg¢ gyventi tam tikromis aplinkos salygomis,
skiriasi nuo kity rusSiy, gamina ] save panaSius ir laisvai kryzminasi
tarpusavyje. Tai biologin¢ ruSies koncepcija. Yra ir kity sampraty, taciau
biitent Siuo atveju rusys yra traktuojamos ne kaip individai, o kaip populiacijos,
pabréziamas riSies kaip reprodukcinio, genetinio ir ekologinio vieneto
egzistavimas (pagal Rakauskas R, 2001). Zmogus taip pat yra rasis. Jam
netaikomos biologinés iSlygos, todél gyvensenos pobiidzio ir kokybés, sykiu ir
sveikatos, aspektai yra susieti su Siuo risies apibrézime skambanciu teiginiu
,prisitaikiusi gyventi tam tikromis aplinkos sglygomis®. Prisitaikymas yra
evoliucinis procesas. Zvelgiant j zmogy (rii§j) kaip j genetinj vieneta, veikiama
laiko ir aplinkos, evoliucijos procesas tampa akivaizdus, kaip ir jo jtaka

genofondui.

Evoliucinés biologijos svarbg aiSkinantis ligos priezast] pabrézé
G. C. Williams ir R. M. Nesse (1991), tai vadinamoji darvinistiné medicina.
Gamtin¢ atranka veikia tiek mendelines, tiek daugiaveiksnes ligas lemiancius
genetinius veiksnius (Nielsen R et al., 2007). Evoliucinio konteksto svarba
priklauso nuo tiriamos ligos, ta¢iau KSL atveju evoliuciné genetika yra ypad

svarbi.

Daugiaveiksniy ligy atveju, skirtingai nei mendeliniy, genetiniai
variantai, lemiantys polinkj ligai, manoma, yra ir reti, ir dazni (bendri)
(Bodmer W, Bonilla C, 2008). Si hipotezé jungia Zemiau pateikiamas dazny ir

rety varianty hipotezes, aiSkinancias atitinkamy varianty ry$] su
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daugiaveiksnémis ligomis. Plataus masto genomo asociacijy tyrimais nustatyta
deSimtys rizikg lemian¢iy dazny (bendry) aleliy (aptariama 2.1 skyrelyje),
kuriy poveikis yra mazas, taciau daznis bendroje populiacijoje yra didelis. Tai
bandoma paaiskinti ,,dazna liga — dazni variantai“ (angl. Common Disease/
Common Variants) hipoteze (Reich DE, Lander ES, 2001). Evoliuciskai tai
arba neutrallis, arba pranasuma, palyginti su Kitais individais, prisitaikant
aplinkoje praeityje suteike aleliai. Gyvenimo budo poky¢iai, kultira ir
gyvenamoji aplinka zmonéms palikus Afrikg lémé specifinius atrankos
spaudimo mechanizmus. Protéviniai aleliai, kurie tiko protéviy aplinkai,
neatitinka $iy dieny aplinkos, todél tai vadinama protévinio polinkio (angl.
ancestral-susceptibility) modeliu daugiaveiksniy ligy atveju (Di Rienzo A,
Hudson RR, 2005). ,,Reti variantai — dazna liga* hipotezé teigia, kad polinkj
ligai lemia daug rety varianty skirtingose genetinése srityse, kuriy kiekvienas
daro vidutinika poveikj ligos pasireiskimui. Sie aleliai ne tokie Zalingi, kaip
mendeliniy ligy atveju, todél néra eliminuojami gamtinés atrankos (Bodmer W,
Bonilla C, 2008). Yra pasitlyta ir ,netikry* asociacijy (angl. synthetic
association) hipotezé, teigianti, kad dazni VNP yra asocijuojami su
daugiaveiksne liga ar pozymiu tik tada, kai genetinéje srityje yra
nepusiausviroje sankiboje su vienu ar daugiau rety varianty, kurie turi didesnj
poveikj fenotipui. Daugiaveiksniy ligy atveju rety varianty nustatymas yra
ankstyvoje tyrimy stadijoje, kadangi Siuo metu atlickami plataus masto
genomo asociacijy tyrimai neleidZia jy nustatyti, o naujos kartos viso genomo
sekoskaitos tyrimai, jgalinantys juos nustatyti, yra dar tik prasidéje (Dickson
SP et al., 2010; Wang K et al., 2010).

Protévinio polinkio modelio atveju, kadaise apsaugoj¢ nuo ligos
aleliai, dabar tapo nebetinkami. Tai lemia kelios priezastys. Pirmiausia —
atranka palaiko variantus, kurie didina reprodukcing sékmg, net jei tie variantai
lemia didesng rizika susirgti vyresniame amziuje (Williams GC, 1957). Antra —
atsilikimas laike, kai aplinkos pokyciai vyksta grei¢iau negu prisitaikymas.

Trecia — gamtiné atranka nesukuria kity apsauginiy varianty. Galiausiai,

25



atranka yra stochastinis procesas, visiSkai atsitiktinai iSstumiantis nuo ligos
saugancius alelius arba palaikantis rizikos alelius, tai lemia padidéjusj polinkj
ligai (Houle D, 1992). Koronarinés Sirdies ligos atveju genetinius ir
evoliucinius ligos tyrimus sunkina sudétinis ligos fenotipas ir ligg lemianciy
veiksniy kiekybé. Taciau epidemiologiniais tyrimais buvo nustatyti biologiniai
keliai ir veiksniai, svarbiis KSL patogenezei. Tai ateroskleroze lemiantys
biologiniai keliai — kraujospidzio reguliavimo, lipoproteiny ir gliukozés
metabolizmo, kreSéjimo ir uZdegimo procesy, kurie gali biiti veikiami gamtinés
atrankos gyvenamomis klimato ir mitybos salygomis bei Seimininko atsako ]

patogeng ypatybiy (Ding K, Kullo 1J, 2009).

Hipertenzijos atveju skirtingg polinkj jai Iémé istorinis
prisitaikymas prie klimatiniy salygy (Hancock AM et al., 2008) — natrj
tausojantis mechanizmas uztikrino iSgyvenamumg karStoje ir drégnoje
aplinkoje Afrikoje, taciau vidutinio klimato zonose jis lemia hipertenzijg (Ding
K, Kullo 1J, 2009). Nustatyti genetiniai natrio apytakos désningumai — natrj
tausojantys aleliai — yra daznesni Afrikos populiacijose, palyginti su Siaurés
Europos populiacijomis. Tai turi reikSmés hipertenzijos diagnostikai ir
gydymui geografiSkai ir etniSkai iSnagrinétose ir apraSytose populiacijose

visame pasaulyje (Nakajima T et al., 2004).

Lipoproteiny metabolizmas evoliuciskai galéjo buti paveiktas jau
minéty klimato ir mitybos salygy pokyCiy. Didesni cholesterolio kiekiai
serume teiké privalumg evoliucionuojant zmogaus tgiui ir masei, nes
cholesterolis dalyvauja steroidiniy hormony sintez¢je. Todél APOE geno ¢4
alelis, lémes geresnj prisitaikymg anuomet, Siomis maisto pertekliaus
issivys¢iusiose 3alyse salygomis tapo lemiancéiu KSL rizika (Stengard JH et
al., 1995). Plétojant biologiniy metabolizmo keliy, susijusiy su KSL,
evoliucijos temg biitina paminéti metabolinj sindroma, kuris apima nutukimg
(padidéjusi juosmens apimtis), aterogenine dislipidemija, hipertenzija, sutrikusj
gliukozés metabolizma. Sie veiksniai lemia aterosklerozés ir KSL rizika

(Dandona P et al., 2005). Evoliuciskai polinkis j nutukimg ir diabetg tam
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tikrose Zmoniy populiacijose aiSkinamas ,taupaus geno“ hipoteze (angl.
., thrifty-gene ). Teigiama, kad tam tikri genetiniai variantai atsirado siekiant
maksimizuoti metabolin] efektyvumg, lipidy atsargas ir maisto ieskojimo
elgsena. Siais laikais tokie genetiniai variantai lemia polinkj sirgti ligomis,
kurias lemia perteklinis maisto vartojimas (Neel JV, 1962). Neseny tyrimy
iSvadomis, klimatiniai pokyciai galéjo biti svarbiis koreguojant geneting

jvairove, susijusig su metaboliniais keliais (Hancock AM et al., 2008).

Kre$¢jimo mechanizmo genetinés jvairovés pokyciai lémeé didesnj
iSgyvenamumg ankstesnéje aplinkoje. Galbiit tie pokyciai buvo hemostazés
sustiprinimas, apsaugantis nuo nukraujavimo susizeidus, medziojant ar po

gimdymo (Zivelin A et al., 1997; Dahlback B, 2008).

Atrankos spaudimas neabejotinai veiké Seimininko atsako |
patogena mechanizmus, kartu ir juose dalyvaujancius genetinius veiksnius.
Padidéjes imuninis atsakas, i§sivystes kovoje su patogenais, gali padidinti KSL
rizika. Uzdegimo procesy jtaka aterosklerozei yra jrodyta, taip pat pasitlyti
genai kandidatai, koduojantys imuniniame atsake dalyvaujancius baltymus
(Ding K, Kullo 13, 2009).

Svarbu pazyméti, kad evoliucinis aspektas aiSkina ligos geneting
architektiirg tiek laiko, tiek erdvés atzvilgiu. Kiekviena populiacija
geografiniame Zemélapyje uzima tik tam tikrg vietg. Bégant laikui zemélapis
kito. Taciau nustatyta, kad ir genetiniu pozitiriu Europos gyventojy
populiacijos, sykiu ir Lietuvos, issidésto pagal dabartinj geografinj zemélapij,

(zr. 1.3 paveiksla).

27



* Austrija
A Bulgarija
L] e
olg® A Celojos Bespublilea
" .
%(E*‘* g # Estija
0.02 W ok y ¥ Buomija (Helsinkis)
* W%‘ul ¥ ek @ Suomija (Kusame)
w P A .
: ) K +Prancizia

= Ziaures Woldetija

0.03 L J

Piety Volietija
*Wengrija
m Staures Ttalija
0.025 0.035 Piety Italija
-Latwija

C1

0.035 0.025

tLietuva
Lenkija

*Fusija
Ispana
Sve dya

Sveicarija

-0.03

1.3 paveikslas. Europos populiacijy genetiné struktiira (Nelis M et al., 2009).
Sutartiniais Zenklais, remiantis pagrindinés genetinés komponentés analize,

pavaizduotos Europos populiacijos.

Kiekvienos Salies, tautos konkreti geografiné padétis ir jos
sutapimas su genetinés struktiiros pasiskirstymu tik patvirtina E. Mayr
suformuluoty teiginj, kad rasis, kaip uzdara genetin¢ sistema, pasiZyminti
genofondo specifiSkumu, turéty pasizyméti ir ekologinés niSos specifiSkumu
(Rakauskas R, 2001). Todél aiskinantis ligy geneting architektiira, svarbu tirti
vietines populiacijas, nes jose glidi genetiniai skirtumai nuo kity populiacijy,
nulemti genetinés jvairovés veikiant aplinkai. Sie skirtumai nulemia ir ligos

architektiiros skirtumus, kuriuos svarbu iSsiaiskinti.
1.2. Daugiaveiksniy ligy genetinés architektiiros nustatymas
»Naujas mokslas — del genomo asociacijy tyrimy*

Peter M. Visscher

Dvidesimt mety genetiné sankiba kartu su poziciniu klonavimu

buvo du nepakeifiami genetinés analizés budai, leid¢ tiesiogiai nustatyti
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mutacijas ir genus lemiancius monogenines ligas. Taip buvo iSaiSkintos
cistinés fibrozés, Hantingtono (Huntington) ir daugelio kity mendeliniy ligy
priezastys. Siais metodais buvo nustatytos mutacijos, kei¢iangios aminorags&iy
seka baltyme ir gerokai didinancios ligos rizikg. Taip susiformavo molekulinés
genetines patologijos sampratos pamatai.

Suvokus, jog Sie metodai néra tinkami daugiaveiksniy ligy
genetiniy priezas¢iy tyrimui, buvo pasitlyta ir iStobulinta genomo asociacijos
tyrimy metodika. Salia nuodugnaus geny kandidaty asociacijos su liga tyrimo,
gristo iSankstine hipoteze apie genetinio veiksnio reikSme ligos patogenezei,
iSsirutuliojo plataus masto genomo asociacijos su tiriamu pozymiu tyrimas,
nereikalaujantis iSankstinés hipotezés (Hunter DJ, Kraft P, 2007). Pirmajj
sékmingg plataus masto genomo tyrimg 2005 metais i§spausdino ,,Science*
zurnalas, kai buvo nustatyti VNP, dazniau pasitaik¢ senatving geltonosios
démés degeneracija (angl. age-related macular degeneration) turinc¢iy pacienty
grupéje, palyginti su kontroliniais asmenimis (Klein RJ et al., 2005). Nuo to
laiko, genomo asociacijos tyrimy daugéjo, geréjo ekonominés ir analitinés
atlikimo salygos. Nustatyta daugybé statistiskai reik§mingy asociacijy tarp
specifiniy chromosominiy sri¢iy ir daugiaveiksniy zmogaus ligy. Dabar
nustatyti daznus, mazg rizikg lemiancius variantus (kuriy daznis populiacijoje
> 5 %, Sansy santykis 1,2-5,0 intervale), darancius jtakg daugiaveiksniy ligy
vystymuisi, tapo laboratoriné rutina (Manolio TA et al., 2008). Genomo
asociacijy tyrimai leido aptikti genetines sritis, kuriose yra dazni (bendri) ligos
rizika lemiantys variantai. Siy tyrimy rezultatai padéjo suformuluoti ,,dazna
liga — daznas variantas“ hipoteze bei jai alternatyvig — ,,reti variantai — dazna
liga® hipoteze. Siandien $ias dvi hipotezes jungia hipotezé, kuri teigia, kad
daugiaveiksnes ligas lemia tick dazni, tiek reti variantai. Taciau plataus masto
genomo asociacijy tyrimas néra tinkamas nei tiesiogial nustatyti ligos genus,
nei rety varianty sritis. Tai yra naujos kartos sekoskaitos ir geny kandidaty

tyrimy uzdavinys (Roden D, 2009).
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1.2.1. Nuo geny kandidaty iki naujos kartos sekoskaitos. GWAS

Nustatant DNR sekos variantus, lemianéius polinkj sirgti liga,
istoriskai yra susikloste du pagrindiniai metodai: sankibos ir asociacijy
analizés, kuri skirstoma j geny kandidaty asociacijos ir plataus masto genomo

asociacijy tyrimus.
Genetinés sankibos analizé

Genetinés sankibos analizé kildinama i§ mendelinés genetikos,
kurios vienas 1§ pagrindiniy principy yra nepriklausomas poZymiy
paveldéjimas. Nukrypimai nuo §io désnio, kai genetinis Zymuo ir ligg lemiantis
tirilamas pozymis paveldimi kartu, tarsi jrodo, kad liga lemianti sritis ir Zzymuo
yra fiziSkai netoli vienas kito, todél vadinami ,,sukibusiais* arba vertinami kaip
nerekombinuojantys (arba rekombinacija reta). Sankibos analizé remiasi
Seimy, kuriose nustatomi nepriklausomi mejozés jvykiai (informatyvios
mejozes) ir jvertinama kosegregacija, tyrimais. Svarbu pasirinkti analizei
tinkamus genetinius Zymenis, kurie turi buti iSsidéste po genomg. Klasikiniu
atveju sankiba statistiskai yra vertinama LOD jverciu (Z). Tai Sansy logaritmas,
kai jvertinama sankibos jvykio tikimybé. LOD esant >3 vertinama kaip
sankiba, < (-2) vertinama kaip nesankiba. Reik§més, esancios tarp (-2) ir 3, yra
neinformatyvios. Esant jvairioms tyrimo strategijoms ir galimybéms, galima
pasirinkti tinkamiausig kompiutering programg sankibos analizei atlikti.
Sankibos analizé leidzia skenuoti genoma 20 Mb segmentais (pagal Strachan
T, Read A, 2011). Sis metodas skirtas ligos genams nustatyti, juo buvo aptiktas
ne vienas mendeliniy ligy genas. Taciau metodas turi trikumy. Visy pirma, tai
jautrumas klaidoms, skaifiavimo apribojimai atsizvelgiant | Seimy struktiira,
genetiniy sri¢iy heterogeniskumo jtaka, antra — ribota skiriamoji geba, grieztas
parametry poreikis (reikia nurodyti paveldéjimo tipa, aleliniy geny daznius,
kiekvieno genotipo penetrantiSkuma) ir tre¢ia — ligos, nepakliistancios
mendelinio paveld¢jimo désningumams, negali biiti nustatytos sankibos

analizés metodu (pagal Strachan T, Read A, 2011). Daugiaveiksniy ligy atveju
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tinkamesni yra geny kandidaty ir plataus masto viso genomo asociacijy

tyrimai.
Geny kandidaty asociacijos tyrimas

IstoriSkai genotipavimo nasumo ir ekonominiais sumetimais
asociacijy tyrimai buvo ribotos apimties. Buvo tiriama keletas varianty
siaurame genetiniame regione, susitelkiant | specifinj geng. Tai geny kandidaty
tyrimai. Jie tebéra populiarts. Sis tyrimas yra priklausomas nuo hipotezés, t. Y.
genai pasirenkami tyrimui ne atsitiktinai, o turint tam tikrg hipotezg. Hipoteze
gali buti formuluojama keliais pagrindais: pagal jtariama geno funkcijg lemiant
tiriama pozymj; pagal sankibos analize nustatytg geno priklausomybe genetinei
sri¢iai; pagal geno raiSkos ar proteomikos tyrimy rezultatus. Tai vadinamoji
tiesioginé asociacijy analizé. Sios analizés metu démesys telkiamas j vieno
nukleotido polimorfizmus (VNP). Sio metodo prana§umas yra ekonomiskas ir
detalus kiekvieno tiriamo geno sekos ir jos varianty istyrimas. Siy tyrimy
rezultatai yra aisSkiis ir nesudétingai interpretuojami dél nustatomos tiesioginés
asociacijos. Be to, tolesnj Siy rezultaty patvirtinimg nesudétinga perkelti j
funkcinj lygmenj. Pagrindinis metodo trukumas yra iSankstiné hipotezé, kurios
formulavimas priklauso nuo sukaupty mokslo duomeny kokybés ir aktualumo.
Pasenusiy ir (ar) klaidingy, netiksliy duomeny i$ literatiros, duomeny baziy ar
kt. naudojimas hipotezei formuluoti gali paveikti gaunamg rezultata,
netinkamai pakreipti tyrimo eiga. Taciau agnostiskai, t. y. nepriklausomai nuo
hipotezés, atrasti su tiriamu poZymiu susietg naujg geneting srit] (geng) Siuo

metodu yra nejmanoma (Roden D, 2009).
Plataus masto genomo asociaciju tyrimas

Kitas biidas nustatyti genetinius variantus, susijusius su liga, yra
viso genomo Zymeny asociacija su pozymiu ar liga. Plataus masto genomo
asociacijy tyrimas (angl. genome-wide association study, GWAS), pasiiilytas
1996 metais, apima didel¢ grupe dazny genomo varianty. Asociacijy tyrimai

yra skirti aptikti vidutinj poveikj poZymiui darantiems variantams, kuriy negali
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nustatyti sankibos analizé (Spielman RS, Ewens WJ, 1996). Sio tyrimo metu
tiriama genomo zymeny (dazniausiai VNP, kurie pasklid¢ tolygiai po genoma)
sgsaja su pozymiu ar liga. Tai netiesioginis asociacijos nustatymo biidas,
kuriam nereikalinga iSankstiné hipotezé. Netiesioginé asociacija remiasi reta
rekombinacija tarp arti esanciy VNP. Taigi VNP tam tikruose chromosomy
regionuose telkiasi | neatsitiktinai susijusius nepusiausviros sankibos blokus
(angl. LD blocks) (Daly MJ et al., 2001), kurie gali bati fiziSkai pertraukti.
Nustacius pirmgji, efektyviausiai haplotipy blokg reprezentuojant; VNP alels,
kuris dar vadinamas zyminiu (angl. tag SNP), galima nustatyti ir kKitus blokui
priklausancius alelius (Johnson GC et al., 2001). Tad netiesioginio asociacijos
tyrimo tikslas yra nustatyti nepusiausviros sankibos VNP rinkinj, kuris yra
statistiSkai reikSmingai susijes su tiriamu poZymiu ar liga. Tyrimas gali biiti
atlickamas tiek Seimy, tiek atvejo ir kontrolés grupése. Serganciy arba turinciy
tam tikrag poZymj asmeny grupéje Zyminio VNP aleliy dazniai skirsis nuo
kontroliniy (neserganéiy arba neturinéiy pozymio). Sio metodo pranagumas —
analizé be iSankstinés hipotezés. Trilkumas tas, kad né vienas genas ar genetiné
sritis néra nuodugniai tiriami, todél kai kurios asociacijos gali likti

nenustatytos.

Atliekant plataus masto genomo asociacijos tyrimg keliami tam
tikri reikalavimai. Pirma, turi buti tinkamai pasirinktas poZymis ar liga ir didele
tirlamyjy imtis. Antra, atlikus tiriamyjy genotipavimg ir gavus zaliavinius
duomenis biitina atlikti kokybés kontrolg ir duomeny valymg Salinant blogos
kokybés duomenis ir i$skirtis. Trecia, tik atlikus kokybés kontrolg ir tinkamai
pakoregavus zaliavinius duomenis atliekama asociacijy analizé, kuri yra
atvaizduojama Manhattan grafiku. Ketvirta, pagal pasirinkta (pageidautina 1—
5x10®) reikimingumo lygmenj nustatomi ir atrenkami reikmingai asocijuoti
variantai tolesnei analizei nepriklausomoje imtyje asociacijai patvirtinti.
Penkta, priklausomai nuo to, ar asociacija atkartojama, toliau atliekamas naujas
papildomas  nepriklausomas tyrimas (naujai  genotipuojant  atskirg

nepriklausomg imtj) siekiant nustatyti, ar atsikartos ty paciy varianty
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asociacijos. Atkartojus asociacijg, toliau atlickama duomeny baziy (angl. data
mining) analizé, nustatant geneting sritj ir jai priklausancius kitus VNP.
Galiausiai, siekiant nustatyti kritinius biologiniam efektui variantus, atliekamas
tikslus genetinés srities kartografavimas (angl. fine mapping), jj derinant su
gilios pakartotinés sekoskaitos (angl. deep-resequencing) metodais (Hardy J,
Singleton A, 2009).

Atsiradus galimybei (techniniu ir ekonominiu poZilriais)
genotipuoti milijonus VNP, i8kilo poreikis tobulinti bioinformatikos metodus.
Duomeny kiekiai tapo neaprépiami skaiciuoti jprastais metodais, todél atsirado
naujos statistinés problemos, kurias reikéjo spresti, rezultaty interpretacija tapo
sudétingesné. Plataus masto genomo asociacijy tyrimas yra jautrus populiacijos
stratifikacijai, trikstamiems genotipams (angl. missing genotypes),
nukrypimams nuo Hardzio ir Vainbergo pusiausvyros. Tai sprendziama
atlieckant zaliaviniy duomeny kokybés kontrole ir valymg. Tikrinant daugelio
zymeny asociacija, dél daugybinio palyginimo didéja klaidingai teigiamy
rezultaty tikimybé, todél yra grieztas reikSmingumo lygmens (o)) reikalavimas.
Kuo o mazesnis, tuo reikSmingos asociacijos nustatymo galia mazesné (ypac
mazos imties atveju), todél reikalingos kuo didesnés imtys (Lewis CM, Knight
J, 2012).

Tiek geny kandidaty, tiek plataus masto genomo asociacijy tyrimai
turi savo privalumy ir trikumy. Jy palyginimas pateikiamas 1.1 lenteléje.

Tinkamai pritaikyti abu metodai gali bati pravartiis naujiems atradimams.
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1.1 lentelé. Geny kandidaty ir plataus masto genomo asociacijos tyrimy

palyginimas (lentelé adaptuota pagal Roden D, 2009)

Geny kandidaty tyrimas Plataus masto genomo
tyrimas
Pobudis Mazas VNP kiekis gene 100000-1000000 ir daugiau
kandidate VNP, i$sidésCiusiy genome
Imtis Didelé Labai didelé
Kaina Santykinai nedidelé Santykinai didesné
Jautrumas Maziau jautrus, variantai Labai jautrus, reikalingos
daugybiniam turi didesne pirming didelés imtys pasiekti
palyginimui tikimybe biiti asocijuoti reik§mingas asociacijy
vertes
Klaidingai Santykinai maza Santykinai didesné,
teigiamuy reikalauja kruopscios
rezultaty rizika kokybés kontrolés ir griezto
reikSmingumo lygmens
Stratifikacijos Nenustatoma Nustatoma
nustatymas
Naujy sriciy Nenustatomos, tikrinama | Nustatomos, iSankstinés
nustatymas 1Sankstin¢é hipoteze hipotezés néra

Iki 2012 mety plataus masto genomo asociacijy tyrimais nustatyta
daugiau negu 2000 genetiniy sriciy, siejamy su daugiaveikniais pozymiais ir
(ar) ligomis (Visscher PM et al., 2012 (1)). Koronarinés Sirdies ligos atveju
nustatytos 46-ios genetings sritys ir 104 nepriklausomi variantai, patvirtinantys
kity tyréjy grupiy gautus rezultatus. Geny tinkly analizé nustaté 5 potencialius
biologinius kelius, lemiandius KSL patogeneze, i§ ju keturi susije su lipidy
metabolizmu, vienas — su uzdegiminiu atsaku (Deloukas P, The
CARDIoGRAMplusC4D Consortium et al.,, 2013). Pirmoji ir bene
nuodugniausiai tiriama genetin¢ sritis, susijusi su KSL, yra 9p21 (McPherson
R et al., 2007). Sios srities asociacija su KSL buvo patvirtinta nepriklausomais
tyrimais ne viena karta. Nustatyta, kad & sritis lemia KSL rizika
nepriklausomai nuo kity liga lemian¢iy zinomy veiksniy (Roberts R, Stewart
AF, 2012). Tiriant 9p21 sritj, nenustatyta né vieno baltymg koduojancio geno.
Sritis yra sudétingos sandaros (1.4 paveikslas). Jg sudaro CDKN2B-AS1
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(priesprasmés CDKN2B RNR 1 genas), nekoduojanti RNR, dar zinoma kaip
ANRIL. CDKN2B-AS1 yra greta CDKN2A geno ir sutampa su CDKN2B genu.
Pastarieji koduoja nuo cikliny priklausandiy kinaziy inhibitorius. Sie genai
peliy tyrimuose yra siejami su spar¢iu augliy vystymusi (Krimpenfort P et al.,
2007). Sioje srityje taip yra MTAP — metiltioadenozino fosforilazés genas.
Tiriant CDKN2B, CDKN2A ir MTAP geny raiSkos désningumus Zzmogaus
pazeistose kraujagysliy lastelése, buvo aptikta gausi $iy baltymy gamyba
kraujagysliy sienelése, tuo patvirtinant Siuos genus kaip potencialius
kandidatus aterogenezéje (taciau nepriklausomai nuo 9p21) (Holdt LM et al.,
2011). ANRIL nuorasSai yra budingi audiniams ir lasteléms, Siejamiems su
ateroskleroze. Manoma, kad ANRIL modifikuoja CDKN2B raiska ir tokiu budu
yra skatinama aterosklerozei budingy Igsteliy tipy proliferacija (Jarinova O et
al., 2009).

9p21

CDKN2A CDKN2B

MTAP

ANRIL

1l tipo
cukrinis diabetas

Melanoma,
VEzZys

KSL

Insultas,
aortos aneurizma

21900000 21950000 22100000 22150000 22200000
9p21 Sritis (bp)

1.4 paveikslas. 9p21 genetiné sritis ir regionai, susije su skirtingais poZymiais
(Zeller T et al., 2012). KSL — koronariné $irdies liga, bp — baziy poros,
CDKN2A — nuo cikliny priklausomg kinazés inhibitoriy 2A koduojantis genas,
CDKNZ2B — nuo cikliny priklausomg kinazés inhibitoriy 2B koduojantis genas,
MTAP — metiltioadenozino fosforilaz¢ koduojantis genas, ANRIL (CDKN2B-
AS1) — CDKN2B priesprasmés RNR 1 genas.
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Genetinés srities 9p21 tyrimas yra puikus pavyzdys, kokius
struktdirinius ir funkcinius atradimus genome leidzia daryti plataus masto
genomo asociacijy tyrimai. Siuo ir kitais plataus masto genomo asociacijy
tyrimy atradimais esame vienu zingsniu ar¢iau daugiaveiksniy ligy ir pozymiy
genetinés architektiros suvokimo. Taciau akivaizdu, kad dalis paveldimumo
yra trikkstama (angl. missing heritability) (Gibson G, 2012). Todél dar daug
reikia nustatyti ir iSsiaiSkinti. Artimiausi taikiniai — rety genomo varianty
jvairovés ir reikSmeés bei atskiry populiacijy genetinés jvairovés tyrimai

daugiaveiksniy ligy kontekste.
Sekoskaita ir jos perspektyva

Tiek geny kandidaty tyrimai, tiek besivystanciy didelio nasumo
sekoskaitos metody rezultatai atskleidzia rety, didel¢ rizikg lemianéiy genomo
varianty sistemingo nustatymo poreikj. Geny kandidaty tyrimai pademonstravo
gilios pakartotinés sekoskaitos galig nustatant rety varianty reikSme¢ fenotipui.
Pavyzdziui, pacienty grupéje, pasizymincioje mazais DTL-cholesterolio
kiekiais kraujo plazmoje, buvo tiriami genai, koduojantys cholesterolj
metabolizuojancius baltymus (Cohen JC et al., 2004). Buvo nustatyta, kad reti
genomo variantai Siuose genuose yra daznesni pacienty grupéje, palyginti su

kontroliniy asmeny grupe.

Vis dar néra iki galo aiSku, kuri hipotezé (,,dazna liga — dazni
variantai®, ,,reti variantai — dazna liga®“, ,,netikry asociacijy®, ,,dazny ir rety
varianty‘) geriausiai apraSo daugiaveiksnes ligas ir poZzymius. Tod¢l biitina
toliau tirti daznus ir retus variantus bei ieSkoti veikimo tinkly ir sgveiky

(Gibson G, 2012).

Siuo metu yra sulygstama dél to, kas yra nustatyta daugiaveiksniy

pozymiy ir ligy genetikos ir genomikos tyrimais:

1. Daugiaveiksniy pozymiy jvairove nulemia daug genetiniy sriciy.
2. Nustatytose rizikg lemiancCiose genetinése srityse yra daug su liga

asocijuoty aleliy, kuriy daZnis jvairuoja.
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3. Galima pleiotropija, t.y. tie patys variantai yra asocijuoti su daugeliu
pozymiy (Sivakumaran S et al., 2011).

4. Variantai, susij¢ su daugiaveiksne liga ar pozymiais vienoje etninéje
populiacijoje, yra susije ta pacia liga ar pozymiu kitose populiacijose.

5. Neéra aiskiy jrodymy, pagrindzianciy ,netikry asociacijy hipoteze.
Vadovaujamasi tuo, kad dauguma prieZastiniy varianty, segreguojanciy
populiacijose, yra reti (neprieStarauja evoliucinei teorijai). Reti variantai
paaiskina genetinés jvairovés dalj, taciau genetin¢ jvairoveé yra aleliy
dazniy, poveikio dydzio ir funkciniy ypatybiy derinys, darantis jtaka
tinkamumui (angl. fitness) (Visscher PM et al., 2012 (2)).

6. Vertinant visus VNP vienu metu galima nustatyti didele dalj suminés
genetinés jvairoves, be to, genuose ar Salia jy esantys VNP paaiskina
daugiau jvairovés, negu VNP, esantys tarpgeninése srityse (Yang J et al.,
2011).

Vystantis didelio naSumo naujos kartos genomo analizés
metodams, viso genomo sekoskaita tampa prieinama tiek didelés apimties
moksliniams tyrimams, tiek diagnostinei praktikai. Sie darbai nulems tolesnius
atradimus tiriant mendeliniy ir daugiaveiksniy ligy geneting architekttirg —
nezinomy geny ir priezastiniy mutacijy, biologiniy keliy ir mechanizmy

nustatyma, naujas biologines jzvalgas (Visscher PM et al., 2012 (1)).
1.2.2. Specifiniy populiaciju tyrimo svarba

Dideliuose miestuose, ypa¢ Saliy sostinése, matomas
gyventojy heterogeniSkumas. Todé¢l egzistuoja ir naturaliis skirtumai, susij¢ su
liga lemianciais rizikos veiksniais ir paciu ligos paplitimu, gyvenimo trukme
bei sveikatos prieziliros paslaugomis. Sie klausimai nei§vengiamai susije su
genetiniais ir aplinkos veiksniais (gyvensena remiantis kultiiriniais ypatumais)

(Roden D, 2009).

Terminas etniSkumas yra kiles i§ graiky kalbos, ethnos, reiskiantis

liaudj ar tautg. Tai ,,daugiaveidé” savybé grupés, kuriai pagal tam tikras
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bendras charakteristikas, apimancias geografines ir protévines istakas, o ypac
kultirines tradicijas ir kalba, priklauso (ar priskiriami) Zzmonés (Cesnys G,
2009; Bhopal R, 2004). Kad ir kaip ten biity, etniSkumo koncepcija sveikatos
priezitiros ir visuomenés sveikatos sistemoje vis dar yra prieStaringa, kelia
daugybe apibrézties ir etiniy klausimy. Dél ty paciy priezaséiy paskelbtuose
moksliniuose tyrimuose sudétinga atrasti tikrai unikaliy populiacijy, kadangi
subpopuliacijos, apie kurias neuzsimenama (Roden D, 2009). Rasé¢ ar
etniSkumas — tai socialinis biologinj, sociokultiirinj, psichologinj ir elgsenos
kontekstus apimantis konstruktas, kuriame néra vietos genetinei apibréz¢iai
(Cesnys G, 2009; Cooper RS et al., 2003). Priesingai rasei, genetiné¢ kilmé
(angl. genetic ancestry) priklauso genetinei koncepcijai, kuri nagrinéja genomo
jvairovés architektiirg tarp populiacijy (Kittles RA, Weiss KM, 2003). Visa
genetiné jvairové prasideda lokaliai nuo vienos mutacijos individe ir todeél
visos naujos mutacijos pradzioje yra geografiskai nulemtos (Dries DL, 2009).
Taciau dauguma klinikiniy tyrimy yra atlikta baltyjy populiacijoje, o rezultatai
generalizuoti ir ektrapoliuojami visiems pacientams bendrai, neatsiZvelgiant ]
ju kilme. Truksta ziniy apie daugiaveiksnes ligas apskritai, jau nekalbant apie
kiekvienos populiacijos geneting jvairove Siy ligy kontekste. Koronarinés
Sirdies ligos atveju esama uzmojo tirti milijonus genetiniy Zymeny, netgi visg
genomo seka, didelése keleto kruopsciai atrinkty populiacijy imtyse, siekiant
nustatyti aterosklerozés polinkj lemian¢ius genus. Paskui biity atlieckamas
pakartotinis tyrimas panaSiose ir skirtingose etninése populiacijose, kas leisty
nustatyti bendrus ir unikalius populiacijoms polinkj lemiancius genus. Tolesnis
biity aterosklerozés pasekmiy — KSL ir M1, analogiskas tyrimas papildant imtj
atitinkamais fenotipais. Viso genomo tyrimai populiacijose pagal specifinius
aterosklerozés rizika lemiancius veiksnius (hipertenzijg, nutukimg ar cukrinj
diabetg) leis jvertinti kiekvieno veiksnio poveik]j atskirai bei jy deriniy poveikj
bendrai. Tik tokie tyrimai atvers galimybes tikslesniam geny—geny ir aplinkos
sgveikos jvertinimui (Roden D, 2009; Henn BM et al., 2010). Vienas i$ tokiy
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pavyzdiniy projekty yra Jungtinéje Karalystéje vykdomas jungtinis moksliniky
projektas UK10K (http://www.uk10k.org/).

1.2.3. Genetinés KSL architektiiros tyrimai Lietuvoje

Apskritai aptariant zmogaus genetikos ir genomikos populiacinius
tyrimus Lietuvoje, svarbiausi tyrimai ir atradimai yra paskelbti prof. habil. dr.
V. Kucinsko monografijoje ,,Genomo jvairové: Lietuviai Europoje®, iSleistoje
2004 metais. Tai pagrindas tolesniems genetiniams ir genominiams Lietuvos
populiacijos tyrimams. Jungtinio, VU mokslininky 2004-2006 metais vykdyto,
,Zmogaus genomo jvairovés ypatumy nulemti aterosklerozés patogenezés
mechanizmai‘ (akronimas ATHEROGEN) projekto metu buvo atlickami geny
kandidaty asociacijos su ateroskleroze tyrimai, o véliau — plataus masto
genomo asociacijy tyrimai. ATHEROGEN projekto metu buvo tiriama APOE
(rs426358 ir rs7412), LIPC (rs180058), PON1 (c.632A>G ir ¢.221T>A) ir IL-6
(-174G>C) geny VNP Zymeny asociacija su ateroskleroze. | tyrimg jtrauktos
65 Seimos, genotipavimas atliktas restrikcijos endonukleazémis, asociacijai
nustatyti naudotas nepusiausviro perdavimo testas (angl. transmission
disequilibrium test (TDT)). ReikSmingos asociacijos su paveldimu polinkiu
sirgti ateroskleroze nenustatyta, taCiau autoriai pabrézia, kad geny Zymeny
asociacijos su polinkiu sirgti ateroskleroze atmesti negalima ir biitini tolesni
iSsamesni tyrimai (Grigalioniené K et al., 2007(2); (1)). ATHEROGEN
projekto metu, atlikus bioinformacing duomeny baziy analizg, pagal pasirinktg
metodikg (Timinskas A et al., 2007) buvo sudarytas aterogenezés geny
kandidaty sgrasas ir atrinkta 150 VNP 89-iuose genuose kandidatuose
genetiniam APEX lustui sukurti. Véliau, naudojant APEX technologija
sukurtus lustus, genotipuotos 28 Seimos (pacientai, sergantys ateroskleroze, ir
ju tévai arba sibsai). Atlikus TDT analize nustatyti SeSi VNP ITGA2, IL1B,
ALOX5A, OR13G1l, MMP9 ir NFKB1 genuose, statistiSkai reikSmingai
asocijuoti su aterosklerozés fenotipu. Sie genai vienaip ar kitaip susije su
oksidacijos procesais lgstelése ir neprieStarauja teiginiui, kad oksidaciniai

procesai yra svarbiis aterosklerozés vystymuisi (Pepalyte | et al., 2012).
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Vilniaus universiteto Medicinos fakultete 2010-2011 metais vykdytas
projektas ,,Lietuvos populiacijos genominé jvairové ir koronarinés Sirdies ligos
individualaus gydymo galimybés“ (akronimas LIGENKOR) (Domarkiené I et
al., 2013) ir 2011-2015 metais vykdomas projektas ,,Lietuvos populiacijos
genetin¢ jvairove ir sandaros kitimai, susij¢ su evoliucija ir dazniausiai
paplitusiomis ligomis* (akronimas LITGEN). Pastaryjy projekty rezultatai

aptariami Siame darbe.

Lietuvos sveikatos moksly universiteto Kardiologijos institute
2012-2014 metais vykdomo projekto ,,Genetiniy ir gyvensenos veiksniy rysiai,
vertinant étiniy ligy rizika ir jos poky¢ius nuo vaikystés* tyr¢jai nagrinéjo tuos
pacius APOE geno variantus, kaip ir ATHEROGEN projekto vykdytojai,
taciau tyrimo pobudis kitoks. Tikslas buvo nustatyti APOE VNP (rs429358 ir
rs7412) genotipy ir kity rizikos veiksniy rysj su lipidy kiekiais kraujyje 996
asmeny i§ penkiy Lietuvos savivaldybiy. Genotipavus RT-PGR metodu ir
atlikus daugialypés tiesinés regresijos analiz¢ buvo nustatyta, kad APOE
tiriamy VNP genotipai, so€iyjy riebaly riigsciy suvartojimas ir nutukimas yra
susij¢ su tiriamyjy grupés lipidy kiekiais kraujyje (Petkeviciené J et al., 2012).
Véliau tiriant didesng imtj (1030) asmeny, Salia pakartotinai tiriamy APOE
geno varianty (rs429358 ir rs7412) buvo vertinama ir SCARB1 (rs5888) bei
PPARo. (rs1800206) varianty genetiné jvairové bei rySys su dislipidemija.
Buvo nustatyti su lytimi susij¢ skirtumai. Vyry grupéje APOE ketvirtas ir
PPARo CG genotipai koreliavo su aterogeniniu lipidy profiliu, o SCARB1 CT
genotipas demonstravo apsauginj poveikj. Motery grupéje APOE antro alelio
neSiotojoms buvo nustatyti maziausi MTL-cholesterolio kiekio Sansai
(Smalinskiené A et al., 2013). Toliau tgsiant tyrimus aterogenezés srityje, 1976
kontroliniy asmeny ir 463 asmeny, patyrusiy MI, grupése buvo tiriama
SCARBL1 geno jau minéto VNP rs5888 ir plazmos lipidy profilio asociacija su
KSL. Buvo nustatyta asociacija priklausomai nuo amziaus ir lyties.
Kontrolingje grupéje SCARB1 rs5888 C/T genotipas vyresniy vyry grupéje

buvo susietas su prieSaterogeniniu lipidy profiliu, o T/T genotipas — jauny
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motery grupéje. SCARBL rs5888 TT genotipas vyresniy vyry grupéje taip pat

buvo siejamas su sumazéjusiais MI $ansais (Stanislovaitiené D et al., 2013).

Sirdies ir kraujagysliy ligy morfogenezés tyrimo duomenimis,
pacientams, kuriems diagnozuotas kairiojo skilvelio remodeliavimas, AGT
geno M235T variantas kartu su priekine infarkto sienele, padidéjusiu leukocity
kiekiu, sumazéjusiu kairiojo skilvelio iSilginiu poky¢iu (angl. left ventricular
longitudinal strain) gali padéti prognozuoti Kairiojo skilvelio remodeliavimag
ivykus MI (Zaliaduonyté-Peksiené D et al., 2013).

Iki $iol, KSL genetiniai tyrimai Lietuvoje buvo atlickami gana
fragmentiskai, tiriant pavienius genus jvairiose tiriamyjy grupése. Siekiant
kurti ir diegti efektyvesne diagnostika, prognozavima, gydymga ir prevencija
Lietuvoje, reikalingi detalesni populiacijos lygmens genetiniai tyrimai, kurie

sudarys prielaidas genetinés KSL architektiiros Ziniy plétojimui ir pritaikymui.
1.3. Genetinés jvairovés vertinimas ir ligos prognozé
., Prognozé yra labai sudétinga, ypac ateities “
Niels Bohr

Vertinant genetinj polinkj sirgti KSL, DNR testai bus kliniskai
vertingi tik tuomet, kai jy informatyvumas pasieks ir virSys tradiciniy rizikos
veiksniy (amZius, lytis, lipidy profilis, kraujospudis, KMI, Seimos istorija,
rukymas), §iuo metu naudojamy prognozeés algoritmuose, informatyvuma
(Humphries SE et al.,, 2010). 2012 mety Europos kardiology draugijos
parengtose Sirdies ir kraujagysliy ligy prevencijos klinikingje praktikoje
rekomendacijose (Perk J et al., 2012) ir Amerikos $irdies draugijos parengtoje
2013 mety Sirdies ligos ir smiigio statistikos ataskaitoje (Go AS et al., 2013)
idiegti genetinius tyrimus | praktikg (ligos rizikai nustatyti) dar néra

rekomenduojama.
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Perspektyva nustatyti naujus rizikos Zymenis, kuriuos biity galima
panaudoti daugiaveiksniy dazny ligy prognozei, buvo akstinas atlikti genetiniy
asociacijy tyrimus. Nors vis dar esame pradinése prognozés algoritmy,
apimanciy genetinius veiksnius, kiirimo stadijose, ieSkoma papildomy rizikos
veiksniy ir kuriami modeliai, vertinantys daugelj DNR sekos varianty, aplinkos
bei klinikinius rizikos veiksnius. Per 15 mety pasiektas reik§mingas postiimis
prognozuojant KSL rizika, kai i§ plataus masto genomo asociacijy tyrimy
nustatyti VNP rizikos vertinimo modeliuose pridéti prie tradiciniy rizikos
veiksniy. Sis indélis gali biiti ypaé naudingas identifikuojant  Zema
prognozavimo indeksa turin¢ius asmenis, kurie i$ tiesy priklauso didelés
rizikos susirgti KSL grupei, kai vien tik tradiciniai rizikos veiksniai to neaprago
(Bolton JL et al., 2013).

Iki 8iol sukurtas ne vienas KSL rizikos vertinimo algoritmas.
Klasikinis yra Framingham rizikos vertinimo algoritmas (Wilson PW et al.,
1998), taciau jo tikslumas jvairiose populiacijose skiriasi, o Europos Salyse
rizika daznai pervertinama (Eichler K et al., 2007). Todél sukurta alternatyviy
modeliy, apimancéiy papildomus rizikos veiksnius, pavyzdziui, Socialinj
ekonominj rodiklj (Hippisley-Cox J et al., 2007; Woodward M et al., 2007),
Seimos KSL istorija (Martin C et al., 2008). Taciau jy galia tiksliai aprasyti
rizikg vis délto islicka ribota. Pirmiau yra minéta Seimos ligos istorija, kuri yra
KSL rizikos veiksnys, svarbus sudarant prognoze. Taip pat yra Zinomas faktas,
kad 50 % KSL jvairovés gali biiti paaiskinama genetiniais veiksniais. Tagiau
nepaisant genetiniy veiksniy akivaizdumo, sukurti gerg prognozinj modelj
integruojant genetinius veiksnius yra sudétinga. Tikeétina, kad viena 1S
priezas¢iy — mazi individualiy VNP poveikiai ligos pasireiskimui, palyginti su
tradiciniy rizikos veiksniy. Ne maziau svarbu yra pasirinkti tinkamus VNP ir

patj prognozavimo modelj (Humphries SE et al., 2010).

Jau atsiranda modeliy, prognozuojanéiy KSL atvejus remiantis
VNP, susietais su KSL (Bolton JL et al., 2013). Genetiniu rizikos vertinimo

modeliu apskaiciuota santykiné rizika gaunama panaSi ] tradiciniy rizikos
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veiksniy modeliy apskaiciuotg rizikg. Gaunama genetin¢ komponenté, kuri yra
nepriklausoma nuo Seimos ligos istorijos (pastaroji ilgg laikg genetinés rizikos
vertinimo algoritmuose buvo naudojama kaip pakaitalas). E. Tikkanen ir
kolegy 2013 m. darbe 28 j algoritmg integruoti VNP pagerino prognozavimg
lyginant su tradiciniy rizikos veiksniy prognozés modeliais. Teigiama, kad
genetinis testavimas ypa¢ naudingas asmeny, kuriems budinga vidutiné ligos
rizika (t. y. 10 mety rizika yra 10-20 %), grupéje, nes iki $iol taikyti modeliai
ir metodikos orientavosi 1 didelés rizikos grupe (t.y. 10 mety rizika >20%)
(Tikkanen E et al., 2013). Aprasytasis modelis integraves genetinius veiksnius
— tai Suomijos populiacijoje atliktas tyrimas. Jungtinés Karalystés
mokslininkai taip pat tobulina metodus ieskodami tinkamiausio rizikos
prognozavimo algoritmo vietinei populiacijai (Dent T, 2009). Sie pavyzdziai
jrodo vietiniy populiacijy genetinio KSL tyrimo pranaguma. Dél ligos masty ir
gydymo i§laidy yra iskilusi batinybé atrasti tinkamiausia, optimaly KSL rizikos
vertinimo modelj. Bet ar jis gali biiti universalus?.. Jau buvo pademonstruotas
daugelio (pvz.: Framingham, SCORE) naudojamy tradiciniy rizikos prognozés
algoritmy neuniversalumas (Eichler K et al., 2007; Perk J et al., 2012).
Netikslus rizikos jvertinimas lemia klaidingg asmeny priskyrimg rizikos
grupei, i$ ko i$plaukia netinkamas asmeny, i$ tiesy turin¢iy didelg ligos rizika,
gydymas ir motyvacija arba asmeny, turiniy mazesn¢ rizikg, neadekvatus
gydymas (tiek vaisty, tiek kainos prasme). Be to, jei modelis yra tendencingas,
jis gali padidinti sveikatos biuklés netolygumag, pavyzdziui, sistemingali
neidentifikuoti (nuvertinti) socialiniu ekonominiu poziliriu jautriy grupiy
asmeny KSL rizika (Dent T, 2009). Sveikatos prieZidiros specialistams taip pat
did¢ja poreikis iSmanyti skirtingy tauty geneting prigimtj spartéjancio

globalizacijos proceso akivaizdoje.
Nuo tautos prie asmens

Asmeniné¢ medicina — nauja ligy prevencijos ir gydymo
paradigma. Rutininis rizikos aleliy genotipavimas, butinas asmeninei

medicinai, pareikalaus poky¢iy visuomenéje dar anksciau, nei bus atliekamas
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visuotinai. Greiciausiai technologijos ir jy prieinamumas atlikti plataus masto
genomo tyrimus visuotinai aplenks teisinius, socialinius ir etinius klausimus,
kurie turés buti i$spresti, pavyzdziui, kaip saugoti genetinius duomenis, kad
asmenims nekilty diskriminacijos pavojus gyvenimo kokybés ir sveikatos
draudimo plotméje (pagal Roden D, 2009). Jau dabar viso genomo sekoskaita
didelio nasumo sistemomis yra palyginti greita, jperkama bei vis tobulinama ir
jau netoli laikas, kai galésime jdiegti j diagnosting praktikg. Visuotinai tiriant
jau Zinomus rizikos alelius, atsivers galimybés nustatyti ir naujus genetinius
rizikos veiksnius, pagilinsian¢ius daugiaveiksnes ligas lemianciy biologiniy
keliy suvokima, ir taikinius naujoms terapijoms. Taigi technologijos poreikis ir
nauda turéty buti stimulas, reikalingas naujy terapijy, genetinio visuotinio
tyrimo ir prevencijos vystymuisi. Ilgas kelias turés buti nueitas, ta¢iau vieng

dieng tai paskatins gydymo ir prevencijos strategijy permainas.

Taigi akivaizdu, kad, plétojantis technologijoms ir galimybéms jas
eksploatuoti, buvo atlikta daug didelés apimties tyrimy, padariusiy proverzj
nustatant daugiaveiksniy ligy geneting architektiirg. ISkelta ne viena hipoteze,
taCiau sudétinga iki galo kiekvieng pagrijsti. Todél siekiant atradimus pritaikyti
praktikoje reikia atlikti tolesnius fundamentinius tick dazny, tiek rety genomo

varianty tyrimus atskirose populiacijose.
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2. TYRIMO METODIKA
2.1. Tyrimo strategija

Disertacijos tema suformuluota i§ Lictuvos valstybinio mokslo ir
studijy fondo finansuojamo 2004-2006 metais VU vykdyto jungtinio
mokslininky projekto ,,Zmogaus genomo jvairovés ypatumy nulemti
aterosklerozés patogenezés mechanizmai“ (akronimas ATHEROGEN; vad.

prof. habil. dr. Z. A. Kucinskiené) genetiniy tyrimy rezultaty.

Atsiradus galimybiy atlikti platesnés apimties genomo tyrimus
naujos kartos genetiniais metodais, darbas aterosklerozés tematika buvo
tesiamas 2010-2011 metais VU MF vykdant Lietuvos mokslo tarybos
finansuojama projekts ,,Lietuvos populiacijos genominé jvairove ir koronarinés
Sirdies ligos individualaus gydymo galimybés® (akronimas LIGENKOR; vad.
prof. habil. dr. Z. A. Kucinskiené).

Didzioji dalis disertacijos tyrimy yra atlikta kaip dalis 2011-2015
metais VU MF vykdomo projekto ,,Lietuvos populiacijos genetiné jvairove ir
sandaros kitimai, susij¢ su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis ligomis*,
kuris finansuojamas kaip Visuotinés dotacijos priemoné Europos socialinio
fondo ir Lietuvos Respublikos bendrojo finansavimo IéSomis (akronimas
LITGEN; vad. prof. habil. dr. V. Ku¢inskas).

Visiems tyrimams disertacijos tema, atliktiems vykdant pirmiau
minétus projektus, yra gauti Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos
komiteto (VRBTEK) leidimai. Projektui ATHEROGEN buvo suteiktas vietinis
leidimas VU MF ZMGK vykdomiems moksliniams tyrimams. Projektui
LIGENKOR 2010 m. lapkri¢io 5 d. suteiktas VRBTEK pritarimas leidimo
papildymui Nr. 158200-11-255-067LP2. Projektui LITGEN 2011 m. geguZzés
3 d. suteiktas VRBTEK leidimas Nr. 158200-05-329-79. Tyrimams atlikti yra
gautos pasirasytos asmeny, dalyvaujanciy atitinkamame projekte, informuoto

sutikimo formos.
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Galutiné disertacijos tyrimo strategija ir darbo modelis pateikiama
2.1 paveiksle. Tyrimg sudaro dvi dalys — naujy genetiniy sri¢iy, siejamy su
liga, paieska pacienty Seimy grupéje ir zinomy genetiniy sri¢iy, siejamy su liga,

analizé bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje.

Zinomq
genetiniy
sriciy

jvertinimas \
A / Daugiaveiksnés
.| ligos genetiné
\_> architektiira
Lietuvos
populiacijoje

Nauju
genetiniy

_

2.1 paveikslas. Genetinés daugiaveiksnés ligos architektiiros tyrimo strategija

Zinomy genetiniy sri¢iy, siejamy su KSL, analizé bendroje
Lietuvos lietuviy populiacijoje susideda i§ keliy daliy. Pirmiausia, remiantis
literatiira ir duomeny baziy analize yra sudaromas VNP ir reikSmingai
asocijuoty su KSL geny sarasas. Antra, siekiant nustatyti atrinkty VNP alelius
atliekamas genotipavimas. Tre¢ia, bendroje Lietuvos lictuviy populiacijoje
nustatomi atrinkty VNP aleliy ir genotipy dazniai, atlickama vidupopuliaciné ir
tarppopuliaciné lyginamoji analiz€, nustatomas genetinis profilis, jo jvairove

bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje.

Naujy genetiniy srifiy paieska vykdoma atlieckant bandomaji
plataus masto genomo Zymeny, VNP, asociacijos su KSL fenotipu, $eimy
(triady) tyrimg. Remiantis statistine analize, nustaCius reikSmingiausias

genetines sritis, t.y. potencialius genus kandidatus, asocijuotus su KSL,
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hipotezé tikrinama genetinei asociacijai patvirtinti ar paneigti. Atliekama
atvejo ir kontrolés analizé pagal nustatytus potencialius genus kandidatus, t. Y.
padidinama tiriamy pacienty imtis ir papildomai ] tyrimg jtraukiami

kontroliniai asmenys i§ bendros Lietuvos lietuviy populiacijos.

2.2. Tyrimo imtis

Tyrimas yra sudétinis, sudarytas i§ dviejy daliy. Pirmoji dalis —
atrinkty zinomy VNP rizikos aleliy analizé bendroje Lietuvos lietuviy
populiacijoje. Antroji — naujy daugiaveiksnés ligos rizikos aleliy paieska
Lietuvos populiacijoje atliekant Seimy bei atvejo ir kontrolés asociacijy
tyrimus. Atitinkamai pagal tai sudarytos tiriamyjy imtys. Tyrimui naudota
DNR, isskirta i§ veninio kraujo (2.3.1 skyrelyje aprasomais metodais ) VU MF

Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje.

2.2.1. Tiriamyjy asmeny grupé plataus masto genotipavimui.
Zinomy ligos rizika lemian¢iy VNP genetinio profilio

nustatymas bendroje Lietuvos lietuviuy populiacijoje

Tiriamyjy asmeny imtis sudaryta 2011-2013 metais, vykdant
LITGEN projekta. Genetinei vidupopuliacinei ir tarppopuliacinei analizei
labiausiai tinkamas yra Lietuvos suskirstymas j dvi grupes — aukstaiéius ir
zemaicCius, kuriuos pagal tarmes galima suskirstyti dar smulkiau ] SeSias
etnolingvistines grupes: ryty, vakary, piety aukstaicius ir Siaurés, piety, vakary
zemaiius (2.2 paveikslas) (Girdenis A, Zinkevicius Z, 1966). Pagal §j

suskirstyma kraujo ¢éminiai buvo surinkti i8:

v Viecitny, Alytaus, Druskininky, Lazdijy, Elektrény ir Lazdijy sveikatos
priezitiros centry (SPC), esanciy Piety Aukstaitijoje;

v’ Birstono, Sakiy, Marijampolés, Kédainiy, BirStono ir Siauliy SPC
Vakary Aukstaitijoje;

v Sirvinty, Ignalinos, PanevéZio, Rokiskio ir Moléty SPC Ryty
Aukstaitijoje;

v Raseiniy, Taurageés, Silalés, Varniy, Kelmés SPC Piety Zemaitij oje;
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v Silutes, Plikiy ir Priekulés SPC Vakary Zemaitijoje;
v" Mazeikiy, Naujosios Akmenés, Skuodo, Palangos, TelSiy ir Gargzdy

SPC Siaurés Zemaitijoje.

2.2 paveikslas. Bendra Lietuvos lietuviy populiacija reprezentuojanti
tiriamyjy imtis. Skritulinése diagramose nurodytas motery (M) ir vyry (V)
skaidius. Zemélapyje Lietuva suskirstyta j Sesias etnolingvistines grupes (pagal
A. Girdenio ir Z. Zinkevidiaus tarmiy klasifikacija). Zemélapio $ablona

parengé VU MF ZMGK darbuotojai (pagal Morkiinas K, 1977, zemélapj Nr.1).

Kaip matyti 2.2 paveiksle, i§ kiekvieno regiono surinkta po 45-48 méginius,
isskyrus, Vakary Zemaitija, kurioje surinkta 20 meéginiy. Ta¢iau atsizvelgiant j
tai, kad Vakary Zemaitija yra maZziausia uzimamu plotu, galima daryti
prielaidg, kad kartu su kity regiony imtimis, bendra Lietuvos lietuviy
populiacija genetinei struktiirai tirti yra reprezentuojama tinkamai. Dél

gyventojy mobilumo tarp etnolingvistiniy regiony yra sudétinga jvertinti
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lietuviy populiacijos struktirg pagal etnolingvistines grupes (Jakaitiené A,
Kucinskas V, 2013). Taciau atkreiptinas démesys, kad Siame darbe buvo
siekiama atrinkti tokius asmenis, kuriy maziausiai trys kartos gyveno tame
paciame regione. Todél imtis reprezentuoja lietuviy populiacijos struktiirg
pagal etnolingvistines grupes, o ne lietuviy, gyvenanciy etnolingvistinése

teritorijose, struktirg.

v

Tyrimui atrinkti 253 negiminingi asmenys i§ visy SeSiy
etnolingvistiniy grupiy, 1§ kuriy 113 zemaiciy (20 vakary, 48 Siaurés, 45 piety)
ir 140 aukstaiciy (46 ryty, 46 vakary, 48 piety) arba skirstant pagal lytj — 127

moterys ir 126 vyrai.

2.2.2. Tiriamyjy asmeny grupé plataus masto genotipavimui.

Bandomoji asociacijy analizé naujuy genetiniy sri¢iy paieSkai

Asociacijy tyrimui atrinkti reikalingi asmenys, kurie turi tiriama
ligg ar pozymj, taip pat tie, kurie tokio pozymio neturi. Siam tyrimui
pasirinktas prieslaikinés KSL (angl. premature coronary heart disease)
fenotipas (toliau KSL).

Sia tyrimo dalj sudaro dar dvi dalys, nes plataus masto genomo
asociacijy tyrimu nustacius statistiSkai reik§mingai asocijuotas genetines sritis
reikia patvirtinti. Tad Siam tyrimui strategiSkai buvo reikalingos kelios
skirtingos imtys (2.4 paveikslas). IS viso reikalingos ir atrinktos trys imtys:
KSL $eimy grupe, kurig sudaro tévai ir vaikai (probandas yra vaikas, kuris
serga KSL); sergan¢iy KSL pavieniy asmeny grupé ir kontroliniai bendros

populiacijos asmenys, kurie neserga KSL.

KSL Seimy grupé. Sia grupe sudaro asmenys, sergantys KSL
(probandai), ir jy tévai. IS 32 probandy viena yra moteris, 31 vyras. 64 tévy
grupe¢ sudaré 32 vyrai ir 32 moterys.
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KSL serganéiy pavieniy asmeny grupé. Sia grupe sudaro 32
KSL sergantys asmenys i§ Seimy grupés ir papildomai 61 KSL sergantis

asmuo. I§ viso 86 vyrai ir 7 moterys.

Kontroliniy asmenuy grupé. Sig grupe sudaro 48 bendros
Lietuvos lietuviy populiacijos asmenys (po 8 asmenis i§ kiekvienos (i§ SeSiy

esamy) etnolingvistinés grupés), 24 vyrai ir 24 moterys, kurie neserga KSL.

Illumina Automatizuota

Infinium® HD
770K VNP lustai

Geny kandidaty

Genai kandidatai atme_tir_na_ls arba
patvirtinimas

Sanger sekoskaita

2.4 paveikslas. Naujy daugiaveiksnés ligos rizikos aleliy paieskos modelio
pavyzdys. Sio tyrimo metu naudotos imtys ir metodai, skirti naujy genetiniy
KSL veiksniy paiekai. Geltona rodyklé vaizduoja eksperimenty seka. Seimy
GWAS - plataus masto genomo asociacijy analizé taikant nepusiausviro

perdavimo testa Seimy imtyje, kuria sudaro tévai ir vaikas, sergantis KSL.

Koronarinés Sirdies ligos fenotipas. Asmeny klinikinis i$tyrimas
buvo atliekamas VU MF Kardiologijos ir angiologijos klinikoje. Biocheminis
fenotipas tirtas VU MF Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir
laboratorinés medicinos katedros klinikinéje bazéje — VUL SK Laboratorinés
medicinos centre. Klinikinis KSL fenotipas buvo vertinamas atliekant
antropometrinius matavimus, klinikinius, instrumentinius ir laboratorinius
biocheminius tyrimus. Renkant anamnez¢ taip pat vertinta informacija apie
KSL rizikos veiksnius (rikyma, alkoholio vartojima, mitybos bei fizinio

aktyvumo jprocius ir kt.), kitas ligas ir vaisty vartojima.
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Asmenys buvo jtraukti j tyrima, jei tenkino Siuos reikalavimus:

v" vyrai nuo 35 iki 55 mety, moterys nuo 35 iki 65 mety;

v/ asmenys pirma karta gyvenime hospitalizuoti | intensyviosios
kardiologijos skyriy, susirge iminiu koronariniu sindromu:

v" miokardo infarktu su arba be Q bangos (patvirtintu budingais
elektrokardiografiniais pokyciais ir kardiospecifiniy Zymeny
padidéjimu);

v’ nestabiligja kriitinés angina (patvirtinta biidingais
elektrokardiografiniais pokyciais);

v yra pagrindas manyti, kad asmeniui praeityje nustatyta KSL. Pagrinda
jtarti KSL sudaro §ie faktai: jvykes MI, atlikta perkutaniné koronariné
angioplastija, atliktas koronariniy arterijy Suntavimas ar koronariné
angiograma, kurioje matoma hemodinamiskai reikSminga stenozé.

Asmenys nejtraukti j tyrima, jei:

insulinu gydomas cukrinis diabetas;
turi inksty funkcijos nepakankamuma;
serga IlI-1V funkcinés klasés Sirdies nepakankamumu;

serga onkologinémis ligomis (iSskyrus odos bazalioma);

NN NN

turi alkoholizmg ir kitas socialines priezastis, galin¢ias turéti jtakos
tyrimui.

Anatominiai  kraujagysliy pokyciai patvirtinti neinvaziniais
metodais vertinant ateroskleroziniy ploksteliy bukle, atliekant arterijy
standumo ir endotelio funkcijos tyrimus. Laboratoriniais biocheminiais
tyrimais buvo vertinami metaboliniai ir uzdegiminiai Zymenys,
dalyvaujantys  aterosklerozés procese: CRB, hemoglobinas Ajg,
lipoproteinas a, apolipoproteinai A1, B ir jy santykis (ApoB/A1), oksiduoti
MTL, homocisteinas, interleukinas-6, gliukozés kiekis plazmoje, K*, Na’,

Slapalas, kreatininas.
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Molekuliniais genetiniais metodais, isskyrus tiriamyjy DNR, pagal
pirmiau pateiktg tyrimo strategijg toliau kiekvienai sudarytai im¢iai buvo

atlikti tyrimai, kurie apraSyti toliau.

2.3. Tyrimo eiga ir metodai

Siekiant darbo vientisumo, detalios tiriamojo darbo metodikos

pateikiamos prieduose.

Dirbant laboratorijoje yra laikomasi geros laboratorinés praktikos,
iSorinio  kokybés kontrolés vertinimo, laboratorijos priezitiros, parengimo

darbui laboratorijoje ir protokoly reikalavimy.

Pirma darbo dalis. Siekiant nustatyti bendros Lietuvos lietuviy
populiacijos genetinj KSL Zymeny profilj ir jvertinti jy genetine jvairove, 253
asmenims VU MF ZMGK atliktas plataus masto genotipavimas lllumina
Infinium® HD VNP lustais HumanOmniExpress-12 v1.1 (719666 VNP) ir
tolesn¢ bioinformaciné statistiné pirminiy duomeny kokybés analize
GenomeStudio v2011.1 programa (lllumina Inc., US) Dbei tolesni
vidupopuliaciniai ir tarpopuliaciniai genomo jvairovés ir genomo analizés

tyrimai.

Antra darbo dalis. Naujy genetiniy KSL veiksniy paieskai atlikta
plataus masto genomo asociacijos analizé KSL $eimose. Trisdedimt dviejy
Seimy asmenims (N=96) Tartu universiteto Molekulinés ir Igstelés biologijos
institute Estijoje atliktas plataus masto genotipavimas Illumina Infinium® HD
VNP lustais HumanOmniExpress-12 v1.0 (733202 VNP). Tolesné
bioinformaciné-statistin¢ pirminiy duomeny kokybés analizé bei Seimy plataus
masto asociacijos analizé¢ atlikta VU MF ZMGK BC|Gene (Biocomputing
Platforms Ltd., FI) duomeny valdymo platforma.

Potencialiems genams kandidatams patvirtinti atlikta atvejo ir
kontrolés asociacijos analizé. Devyniasde$imt trims KSL sergantiems

pavieniams asmenims ir 48 kontroliniams asmenims atlikta potencialiy geny

52



kandidaty (RTN4 ir FBXL17) sekoskaita ir nustatyty pokyciy atvejais atlikta

asociacijy analiz¢ bei tolesni statistiniai skai¢iavimai.

2.3.1. DNR iSskyrimas ir DNR koncentracijos bei Svarumo
nustatymas
Atliekant visus genetinius tyrimus buvo naudota DNR, i$skirta VU
MF ZMGK darbuotojy i§ veninio kraujo éminiy. DNR buvo i§skiriama dviem

metodais:

fenolio ir chloroformo i$skyrimo metodu pagal V§] VUL SK
MGC patvirtintg diagnostikos protokolg ,,DBR isskyrimas fenolio chloroformo

metodu‘ (Generalinio direktoriaus jsakymas Nr. 461);

automatizuota robotine sistema TECAN Freedom EVO® 200
(gamintojas Tecan Schweiz AG, CH) magnetiniy daleliy prijungimo prie DNR
metodu pagal prietaiso gamintojo pateikiamus protokolus ir DNR i$skyrimo

rinkinio techninj aprasg (zr. literatiiros sarasa).

DNR koncentracija ir §varumas buvo nustatoma spektrofotometru
NanoDrop®. DNR koncentracijos ir §varumo nustatymo protokolas parengtas
pagal NanoDrop® prietaiso gamintojo pateikiama vartotojo vadova NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer User Manual.

ISsamis DNR i8skyrimo ir DNR koncentracijos bei Svarumo

nustatymo protokolai pateikiami | priede.
2.3.2. Genotipavimas lHlumina Infinium®HD VNP lustais

Protokolas skirtas Infinium® HD technologija genotipuoti VNP ant
lusty, naudojant /llumina HiScan™SQ naujos kartos didelio naSumo genomo
analizés sistema.

Protokolas parengtas pagal gamintojo pateiktas rekomendacijas:
vartotojo vadova (angl. Infinium® HD Assay Ultra Manual Experienced User
Card); ispléstinj protokolo vadova (angl. Infinium® HD Assay Ultra Protocol

Guide); laboratorijos paruogimo ir procediiry aprasa (angl. lllumina Infinium®
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Assay Lab Set Up and Procedures). Protokolo vykdymo metu pildoma
gamintojo rekomenduojama protokolo eigos forma (angl. Infinium® HD Assay
Ultra Lab tracking Form).

ISsamus protokolas yra pateikiamas Il priede. Genotipavimg
atliko VU MF ZMGK darbuotojai (tarp jy ir doktoranté).

Genotipavimas  Illumina  Infinium® HD VNP lustais
HumanOmniExpress-12 v1.0 Tartu universiteto Molekulinés ir lagstelés
biologijos institute Estijoje vykdytas V. Soo ir doktorantés pagal gamintojo
pateikiamg protokola (/nfinium® Multi-Use Assay, Manual Protocol,
15013850 Rev. A), beveik identiska protokolui, kuris naudotas genotipuojant
HumanOmniExpress-12 v1.1 lustais VU MF ZMGK.

2.3.3. Polimerazés grandininé reakcija (PGR) ir sekoskaita

Polimerazés grandininé reakcija buvo atlieckama siekiant pagausinti
bandomojo tyrimo (VNP genetinés asociacijos su KSL) metu nustatyty
potencialiy geny kandidaty koduojan¢iag DNR seka ir toliau atlikti sekoskaita
sekos pokyCiams nustatyti. ISsamus PGR ir sekoskaitos protokolas (apima
PGR, eclektroforeze PGR produktui patikrinti, PGR produkto valymg pries$
sekoskaitos reakcija, sekoskaitos reakcija, sekoskaitos reakcijos produkto
valymg ir kapiliaring elektroforeze nukleotidy sekai nustatyti) bei potencialiy
geny kandidaty oligonukleotidiniy pradmeny sekos pateikiamos Il priede.
Oligonukleotidiniai ~ pradmenys  sukurti  naudojantis  internetinémis
programomis Primer 3 v4.0.0 (Untergrasser A et al., 2012; Koressaar T et
Remm M, 2007) ir Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/).

2.3.4. Statistiné ir bioinformaciné duomeny ir rezultaty analizé

Toliau apraSomuose skyreliuose nurodyti duomeny statistinés ir
bioinformacinés genomo analizés metodai suskirstyti pagal tyrimo strategija,

nurodytg 2.1 skyrelyje. Aprasomy tapaliy analizés metody jvairové ir
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naudotos tos pacios programing€s jrangos versijy netapatumas yra ketveriy mety

laikotarpiu vykdyto darbo pasekmé, taciau rezultaty kokybei jtakos neturi.

2.3.4.1. Ligos rizika lemianc¢iy VNP genetinés jvairovés analizés

bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje metodai

Genotipavimo Illumina Infinium® VNP lustais duomeny analizé ir kokybés

procediiros GenomeStudio v2011.1 programine jranga

GenomeStudio  v2011.1  programiné  jranga  (Illumina®
GenomeStudio 2011 (c) Ilumina, Inc. 2003-2011) yra prieinama jsigijus
Illumina Inc., US gamintojo (toliau lllumina) prietaisa HiScanSQ"" ir suvedus
pateikiamg specifinj genotipavimo ar kitam naudojamam moduliui skirtg

vartotojo raktg 1S 16 skaitmeny.

GenomeStudio” Genotyping Module v1.9 yra skirtas analizuoti
genotipavimo duomenims, gautiems atlickant genotipavimag Illumina
gaminamy Infinium®ir GoldenGate® DNR lustais.

Genotipavimo duomenys, gauti Infinium® VNP lustais, yra
analizuojami pagal lllumina pateikiama aktualy GenomeStudio  Genotipavimo
modulio vartotojo vadova Genome Studio” Genotyping Module v1.0 User

Guide ir atsizvelgiant j pateiktas pataisas GenomeStudio' Software v2011.1 Re

lease Notes (prieiga internete http://support.illumina.com/array/arraysoftware/

genomestudio/downloads.ilmn). Tyrimo projekto sukiirimo, duomeny kokybés

kontrolés vertinimo ir jvesties byly kiirimo treciy Saliy programoms aprasai yra

pateikiami 1V priede.
Kiti bioinformaciniai statistiniai metodai

Hardzio ir Vainbergo pusiausvyros nustatymas, genotipy ir aleliy
dazniai, jvesties bylos Haploview v4.2 programai atliktos viso genomo
asociacijy analizés programiniu atviros prieigos jrankiy paketu PLINK v1.07 (P
urcell S et al., 2007; prieiga internete http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plin
k/).
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Hardzio ir Vainbergo pusiausvyra nustatoma tiksliuoju testu
(Wigginton JE et al., 2005) naudojant PLINK v1.07 programos funkcijg -hardy.
Reik§mingumo lygmuo pasirinktas 0,001. Jei tiriamosios imties VNP aleliai ir
genotipai néra Hardzio ir Vainbergo pusiausvyroje, p < 0,001, tai gali buti
zenklas apie prasta genotipavimo kokybe bei populiacijos stratifikacijg arba
indikuoti kitus populiacijg veikianCius procesus — migracija, neatsitikting
partneriy pasirinkima, mutageneze, gamting atrankg ir kt. Jei VNP genotipai ir
aleliy dazniai yra HardZio ir Vainbergo pusiausvyroje, vadinasi, pasiskirsto
pagal désnj: p°+ 2pq + q°=1irp + q =1, &a p — vieno alelio daznis, q —
alternatyvaus alelio daZnis, p° — vieno alelio homozigoty daZnis, q° —
alternatyvaus alelio homozigoty daznis, 2pq — heterozigoty daZznis. Genotipu
ir aleliy dazniai nustatyti naudojant PLINK v1.07 programos funkcijas -freq

bei -hardy.

Haplotipu analizé atlikta programa Haploview v4.2 (Barrett JC et
al., 2005). Pagal tiriamos populiacijos genotipus ir pateiktas VNP grupes su
VNP koordinatémis genome tiriamai populiacijai ir jos grupéms pagal lytis ir
etnolingvistines grupes sukonstruoti haplotipai, apskaiciuoti jy dazniai,
jvertinta sankibos pusiausvyra, nustatyti haplotipy blokai. Parametrai
Haploview v4.2 programoje: Hardzio ir Vainbergo pusiausvyros maziausia
reik§me 0,001; maziausias genotipy skaicius 75 %; leistinas mendeliniy klaidy
skaicius 1; maZziausia retojo alelio daznio (MAF) reiksmé 0,001. Haplotipai yra
apskaiCiuojami ir sudaromi pagal akceleruota tikétinumo maksimizavimo
(angl. expectation maximization (EM)) algoritma panasy j skaldymo / jungimo
metoda (angl. partition/ ligation method), aprasyta Qin ZS et al., 2002. Is
nezinomos fazés genotipy duomeny didZiausio tikétinumo (angl. maximum
likelihood) principu ypa¢ tiksliai apskaiiuvojami zinomos fazés haplotipy
dazniai populiacijoje. Haplotipy blokai konstruojami pagal D reikSmes
(santykinis nepusiausvyros koeficientas) 95 % pasikliauties intervalg (Gabriel
SB et al., 2002), pagal kuri kiekvienas palyginimas yra klasifikuojamas ]

grupes  ,stipri  nepusiausvira  sankiba®, ,neinformatyvu®, stipri
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kali

informatyviy palyginimy priskiriami grupei ,,stipri nepusiausvira sankiba®, o j

rekombinacija“. Haplotipy blokai sukuriami, daugiau negu 95 %

analize jtraukiami tik tie VNP, kuriy MAF yra didesnis negu 0,05.

Laisvos prieigos programiniu R paketu v3.0.3 (R Development
2008;

skaiGiavimai pateikiami 2.1 lenteléje.

Core Team, prieiga internete http://www.R-project.org) atlikti

2.1 lentelé. R paketu v3.0.3 atlikti statistiniai skai¢iavimai

Statistika Pastabos

R paketo komandiné eiluté

Aprasomoji
statistika

Aritmetinis
vidurkis

Moda

Mediana

Kvartiliai

numSummary(RApasiskirst[,"RA.sk"
], statistics=c("'mean", "sd", "IQR",
"quantiles", "cv"),

quantiles=c(0,.25,.5,.75,1))

X

kriterijus

Pirsono

Fiserio

library(abind, pos=4)

.Table <-
matrix(c(x1,x2,x3,y1,y2,y3), 2, 3,
byrow=TRUE)

rownames(.Table) <- ¢('1', '2)
colnames(.Table) <- ¢('1', '2','3")
.Table # Counts

.Test <- chisq.test(.Table,
correct=FALSE).Test.Test$expected
# Expected

Counts round(.Test$residuals”2, 2) #
Chi-square

Components remove(.Test) fisher.test
(.Table) remove(.Table)

Skirstinio
normalumo
testas

Grafinis
budas

Asmeniui tenkanciy
rizikos aleliy (RA)
skirstinio normalumo
patikrinimas

with(RA, Hist(Rizikos_aleliy_skai¢iu
s, scale="density", breaks="Sturges",

col="darkgray", ylim=c(0,0.08))) cur

ve(dnorm(x, mean=mean(RA$Riziko

s_aleliy_skai¢ius), sd=sd(RA$Rizikos
_aleliy_skaicius)), add=TRUE, col="

black", lwd=2))

t testas

Dviejy
nepriklausom
y im¢iy
vidurkio
palyginimas

Asmeniui tenkanciy
RA vidurkio
palyginimas vyry ir
motery, aukstaiciy ir
Zemaiciy grupése

> t.test(RA.sk~Lytis,
alternative="two.sided',
conf.level=.95, var.equal=TRUE,

+ data=RA) >t.test(RA.sk~Etnolingvi
stiné_grupé, alternative="two.sided',
conf.level=.95, + var.equal=TRUE,
data=RA)

F testas

Dviejy
dispersijy
palyginimas

Asmeniui tenkanciy
RA dispersijos
palyginimasvyry ir
motery, aukstaiciy ir
zemaiCiy grupése

>var.test(RA.sk ~ Luytis,
alternative="two.sided',
conf.level=.95,
data=RApasiskirstymas)
> var.test(RA.sk ~ Etnogr,
alternative="two.sided',
conf.level=.95,

+ data=RApasiskirstymas)
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Grafiniam rezultaty atvaizdavimui taip pat naudotas R paketas bei Microsoft

Office Excel 2007 programa.

2.3.4.2. Bandomosios asociacijy analizés, naujy genetiniy sriciy

paieskos metodai

Seimy plataus masto genotipavimo duomenys perkelti j duomeny
valdymo platforma BC|Gene (Biocomputing Platforms Ltd., Fl). Sioje
platformoje integruotu programiniu paketu PLINK v1.07 (Purcell S et al.,
2007) atlikta pirminiy duomenuy kokybés kontrolé, kokybés kriterijai

pateikiami 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. BC|Gene integruotu PLINK v1.7 programiniu paketu atliktos

genotipavimo rezultaty kokybés analizés Kriterijai

N Santrumpa | Slenkstiné | Pageidaujam
Kriterijus . . v s
programoje verté a reikSme
Retojo alelio daznis MAF 0,01 > 0,01
Trikstamy genotipy pagal
VNP daznis (angl. GENO 0,1 <01
missingness per marker)
HardZio ir Vainbergo
pusiausvyros reikSmingumo - 0,0005 > 0,0005
lygmuo
Trukstamy genotipy pagal
_ tiriamuosius (ar_lg_l. MIND 0,05 <0,05
missingness per individual)
daznis

Naudojant funkcija Family GWAS po kokybés kontrolés likusiems tiriamyjy
VNP atliktas nepusiausviro perdavimo testas (Spielman RS, Ewens WJ,
1996) VNP ir fenotipo asociacijai nustatyti. Daugybiniam palyginimui naudota
pataisa — adaptyvi kéliniy (angl. adaptive permutation) procedira, kur
maksimalus kéliniy skaiGius 10°. Asociacijai nustatytas reik§mingumo lygmuo
yra 10™.
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ReikSmingai asocijuotiems VNP programiniu R paketu v2.15.3 (R
Development Core Team, 2008) buvo apskai¢iuota statistiné empiriné galia, SS
ir 95 % pasikliauties intervalas. Sansy santykis iSreikstas perduoty rizikos
aleliy skaiCiaus santykiu sSu perduoty alternatyviy aleliy skaiCiumi.
Pasikliauties intervalas apskaiciuotas pagal formule (L, U) = (exp{T-1,96SE},
exp{T+1,96SE}), kur L ir U yra 95 % pasikliauties intervalo ribinés reikSmés,
T — logaritmuota SS reik§mé, SE — standartiné logaritmuoty SS reik$miy
paklaida, apskai¢iuojama pagal formule SE = v(1/b +1/c), kur b ir ¢ atitinkamai
perduoty aleliy skaiciai. Statistiné empiriné galia apskai¢iuota pagal
informatyvius perduotus alelius naudojant binominio skirstinio aproksimacija

(Germanas S, Jakaitiené A, 2012).

Tesiant potencialiy geny kandidaty patvirtinimo tyrima,
sekoskaitos metodu nustatytiems VNP atlikta atvejo ir kontrolés asociacijy
analizé naudojant Pirsono arba Figerio x° kriterijy, apskai¢iuota R programiniu
paketu v3.0.3 (R Development Core Team, 2008). Pries atlickant asociacijy
analize, nustatytiems VNP atliktas Hardzio ir Vainbergo pusiausvyros testas ir
aleliy daznio skai¢iavimas naudojant skai¢iuokle internete (Rodriguez S et al.,

2009; prieiga internete http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html).

Pasirinktas reikSmingumo lygmuo 0,001. Genotipy dazniai apskaiciuoti
tiesiogiai. Sansy santykis ir rizikos santykis su 95 % pasikliauties intervalu
apskai¢iuoti pagal Altman DG, 1991 naudojantis MedCalc v13.1.2 programine
jranga (MedCalc Software, Belgium; prieiga internete

http://www.medcalc.orq).

2.3.4.3. Rezultaty analizei naudota programiné jranga ir

duomenu bazés internete
Programiné jranga

1. Oligonukleotidiniy pradmeny PGR reakcijai kiirimo programiné jranga
internete Primer 3 v4.0.0 (Untergrasser A et al., 2012; Koressaar T et
Remm M, 2007).
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2. Oligonukleotidiniy pradmeny PGR reakcijai kiirimo programiné jranga

internete Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

3. Genomo analizés programiné jranga, Genotipavimo modulis Illumina
GenomeStudic™v2011.1 Genotyping Module v1.9.
4. Viso genomo asociacijy analizés programinis paketas PLINK

v1.07 (Purcell S et al., 2007; prieiga internete http://pngu.mgh.harvard.edu/

purcell/plink/).

5. Statistinés ir grafinés duomeny analizés paketas R v2.15.3 ir v3.0.3 (R
Development Core Team, 2008; prieiga internete http://www.r-
project.org/).

6. Statistinés ir grafinés duomeny analizés paketas Microsoft Office Excel
2007.

7. Haplotipy analizés programa Haploview v4.2 (Barrett JC et al., 2005).

8. DNR ir baltymy seky palyginimo jrankis internete Clustal W2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).

9. Hardzio ir Vainbergo skai¢iuoklé internete (Rodriguez S et al., 2009;

prieiga internete http://www.oege.org/software/hardy-weinberg.html).

10. Statistinés duomeny analizés programiné jranga internete MedCalc v13.1.2

(MedCalc Software, Belgium; prieiga internete http://www.medcalc.org).

11. Duomeny valdymo platforma BC|Gene (Biocomputing Platforms Ltd., FI).
12. Funkcinés baltymy sgveikos analizés programiné jranga internete STRING

v9.1 (Franceschini A et al., 2013; prieiga internete http://string-db.org/).

Duomeny bazés internete

1. Baltymy duomeny bazé UniProtKB/Swiss-Prot http://www.uniprot.org/

2. Biotechnologinés informacijos nacionalinio centro — NCBI — duomeny
bazés Gene, dbSNP, PubMed, 1000 Genomes, MedlinePlus

http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/

3. Genomo duomeny bazé Ensembl http://www.ensembl.org/index.html

4. Geny ontologijos duomeny bazé The Gene Ontology (GO)

http://www.geneontology.org/
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3. TYRIMO REZULTATAI
3.1. Geny ir VNP, susijusiy su ligos genetine architektiira, atranka

Siam tyrimui kaip daugiaveiksnés ligos modelis buvo pasirinkta KSL.
Jos genetinés architektiiros tyrimo pavyzdziu galima analogiSkai tirti ir Kitas
daugiaveiksnes ligas bendroje populiacijoje. Genetinei struktiirai ir jvairovei
nustatyti yra svarbu tinkamai pasirinkti liga lemiancias genetines sritis ir
genetinius variantus. Siam tyrimui genai ir VNP buvo atrinkti remiantis
naujausiy moksliniy literatiiros Saltiniy analize: (1) Correia M et al., 2013; (2)
Deloukas et al., 2013; (3) Drenos et al., 2007; (4) Dumitrescu L et al., 2011;
(5) Humphries SE et al., 2010; (6) Peloso GM et al., 2010; (7) Roberts R,
Stewart AFR, 2012. ISvardintieji tyrimai, néra pirminiai, jie atkartoja ir
patvirtina jau nustatytas asociacijas, taip pat apzvelgia ir nustato naujas
statistiSkai reikSmingas asociacijas didelése imtyse. Todé¢l Siam tyrimui atlikti
pasirinkti tik tie VNP, kurie buvo statistiskai reik§mingai susije su KSL ir ja
lemianciais veiksniais — lipidy lipoproteinograma bei MI, o VNP sgsaja
atkartota daugiau nei viename nepriklausomame didelés imties plataus masto
genomo tyrime. Tyrimui atrenkant VNP, kurie svarbiis lemiant KSL, buvo
analizuota ne tik literatira, bet ir duomeny bazés Ensembl, NCBI Gene,
dbSNP, 1000 Genomes. Lenteléje 3.1 pateikiamos atrinktos su liga siejamos
46 genetinés sritys ir (ar) genai bei jas reprezentuojantys 60 VNP, nurodyti
ligos rizikg lemiantys aleliai. Taip pat pateikiami literatiiros Saltiniai, kuriais
remtasi. Atrinkty VNP daZniai tiriamoje Lietuvos lietuviy populiacijoje

pateikiami toliau.

3.1 lentelé. Tyrimui atrinkti ligos rizika lemiantys VNP aleliai

Genai ag?iz;yg’senetinés VNP Iz:z::ézs Saltinis

APOB rs1042031 A Drenos F et al., 2007

9p21 rs10757274 G Correia M et al., 2013

RXRA rs11185660 A Peloso GM et al., 2010

LIPA rs11203042 A Deloukas P et al., 2013

PCSK9 1511206510 A Elgllé)’ulZ(gizP et al., 2013; Roberts R, Stewart
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3.1 lentelés tesinys

Genai arba genetinés

Rizikos

sritys VNP alelis* Saltinis
ZC3HC1 rs11556924 G E'glé)’ulggi; et al., 2013; Roberts R, Stewart
PCSK9 rs11591147 A Dumitrescu L et al., 2011
GCKR rs1260326 A Dumitrescu L et al., 2011
LIPA rs1412444 A Roberts R, Stewart AFR, 2012
ABCC6 rs150468 A Peloso GM et al., 2010
UBE2Z rs15563 G Deloukas P et al., 2013
MLXIPL rs17145738 A Dumitrescu L et al., 2011
SMAD3 rs17228212 G Humphries SE et al., 2010
FADS1 rs174547 A Dumitrescu L et al., 2011
MIA3 rs17464857 A Deloukas P et al., 2013
MIA3 1517465637 c Eét;etr;!?ég{%wart AFR, 2012; Humphries
FURIN/FES rs17514846 A Deloukas P et al., 2013
MTHFR rs1801133 A Drenos F et al., 2007
HDAC9 rs2023938 G Deloukas P et al., 2013
SLC22A3/LPAL2/LPA | rs2048327 G Deloukas P et al., 2013
IAOPI\(/;I\EA/Z}A(\)POCM 52075650 G Deloukas P et al., 2013
LPL rs2197089 A Dumitrescu L et al., 2011
ZEB2 rs2252641 G Deloukas P et al., 2013
HNF1A/C120rf43 rs2259816 A Humphries SE et al., 2010
LCAT rs2271293 A Dumitrescu L et al., 2011
MRAS rs2306374 G Roberts R, Stewart AFR, 2012
9p21 152383206 G %igss M et al., 2010; Correia M et al.,
9p21 rs2383207 G Correia M et al., 2013
LIPC rs261332 A Dumitrescu L et al., 2011
USF1 rs2774279 G Correia M et al., 2013
SH2B3 1s3184504 A Esg)’uggizP et al., 2013; Roberts R, Stewart
CDKN2BAS1 rs3217992 A Deloukas P et al., 2013
CETP rs3764261 A Dumitrescu L et al., 2011
PLG rs4252120 A Deloukas P et al., 2013
APOE/APOC4 rs4420638 A Dumitrescu L et al., 2011
APOE rs445925 G Deloukas P et al., 2013
COL4A1/COLAA2 154773144 G QEII;)’USSEZP etal., 2013; Roberts R, Stewart
LIPC rs4775041 C Dumitrescu L et al., 2011
LIPC rs4775065 A Peloso GM et al., 2010
IL6R rs4845625 A Deloukas P et al., 2013
CDKN2A/CDKN2B 1S4977574 G sl(.)’bsgtlng, Stewart AFR, 2012; Correia M et
CXCL12 1s501120 A :I%J’n;%qges SE et al., 2010; Deloukas P et
APOB rs562338 A Dumitrescu L et al., 2011
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3.1 lentelés tesinys

Genai a;?iz;yg’senetinés VNP Iz:z::;is, Saltinis

ABO 15579459 G EEI};)’UI;(?LP et al., 2013; Roberts R, Stewart
CETP rs5882 A Peloso GM et al., 2010

ITGB3 rs5918 G Drenos F et al., 2007

e B B e
CELSR2/SORT1L 1646776 A ;gn;%rirlles SE et al., 2010; Dumitrescu L et
PON1 rs662 G Drenos F et al., 2007

LDLR rs688 A Correia M et al., 2013

C6orf105 rs6903956 A Roberts R, Stewart AFR, 2012

APOB rs693 A Dumitrescu L et al., 2011

ADAMTS? rs7173743 A Deloukas P et al., 2013

SELP rs732314 A Peloso GM et al., 2010

GCKR rs780094 A Dumitrescu L et al., 2011

CUBN rs7893395 G Peloso GM et al., 2010

PHACTR1 rs9369640 A Deloukas P et al., 2013

COL4A1/COL4A2 rs9515203 A Deloukas P et al., 2013

PDGED 15974819 A BEIF({)‘UIQSLP et al., 2013; Roberts R, Stewart
MRAS 159818870 A ;Hrg%q;les SE et al., 2010; Deloukas P et

VNP - vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, *pateikiami aleliai gali nesutapti su literatiroje
nurodomais, nes remiamasi skirtinga DNR grandine (tiesiogine arba atvirkstine), kurios atzvilgiu yra nurodomas
alelis. Skirtumas tik tekstinéje iSraiskoje, tad faktinio skirtumo néra.

Koronarin¢ Sirdies liga — tai daugialypé liga, kuri pasireiSkia kaip
aterosklerozés komplikacija. Aterosklerozes etiopatogenezés procese dalyvauja
daug veiksniy, todél néra vieno biologinio kelio, kuris galéty paaiskinti §i0S
ligos vystymosi mechanizmg. Dél Sios priezasties, norint atlikti genetiniy
asociacijy tyrimg, yra ganétinai sudétinga ,,iSgryninti“ fenotipg. Remiantis
tyrimy duomenimis ir literatiira, yra zinoma, kad geneting KSL architektiira
reprezentuoja genetiniai veiksniai, kurie yra arba tiesiogiai asocijuoti su KSL,
arba netiesiogiai — per mechanizmus, lemiancius Sirdies ir kraujagysliy ligas,
lipidy lipoproteinogramos (DTL-cholesterolio, MTL-cholesterolio,
triacilgliceroliy) pakitimus, MI. Tuo remiantis Siam tyrimui ir atrinktos
genetinés sritys KSL genetinei architektiirai Lietuvos populiacijoje aprasyti.
Lenteléje 3.2 pateikiami trumpai anotuoti (remiantis duomeny baziy
informacija) pasirinkti su KSL susieti genai, su kuriais siejami arba kuriuose

yra pasirinkti tyrimui VNP.
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3.2 lentelé. Su liga susieti genai, genetinés sritys ir jy anotacija

Genas (-ai) | Sritis Anotacija* Funkcija**
ATP-binding cassette, sub-family C | Ivairiy molekuliy pernasa per lgstelés
REIELS el (CFTR/MRP), member 6 membranas
ABO 9q34.2 ABO blood group thozﬂtra_nsferaze, pavercia H antigena A
arba B antigenu
ADAM metallopeptidase with Metaloproteinaze, suardo kremzliy
ARG | AR thrombospondin type 1 motif, 7 oligomerinio matrikso baltymus
Pagrindiné sudedamoji chilomikrony (apo B-
48), MTL (apo B-100) ir LMTL (apo B-100)
dalis. Prie lgsteliy apoB/E receptoriy
APOB 2p24-p23 | apolipoprotein B jungiantis MTL daleléms, Apo B-100
lastelése veikia kaip MTL daleliy
internalizavimo lastelése signalo
detektorius***
APOC4 19913.2 apolipoprotein C-IV Manoma, kad dalyvauja lipidy metabolizme
. . Turtingy triacilgliceroliais lipidy junginiy
APOE 19q13.2 apolipoprotein E katabolizmas
C6orf105 6024.1 androgen-dependent TFPI- Reguliuoja TFPI rai$ka ir aktyvuma, didina
(ADTRP) pes. regulating protein endotelio apsauga nuo kre§éjimo
CDKN2A/ cyclin-dependent kinase inhibitor Lastelés ciklo G1 stadijos kontrolé, auglj
CDKN2B 9p21 2A/ cyclin-dependent kinase slopinantis noveikis
inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4) P P
CDKN2B- 9p21.3 CDKN2B antisense RNA 1 Regl.lh.uOJa epigenetinj nuraSymo proceso
AS1 slopinima
cadherin, EGF LAG seven-pass G- Manomq, kad Ve'K'a k?'p recepto_rlal kont.gk.to
CELSR2 1p21 salygotoje komunikacijoje, lasteliy adhezijoje
type receptor 2 . I o
ir receptoriy-ligandy sgveikoje
AR . Prisijungia ligandus, dalyvaujancius
SiolRd ;%113_ sl ivairiuose lgsteliniuose procesuose
CETP 16021 cholesteryl ester transfer protein, Cholesterilo esteriy pernasa nuo DTL j Kitus
a plasma lipoproteinus
COL4A1 1334 collagen, type IV, alpha 1 Uztikrina membrany stabilumag
COL4A2 13434 collagen, type 1V, alpha 2 Uzt;knna membrany stabiluma, slopina auglio
angiogenezg
cubilin (intrinsic factor-cobalamin Faktoriaus-vitamino B12 komplekso
el et receptor) receptorius
G baltymo porinio receptoriaus ligandas,
CXCL12 | 10q11.1 | chemokine (C-X-C motif) ligand 12 | 9alyvauja embriogenezéje, imuniteto
palaikyme, uzdegiminiame atsake, audiniy
homeostazéje, auglio augime ir metastazéje
flavin adenine dinucleotide L .
FADS1 1921.3 synthetase 1 Katalizuoja kofermento FAD susidaryma
furin (paired basic amino acid . y o
FURIN 15926.1 cleaving enzyme) Baltymy pirmtaky pernasa sekrecijos biidu
Lasteliy transformacija, hematopoezés
FES 15026.1 feline sarcoma oncogene procesas, augimo veiksniy ir citokiny
recepcijos signalo pernasa
glucokinase (hexokinase 4) Slopina gliukokinaze kepeny ir kasos saleliy
GCKR 2p23 regulator lastelése
integrin, beta 3 (platelet Lasteliy adhezija, lasteliy pavirSiaus nulemto
e S glycoprotein Illa, antigen CD61) signalo pernasa
HDAC9 7p21.1 histone deacetylase 9 Galbut dalyvauja hemopoezéje
HNF1A 12g24.2 | HNF1 homeobox A Vb pEls valan S, dalyoau Lty
specifiniy kepeny geny raiskoje
C120rf43 12924.31 Zgromosome 12 open reading frame Néra duomeny
IL6R 121 interleukin 6 receptor REguhu(_)Ja lq_ste_:les augima ir diferenciacija,
svarbus imuniniam atsakui
LCAT 16g22.1 lecithin-cholesterol acyltransferase Lastelés iSorés fermentas, suteikiantis

cholesteroliui esterio grupe, reikalingg jo
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pernasai

3.2 lentelés tesinys
Genas (-ai) | Sritis Anotacija* Funkcija**
Receptoriy nulemta specifiniy ligandy
LDLR 19p13.2 low density lipoprotein receptor endocitoze, svarbus cholesterolio kiekio
sintezei reguliuoti
LIPA 10923.2- lipase A, lysosomal acid, Lizosomose katalizuoja cholesterilo esteriy ir
g23.3 cholesterol esterase triacilgliceroliy hidrolizg
15q21- Triacilgliceroliy hidrolaz¢ ir
LIPC Zg lipase, hepatic ligandas/jungiantis veiksnys receptoriniame
g lipoproteiny paémimo mechanizme
Triacilgliceroliy hidrolazé ir
LPL 8p22 lipoprotein lipase ligandas/jungiantis veiksnys receptoriniame
lipoproteiny paémimo mechanizme
MIA3 1941 melanoma inhibitory activity COL7A1 salinimas i§ endoplazminio tinklo ir
g family, member 3 auglio slopinimo funkcija
MLXIPL 7911.23 MLX interacting protein-like Triacilgliceroliy sintezés geny promotoriy
aktyviklis
MRAS 3022.3 muscle RAS oncogene homolog nlgz?it(ﬂzs A [ EIETERE 28 STEl
Homocisteino metilinimas iki metionino,
MTHER | 1p36.3 ’r‘;fjtggt'ggjt(ﬁfg{g)r ﬁ‘;o'ate 5,10-metilentetrahidrofolato katalizin
reakcija j 5-metiltetrahidrofolata
Y ey, Specifiniy receptoriy pristatymas lizosominei
PCSK9 1p32.3 ‘s)ubglisin/kexin tvpe 9 degradacijai, cholesterolio ir riebaly ragsciy
yp metabolizmas
. Lasteliy migracija, proliferacija ir
PDGFD 11922.3 platelet derived growth factor D transformacija
PHACTR1 | 6p24.1 phosphatase and actin regulator 1 Galbu.t. yra pag.rmd.lms cndoislio lzxfie 1y
funkcijy reguliatorius
PLG 626 plasminogen Kra}ljo zimogenas, svarbus kres¢jimo ir
angiogenezes procese
PON1 7q21.3 paraoxonase 1 HldrollZ}lea p.arollcsgna( iki p-nlj[rofenollo,
dalyvauja oksidaciniuose lastelés procesuose
RXRA 9g34.3 retinoid X receptor, alpha Birafl (.hmho receptorlus, dalyvauj.z_a r.etmomes
ragsties nulemtoje geny aktyvacijoje
SELP 1022-025 selectin P (granule membrane Palengvina aktyvinty endotelio lasteliy ar
gee-q protein 140kDa, antigen CD62) trombocity saveika su leukocitais
. Pagrindinis neigiamas citokiny signalinio
SH2B3 12g24 SH28 adaptor protein 3 kelio reguliatorius, svarbus hemopoezei
solute carrier family 22 (organic Svarbus endogeniniy maZzy katijony, vaisty ir
sl 202 cation transporter), member 3 aplinkos toksiny Salinimui
) lipoprotein, Lp(a)-like 2, e .
LPAL 6026-q27 pseudogene Panasus | lipoproteing, pseudogenas
. : Svarbus ateroskleroziniy trikiy ir
B 6926 IToepEre i, () trombogenezés reguliavimui
SMAD3 15¢22.33 | SMAD family member 3 Transkripcijos tarpininkas, dalyvauja
karcinogenezés reguliacijoje
translocase of outer mitochondrial Formuoja kanalus baltymy pernasai i
ULl RRpe membrane 40 homolog (yeast) mitochondrijas
L . Baltymy, dalyvaujanciy signaly perdavimo
UBE2Z 17921.32 ubiquitin-conjugating enzyme E2Z keliuose ir apoptozéje, ubikvitilinimas
§ - Lastelinis transkripcijos veiksnys, susietas su
USF1 1g22-923 | upstream transcription factor 1 seimine kombinuota hiperlipidemija
ZC3HC1 7932.2 zinc finger, C3HC-type containing SCF tipo E3 ut)'lkvmnl}gazes.vlfompleksov'
1 narys, reguliuoja lasteliy dalijimosi pradzia
ZEB? 24223 zinc finger E-box binding Jungimosi prie DNR slopiklis transkripcijos
Gee. homeobox 2 procese, saveikauja su aktyvintu SMADs

* pagal NCBI duomeny bazés 2014 m. balandzio ménesio informacija; ** pagal NCBI duomeny bazés RefSeq
2008-2014 m. informacijg; *** pagal UniProtkKB/Swiss-Prot duomeny bazés 2014 m. informacija.
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3.2. Genetinés struktiiros ir jvairovés nustatymas pagal pasirinktus
VNP

Siekiant jvertinti lietuviy KSL rizika, 253 asmenims i§ bendros
Lietuvos lietuviy populiacijos (asmenys i§ SeSiy etnolingvistiniy grupiy — 140
aukstai¢iy ir 113 ZemaiCiy, arba 127 moterys, 126 vyrai) buvo atliktas
genetinés struktiiros ir jvairovés tyrimas pagal atrinktus 60 VNP. Analizei
naudoti duomenys, gauti pagal apraSytg metodikg (2.2.2 skyrelis ir 11 priedas)
atlikus plataus masto genotipavimg naujos kartos didelio naSumo sistema ir

taikant statistinius metodus.

Pagal genotipavimo duomeny kokybés vertinimo aprasg (2.3.4.1
skyrelis, IV priedas), analizuotiems duomenims pirmiausia atlikta kokybés

kontrolé. Kokybés vertinimo rezultatai pateikti IV priedo 4.2 lenteléje.

Vadovaujantis v priede nurodytomis gamintojo
rekomendacijomis, po genotipavimo eksperimento, gavus fluorescencinio
intensyvumo zaliavinius duomenis, buvo atlikta pirminé duomeny analizé ir
kokybés vertinimas. Pagal atitinkamus kriterijus ir rekomenduojamas jy
reikSmes vertinta genotipuoty méginiy, VNP ir paties genotipavimo proceso
kokybé. Atsizvelgiant j vertinimo Kriterijus, genotipuoty méginiy kokybé yra
gera (iSskyrus méginio LTG-1075, kuris pasalintas i§ tolesnés analizés),
genotipavimo proceso rodikliai tenkina kriterijus. Atlikus bitinas duomeny
kokybés gryninimo procediiras, tolesnei analizei palikti tik tinkamos

genotipavimo kokybés VNP.

Visi toliau pateikiami VNP aleliy ir genotipy dazniai yra HardZio

ir Vainbergo pusiausvyroje, p > 0,001.

3.2.1. Vidupopuliaciné genetiné struktira ir jvairové pagal tiriamus
VNP

Vidupopuliaciné genetiné struktiira ir jvairové nustatyta jvertinant

atrinkty su liga siejamy VNP genotipy bei aleliy daZznius bendrai tiriamai
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populiacijai, aleliy daznius tiriamos populiacijos viduje pagal lytj (vyry ir
motery grupése) ir pagal etnolingvistines grupes (aukstaiiy ir zemaiéiy
grupése). Tiriamiems VNP tokiose paciose vidupopuliacinése grupése jvertinti
haplotipai, haplotipy blokai ir jy dazniai, taip pat rizikos aleliy skaicius,

tenkantis asmeniui.

VNP genotipai ir jy dazniai tirtoje bendroje Lietuvos lietuviy
populiacijoje pateikiami 3.3 lentelé¢je. Taip pat pateikiami genotipy dazniai
pagal etnolingvistines grupes (aukstai¢iy ir zemaiiy) ir pagal lytj (vyry ir

motery).

3.3 lentelé. Nustatyti VNP genotipy dazniai tirtoje bendroje Lietuvos lietuviy

populiacijoje

GENOTIPU DAZNIAI GENOTIPU DAZNIAI
VNP ‘ GT B ‘ M ‘ \Y; ‘ A ‘ Z VNP GT B ‘ M ‘ \Y, ‘ A ‘ Z
rs10420  AA 003 003 002 002 004 |38 aAA 017 017 017 018 016
81 AG 032 033 030 031 033 204 AG 050 050 049 046 055
GG 066 064 067 067 064 GG 033 033 033 036 0729
rs10757 GG 022 020 023 023 020 |rs327 AA 016 017 016 018 014
214 GA 047 054 040 046 050 992 AG 051 055 047 049 054
AA 031 025 037 031 030 GG 033 028 037 034 032
rs11185 GG 0,05 005 005 005 004 | rs3764 AA 008 009 007 010 0,05
660 GA 037 038 035 039 033 261 AC 042 043 040 041 043
AA 059 057 060 056 063 CC 050 048 052 049 051
rs11203  AA 013 013 012 012 013 |rs4252 GG 007 009 005 006 0,07
042 AG 047 050 044 046 049 120 GA 033 027 039 033 033
GG 040 037 044 042 0738 AA 060 065 056 061 0,60
rs11206 GG 0,02 002 003 004 001 |rs4420 GG 002 003 002 003 002
510 GA 026 026 027 030 022 638 GA 023 027 019 020 027
AA 071 072 070 066 077 AA 075 070 079 077 072
rs11556 AA 019 019 020 021 0,17 | rs4459 AA 001 002 001 000 0,03
924 AG 051 050 051 049 052 25 AG 017 021 013 015 0,9
GG 030 031 029 029 031 GG 08 077 087 08 078
rs11561 ~ AA 000 000 000 000 000 | rs4773 GG 017 014 020 021 012
147 AC 001 002 000 001 000 144 GA 052 054 050 047 057
CC 09 09 100 099 1,00 AA 031 032 030 032 031
rs12603 AA 012 010 013 009 015 | rs4775 GG 008 007 009 004 012
26 AG 053 050 056 054 052 041 GC 042 045 039 042 042
GG 035 039 030 036 033 CC 050 048 052 054 046
rsl4124  AA 009 010 007 009 009 | rs4775 AA 004 005 002 004 003
44 AG 047 050 044 049 045 065 AG 032 028 035 028 037
GG 044 040 048 043 046 GG 065 067 062 068 061
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3.3 lentelés tesinys

GENOTIPU DAZNIAI GENOTIPU DAZNIAI
VNP GT B ‘ M ‘ \Y ‘ A Z VNP GT B ‘ M ‘ \Y, ‘ A ‘ Z
rs1504  cc 0,02 0,01 003 002 002 [rs4845 GG 023 025 021 021 025
68 CA 024 024 024 021 028 625 GA 050 050 050 052 047
AA 074 075 073 077 070 AA 027 025 029 026 028
rs1556 GG 0,24 0,28 019 029 018 [ rs4977 GG 022 021 023 023 021
3 GA 048 044 051 047 049 574 GA 047 054 040 046 049
AA 0,29 028 030 024 034 AA 031 025 037 031 030
rsl7ld  aAA 0,01 0,02 001 001 002 |[rs011 G 001 000 002 001 001
5738 AG 023 020 025 021 025 20 GA 022 025 020 024 021
GG 076 0,79 074 079 073 AA 077 075 079 076 079
rsl722 GG 0,06 0,05 008 006 007 |rs5623 AA 002 003 002 001 004
8212 GA 0,39 0,37 040 036 042 38 AG 030 028 032 026 034
AA 055 058 052 058 051 GG 068 069 067 072 0,63
rsl745 GG 0,08 006 010 007 008 [rs5794 GG 007 006 007 006 007
47 GA 038 036 040 039 036 59 GA 040 039 041 038 042
AA 055 058 051 054 056 AA 053 055 052 056 050
rsl746  cc 0,04 003 004 004 003 GG 010 009 012 009 012
4857 CA 031 033 029 030 033 rs882 A 040 040 039 039 041
AA 0,65 064 067 066 0,65 AA 050 051 049 052 048
rsl746  AA 0,12 0,10 014 011 013 GG 001 002 001 001 002
5637 AC 042 043 042 045 0,39 rs3918 A 028 030 02 027 028
CC 046 0,47 045 045 048 AA 071 069 074 072 070
rsl7z51  cc 0,26 0,25 026 027 025 rs5998 GG 006 005 006 009 0,02
4846 CA 048 0,51 045 045 051 39 GA 037 040 034 037 038
AA 0,26 024 029 028 0724 AA 057 055 060 054 061
rs1801  AA 007 0,07 0,07 006 008 | rs6467 GG 006 006 006 009 0,03
133 AG 045 046 044 041 049 & GA 037 040 034 036 038
GG 048 047 0,49 052 043 AA 057 054 060 056 059
rs2023 GG 001 0,02 0,00 0,01 001 | rs662 GG 008 009 006 007 008
938 GA 012 0,09 015 012 012 GA 034 035 033 037 031
AA 087 089 085 087 087 AA 058 055 061 056 061
rs2048 GG 011 0,11 0,10 012 0,09 AA 016 016 016 018 013
821 GA 048 048 048 051 045 rs688 AG 050 052 048 051 049
AA 041 041 0,41 037 046 GG 034 032 036 031 038
rs2075 GG 002 0,02 0,02 002 003 | rs6903 AA 009 007 010 006 012
650 GA 029 032 025 026 032 9%6 AG 044 040 047 043 045
AA 069 065 0,72 071 0,65 GG 048 052 043 051 044
rs2197 GG 021 021 0,21 020 022 GG 021 024 017 023 019
089 GA 050 055 044 048 051 rs693 GA 057 057 056 058 055
AA 029 024 035 032 027 AA 023 019 026 019 027
rs2252 GG 015 017 0,12 014 016 | rs7173 GG 020 024 017 021 019
641 GA 039 035 043 039 0,39 743 GA 052 051 054 050 055
AA 047 048 045 048 045 AA 027 025 029 029 026
rs2259  AA 014 019 0,10 011 019 | rs7323 GG 018 016 020 018 0,18
816 AC 043 040 047 044 043 14 GA 045 043 047 043 048
CC 042 041 044 046 038 AA 037 041 033 039 035
rs2271  AA 001 0,02 0,01 001 001 | rs7800 AA 012 010 013 009 015
293 AG 021 023 020 018 0,26 %4 AG 053 050 056 054 052
GG 077 076 0,79 081 073 GG 035 040 030 037 033
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3.3 lentelés tesinys

GENOTIPU DAZNIAI GENOTIPU DAZNIAI
VNP GT B ‘ M ‘ \Y ‘ A ‘ Z VNP GT B ‘ M ‘ \Y, ‘ A ‘ Z
rs2306 GG 002 0,02 0,02 001 003 | rs7893 AA 001 002 001 002 0,00
374 GA 027 030 0,25 031 023 395 AG 027 024 029 026 027
AA 071 069 0,74 0,69 0,74 GG 072 074 070 071 073
rs2383 GG 023 0724 0,23 024 023 | 969 cc 010 010 010 0,11 0,09
206 GA 049 054 0,44 050 048 640 CA 051 049 052 052 049
AA 028 022 0,33 026 029 AA 039 041 037 036 042
rs2383 GG 023 0724 0,23 024 023 | rs9B15 GG 004 006 003 004 0,05
207 GA 049 055 0,44 050 0,49 203 GA 037 033 041 039 035
AA 027 021 0,33 026 028 AA 058 061 056 058 059
rs2613 AA 006 0,06 0,06 005 006 | rs9748 AA 009 009 008 008 0,10
32 AG 037 039 0,36 033 042 19 AG 037 039 036 034 042
GG 057 056 0,59 062 051 GG 054 052 056 058 048
rs2774  AA 0,09 0,09 0,08 008 010 | rs9818 AA 002 002 002 001 003
219 AG 042 043 0,41 041 042 870 AG 027 030 025 031 023
GG 049 048 0,51 051 048 GG 071 069 074 069 074

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, GT — genotipas, B — genotipy dazniai tirtoje
bendroje Lietuvos lietuviy populiacijos grupéje, M — motery grupé, V — vyry grupé, A — aukstaidiy grupé, Z —
zemaiciy grupé.

Nustatyti ne tik genotipy, bet ir aleliy dazniai pagal tiriamus VNP
tiriamoje bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje, tiriamos populiacijos vyry ir

motery bei aukstaiciy ir Zemaiciy grupése.

VNP rizikos aleliy daznio pasiskirstymas tirtoje bendroje Lietuvos
lietuviy populiacijoje pavaizduotas 3.1 paveiksle (konkrecias nustatyty rizikos
aleliy dazniy vertes bendrai Lietuvos lietuviy populiacijai galima rasti 3.10—
3.13 lentelése). IS histogramos matyti, kad reciausiai pasitaikantis rizikos alelis
yra VNP rs11591147, esantis 1-oje chromosomoje PCSK9 geno koduojancioje
sekoje. Dazniausiai pasitaikantis rizikos alelis yra VNP rs445925, esantis 19-
oje chromosomoje ir siejamas su APOE geno sritimi. Dvidesimt penki i§ 60
tiriamy VNP (t. y. beveik 42 %) rizikos aleliy populiacijoje pasitaiké dazniau
negu 50 %.

Tiriamy VNP rizikos aleliy daZnio pasiskirstymas vyry ir motery
grupése pavaizduotas 3.2 paveiksle. I$ histogramos matyti, kad reciausiai
pasitaikantis rizikos alelis tiek vyry, tieck motery grupéje yra toks pat, kaip ir
bendroje populiacijoje — rs11591147. Dazniausiai pasitaikantis rizikos alelis

abiem grupéms yra toks pats kaip ir bendrai tiriamai populiacijai — rs445925.
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, Y asyje — rizikos aleliy dazniai. Zalia spalva — aleliy dazniai vyry grup¢je, raudona — motery.

3.2 paveikslas. Tiriamy VNP rizikos aleliy dazniai tiriamos populiacijos vyry ir motery grupése. X asyje — VNP

identifikaciniai numeriai



Atliktas VNP aleliy dazniy palyginimas tirtos populiacijos vyry ir
motery grupéje (3.4 lentelé), pateiktos »° reik§més ir statistinis reik§mingumas.
Pasirinktas reikSmingumo lygmuo 0,05. Vyry ir motery grupéje statistiSkai

reikSmingy skirtumy tarp aleliy dazniy nerasta.

3.4 lentelé. Nustatyty VNP aleliy dazniy palyginimas vyry ir motery grupése

.. . RAD
VNP Rizikos alelis 7 M Fa p
rs1042031 A 0,175 0,197 0,414 0,520
rs10757274 G 0,433 0,476 0,981 0,322
rs11185660 A 0,778 0,762 0,179 0,672
rs11203042 A 0,341 0,382 0,904 0,342
rs11206510 A 0,833 0,854 0,423 0,515
rs11556924 G 0,548 0,559 0,067 0,796
rs11591147 A 0,000 0,008 1,992 0,158
rs1260326 A 0,417 0,354 2,075 0,150
rsl412444 A 0,294 0,350 1,865 0,172
rs150468 A 0,847 0,873 0,715 0,398
rs15563 G 0,448 0,504 1,581 0,209
rs17145738 A 0,135 0,114 0,500 0,480
rs17228212 G 0,282 0,232 1,621 0,203
rs174547 A 0,706 0,764 2,143 0,143
rs17464857 A 0,814 0,803 0,087 0,768
rs17465637 © 0,656 0,685 0,481 0,488
rs17514846 A 0,512 0,492 0,200 0,655
rs1801133 A 0,290 0,299 0,055 0,814
rs2023938 G 0,075 0,063 0,302 0,582
rs2048327 G 0,345 0,350 0,015 0,903
rs2075650 G 0,151 0,185 1,061 0,303
rs2197089 A 0,571 0,512 1,798 0,180
rs2252641 G 0,333 0,347 0,097 0,755
rs2259816 A 0,329 0,390 2,004 0,157
rs2271293 A 0,107 0,130 0,628 0,428
rs2306374 G 0,139 0,165 0,687 0,407
rs2383206 G 0,448 0,508 1,792 0,181
rs2383207 G 0,448 0,512 2,037 0,154
rs261332 A 0,234 0,248 0,134 0,715
rs2774279 G 0,714 0,693 0,277 0,599
rs3184504 A 0,421 0,417 0,006 0,940
rs3217992 A 0,393 0,441 1,203 0,273
rs3764261 A 0,274 0,303 0,531 0,466
rs4252120 A 0,758 0,780 0,332 0,565
rs4420638 A 0,889 0,835 3,122 0,077
rs445925 G 0,929 0,878 3,706 0,054
rs4773144 G 0,448 0,409 0,765 0,382
rs4775041 © 0,718 0,705 0,113 0,737
rs4775065 A 0,200 0,189 0,098 0,755
rs4845625 A 0,544 0,500 0,966 0,326
rs4977574 G 0,433 0,480 1,164 0,281
rs501120 A 0,885 0,877 0,076 0,783
rs562338 A 0,175 0,169 0,025 0,874
rs579459 G 0,278 0,256 0,309 0,578
rs5882 A 0,687 0,713 0,410 0,522
rs5918 G 0,136 0,165 0,848 0,357
rs599839 A 0,766 0,750 0,173 0,677
rs646776 A 0,768 0,744 0,390 0,532
rs662 G 0,222 0,272 1,662 0,197
rs688 A 0,401 0,417 0,143 0,705
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3.4 lentelés tesinys
VNP Rizikos alelis RAD P p
\ M

rs6903956 A 0,337 0,274 2,394 0,122
rs693 A 0,544 0,472 2,566 0,109
rs7173743 A 0,564 0,508 1,564 0,211
rs732314 A 0,568 0,626 1,801 0,180
rs780094 A 0,417 0,350 2,350 0,125
rs7893395 G 0,845 0,862 0,292 0,589
rs9369640 A 0,635 0,654 0,191 0,662
rs9515203 A 0,762 0,780 0,222 0,637
rs974819 A 0,262 0,287 0,403 0,525
rs9818870 A 0,139 0,165 0,687 0,407

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, RAD - rizikos alelio daznis, V — vyry grupé, M —
motery grupé, »° — Pirsono chi kvadrato kriterijus, p — p reik§meé ystatistikai su 1 laisvés laipsniu.

Atlikus vidupopuliacinj aleliy dazniy palyginima pagal lytis, buvo
apskaiciuoti tiriamy VNP rizikos aleliy dazniai dviejose etnolingvistinése
Lietuvos grupése — aukstaiciy ir Zemaiciy. Nustatyty VNP rizikos aleliy daznio
pasiskirstymas aukstaiciy ir Zemaiciy grupése vaizduojamas 3.3 paveiksle. Is
histogramos matyti, kad reCiausiai pasitaikantis rizikos alelis abiejose
etnolingvistinése grupése yra toks pat, kaip ir bendroje populiacijoje —
rs11591147. Dazniausiai pasitaikantis rizikos alelis aukstai¢iams yra toks pats,
kaip ir bendrai tiriamai populiacijai — rs445925, tafiau Zemailiy grupéje
dazniausias  alelis buvo kitas, VNP 1rs501120 esantis 10-oje

chromosomoje ir siejamas su CXCL12 genu.
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y grupése

Rizikos aleliy dazniai aukstaiciy ir Zemaici
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VNP identifikaciniai numeriai, Y asyje — rizikos aleliy dazniai. Zalia spalva — aleliy dazniai aukstai¢iy grupéje, raudona —
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3.3 paveikslas. Tiriamy VNP rizikos aleliy dazniai bendros Lietuvos lietuviy populiacijos etnolingvistinése grupése. X asyje —

zemaiciy.



Atliktas tiriamy VNP aleliy dazniy palyginimas tirtos populiacijos aukstaiéiy ir
yemaiiy grupéje (3.5 lentelé), pateiktos »° reik§més ir statistinis
reikSmingumas. Pasirinktas reikSmingumo lygmuo 0,05. Nustatyti statistiSkai
reikSmingi skirtumai tarp dviejy VNP aleliy dazniy: rs11206510, esancio 1-0je
chromosomoje bei siejamo su jau minétu genu PCSKO9, ir rs15563, esancio 17-

oje chromosomoje UBE2Z geno 3° NTS.

3.5 lentelé. Nustatyty VNP aleliy dazniy palyginimas aukstaiCiy ir Zemaiciy

grupese
Rizikos RAD
VNP alelis AUK ZEM 7 P
rs1042031 A 0,175 0,199 0,481 0,488
rs10757274 G 0,457 0,451 0,017 0,896
rs11185660 A 0,754 0,790 0,941 0,332
rs11203042 A 0,350 0,376 0,369 0,543
rs11206510 A 0,814 0,881 4,166 0,041
rs11556924 G 0,539 0,571 0,502 0,478
rs11591147 A 0,007 0,000 1,621 0,203
rs1260326 A 0,364 0,412 1,177 0,278
rs1412444 A 0,329 0,314 0,119 0,730
rs150468 A 0,874 0,842 1,034 0,309
rs15563 G 0,522 0,420 5,121 0,024
rs17145738 A 0,111 0,142 1,094 0,296
rs17228212 G 0,239 0,279 1,021 0,312
rs174547 A 0,732 0,739 0,030 0,863
rs17464857 A 0,807 0,810 0,005 0,941
rs17465637 C 0,669 0,673 0,007 0,934
rs17514846 A 0,507 0,496 0,068 0,795
rs1801133 A 0,271 0,323 1,602 0,206
rs2023938 G 0,068 0,071 0,017 0,897
rs2048327 G 0,375 0,314 2,041 0,153
rs2075650 G 0,154 0,186 0,932 0,334
rs2197089 A 0,558 0,522 0,630 0,427
rs2252641 G 0,329 0,354 0,360 0,549
rs2259816 A 0,325 0,403 3,274 0,070
rs2271293 A 0,104 0,137 1,351 0,245
rs2306374 G 0,161 0,142 0,354 0,552
rs2383206 G 0,486 0,469 0,140 0,709
rs2383207 G 0,486 0,474 0,075 0,784
rs261332 A 0,214 0,274 2,465 0,116
rs2774279 G 0,714 0,690 0,346 0,556
rs3184504 A 0,407 0,434 0,360 0,548
rs3217992 A 0,421 0,412 0,051 0,822
rs3764261 A 0,304 0,270 0,690 0,406
rs4252120 A 0,771 0,766 0,025 0,875
rs4420638 A 0,871 0,850 0,502 0,479
rs445925 G 0,925 0,876 3,418 0,064
rs4773144 G 0,446 0,407 0,773 0,379
rs4775041 C 0,746 0,668 3,734 0,053
rs4775065 A 0,182 0,210 0,609 0,435
rs4845625 A 0,525 0,518 0,027 0,870
rs4977574 G 0,457 0,456 0,001 0,975
rs501120 A 0,875 0,888 0,213 0,645
rs562338 A 0,146 0,204 2,865 0,091
rs579459 G 0,254 0,283 0,561 0,454
rs5882 A 0,714 0,681 0,643 0,423
rs5918 G 0,144 0,159 0,231 0,631
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3.5 lentelés tesinys
Rizikos 5
VNP alelis RAD X p
AUK ZEM

rs599839 A 0,729 0,795 2,961 0,085
rs646776 A 0,736 0,781 1,399 0,237
rs662 G 0,257 0,235 0,344 0,557
rs688 A 0,436 0,376 1,838 0,175
rs6903956 A 0,279 0,339 2,162 0,142
rs693 A 0,482 0,540 1,665 0,197
rs7173743 A 0,536 0,536 0,000 1,000
rs732314 A 0,607 0,584 0,277 0,599
rs780094 A 0,361 0,412 1,365 0,243
rs7893395 G 0,846 0,863 0,270 0,604
rs9369640 A 0,625 0,668 1,016 0,314
rs9515203 A 0,771 0,770 0,002 0,968
rs974819 A 0,248 0,308 2,228 0,136
rs9818870 A 0,161 0,142 0,354 0,552

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, RAD — rizikos alelio daznis, AUK — aukstai¢iy
grupé, ZEM — Zemaidiy grupé, % — Pirsono chi kvadrato kriterijus, p — p reik§mé »? statistikai su 1 laisvés laipsniu,
paryskintos pasviros reikSmés — nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai.

Siekiant nustatyti haplotipy jvairove ir sandarg, tyrimui atrinkta
60 VNP, klasikiniu biidu suskirstyty j grupes pagal priklausomybe
chromosomoms. I§ viso sudaryta 14 grupiy, 0 informacija pateikiama
3.6 lenteléje. IS haplotipy analizés pasSalintas vienas VNP rs2197089, nes jo

nebuvo jmanoma priskirti grupei, jis 8-0je chromosomoje buvo vienas.

3.6 lentelé. Haplotipy analizeti VNP sugrupuoti pagal priklausomybg

chromosomai
Chr | VNP sk. | VNP
1 10 rs646776, rs599839, rs17465637, rs732314, rs4845625, rs2774279, rs1801133,
rs17464857, rs11591147, rs11206510
2 6 rs780094, rs693, rs562338, rs2252641, rs1260326, rs1042031
3 2 rs9818870, rs2306374
6 4 rs6903956, rs9369640, rs4252120, rs2048327
7 4 rs662, rs2023938, rs17145738, rs11556924
9 7 rs2383207, rs2383206, rs11185660, rs579459, rs4977574, rs3217992, rs10757274
10 4 rs501120, rs7893395, rs1412444, rs11203042
11 2 rs974819, rs174547
12 2 rs3184504, rs2259816
13 2 rs4773144, rs9515203
15 6 rs7173743, rs17514846, rs4775065, rs4775041, rs261332, rs17228212
16 4 rs150468, rs5882, rs3764261, rs2271293
17 2 rs15563, rs5918
19 4 rs688, rs445925, rs4420638, rs2075650

Chr — chromosoma, VNP sk. — VNP skaiéius priklausantis tai paciai chromosomai, VNP — vieno nukleotido
polimorfizmo identifikaciniai numeriai.
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Programa Haploview v4.2 (Barrett JC et al., 2005) pagal tiriamos
populiacijos genotipus ir pateiktas VNP grupes su VNP koordinatémis genome
tirlamai populiacijai ir jos grupéms pagal lytj ir etnolingvisting grupe
sukonstruoti haplotipai, apskai¢iuoti jy dazniai, jvertinta sankibos pusiausvyra,

nustatyti haplotipy blokai.

Haplotipy blokai nustatyti penkioms VNP grupéms, suskirstytoms
pagal chromosomas: 1-3, 9 ir 19. Pirmos chromosomos tirtiems 10 VNP
visose tirtose grupése sukonstruotas vienas ir tas pats haplotipy blokas tarp
VNP rs646776 ir rs599839, asocijuoty su sritimi, kurioje yra CELSR2 ir
SORT1 genai (3.4 paveikslas). Visose tirtose grupése nustatyti du haplotipai:
AA ir GG. Haplotipo AA daznis yra 0,72-0,78 intervalo ribose visose tirtose
grupése, alternatyviy aleliy haplotipo (GG) daznis yra 0,21-0,26 intervalo
ribose, vadinasi, daznesnis yra rizikos aleliy haplotipas AA. Antros
chromosomos tirtiems 6 VNP visose tirtose grupése sukonstruoti du tokie patys
haplotipy blokai (3.5 paveikslas). Pirmasis blokas tarp VNP rs1042031 ir
rs693 APOB gene, antrasis — rs1260326 ir rs780094 GCKR gene. Pirmojo
bloko atveju visose tirtose grupése nustatyti trys haplotipai: GA, AG ir GG,
abiejy rizikos aleliy haplotipas AA nenustatytas. Visose tirtose grupése
nustatyti tik vieng rizikos alelj turintys haplotipai GA (dazniai grupése 0,47—
0,54) ir AG (dazniai grupése 0,18-0,2) bei RA neturintis haplotipas GG
(dazniai grupése 0,26-0,34). Antrojo bloko atveju visose tirtose grupése
nustatyti du haplotipai: GG ir AA. Visose tirtose grupése abu RA turintis
haplotipas AA (dazniai grupése 0,35-0,42) yra retesnis negu alternatyviy aleliy
haplotipas GG (dazniai grupése 0,58—0,65). Tarp dviejy haplotipy bloky yra
galima nepusiausvira sankiba, taip pat galimi ir mainai (rekombinacija).
Dazniausiai Siy dviejy haplotipy bloky atveju visose tiriamose grupése vienodu
daznumu rekombinuoja visi bloky haplotipai, iSskyrus antro bloko RA (AA)
haplotipa, kuris reciau rekombinuoja su pirmojo bloko AG ir GG haplotipais.

ISimtis yra motery grupé, kurioje reCiau rekombinuoja tik su AG haplotipu.

77



Apskritai vertinant haplotipy bloky sankiba, maziausia ji yra motery ir
zemaiciy grupése (D* = 0,13), didziausia — aukstaic¢iy (D = 0,30).

Bendra populiacija

T 1 T 1
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3.4 paveikslas. Nepusiausviros sankibos genolapis ir haplotipy blokas 1-ai chromosomai pagal tiriamus 10 VNP
tiriamajai populiacijai ir vidupopuliacinéms grupéms pagal lytj ir etnolingvisting grupe. VirSuje pavaizduoti VNP
ir jy i8sidéstymas vienas kito atzvilgiu. Ryski juoda linija rémina haplotipy bloka. Skaiciai kvadratéliuose nurodo
D* statistikos reik§me dviem atitinkamiems VNP. Apatiniame deSiniajame kampe yra nurodyti haplotipo bloko
haplotipai ir jy dazniai tiriamoje grupéje. Kvadratéliy spalvos: balta — D <1, LOD < 2; melsva — D =1, LOD <
2; roziniai atspalviai — D¢ < 1, LOD > 2; raudona — D* = 1, LOD > 2 (D¢ — santykinis nepusiausviros sankibos

koeficientas, LOD — nepusiausviros sankibos tikimybés jvertis).
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Bendra populiacija Vyry grupé Motery grupé
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3.5 paveikslas. Nepusiausviros sankibos genolapis ir haplotipy blokai 2-ai chromosomai pagal tiriamus 6 VNP
tiriamajai populiacijai ir vidupopuliacinéms grupéms pagal lytj ir etnolingvisting grupe. VirSuje pavaizduoti VNP
ir jy i8sidéstymas vienas kito atzvilgiu. Ryski juoda linija rémina haplotipy blokus. Skaiciai kvadratéliuose nurodo
D statistikos reik§me¢ dviem atitinkamiems VNP. Apacioje yra nurodyti haplotipy bloky haplotipai ir jy dazniai
tiriamoje grupéje. Linijos tarp dviejy haplotipy bloky Zymi mainy tarp haplotipy bloky daznuma (storesnés linijos
atitinka daZnesnius mainus, plonesnés — retesnius). Po linijomis pateikiama daugiasrité D¢ verté, kuri $iuo atveju
yra haplotipy bloky nepusiausviros sankibos matas. Balta kvadratéliy spalva nerodo statistiskai patikimos
nepusiausviros sankibos — D < 1, LOD < 2, raudona rodo statistiskai patikima nepusiausvira sankiba — D¢ =
LOD > 2 (D* - santykinis nepusiausviros sankibos koeficientas, LOD — nepusiausviros sankibos tikimybés
jvertis).

TreCios chromosomos dviem tirtiems VNP rs9818870 ir rs2306374,
priklausantiems MRAS genui, visose tirtose grupése nustatytas vienas haplotipy
blokas (3.6 paveikslas). Nustatyti du haplotipai: AG ir GA. Rizikos aleliy
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haplotipas GA visose tirtose grupése yra aptinkamas reciau (dazniai grupése

0,14-0,17) negu alternatyviy aleliy AG (dazniai grupése 0,84—0,86).

Bendra populiacija  Vyry grupé Motery grupé  AukStaidiy grupé  Zemailiy grupé
[ ] [ 1 [ ] [ 1 ! ]
- d - = - o - = - i
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
3 2 2 8 2 3 S 8 5 g
s 2 s 3 8 e 8 s
2 2
2 2 2 B e 2 2 2 2 2

Block 1 (2 kb) Block 1 (2 kb) Block 1 (2 kb) Block 1 (2 kb) Block 1 (2 kb)
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

-y - -y - -y

.86 AG .835 AG .839 AG .858
5 GA .161 GA .142

3.6 paveikslas. Nepusiausviros sankibos genolapis ir haplotipy blokai 3-iai chromosomai pagal tiriamus 2 VNP
tiriamajai populiacijai ir vidupopuliacinéms grupéms pagal lytj ir etnolingvisting grupe. VirSuje pavaizduoti VNP
ir jy i$sidéstymas vienas kito atzvilgiu. Ryski juoda linija rémina haplotipy bloka. Apacioje yra nurodyti haplotipy
bloko haplotipai ir jy dazniai tiriamoje grupéje. Raudona kvadratélio spalva rodo statistiskai patikima
nepusiausvyra snakibg — D = 1, LOD > 2 (D° — santykinis nepusiausviros sankibos koeficientas, LOD —
nepusiausviros sankibos tikimybés jvertis).

Devintos chromosomos septyniems tirtiems VNP nustatytas didZiausias
haplotipy blokas, kuris susideda i§ keturiy VNP rs10757274, rs4977574,
rs2383206 ir rs2383207 esan¢iy CDKN2B-AS1 gene (3.7 paveikslas). Visose
tirtose grupése nustatyti trys haplotipai: GGGG, AAAA ir AAGG. Rizikos
aleliy haplotipas GGGG visose tiriamose grupése yra nustatomas beveik
vienodu daznumu (daznis grupése 0,43-0,48), kaip ir alternatyviy aleliy
haplotipas AAAA (daznis grupése 0,49-0,55), rec¢iau nustatomas haplotipas
AAGG (daznis grupése 0,01-0,03). Pazymétina, kad VNP rs3217992, esantis
Salia haplotipo bloko, visose tirtose grupése demonstruoja LOD > 2 ir D* > 0,5
su visais haplotipy bloko VNP, kas leisty jtarti nepausiausviros sankibos

galimybe.
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3.7 paveikslas. Nepusiausviros sankibos genolapis ir haplotipy blokas 9-ai chromosomai pagal tiriamus 7 VNP
tiriamajai populiacijai ir vidupopuliacinéms grupéms pagal lytj ir etnolingvisting grup¢. VirSuje pavaizduoti VNP
ir jy iSsidéstymas vienas kito atzvilgiu. Ryski juoda linija rémina haplotipy bloka. Skaiciai kvadratéliuose nurodo
D¢ statistikos reikSme dviem atitinkamiems VNP. Apatiniame deSiniajame kampe yra nurodyti haplotipo bloko
haplotipai ir jy dazniai tiriamoje grupéje. Kvadratéliy spalvos: balta— D < 1, LOD < 2; roZiniai atspalviai — D* <
1, LOD > 2; raudona — D* = 1, LOD > 2 (D¢ - santykinis nepusiausviros sankibos koeficientas, LOD —

nepusiausviros sankibos tikimybés jvertis).

Devynioliktos chromosomos tirtiems keturiems VNP haplotipy blokas
nustatytas tik motery grupéje tarp dviejy VNP rs2075650 (TOMMA40) ir
rs445925 (APOC1), esanciy srityje, kurioje yra vadinamasis APOE geny
Klasteris (3.8 paveikslas). Haplotipy bloke nustatyti trys haplotipai: AG, GG ir
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AA. Rizikos aleliy haplotipas GG (daznis grupéje 0,19), kaip ir haplotipas AA
(daznis grupéje 0,12), yra retesnis, palyginti su AG haplotipu, kurio daZnis

motery grupe¢je yra 0,69.
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3.8 paveikslas. Nepusiausviros sankibos genolapis ir haplotipy blokas 19-ai chromosomai pagal tiriamus 4 VNP
motery grupei. Bendros populiacijos ir kity vidupopuliaciniy grupiy haplotipai nesudaré haplotipy bloko. Virsuje
pavaizduoti VNP ir jy i$sidéstymas vienas kito atzvilgiu. Ryski juoda linija rémina haplotipy bloka. Skaiciai
kvadratéliuose nurodo D statistikos reik§Sm¢ dviem atitinkamiems VNP. Apatiniame deSiniajame kampe motery
grupéje yra nurodyti haplotipo bloko haplotipai ir jy dazniai tiriamoje grupéje. Kvadratéliy spalvos: balta — D <1,
LOD < 2; melsva — D = 1, LOD < 2; roziniai atspalviai — D* <1, LOD > 2; raudona — D* =1, LOD > 2 (D* -
santykinis nepusiausviros sankibos koeficientas, LOD — nepusiausviros sankibos tikimybés jvertis).

Tiriamai populiacijai ir vidupopuliacinése grupése apskaiciuotas
tiriamy 60-ies VNP rizikos aleliy skaicius, tenkantis kiekvienam asmeniui.
Skaiciuotas kiekvienas rizikg lemiantis alelis, vadinasi, 60-iai pasirinkty VNP
maksimalus rizikos aleliy skaicius bty 120, jei asmuo bty homozigotinis
pagal visus rizikos alelius. Rizikos aleliy skaiCiaus, tenkancio asmeniuli,

pasiskirstymas tiriamoje bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje pateikiamas

3.9 (a) paveiksle. Duomenys aprasomi normaliuoju skirstiniu (3.9 (b)
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paveikslas). Rizikos aleliy skai¢iaus, tenkanc¢io asmeniui, aprasomoji statistika

pateikiama 3.7 lenteléje.

Rizikos aleliy skaiciaus pasiskirstymas
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3.9 paveikslas. (a) Rizikos aleliy, tenkan¢iy asmeniui, pasiskirstymas tiriamoje
bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje (%); (b) grafinis duomeny

palyginimas su normaliojo skirstinio tankiu, density — tankis.
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3.7 lentelé. Rizikos aleliy skaiiaus, tenkancio asmeniui, pasiskirstymas

tiriamoje bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje

Statistika Verté
Rizikos aleliy skaiiaus, tenkancio asmeniui, vidurkis | 55,81
Mediana 56
Moda 59
Maziausia reikSmé 39
Kvartilis 1, 25 % 52
Kvartilis 2, 50 % 56
Kvartilis 3, 75 % 59
DidZiausia reikSmé 74

Rizikos aleliy skaiciaus, tenkancio asmeniui, aritmetinis vidurkis yra 55,81,
mediana — 56, o daZniausiai pasitaikantis rizikos aleliy skai¢ius — 59.
Maziausig (39) ir didziausig (74) rizikos aleliy skaiciy turéjo po 0,4 % tirty
asmeny. Atliktas pasirinkty VNP rizikos aleliy skaiciaus, tenkancio asmeniui,
palyginimas tiriamoje bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje pagal grupes,
t. y. pagal lytj (vyral ir moterys) ir pagal etnolingvisting grupe (aukstaiciai ir

Zemaiciai).

Rizikos aleliy skaiCiaus, tenkancio asmeniui, pasiskirstymas vyry

ir motery grupése vaizduojamas 3.10 paveiksle.

Rizikos aleliy skaifiaus pasiskirstymas pagal Iyti
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=
i
T v
z
N . E .
T T T T T T T T
40 45 50 55 80 85 70 75
Rizikos aleliy skaiius tenkantis asmeniui
Lytis = Vyrai

Atvejai, %
o] 5 10
I I
]
il
]

Rizikos alsliy skaidius tenkantis asmeniui

3.10 paveikslas. Rizikos aleliy skai¢iaus, tenkan¢io asmeniui, pasiskirstymas

tirilamos populiacijos vyry ir motery grupése (%)
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Lenteléje 3.8 nurodyta aprasomoji statistika vyry ir motery grupéms. Atlikus
rizikos aleliy skaiCiaus, tenkanCio asmeniui, Vvidurkio ir dispersijos
palyginimus, statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp vyry ir motery grupiy
nenustatyta (dviejy nepriklausomy im¢éiy t testas, t = 0,81, df =251, p=0,42; F
testas dviejy dispersijy palyginimui F = 1,14, num df = 126, denom df = 125, p
= 0,46).

3.8 lentelé. Rizikos aleliy skaiciaus, tenkancio asmeniui, pasiskirstymas vyry ir

motery grupése

Statistika Verté Verté
moteruy gr. vyru gr.

R.IZIkO.S aleliy skaiciaus, tenkanc¢io asmeniul, 56,10 55,51
vidurkis

Mediana 56 55
Moda 59 55
Maziausia reikSmé 39 42
Kvartilis 1, 25 % 53 51
Kvartilis 2, 50 % 56 55
Kvartilis 3, 75 % 60 59
DidzZiausia reikSmeé 71 74

Rizikos aleliy skaiciaus, tenkan¢io asmeniui, pasiskirstymas
aukstaiciy ir Zemaiciy grupése vaizduojamas 3.11 paveiksle.

Rizikos aleliy skai€iaus pasiskirstymas pagal etnolingvistines grupes

Etnolingvistiné_grupé = Aukstaiciai
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3.11 paveikslas. Rizikos aleliy, tenkanéiy asmeniui, pasiskirstymas tiriamos

populiacijos aukstaiciy ir Zemaiciy grupése (%)
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Lentelé¢je 3.9 nurodyta apraSomoji statistika aukstaiciy ir ZemaiCiy grupéms.
Atlikus rizikos aleliy skai¢iaus, tenkan¢io asmeniui, vidurkio ir dispersijos
palyginimus, statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp aukStai¢iy ir Zemaiciy
grupiy nerasta (dviejy nepriklausomy im¢éiy t testas, t = -1,08, df = 251, p =
0,28; F testas dviejy dispersijy palyginimui, F = 0,93, num df = 139, denom df
=112, p =0,68).

3.9 lentelé. Rizikos aleliy skaiCiaus, tenkancio asmeniui, pasiskirstymas

aukstaiiy ir Zemaiciy grupése

Statistika VV e vt.e \ V?f.t ¢
aukstaiciy gr. | Zemaiciy gr.

Rlzlko_s 'fllel-n; ske-uclaus, tenkancio 55,45 56,25
asmeniui, vidurkis

Mediana 55,5 56
Moda 59 56
Maziausia reikSmé 39 42
Kvartilis 1, 25 % 52 52
Kvartilis 2, 50 % 55,5 56
Kvartilis 3, 75 % 59 60
Didziausia reikSmé 71 74

3.2.2. Tarpopuliaciné genetiné struktiira ir jvairoveé pagal tiriamus
VNP

Tarppopuliacinis genetinis profilis nustatytas jvertinant atrinkty su
liga siejamy VNP aleliy daznius bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje ir
palyginus su 1000 genomy projekto atitinkamais duomenimis. Pagal duomeny
prieinamumg ir imtj, populiacijy protévius ir geografing padétj pasirinktos
keturios Europos protéviy (angl. European Ancestry) populiacijos palyginimui
pagal tiriamus VNP. Vakary Europa reprezentuoja Siaurés ir Vakary Europos
protéviy palikuonys Jutos gyventojai (angl. Utah residents with Northern and
Western European ancestry — CEU) bei britai Anglijoje ir Skotijoje (angl.
British in England and Scotland — GBR), Siaurés Europa — suomiai Suomijoje
(angl. Finnish in Finland — FIN), Piety Europa — toskanieciai Italijoje (angl.
Toscani in Italy — TSI)), t.y. trys geografiniai poliai: Siauré, vakarai, pietiis

(3.12 paveikslas). Aleliy dazniams nustatyti ir palyginti naudojami
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chromosomy skaiciai: tiriamos bendros Lietuvos lietuviy populiacijos (LTU) —
506, CEU — 170, GBR - 178, FIN — 186, TSI — 196. Deja, Ryty Europos

prieinamy duomeny analizei gauti nepavyko.

3.12 paveikslas. Pasaulio zemélapyje pavaizduotos populiacijos, su kuriomis
palyginti tiriamos bendros Lietuvos lietuviy populiacijos pasirinkty VNP
rizikos aleliy dazniai. CEU — Siaurés ir Vakary Europos protéviy palikuonys
Jutos gyventojai, FIN — suomiai Suomijoje, GBR — britai Anglijoje ir Skotijoje,

TSI — toskanieéiai Italijoje. Zemélapio $ablong parengé A. Pranculis.

Nustatyty VNP rizikos aleliy daznio pasiskirstymas tiriamoje
bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje ir palyginimui CEU, FIN, GBR bei
TSI grupése vaizduojamas 3.13 paveiksle. I$ kreiviy matyti, kad rizikos aleliy
dazniai yra jvairiis ir skiriasi populiacijose. Rizikos aleliy daznio reikSmiy
pasiskirstymo poliuose matoma tam tikra tendencija. Reciausi ir dazniausi
aleliai populiacijose yra pasiskirste tolygiau. Reciausiai pasitaikantis alelis
visose populiacijose buvo tas pats VNP rs11591147 PCSK9 gene. Palyginus
bendros Lietuvos lietuviy populiacijos sio VNP (rs11591147) aleliy daznius Su
kity populiacijy, statistiSkai reikSmingai skyrési tik lietuviy ir suomiy
populiacijy rizikos alelio dazniai, lietuviy populiacijoje alelis buvo retesnis (zr.
3.11 lentele¢). Dazniausiai pasitaikes rizikos alelis visose populiacijose buvo tas
pats VNP rs445925, siejamas su APOE geno sritimi, iSskyrus suomiy
populiacijg — joje dazniausias i§ tiriamy VNP yra rs17464857 rizikos alelis

MIA3 gene 1-oje chromosomoje.
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3.13 paveikslas. Tiriamos bendros Lietuvos lietuviy populiacijos rizikos aleliy dazniy pasiskirstymas, palyginti su kitomis

populiacijomis. LTU — tiriama bendra Lietuvos lietuviy populiacija, CEU — Siaurés ir Vakary Europos protéviy palikuonys

Jutos  gyventojali,

rizikos alelio daznis

FIN —  suomiai Suomijoje, GBR — britai Anglijoje ir Skotijoje, TSI — toskaniegiai Italijoje. * —
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Atliktas tiriamy VNP aleliy dazniy palyginimas tirtos bendros Lietuvos
lietuviy populiacijos su kitomis populiacijomis: CEU (3.10 lentelé), FIN (3.11
lentelé), GBR (3.12 lentel¢) ir TSI (3.13 lentelé). Pateiktos »* kriterijaus

reikSmeés ir statistinis reikSmingumas. Pasirinktas reikSmingumo lygmuo 0,05.

3.10 lentelé. Bendrai Lietuvos lietuviy populiacijai nustatyty atrinkty VNP
aleliy dazniy palyginimas su CEU

Rizikos RAD 2
VNP alelis LTU CEU x P
rs1042031 A 0,186 0,194 0,058 0,810
rs10757274 G 0,455 0,459 0,009 0,923
rs11185660 A 0,770 0,818 1,704 0,192
rs11203042 A 0,362 0,447 3,927 0,048
rs11206510 A 0,844 0,865 0,431 0,512
rs11556924 G 0,553 0,606 1,430 0,232
rs11591147 A 0,004 0,012 1,320 0,251
rs1260326 A 0,385 0,429 1,031 0,310
rs1412444 A 0,322 0,376 1,684 0,194
rs150468 A 0,860 0,824 1,329 0,249
rs15563 G 0,476 0,576 5,113 0,024
rs17145738 A 0,125 0,141 0,315 0,574
rs17228212 G 0,257 0,353 5,807 0,016
rs174547 A 0,735 0,653 4,219 0,040
rs17464857 A 0,808 0,829 0,374 0,541
rs17465637 C 0,671 0,741 2,949 0,086
rs17514846 A 0,502 0,500 0,002 0,964
rs1801133 A 0,295 0,312 0,182 0,670
rs2023938 G 0,069 0,124 4,949 0,026
rs2048327 G 0,348 0,359 0,068 0,795
rs2075650 G 0,168 0,153 0,210 0,647
rs2197089 A 0,542 0,553 0,065 0,799
rs2252641 G 0,340 0,441 5,626 0,018
rs2259816 A 0,360 0,365 0,014 0,906
rs2271293 A 0,119 0,106 0,201 0,654
rs2306374 G 0,152 0,176 0,564 0,453
rs2383206 G 0,478 0,476 0,002 0,968
rs2383207 G 0,480 0,476 0,007 0,932
rs261332 A 0,241 0,212 0,612 0,434
rs2774279 G 0,704 0,594 6,959 0,008
rs3184504 A 0,419 0,447 0,411 0,522
rs3217992 A 0,417 0,365 1,445 0,229
rs3764261 A 0,289 0,329 1,015 0,314
rs4252120 A 0,769 0,718 1,803 0,179
rs4420638 A 0,862 0,812 2,473 0,116
rs445925 G 0,903 0,912 0,110 0,740
rs4773144 G 0,429 0,353 3,007 0,083
rs4775041 © 0,712 0,676 0,746 0,388
rs4775065 A 0,194 0,218 0,427 0,513
rs4845625 A 0,522 0,447 2,839 0,092
rs4977574 G 0,457 0,459 0,003 0,958
rs501120 A 0,881 0,853 0,905 0,341
rs562338 A 0,172 0,235 3,348 0,067
rs579459 G 0,267 0,194 3,599 0,058
rs5882 A 0,700 0,665 0,726 0,394
rs5918 G 0,151 0,118 1,144 0,285
rs599839 A 0,758 0,718 1,094 0,296
rs646776 A 0,756 0,735 0,290 0,590
rs662 G 0,247 0,312 2,749 0,097
rs688 A 0,409 0,435 0,360 0,549

89



3.10 lentelés tesinys
Rizikos
VNP alelis RAD b p
LTU CEU

rs6903956 A 0,306 0,347 1,013 0,314
rs693 A 0,508 0,453 1,538 0,215
rs7173743 A 0,536 0,524 0,076 0,783
rs732314 A 0,597 0,459 9,847 0,002
rs780094 A 0,383 0,418 0,626 0,429
rs7893395 G 0,854 0,841 0,158 0,691
rs9369640 A 0,644 0,624 0,237 0,626
rs9515203 A 0,771 0,741 0,616 0,433
rs974819 A 0,275 0,200 3,741 0,053
rs9818870 A 0,152 0,171 0,326 0,568

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, LTU — tiriama bendra Lietuvos lietuviy
populiacija, CEU — Siaurés ir Vakary Europos protéviy palikuonys Jutos gyventojai, RAD — rizikos alelio daznis,
2% — Pirsono chi kvadrato kriterijus, p — p reik§me y* statistikai su 1 laisvés laipsniu, paryskintos pasviros reiksmés
— nustatyti statistiskai reikSmingi skirtumai.

3.11 lentelé. Bendrai Lietuvos lietuviy populiacijai nustatyty atrinkty VNP
aleliy dazniy palyginimas su FIN

Rizikos RAD
VNP alelis LTU FIN 7 P
rs1042031 A 0,186 0,258 4358 0,037
rs10757274 G 0.455 043 0,329 0,567
rs11185660 A 0,770 0,758 0,105 0,746
rs11203042 A 0,362 0,452 4.644 0,031
rs11206510 A 0.844 0.844 0,000 0,995
rs11556924 G 0,553 0.742 20222 6,897 x 10°
rs11591147 A 0.004 0.038 12020 5,264 x 10
rs1260326 A 0,385 0,296 4,740 0,029
rs1412444 A 0.322 0,425 6,295 0,012
rs150468 A 0.860 0.887 0,865 0,352
rs15563 G 0,476 0,624 11,830 5829 x 10
rs17145738 A 0125 0,102 0,651 0,420
rs17228212 G 0,257 0,226 0,705 0,401
rs174547 A 0,735 0,532 25,764 3,859 x107
rs17464857 A 0,808 0,035 16,578 4,669 x10°°
rs17465637 c 0.671 071 0,954 0,329
rs17514846 A 0,502 0,387 7.191 0,007
rs1801133 A 0.295 028 0,146 0,702
rs2023938 G 0,069 0,086 0,566 0,452
rs2048327 G 0,348 0,269 3.860 0,049
rs2075650 G 0,168 0,14 0,803 0,370
rs2197089 A 0,542 0,581 0,835 0,361
rs2252641 G 0,340 0,387 1,326 0,250
rs2259816 A 0,360 0,366 0,021 0,886
rs2271293 A 0,119 0,14 0,562 0,453
rs2306374 G 0.152 0,097 3.524 0,060
rs2383206 G 0.478 0.425 1,567 0.211
rs2383207 G 0.480 0.425 1,684 0,194
rs261332 A 0,241 0,129 10,262 0,001
rs2774279 G 0.704 0.731 0,505 0.477
rs3184504 A 0.419 0,387 0,571 0,450
rs3217992 A 0.417 0,344 3.019 0,082
rs3764261 A 0,289 0,258 0,626 0,429
rs4252120 A 0.769 0,71 2,553 0,110
rs4420638 A 0,862 0,758 10,534 0,001
rs445925 G 0.903 0.887 0,386 0,534
rsa773144 G 0,429 0,349 3,522 0,061
rsa775041 c 0.712 0,667 1,298 0,255
rs4775065 A 0,194 0,312 10,699 0,001
rs4845625 A 0.522 0.543 0,247 0,619
rs4977574 G 0.457 0,425 0,556 0,456
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3.11 lentelés tesinys
Rizikos RAD 5
VNP alelis LTU FIN X P

rs501120 A 0,881 0,86 0,536 0,464
rs562338 A 0,172 0,242 4,317 0,038
rs579459 G 0,267 0,199 3,355 0,067
rs5882 A 0,700 0,645 1,868 0,172
rs5918 G 0,151 0,108 2,124 0,145
rs599839 A 0,758 0,823 3,260 0,071
rs646776 A 0,756 0,817 2,900 0,089
rs662 G 0,247 0,253 0,023 0,879
rs688 A 0,409 0,478 2,676 0,102
rs6903956 A 0,306 0,36 1,865 0,172
rs693 A 0,508 0,376 9,445 0,002
rs7173743 A 0,536 0,602 2,427 0,119
rs732314 A 0,597 0,522 3,162 0,075
rs780094 A 0,383 0,312 3,009 0,083
rs7893395 G 0,854 0,839 0,241 0,623
rs9369640 A 0,644 0,71 2,600 0,107
rs9515203 A 0,771 0,774 0,009 0,924
rs974819 A 0,275 0,177 6,905 0,009
rs9818870 A 0,152 0,097 3,524 0,060

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, LTU — tiriama bendra Lietuvos lietuviy
populiacija, FIN — suomiai Suomijoje, RAD — rizikos alelio daznis, x* — Pirsono chi kvadrato kriterijus, p — p
reikimé y* statistikai su 1 laisvés laipsniu, parySkintos pasviros reik§més — nustatyti statistiskai reik§mingi

skirtumai.

3.12 lentelé. Bendrai Lietuvos lietuviy populiacijai nustatyty atrinkty VNP

aleliy dazniy palyginimas su GBR

Rizikos RAD
VNP alelis LTU GBR 7 P
rs1042031 A 0,186 0.191 0.024 0.878
rs10757274 G 0,455 0,506 1,380 0,240
rs11185660 A 0,770 0,764 0,025 0,875
rs11203042 A 0,362 0,506 11,379 7,429%10™
rs11206510 A 0,844 0,854 0,103 0,749
rs11556924 E 0,553 0,494 1,843 0.175
rs11591147 A 0,004 0,006 0,084 0.772
rs1260326 A 0,385 0,393 0,035 0,853
rs1412444 A 0,322 0,399 3,446 0,063
rs150468 A 0.860 0,876 0,301 0,583
rs15563 G 0,476 0,551 2,011 0,088
rs17145738 A 0.125 0.180 3,363 0,067
rs17228212 G 0,257 0,331 3,659 0,056
rs174547 A 0735 0,640 5,745 0,017
rs17464857 A 0,808 0,860 2,360 0,125
rs17465637 c 0,671 0601 0,249 0,618
rs17514846 A 0,502 0,506 0,007 0,934
rs1801133 A 0.295 0320 0.415 0,519
rs2023938 G 0,069 0,067 0,006 0,937
rs2048327 G 0,348 0,466 7.855 0,005
rs2075650 G 0,168 0.124 1,966 0,161
rs2197089 A 0,542 0,545 0,006 0,940
rs2252641 G 0,340 0,404 2,393 0122
rs2259816 A 0,360 0,343 0,166 0,684
rs2271293 A 0,119 0112 0,049 0,824
rs2306374 G 0.152 0.163 0,116 0,733
rs2383206 G 0478 0,522 1,030 0,310
rs2383207 G 0,480 0522 0,940 0,332
rs261332 A 0.241 0.230 0,084 0,772
rs2774279 E 0,704 0,719 0,154 0,695
rs3184504 A 0,419 0,472 1,503 0,220
rs3217992 A 0,417 0,427 0,054 0,817
rs3764261 A 0,289 0275 0,114 0,736
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3.12 lentelés tesinys
Rizikos P
VNP alelis RAD x p
LTU GBR

rs4252120 A 0,769 0,764 0,017 0,898
rs4420638 A 0,862 0,837 0,643 0,423
rs445925 G 0,903 0,910 0,074 0,786
rs4773144 G 0,429 0,489 1,930 0,165
rs4775041 C 0,712 0,719 0,038 0,846
rs4775065 A 0,194 0,180 0,184 0,668
rs4845625 A 0,522 0,404 7,243 0,007
rs4977574 G 0,457 0,506 1,274 0,259
rs501120 A 0,881 0,854 0,872 0,351
rs562338 A 0,172 0,180 0,056 0,812
rs579459 G 0,267 0,219 1,579 0,209
rs5882 A 0,700 0,697 0,006 0,941
rs5918 G 0,151 0,146 0,023 0,879
rs599839 A 0,758 0,820 2,919 0,088
rs646776 A 0,756 0,826 3,676 0,055
rs662 G 0,247 0,343 6,086 0,014
rs688 A 0,409 0,433 0,299 0,584
rs6903956 A 0,306 0,399 5,182 0,023
rs693 A 0,508 0,466 0,912 0,340
rs7173743 A 0,536 0,584 1,252 0,263
rs732314 A 0,597 0,449 11,603 6,586x10™
rs780094 A 0,383 0,393 0,054 0,816
rs7893395 G 0,854 0,809 1,985 0,159
rs9369640 A 0,644 0,629 0,130 0,719
rs9515203 A 0,771 0,753 0,237 0,627
rs974819 A 0,275 0,242 0,747 0,387
rs9818870 A 0,152 0,163 0,116 0,733

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, LTU - tiriama bendra Lietuvos lietuviy
populiacija, GBR — britai Anglijoje ir Skotijoje, RAD — rizikos alelio daznis, > — Pirsono chi kvadrato kriterijus, p
— p reik§mé »° statistikai su 1 laisvés laipsniu, paryskintos pasviros reiksmés — nustatyti statistiskai reik§mingi

skirtumai.

3.13 lentelé. Bendrai Lietuvos lietuviy populiacijai nustatyty atrinkty VNP

aleliy dazniy palyginimas su TSI
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Rizikos RAD
VNP alelis LTU TSI z P
rs1042031 A 0,186 0.173 0.143 0,705
rs10757274 G 0,455 0,561 6,438 0,011
rs11185660 A 0.770 0.724 1,579 0,209
rs11203042 A 0,362 0,469 6,881 0,009
rs11206510 A 0.844 0.827 0,315 0,575
rs11556924 & 0,553 0,602 1,364 0.243
rs11591147 A 0,004 0,015 2,575 0,109
rs1260326 A 0,385 0515 9,780 0,002
rs1412444 A 0.322 0.347 0,394 0,530
rs150468 A 0,860 0,79 4,345 0.037
rs15563 G 0.476 0510 0,654 0,419
rs17145738 A 0,125 0,066 4,953 0,026
rs17228212 G 0.257 0.281 0,409 0,523
rs174547 A 0,735 0,755 0,292 0,589
rs17464857 A 0,808 0,847 1,423 0,233
rs17465637 C 0,671 0,781 8,150 0,004
rs17514846 A 0.502 0.480 0,283 0,595
rs1801133 A 0,295 0.474 20,269 6,729%10°
rs2023938 G 0,069 0117 4,326 0,038
rs2048327 G 0,348 0.327 0,285 0,594
rs2075650 G 0,168 0,097 5,650 0,017
rs2197089 A 0.542 0.587 1,160 0.281
rs2252641 G 0,340 0,490 13,446 2,456x10°
1s2259816 A 0.360 0,449 4,760 0,029




3.13 lentelés tesinys
Rizikos 5
VNP alelis RAD X p
LTU TSI

rs2271293 A 0,119 0,158 1,962 0,161
rs2306374 G 0,152 0,153 0,001 0,977
rs2383206 G 0,478 0,571 4,906 0,027
rs2383207 G 0,480 0,571 4,700 0,030
rs261332 A 0,241 0,173 3,739 0,053
rs2774279 G 0,704 0,648 2,035 0,154
rs3184504 A 0,419 0,531 7,114 0,008
rs3217992 A 0,417 0,449 0,591 0,442
rs3764261 A 0,289 0,306 0,211 0,646
rs4252120 A 0,769 0,704 3,159 0,075
rs4420638 A 0,862 0,857 0,024 0,877
rs445925 G 0,903 0,944 2,996 0,083
rs4773144 G 0,429 0,515 4,285 0,038
rs4775041 C 0,712 0,750 1,046 0,307
rs4775065 A 0,194 0,281 6,135 0,013
rs4845625 A 0,522 0,434 4,383 0,036
rs4977574 G 0,457 0,561 6,200 0,013
rs501120 A 0,881 0,832 2,980 0,084
rs562338 A 0,172 0,189 0,275 0,600
rs579459 G 0,267 0,255 0,100 0,752
rs5882 A 0,700 0,653 1,422 0,233
rs5918 G 0,151 0,163 0,168 0,682
rs599839 A 0,758 0,765 0,042 0,838
rs646776 A 0,756 0,765 0,067 0,795
rs662 G 0,247 0,260 0,130 0,718
rs688 A 0,409 0,439 0,512 0,474
rs6903956 A 0,306 0,388 4,322 0,038
rs693 A 0,508 0,429 3,560 0,059
rs7173743 A 0,536 0,495 0,943 0,332
rs732314 A 0,597 0,515 3,841 0,050
rs780094 A 0,383 0,510 9,333 0,002
rs7893395 G 0,854 0,827 0,804 0,370
rs9369640 A 0,644 0,587 2,002 0,157
rs9515203 A 0,771 0,786 0,181 0,670
rs974819 A 0,275 0,347 3,517 0,061
rs9818870 A 0,152 0,153 0,001 0,977

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, LTU — tiriama bendra Lietuvos lietuviy
populiacija, TSI — toskanie&iai Italijoje, RAD — rizikos alelio daznis, * — Pirsono chi kvadrato kriterijus, p — p
reikimé »* statistikai su 1 laisvés laipsniu, parySkintos pasviros reik§més — nustatyti statistikai reik§mingi

skirtumai.

Nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp tirty VNP aleliy dazniy
tiriamoje Dbendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje, palyginti su kitomis
populiacijomis (CEU, FIN, GBR, TSI). Daugiausiai statistiSkai reikSmingy
skirtumy pagal tiriamy VNP rizikos aleliy daZnius nustatyta tarp lietuviy ir

toskanieciy (20 skirtumy), maziausiai (6 skirtumai) — lietuviy ir brity (zr. 3.14

paveiksla).
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3.14 paveikslas. Statistiskai reikSmingai besiskirian¢iy tirty VNP aleliy dazniy
atvejai bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje, palyginti su kitomis
populiacijomis. LTU — tiriamos bendros Lietuvos lietuviy populiacija, CEU —
Siaurés ir Vakary Europos protéviy palikuonys Jutos gyventojai, FIN —
suomiai Suomijoje, GBR — britai Anglijoje ir Skotijoje, TSI — toskanie¢iai

Italijoje.

Pagal 60 tiriamy VNP aleliy daznj tarp tiriamos bendros Lietuvos lietuviy
populiacijos ir kity populiacijy 1§ viso nustatytas 51 statistiSkai reikSmingas
skirtumas. I8 jy 19,61 % buvo aleliai, kuriy dazniy skirtumas buvo nustatytas
keliose populiacijose, su kuriomis buvo palyginta lietuviy populiacija
(3.14 lentelé). Aleliy dazniy skirtumai yra jvairaus pobudzio, t. y. kai kuriais
atvejais rizikos alelis lietuviy populiacijoje buvo retesnis, kai kuriais —
daZnesnis. Palyginus su CEU populiacija, 1§ asStuoniy nustatyty reikSmingy
aleliy dazniy skirtumy trimis atvejais rizikos alelis buvo daznesnis lietuviy
populiacijoje (37,5 %), penkiais atvejais — retesnis (62,5 %). Palyginus su FIN
populiacija, i§ 17 nustatyty reikSmingy aleliy dazniy skirtumy aStuoniais
atvejais rizikos alelis buvo daznesnis lietuviy populiacijoje (47,1 %), devyniais
atvejais — retesnis (52,9 %). Palyginus su GBR populiacija, i§ $esiy nustatyty
reikSmingy aleliy dazniy skirtumy trimis atvejais rizikos alelis buvo daznesnis
lietuviy populiacijoje (50 %), trimis atvejais — retesnis (50 %). Palyginus su
TSI populiacija, su kuria nustatyta daugiausia skirtumy, i§ 20-ies nustatyty
reikSmingy aleliy dazniy skirtumy keturiais atvejais rizikos alelis buvo

daznesnis lietuviy populiacijoje (20 %), 16 atvejy — retesnis (80 %). Taigi
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apskritai i§ nustatyto 51 aleliy daznio skirtumy atvejo 18 atvejy (31,29 %)
rizikos aleliy dazniai lietuviy populiacijoje buvo daZnesni nei tose
populiacijose, su kuriomis palyginta, o 33 atvejais (64,71 %) — retesni. Tai dar
vienas populiacijos genetinés jvairovés ir unikalumo jrodymas. Vieno
nukleotido polimorfizmo LIPA gene (rs11203042) aleliy dazniai lietuviy
populiacijoje statistiSkai reikSmingai skyrési nuo visy populiacijy, su kuriomis
buvo atliktas aleliy dazniy palyginimas. Visais atvejais rizikos alelis buvo

retesnis lictuviy populiacijoje.
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3.14 lentelé. Desimt VNP rizikos aleliy dazniy skirtumy, Kurie nustatyti daugiau nei vienoje lyginamojoje populiacijoje

Genas (-ai) VNP RA | LTU* | CEU* p FIN* p GBR* p TSI* p Gr
LIPA rs11203042 | A 0,36 0,45 0,05 0,45 0,03 0,51 7,43%10™ 0,47 0,01 4+
GCKR rs1260326 A 0,39 0,43 0,31 0,30 0,03 0,39 0,85 0,52 0,00 2}*
UBE2Z rs15563 G 0,48 0,58 0,02 0,62 5,83 x 10™ 0,55 0,09 0,51 0,42 2+
FADS1 rs174547 A 0,74 0,65 0,04 0,53 3,86 x107 0,64 0,02 0,76 0,59 3-
HDAC9 rs2023938 G 0,07 0,12 0,03 0,09 0,45 0,07 0,94 0,12 0,04 2+
SLC22A3/LPAL2/LPA | 52048327 G 0,35 0,36 0,79 0,27 0,05 0,47 0,01 0,33 0,59 2/+
ZEB?2 rs2252641 G 0,34 0,44 0,02 0,39 0,25 0,40 0,12 0,49 | 2,46x10™ | 2+
LIPC rs4775065 A 0,19 0,22 0,51 0,31 1x10° 0,18 0,67 0,28 0,01 2+
IL6R rs4845625 A 0,52 0,45 0,09 0,54 0,62 0,40 0,01 0,43 0,04 2-
SELP rs732314 A 0,60 046 | 2x10° 0,52 0,08 0,45 6,59x10™ 0,52 0,05 2-

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, RA — rizikos alelis, LTU — tiriama bendra Lietuvos lietuviy populiacija, CEU — Siaurés ir Vakary Europos protéviy
palikuonys Jutos gyventojai, FIN — suomiai Suomijoje, GBR — britai Anglijoje ir Skotijoje, TSI — toskaniegiai Italijoje, * — rizikos alelio daZnis, p — p reik§mé 4 statistikai su 1 laisvés
laipsniu, Gr — sudarytos grupés: skai¢ius nurodo, keliose populiacijose yra nustatyti skirtumai, zenklas ,,+ arba ,,-* nurodo atitinkamai alelis LTU yra retesnis nei lyginamosiose
populiacijose arba daznesnis, Zenklas ,,+/-“ nurodo nevienareik§mj skirtuma.
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Vieno nukleotido polimorfizmo FADS1 gene (rs174547) aleliy dazniai
bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje statistiSkai reik§mingai skyrési nuo
visy, 18skyrus Italijos, populiacijy. Visais skirtumo atvejais rizikos alelis buvo
daznesnis bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje. AStuoniais VNP aleliy
daznio skirtumy atvejais bendra Lietuvos lietuviy populiacija skyrési nuo
dviejy populiacijy, 0 skirtumo pobudis, kaip matyti i§ 3.14 lentelés, yra jvairus,
kai kuriais atvejais rizikos alelis bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje buvo

retesnis, kai kuriais — daznesnis.

3.3. Naujy genetiniy sriciy, susijusiy su ligos genetine

architektiira, paieSka
3.3.1. Seimy viso genomo Zymeny asociacijos tyrimas

Plataus masto viso genomo genotipavimui ir asociacijy analizei
buvo atrinkta 32 triados, t. y. vaikas ir tévai (96 asmenys), i§ bendros Lietuvos
populiacijos, kuriose probandas — prieslaikine KSL sergantis asmuo. Pagal
apraSyta metodika (2.2.2 skyrelis) atlikus plataus masto genotipavima naujos
kartos didelio nasumo sistema ir jvertinus duomeny kokybe (1V priedas, 4.1
lentelé), tolesnei analizei i§ 32 asmeny liko 31 vyriskosios lyties pacientas ir
63 tévai. Atlikus duomeny filtravimg i§ genotipuoty 731412 VNP tolesnei
analizei palikta 646445 VNP. Dél standartinio nepusiausviro perdavimo testo
algoritmo nesuderinamumo su genotipy duomenimis lyties chromosomose

analizuotos tik autosomos.

Gauti genotipavimo duomenys perkelti j duomeny valdymo
platformg BC|Gene (Biocomputing Platforms Ltd., FI), kurioje toliau vykdyta
duomeny kokybés kontrol¢ ir plataus masto genomo asociacijy analizé

integruotu programiniu paketu PLINK v1.07 (Purcell S et al., 2007).

Nustatyta 12 VNP statistiskai reik§mingai asocijuoty su KSL
fenotipu (p < 0,0001). Trumpa VNP anotacija (remiantis NCBI duomeny bazés

duomenimis, 2013 liepa), y* statistika, statistinis reik§mingumas p, Sansy

97



santykis ir empiriné galia (skaiCiavimas remiasi imties dydziu) pateikiami 3.15
lenteléje. Priimtinos testo galios reikSmeés buvo daugiau negu 0,65 ir neretai
pakliuvo j pageidaujamg intervalg tarp 0,8 ir 0,95 (Whitley E, Ball J, 2002).
StatistiSkai reikSmingai asocijuoto VNP rs1321936 aptikimo galios reikSmé
buvo netenkinanti, todél zymuo buvo pagalintas i§ tolesnés analizés. Sansy
santykis nurodo poveikio dydi. Kuo Sansy santykio reik§mé didesné uz vieneta,
tuo reikSmingesnis yra rezultatas. Labiausiai iSsiskirianc¢ios Sansy santykio
reikSmés buvo dviejy VNP atveju: rs17046570 RTN4 gene ir rs11743737
FBXL17 gene.

3.15 lentelé. Statistiskai reikSmingi VNP, asocijuoti su koronarine Sirdies liga

" 2 SS «
Chr Genas Funkcija VNP Al X p (95 % PI) G
Neuroendokrini
né sekrecija; 5 18
2p16.1 RTN4 apoptozés rs17046570 A 15,21 9,62x10° (2.4-134.8) 0,74
procesas
3p23 - - rs294314 A 15,38 8,77x10°° 0.13 0,65
p. ' ’ (0,04-0,43) '
LOC340073; neapibidintas 5 0,12
5031.1 LOC100996485 rs1346440 G 18,24 1,946x10 (0,03-0.38) 0,82
LOC340073; neapibudintas 5 0,13
5g31.1 LOG100996485 rs2019973 G 16,33 5,312x10 (0,04-0,42) 0,68
SCF
kompleksas; 3 7,67
5021.3 FBXL17 baltymuy rs11743737 A 15,38 8,77x10™ (2,30-25,53) 0,65
ubikvitilinimas
9g22.23 - - rs10819695 G 15,70 7,439x10°° 0.10 0,69
gee. ' g (0,02-0,41) '
Vidulastelinio 0,05
12p11.23 ITPR2 Ca* rs11048567 A 17,19 3,38x10° (0,01-0,37) 0,81
atpalaidavimas
20q11.21 - - rs6141273 A 16,20 5,70x10°° 0.05 0,77
gll. ' ’ (0,01-0,39) '
20p12 - - rs1321936 G 16,03 6,23x10° 0.18 0,64
P ’ ’ (0,07-0,46) ’
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3.15 lentelés tesinys
Galimi artefaktai
Chr Genas Funkcija VNP Al p 58 G
(95 % PI)
Miozino
fosfatazés
aktyvumo
reguliavimas; 29.0
1932.1 PPP1R12B raumeny rs12734338 G 26,13 3,19x10”7 @3 95_2’12 9) 1,00
sutraukiamojo ' '
mechanizmo
jautrumo Ca?*
didinimas
0,13
— — -5 !
4925 rs3853444 G 20,83 5,02x10 (0,05-0.37) 0,88
29,0
5 ’
15925.2 UBE2Q2P1 pseudogenas rs3883013 G 26,13 3,19x10 (3,95-212,9) 1,00

Chr — chromosomos regionas, kuriam priklauso VNP, VNP — asocijuoto vieno nukleotido polimorfizmo
identifikacinis numeris, Al — perduotas alelis, SS — Sansy santykis, PI — pasikliauties intervalas, y*— Pirsono chi
kvadrato kriterijus, p — p reik§mé »? statistikai, G* — kriterijaus empiriné galia, paryskintos eilutés ir pasviras
$riftas nurodo potencialius genus kandidatus, pasirinktus tolesnei patvirtinimo analizei.

Grafinis asocijuoty VNP atvaizdavimas pateikiamas klasikiniu
Manhattan grafiku 3.15 paveiksle. Grafike matyti keletas reikSmingai
asocijuoty, taciau labai nutolusiy nuo kity VNP Zymeny — rs12734338,
rs3883013, rs3853444. Iprastai asociacijos atveju matoma Koreliacija, taciau
Siy VNP atveju greta néra kity VNP, todel Sie

atsiskyre VNP laikomi artefaktais ir yra neanalizuojami.

Papildomai statistiskai reikSmingai asocijuoty VNP aleliy dazniali
pacienty grupéje (29 asmenys) palyginti su tiriamoje bendroje Lietuvos
lietuviy populiacijoje (253 asmenys) nustatytais Siy VNP aleliy daZniais.
Rezultatai pateikiami 3.16 lenteléje. Nustatyti keturi reikSmingi skirtumai
(VNP rs1346440, rs2019973, rs11048567, rs6141273), tuo patvirtinant pries
tal nustatytas asociacijas (3.15 lentelé) ir atkartojant rezultatus. Kity keturiy
VNP atveju asociacijos nepavyko atkartoti: tai dvi sritys (3p23 VNP rs294314
ir 20p12 VNP rs1321936), kuriose néra geny, bei dvi sritys (2p16.1 VNP
rs17046570 ir 5921.3 VNP rs11743737), kuriose yra genai. Atlikus literatiiros
(Chen Y et al., 2010; Jin J et al., 2004; Depre C et al., 2010) ir duomeny baziy
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(NCBI, ENSEMBL) analizg, paaiskéjo, kad RTN4 ir FBXL17 savo funkcija
potencialiai galéty atlikti vaidmenj aterosklerozés ir kituose su KSL
netiesiogiai susijusiuose procesuose. Todél i§ keturiy (3p23, 20p12, 2p16.1 ir
5021.3) pakartotine asociacijos analize nepatvirtinty sri¢iy tolesnei analizei
pasirinktos dvi sritys 2p16.1 ir 5921.3, kuriose atitinkamai yra genai RTN4 ir
FBXL17, galintys turéti funkcing reikSme tiriamajam fenotipui. Tai leidzia
formuluoti iSanksting geny kandidaty tyrimo hipoteze. Likusiy dviejy sriciy
nepasirinkta analizuoti dél nepakankamo pagrindo iSankstinei hipotezei
formuluoti, priesingai nei 2p16.1 ir 5921.3 sri¢iy atveju. Manant, kad $iy sriciy
genai turi funkcinj pagrinda, asociacija galéjo neatsikartoti, nes galbiit kiti
Siuose genuose esantys VNP yra tinkamesni asociacijai nustatyti. Hipotezei

patikrinti pasirinkta tolesné tyrimo strategija.

3.16 lentelé. Asocijuoty VNP aleliy dazniy palyginimas pacienty grupgje ir

bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje

Dain Dazn 5 %
Chr Genas VNP Al LTU Pac x dfl, p SS (95 % PI)
0,83
2p16.1 RTN4 1s17046570 A 0,39 0,43 0,46 0,50 (0,46-1,50)
128
3p23 . rs294314 A 047 041 0,77 0.38 (0,71-2,32)
0,72
5q21.3 FBXL17 1s11743737 A 0,45 0,54 141 0,24 (0,40-1.29)
51346440 G 0,54 029 | 1306 | 301x10* Bl
54311 LOC340073; : : ' i (1,54-5,53)
: LOC100996485 _4 3,02
rs2019973 G 051 0,26 1357 | 2,30x10 (1,60-6.02)
) Nejtrauktas j palyginimgq, kadangi néra Illlumina Infinium® HD
9922.23 rs10819695 G HumanOmniExpress-12 v1.1 VNP luste
12p11.23 ITPR2 1511048567 | A 0,23 005 | 1001 | 1,56x10° 250
- g ’ ’ 5 (1,73-28,02)
1,56
20p12 - rs1321936 G 0,39 0,29 217 0,14 (0,84-301)
7,94
20q11.21 - rs6141273 A 0,12 0,02 5,81 0,02 (1.32-324.51)

Chr — chromosomos regionas, kuriam priklauso VNP, VNP — asocijuoto vieno nukleotido polimorfizmo
identifikacinis numeris, Al. — perduotas alelis, SS — Sansy santykis, PI — pasikliauties intervalas, v’ Pirsono chi
kvadrato kriterijus, p — p reikimé ,? statistikai, Dazn LTU — bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje nustatytas
alelio daznis, Dazn Pac — pacienty grupéje nustatytas alelio daznis. Raudonai parySkintos statistiskai reik§Smingos
reik§mes.
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3.15 paveikslas. Vieno nukleotido polimorfizmy asociacijos su KSL fenotipu analizés rezultatai (Manhattan grafikas). Y
aSyje logaritmin¢ p reikSmiy transformacija. X aSyje — autosomy reprezentacija. Atidétos VNP pozicijos pagal vietg

chromosomoje ir -loglO(p) vertes. Horizontali linija nurodo pasirinktg reikSmingumo Ilygmenj (a = 0,0001).
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3.3.2. Potencialiy geny kandidaty patvirtinimo tyrimas

Siekiant nustatyti kitus poky¢ius RTN4 ir FBXL17 genuose ir
galima ty pokyéiy asociacija su KSL fenotipu bei patvirtinti arba paneigti $iy
geny kaip potencialiy geny kandidaty, susijusiy su KSL, statusa, numatyta
tolesné atvejo ir kontrolés asociacijos analizé. Atlikta RTN4 ir FBXL17 geny
koduojancios ir gretutiniy seky sekoskaita (Sanger metodu) genotipuotiems
probandams 1§ bandomosios asociacijy analizés (31 vyras, 1 moteris), taip pat
61 papildomam KSL pacientui (55 vyrai ir 6 moterys) ir 48 kontroliniams
asmenims (atsitiktiniai, ligos nenurod¢ 24 vyrai, 24 moterys) i$ tiriamos

bendros Lietuvos lietuviy populiacijos.

RTN4 ir FBXL17 geng sudaro po 9 egzonus, kurie PGR pradmeny
kiirimui RTN4 geno atveju sudalinti j 14 amplikony, FBXL17 — 10.
Programomis Primer3 v4.0.0 (Koressaar T et Remm M, 2007; Untergrasser A

et al.,, 2012) ir Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/) sukurti PGR pradmenys ir eksperimentiskai nustatytos tyrimo sglygos
aprasytos 2.2.3 skyrelyje ir Il priede. Taikant jvairius eksperimentinius
metodus ir skirtingus reagenty derinius, abiejy geny pirmo egzono PGR
produkto gavimo salygy optimizuoti nepavyko ir specifinis produktas

negautas. Tod¢l pirmas abiejy geny egzonas netirtas.

Nustatyti poky¢iai RTN4 ir FBXL17 genuose pateikiami
3.17 lenteléje. FBXL17 geno tiriamoji seka nebuvo variabili, nustatyti du
pokyciai: devintame egzone (rs34990078, sinoniminis) ir 3 NTS
(rs61749621). RTN4 geno tirtoje sekoje nustatyti 9 pokyciai, i§ kuriy du buvo
egzonuose, visi kiti — intronuose. Pagal nustatytus konkrecius VNP (iSskyrus
rs201547975, esanti RTN4 introne) kryptingai atlikta papildomos pacienty ir

kontrolinés grupiy sekoskaita VNP asociacijai su fenotipu jvertinti.
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3.17 lentelé.

Potencialiuose genuose kandidatuose nustatyti pokyciai bei atvejo ir kontrolés asociacijy analizés rezultatai

Vieta | MAF_ MAF_ 2 & o
Genas VNP gene | Pacientai | Kontrolés £ P 58 (35 % PI) P RS P
513002841 | . ° 013 022 |393 014 pal 0,05 2o 0,05
intronas ’ ' ’ ’ Pl (0,22-1,00) ’ Pl (0,36-0,99) ’
3 4,42 4,13
rs11677099 egzonas 0,04 0,01 2,25 | 0,13 PI (0,54-36,46) 0,17 PI (0,53-32,06) 0,18
3 8,41 7,82
rs80121116 | oozonas | 004 0 | 38010050 b (047-15047) | O | pi(0,46-13408) | O1°
rs13401937 3 0,08 0,03 2,78 | 0,10 2,89 0,11 2,58 0,12
intronas ’ ’ ’ ’ P1(0,79-10,51) ’ P1(0,79-8,48) ’
3 0,69 0,81
* ’ ]
RTN4 rs2580770 T EE 0,23 0,28 1,11 | 0,58 PI (0,34-1,39) 0,29 PI (0,55-1,19) 0,28
4 0,64 0,79
rs2580769 intronas 0,26 0,31 1,82 | 0,40 PI (0,32-1,23) 0,21 PI (0,56-1,13) 0,2
6 0,63 0,77
rs2255026 intronas 0,23 0,29 1,73 | 0,42 PI (0,31-1,26) 0,2 PI (0,53-1,13) 0,19
rs201547975 in trgnas nustatytas vienam asmeniui, netirtas prapléstoj pacienty ir kontroliniy asmeny grupése
7 1,13 1,05
rs2255112 intronas 0,35 0,36 1,14 | 0,57 PI (0,56-2,3) 0,73 PI (0,79-1,4) 0,74
9 2,31 1,77
. rs34990078 egzonas 0,2 0,11 4,38 | 0,04 PI (1,04-5,09) 0,04 PI (1,0-3.15) 0,05
\ 2,31 1,77
rs61749621 | 3'NTS 0,2 0,11 4,37 | 0,04 PI (1,04-5,09) 0,04 PI (1,0-3,15) 0,05

VNP — vieno nukleotido polimorfizmo identifikacinis numeris, MAF — retesniojo alelio daznis, SS — $ansy santykis, RS — rizikos santykis, Pl — pasikliauties intervalas, y* — Pirsono
chi kvadrato kriterijus, p — p reik§mé atitinkamai y? statistikai, $ansy santykiui ir rizikos santykiui.* — i§tirta 93 asmenys, sergantys KSL, ir 48 kontroliniai asmenys, ** — itirta 91
asmuo, sergantis KSL, ir 48 kontroliniai asmenys.
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Pagal tiriamus variantus nustacius genotipus, tiek pacienty, tiek
kontrolinéje grupése atliktas Hardzio ir Vainbergo pusiausvyros jvertinimas.

Visi zymenys buvo pusiausviri (p > 0,001).

Nustatytiems VNP apskai¢iuoti genotipy ir aleliy dazniai.
Retesniojo alelio dazniai pateikiami 3.17 lenteléje. Pagal tiriamy VNP
genotipy daznius atliktas KSL pacienty ir kontroliniy asmeny grupiy
palyginimas. Nustatyta, kad statistiSkai reik§mingai Sios grupés skiriasi pagal
FBXL17 geno pokycius (p < 0,05), tod¢l Sie pokyciai ir genas laikomi
susijusiais su KSL fenotipu. Apskaigiavus $ansy ir rizikos santykius (nustatyti
ir pasikliauties intervalai) visiems tirtiems VNP, RTN4 geno variantai
reikSmingos jtakos neturi, taciau rs34990078 ir rs61749621 FBXL17 gene
jveréiai (SS 2,31 PI (1,04-5,09), p < 0,05) yra reik§mingi ir neatsitiktiniai.
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4. TYRIMO REZULTATU APTARIMAS

Kaip jau minéta jvade, Sio tyrimo tikslas yra jvertinti bendry vieno
nukleotido polimorfizmy rizikos aleliy profilj ir atlikti daugiaveiksnés ligos
genetinés architektiiros analize bendroje Lietuvos populiacijoje. Siam tikslui
pasiekti parinkta strategija, darbo modelis (aprasytas 2.1 skyrelyje), kuris gali
buti tatkomas daugumai kity daugiaveiksniy ligy tirti.

Vykdant tyrimg pagal modeli, pasirinkta daugiaveiksne liga —
KSL, atrinktos Zinomos genetinés sritys — 60 VNP, lemianciy rizika susirgti
KSL. Pagal $iuos genetinius Zymenis istirta bendros Lietuvos lietuviy
populiacijos 253 asmenys. Siekiant nustatyti naujas genetines sritis, siejamas
su KSL, atlikta plataus masto genomo asociacijy analizé 31 $eimoje, kurioje
probandas yra sergantis KSL. Véliau atliktas asocijuoty sri¢iy patvirtinimas
taikant geny kandidaty asociacijy analiz¢ didesnéje atvejo ir kontrolés imtyje.

Tokio pobiidzio tyrimy mokslinéje literatiiroje yra sudétinga
aptikti, juo labiau Lietuvoje. Tai bene pirmasis tokio pobudzio tyrimas

Lietuvoje ir kartu unikalus pasaulyje.

4.1. Genetiné jvairové, aleliy dazniy, haplotipu skirtumai populiacijos
viduje ir tarp populiacijuy

Genotipavus 253 asmenis i$ bendros Lietuvos lietuviy populiacijos

plataus masto genominiais VNP lustais, atlikus duomeny kokybés vertinimo
procediiras, tolesniam tyrimui atrinkta 60 VNP, lemianciy padidéjusia rizika
susirgti KSL. Pagal $iuos 60 VNP tiriamiems asmenims nustatyti genotipy,
aleliy ir haplotipy daZniai, sukonstruoti haplotipy blokai, atliktas aleliy dazniy
ir haplotipy bloky palyginimas populiacijos viduje (palygintos vyry ir motery,
aukstai¢iy ir zemaiCiy grupés), aleliy dazniai palyginti su kitomis
populiacijomis (bendra Lietuvos lietuviy populiacija palyginta su CEU, FIN,
GBR ir TSI populiacijomis), nustatytas rizikos aleliy, tenkanciy vienam

asmeniui, pasiskirstymas populiacijoje ir tarp vidupopuliaciniy grupiy.
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Aptariant Sio tyrimo etapo metu gautus rezultatus, reikéty turéti
mintyje tai, kad bendra Lietuvos lietuviy populiacija yra reprezentuojama kaip
etniné lietuviy populiacija. Yra daug plataus masto genomo jvairoveés tyrimy,
kurie nagrinéja bendras baltaodziy populiacijas arba tiria jas ne pagal
konkreCius ligai genomo Zymenis. Taciau pastaruoju metu dauge¢ja atskiry
populiacijy tyrimy. Siy tyrimy svarba ir poreikis yra paminéti jvade ir
literatiiros apzvalgoje. Toks yra ir §is tyrimas. Genetiné jvairové yra tiriama ne
tik atskiroje lietuviy populiacijoje, bet ir pagal konkrecius liga lemianc¢ius VNP
rizikos alelius, ir tai lemia geresnj daugiaveiksnés ligos genetinés architekttiros
suvokimg. Tik atlikus §] tyrimg bendroje populiacijoje, galima imtis

diagnostikos ir prognozés vertinimo tyrimy.
Aleliy dazniai tirtoje bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje

Sio tyrimo rezultatai rodo, kad reiausiai populiacijoje
pasitaikantis rizikos alelis, kurio daznis 0,004, yra VNP rs11591147 (A),
esantis 1-oje  chromosomoje PCSK9 geno koduojancioje  sekoje
(3.1 paveikslas). Palyginus su 1000 genomy projekto pateikiama bendros
zmoniy populiacijos statistika NCBI dbSNP duomeny bazéje (prieiga internete

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), Sis alelis taip pat yra retas (MAF =

0,009). Dazniausiai pasitaikantis rizikos alelis, kurio daznis 0,903, yra VNP
rs445925 (G), esantis 19-oje chromosomoje ir siejamas su APOE geno sritimi.
Palyginus su 1000 genomy projekto pateikiama bendros Zmoniy populiacijos
statistika NCBI dbSNP duomeny bazgje, jis taip pat yra neretas (daznis 0,869).
Vidupopuliacinése grupése, vyry ir motery (3.2 paveikslas), aukstai¢iy ir
zemaiciy (3.3 paveikslas) reciausias ir dazniausias rizikos alelis buvo tas pats,
iSskyrus zemaiciy grupe, kurioje dazniausias alelis buvo kitas — jo daznis
0,881. Tai VNP rs501120 (A), esantis 10-oje chromosomoje ir siejamas su
CXCL12 genu. Pagal 60 VNP rizikos aleliy, lemianéiy polinkj KSL, dazniy
palyginimg vyry ir motery grupéje statistiSkai reikSmingy skirtumy nerasta (3.4
lentelé), kas leidzia teigti, jog pagal tiriamus Zymenis lytis jtakos nustatytai

genetinei jvairovei neturi. Pagal tuos pacius zymenis palyginus aukstai¢ius ir
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zemaicius, nustatyti du statistiSkai reikSmingi skirtumai (3.5 lentelé). Tarp Siy
rizikos aleliy — rs11206510 (A), esanc¢io 1-0je chromosomoje ir siejamo su jau
minétu genu PCSK9 (p = 0,041), ir rs15563 (G), esancio 17-0je chromosomoje
UBE2Z geno 3° NTS (p = 0,024), — nustatyti dazniy skirtumai leidzia manyti,
kad priklausomai nuo etnolingvistinés grupés genetiné jvairové pagal polinkj
sirgti KSL lemianéius VNP alelius gali skirtis. Sj teiginj dar labiau sustiprina

haplotipy analiz¢.
Haplotipai tirtoje bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje

Kadangi yra tiriama 60 genetiniy Zymeny, daugiaveiksniy ligy
analizei yra reikalinga haplotipu analizé, apimanti daugelio Zymeny
informacijg, kitais Zodziais, susisteminanti pavieniy iSsibars¢iusiy po genoma
zymeny informacijg. Haplotipy blokai yra genomo dalys, pasiZymincios
minimalia jvairove. Haplotipy bloky sudarymas — tai atskiro genetinio profilio
nustatymas, pagal kurj galima grupuoti asmenis ir tirti koreliacijg su vienokiu
ar kitokiu fenotipu (Zhang K et al., 2003). Tiriamus VNP suskirs¢ius j grupes
pagal chromosomas (3.6 lentelé), Siame tyrime buvo sukonstruoti haplotipy
blokai. IS 14-os chromosomy (1-3, 6, 7, 9, 10-13, 15-17, 19) tiriamy VNP
genotipavimo duomeny sukonstruoti haplotipy blokai 1-3, 9 ir 19
chromosomose bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje, vyry ir motery bei
aukstai¢iy ir zemaiCiy grupése. Daugiausia zymeny (4 VNP) apimantis
haplotipy blokas nustatytas devintoje chromosomoje (3.7 paveikslas), kiti
haplotipy blokai apémé po du VNP (3.4, 3.5, 3.6, 3.8 paveikslai). Devintos
chromosomos haplotipy blokas nesiskiria nuo kitose populiacijose nustatomy
(Correia M et al., 2013), tuo patvirtinama hipotezé apie bendrus zmoniy
populiacijoms ligg lemiancius genetinius veiksnius (Visscher PM et al., 2012
(1)), taCiau nepamirStant skirting0S ty genetiniy veiksniy kombinavimosi
tikimybés priklausomai nuo populiacijos. Vertinant haplotipy jvairove
sukonstruotuose haplotipy blokuose, visuose yra po du haplotipus, i$skyrus
devintos, devynioliktos chromosomy ir antros chromosomos pirmaji haplotipy

bloka, kuriuose nustatyta po tris haplotipus. Tik vieno haplotipy bloko atveju
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(VNP rs599839 ir rs646776) 1-oje chromosomoje (3.4 peveikslas) haplotipas,
turintis abu rizikos alelius (AA), buvo daznesnis (daznis grupése 0,72-0,78)
negu alternatyviy aleliy haplotipas visose tiriamose grupése. Sis haplotipas
panaSiu dazniu (0,72) taip pat nustatytas Azijos indy tiriamyjy kohortoje ir
atlikus raiskos tyrimus susietas su KSL bei plazmos cholesterolio kiekio
reguliavimu (Arvind P et al., 2014). Daugiausia haplotipy bloky, t.y. du
(rs1042031 ir rs693; rs1260326 ir rs780094), nustatyta antroje chromosomoje
(3.5 paveikslas), visose likusiose chromosomose — po vieng haplotipy bloka.
Antros chromosomos antras haplotipy blokas (rs1260326 ir rs780094) yra
nustatytas ir dany bei pranctizy populiacijose, kuriy tyrimais taip pat patvirtinta
retesniy, §iuo atveju — rizikos aleliy (AA) haplotipy asociacija su KSL rizikos
veiksniais (Tam CH et al., 2009). Tarp dviejy haplotipy bloky yra galima
nepusiausvira sankiba, taip pat galimi ir mainai (rekombinacija). Toks
reiSkinys vertintinas antros chromosomos abiejy nustatyty haplotipy bloky
atveju. Remiantis rezultatais, visose tiriamose grupése tarp haplotipy yra
vienoda rekombinacijos tendencija, iSskyrus motery grupe, kurioje yra tik
viena reCiau rekombinuojanti haplotipy pora. Pagal D° statistikg vertinant
haplotipy bloky sankibos pusiausvirumg, didesnis pusiausvirumas yra motery
ir Zemaiciy grupése (D = 0,13), mazesnis — vyry (D¢ = 0,28) ir aukstaiciy (D*
= 0,30), t.y. vyry ir aukStaiC¢iy grupiy haplotipy blokams yra didesné
nepusiausviros sankibos tikimybé. Toks rezultatas gali rodyti ankstesnj
zemaiéiy gyvenima Siose teritorijose, palyginti su aukstaiciais, nes yra zinoma,
kad kuo ilgiau populiacija gyvuoja, tuo daugiau yra laiko jvykti rekombinacijai
ir tuo labiau didéja genetiné jvairové ir mazinama nepusiausvira sankiba (The
International HapMap Consortium, 2005). Motery ir vyry atveju nustatytasis
skirtumas gali atspindéti biologing daZnesnés rekombinacijos motery
chromosomy mainuose savybe (Coop G, Przeworski M, 2007). Devynioliktoje
chromosomoje i§ tiriamy VNP yra sudarytas vienas haplotipy blokas, tik
motery grupéje, kitose grupése toks blokas nenustatytas (3.8 paveikslas).
Haplotipy blokg sudaro du VNP, rs2075650 (genas TOMMA40) ir rs445925
(genas APOC1) (D° = 1), esantys vadinamojoje APOE srityje. Jau minéta, kad
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Siam blokui nustatyti trys haplotipai: AG, GG ir AA, kur GG yra abiejy rizikos
aleliy haplotipas. Nepusiausvira sankiba rodo neatsitiktinj rySj tarp iy dviejy
VNP motery grupéje. Siy dviejy VNP sankiba nurodo ir kity mokslininky
tyrimai CEU imtyje, kur apskai¢iuota D* irgi yra lygi vienetui (arba 100 %)
(Bekris LM et al., 2012). Vadinasi, yra su lytimi susijusi priezastis, kodél sie du
VNP isliko neatskirti rekombinacijos tiriamoje bendroje Lietuvos lietuviy
populiacijoje. Yra nustatyta, kad rs2075650, esantis TOMMA40 gene, kartu ir Sis
genas, yra susij¢ su Alzheimerio ligos kiekybiniais pozymiais. Nustatyta
nepusiausvyra sankiba tarp geno TOMM40 VNP ir VNP esanciy APOE srityje
(sykiu yra ir miisy analizuojamo haplotipo bloko VNP rs445925) bei atlikti
funkciniai tyrimai, autoriy teigimu, leidzia manyti, kad TOMM40 ir APOE
raiska yra veikiama regioniniy reguliaciniy haplotipy, kurie daro biologinj
poveikj Alzheimerio ligos patogenezei (Bekris LM et al., 2012). Pastebétas
rySys tarp Alzheimerio ligos ir lyties. Peliy tyrimais parodyta, kad estrogenai
gali reguliuoti apoE raiska priklausomai nuo audinio (Srivastava RA et al.,
1996). Neseniai jrodyta, kad lytis modifikuoja su APOE siejamg polinkj
Alzheimerio ligai, todél moterys serga dazniau (Altmann A et al., 2014). Tokiu
atveju pagal nepusiausviros sankibos rezultatus reikSmingas gali buti ne tik
APOE genas ir jo variantai, bet ir TOMMA40. Aptariant likusj haplotipy bloka
tre¢ioje chromosomoje (3.6 paveikslas), kurj sudaro VNP rs9818870 ir
rs2306374, reikéty paminéti tai, kg nustaté mokslinikai plataus masto genomo
asociacijy tyrimais. Pirmasis variantas, susietas su KSL, buvo rs9818870, kurio
rizikos alelis (A) cis padétyje slopina MRAS raiska kraujagysliy audiniuose
(Folkersen L et al., 2010), taciau CARDIOGRAM tyrimo metu stipriausig
asociacijg su KSL rodé kitas tos pacios srities VNP — rs2306374, kurio rizikos
alelis (G) didna FAIM (angl. Fas apoptotic inhibitory molecule, apoptoze
stabdanti molekulé Fas) raiska. Tokie rezultatai iskélé klausima, kuris
variantas, o gal abu, tarpininkauja nulemiant ligos rizika (Maouche §,
Schunkert H, 2012). Mdasy tyrimo duomenimis, nustatyta nepusiausvira
sankiba tarp minéty abiejy VNP rodo, kad abu variantai gali biti susij¢ su KSL

rizika.

109



Apibendrinant yra manytina, kad lietuviy tautg suformavo dvi
gentys — auksStai¢iai ir ZemaicCiai, taiau pagal antropologinius duomenis
skirtumai tarp Siy grupiy iSnyko viduramziais, ir nuo to laiko Lietuvos
populiacija ir Ryty Europos bei visos Europos genetinés jvairovés poziiiriu yra
labai homogeniska (Cesnys G, 1991). Taéiau, genetiniy tyrimy duomenimis,
lietuviy geny fonde vis dar jauc¢iama iSnykusiy balty genciy — priisy, jotvingiy
ir kurSiy — jtaka. <...> Lyginant Zemaicius ir aukstaicius akivaizdu, kad Sioms
grupéms budingas genetinis heterogeniSkumas. Tai paaiSkinama tuo, kad
ZemaiCiai yra autochtonai, o aukStaiiai — veéliau atsikrauste rytiniai baltai
(Kucinskas V, 2004). Misy tyrimo rezultatai pagal genetinius KSL Zzymenis

taip pat jrodo Zemaiciy kaip Lietuvos senbuviy istorij3.

Bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje tirty aleliu dazniy palyginimas su

kitomis populiacijomis

Dvidesimt penki (t.y. beveik 42 %) i§ 60 tiriamy VNP rizikos
aleliy tiriamoje bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje pasitaiké didesniu
negu 0,5 dazniu. Palyginus su 1000 genomy projekto pateikiamais tokiy aleliy
dazniais bendroje zmoniy populiacijoje, daznio tendencija pasitvirtino, tokiy
aleliy dazniai buvo > 0,5, iSskyrus dviejy VNP atveju (rs693 (A) ir rs4845625
(A)). Taip pat pastebétas désningumas, kad tie rizikos aleliai, kurie yra
nustatomi reciausiai arba dazniausiai bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje,
t. y. esantys bréziamos jstrizainés galuose (3.13 paveikslas), pasizymi daznio
tolygumu tarp lyginamy populiacijy CEU, FIN, GBR, TSI ir LTU, o rizikos
aleliai, esantys tarp jstrizainés galy, pagal daznj yra linke labiau barstytis. Tai
gali biiti bendra savybé, paaiskinama tuo, kad reti ir dazni rizikg lemiantys
aleliai yra budingi zmoniy populiacijai bendrai, o genetiné jvairové, esanti
viduryje tarp rety ir dazny rizikos aleliy — unikalus derinys, priklausantis nuo

kiekvienos individualios populiacijos.

Atlikus bendros Lietuvos lietuviy populiacijos 60 VNP aleliy

dazniy palyginimg su keturiomis Europos protéviy populiacijomis (CEU, FIN,
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GBR ir TSI; 3.10-3.13 lentelés), daugiausiai skirtumy nustatyta tarp LTU ir
TSI (20 skirtumy), maziausiai — tarp LTU ir GBR (6 skirtumai) populiacijy.
Tarp LTU ir FIN nustatyta 17, o tarp LTU ir CEU — 8 skirtumai. Tad pagal 60
VNP, siejamy su KSL, genetine struktiira ir jvairove galima jzvelgti tendencija,
kad daugiausia skirtumy yra Siaurés—piety (vertikalios) geografinés asSies
atzvilgiu, maziausia — Vvakary (horizontalios). Tai biity galima paaiskinti
geografiniy platumy atitikimu. Be to, remiantis L. L. Cavalli-Sforza ir
bendraautoriy pagrindiniy genetiniy komponenciy analize, tiriant Europos
populiacijy geneting istorija pagal antraja komponente (kuri paaiskina 22 %
visos Europos genetinés jvairovés), susidaro gradientas i§ $iaurés j pietus. Sios
genetinés komponentés ir geografinés platumos sgsaja yra akivaizdi, todel
geriausiai gali biiti paaiSkinta atskiroms geografinéms platumoms biidingomis
klimatinémis ir ekologinémis salygomis (Cavalli-Sforza LL et al., 1994). Buvo
tirlama europieCiy genetiné struktiira, kKartu ir lietuviy (Nelis M et al., 2009).
Nustatyta, kad Europos populiacijy genetin¢ struktiira koreliuoja su Saliy
geografija, genetiné jvairové iSsidésto gradientiskai atitinkamai pradedant
Europos siaurés vakarais, o baigiant pietry¢iais. Tokiu btidu susidaro trikampis
genetinis zemélapis (1.3 paveikslas), kurio centre yra Centriné ir Vakary
Europa, o vir§tinése (1) Suomija, (2) Pabaltijys, Lenkija ir Vakary Rusija ir (3)
Italija (Nelis M et al., 2009). Sis suskirstymas taip pat atitinka gautus misy
tyrimo duomenis. Taciau remiantis miisy tyrimo rezultatais, galima teigti, kad
bendra Lietuvos lietuviy populiacija nuo kity populiacijy skyrési skirtingais
variantais, vienu atveju rizikos aleliai buvo daznesni LTU populiacijoje, kitu
atveju — retesni, palyginti su kitomis populiacijomis; buvo tokiy VNP, kuriais
LTU skyrési nuo keliy ar net visy populiacijy, su kuriomis palyginta (3.14
lentelé). Vadinasi, bendros Lietuvos lietuviy populiacijos genetiné jvairové yra
ir panaSi, ir Kkartu skirtinga, palyginti su kitomis Europos protéviy
populiacijomis. Ir jeigu genetiné jvairové atitinka geografing populiacijos
padétj, vadinasi, yra konkretus genetinés jvairovés derinys, dar tiksliau
apraSantis bitent tos vietovés, kurioje populiacija gyvena, koordinates.

Greiciausiai yra taip, kad daugiaveiksnes ligas lemiantys rizikos aleliai yra tie
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patys ir bendri visoms Zmoniy populiacijoms. Taciau tarp populiacijy gali
skirtis aleliy poveikio dydis ir aleliy dazniy deriniai (Visscher PM et al.,
2012(1)). Tai ir jrodo misy tyrimas. Alelinis heterogeniskumas pabrézia
skirtingy populiacijy jtraukimo ] tyrimus svarbg, ypac tiriant genetines
daugiaveiksniy pozymiy, tokiy kaip lipidy koncentracija, asociacijas (Coram
MA et al., 2013). Neseniai pradéti genetinés jvairovés tyrimai globaliu,
Zemyniniu, regioniniu, etniniy grupiy bei atskiry Saliy mastu, ta¢iau retai kur

Saliy imtys tinkamai reprezentuojamos (Esko T et al., 2013).

4.2. Genetinés struktiiros ir jvairovés pagal tirtus VNP reik§meé
bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje

Kalbant apie geneting struktiirg ir jvairove, didzioji dalis rezultaty
jau aptarta ankstesniame skyrelyje, kadangi geneting struktiirg ir jvairove, kaip
zinoma, sudaro ir genotipy, ir aleliy, ir haplotipy dazniai, jy jvairové
populiacijos viduje ir kity populiacijy kontekste. Sis skyrelis skirtas aptarti
asmeniui tenkancio rizikos aleliy skaiCiaus statistika, jos reikSme ir rezultaty
panaudojimo galimybes.

Pagal 60 tiriamy VNP, lemiangiy KSL rizika, didziausias galimas
rizikos aleliy skai¢ius asmeniui gali biiti 120. Taciau tokiy asmeny Sio tyrimo
metu bendroje Lietuvos lietuviy populiacijoje neaptikta. Krastinés nustatytos
reikSmés buvo 39 ir 74 aleliai. ApskaiCiuotas aritmetinis vidurkis parod¢, kad
LTU populiacijoje asmuo turi vidutiniskai ~56 rizikos alelius, t. y. beveik puse
visy galimy, pagal kuriuos tiriama. Apskaiciuota treciojo kvartilio reikSmeé
rodo, kad ketvirtadalis (25 %) LTU populiacijos turi didesnj rizikos aleliy
skai¢iy negu Kkiti trys ketvirtadaliai tiriamyjy. Suskirs¢ius tiriamuosius j grupes
pagal aleliy skaiciy: 39-50 (1 grupé); 51-62 (2 grupé); 63-74 (3 grupé),
daugiausia asmeny priklauso antrai grupei (68 %), maziausiai — treciai grupei
(13 %). Tuo remiantis bendros Lietuvos lietuviy populiacijos asmenis biity
galima suskirstyti taip: santykinai maza rizikos aleliy skaiCiy, santykinai
vidutinj rizikos aleliy skai¢iy ir santykinai didelj rizikos aleliy skai¢iy turin¢iy

asmeny. Daugelio autoriy duomenimis, daugiaveiksniy ligy, i§ jy ir KSL,
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atveju dazni VNP rizikos aleliai turi maza poveikj fenotipui, t.y. Sansy
santykis priklauso intervalui nuo 1 iki 2, taiau poveikis yra suminis (Manolio
TA et al., 2009). Remiantis miisy tyrimo rezultatais, jeigu prielaida apie
kiekvieno dazno VNP rizikos alelio suminj poveikj fenotipui yra teisinga,
1Svada tokia, kad pagal tiriamy VNP rizikos aleliy skaiciy, tenkant] asmeniui,
daugiausia asmeny turi vidutine rizika susirgti KSL (3.9 paveikslas). Sie
duomenys sutampa ir su kity mokslininky atlikty prospektyviyjy tyrimy
rezultatais: pagal asmeniui tenkant] aleliy skaiCiy daugiausia tiriamyjy
priklauso vidutinés rizikos susirgti KSL grupei (Humphries SE et al., 2010).

Atlikus asmeniui tenkancio aleliy skaiciaus vidurkiy ir dispersijy
palyginimg tarp tiriamos populiacijos grupiy — vyry ir motery bei aukstaiciy ir
zemailiy, statistiSkai reikSmingy skirtumy nerasta. Vadinasi, galima teigti, kad
pagal tiriamy KSL rizikos aleliy skaidiy, tenkantj asmeniui, populiacija yra
homogeniska.

Atsizvelgus | nustatytus 60 KSL rizikos aleliy daZnius
populiacijoje ir asmeniui tenkancio rizikos aleliy skaiCiaus statistika,
papildomai jtraukiant j tyrimg pacientus, biity galima sudaryti rizikos vertinimo
(prognozés) algoritma pagal genetinius veiksnius. Zinant esamy KSL rizikos
prognozes algoritmy neuniversalumg ir ribotumg, palyginus genetinj rizikos
vertinimo algoritmo rezultatg su klasikiniy veiksniy prognozés algoritmy
rezultatais, buity galima sukurti bendra algoritmg, padedant] tiksliau pateikti

KSL rizikos prognoze Lietuvos populiacijai.

4.3. Asociacijy rezultatai ir jy reikSmé

Daugiaveiksnés ligos genetiné architektiira neturi galutines
apibrézties. Ne viskas iStirta bendrai zmoniy populiacijai, juo labiau ne viskas
iStirta ir nustatyta specifinése unikaliose populiacijose. Galbiit egzistuoja
panasus, taciau visgi skirtingas genetinis profilis, lemiantis ligg. Tad siekiant
papildyti zinias apie ligos geneting architektiirg, reikia nustatyti ne tik jau
zinomy rizikg lemian¢iy VNP genetinj profilj populiacijoje, bet ir ieskoti

naujy, galbiit populiacijai specifiniy genetiniy sri¢iy, sieting su liga.
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Igyvendinant $§j tikslg buvo atlikta bandomoji plataus masto genomo Zymeny
asociacijos su KSL fenotipu analizé $eimy grupéje. Nustatytos devynios
genetinés sritys, sietinos su KSL (3.15 lentelé). Kaip minéta literatiiros
apzvalgoje, plataus masto genomo asociacijy tyrimy rezultatus batina
patvirtinti, todél atliktas asociacijos patvirtinimo tyrimas (3.16 lentelé). IS
devyniy VNP keturiems (rs1346440, rs2019973, rs11048567, rs6141273) buvo
patvirtinta reikSminga asociacija, vienas VNP nejtrauktas ] analize dél
techniniy galimybiy, keturiems VNP (rs294314, rs1321936, rs17046570,
rs11743737) reikSminga asociacija nepatvirtinta. Taciau i$ keturiy sriciy, kuriy
atveju nepavyko atkartoti asociacijos, dvejose srityse, 2pl16.1 (VNP
rs17046570) ir 5921.3 (VNP rs11743737), yra genai, atitinkamai RTN4 ir
FBXL17, kurie savo funkcija galéty atlikti vaidmen;] aterosklerozés ir kituose
su KSL netiesiogiai susijusiuose procesuose ir tai sudaro pagrinda formuluoti
iSanksting hipoteze, priesingai nei rs294314 ir rs1321936 atveju. Galbut kiti
Siuose genuose nustatyti poky¢iai galéty bati asocijuoti su KSL fenotipu.
Hipotezei patikrinti atlikta RTN4 ir FBXL17 geny sckoskaita ir nustatyty

pokygéiy asociacijos su KSL fenotipu analizé.

IS trijy sriCiy, kurioms patvirtinta asociacija, tik vienoje srityje
(20911.21) néra geny. Kitose srityse yra genai (12p11.23 — ITPR2; 5931.1 —
LOC340073; LOC100996485), apie kuriy VNP asociacija su KSL informacijos
duomeny bazése néra. LOC340073 ir LOC100996485 yra nekoduojancios
RNR, kurios gali turéti jtakos su KSL susijusiuose biologiniy keliy reguliacijos
procesuose, t.y. veikti ne tiesiogiai per baltymus, o reguliuoti geny raiska.
Tagiau konkretesniems teiginiams apie §iy RNR geny dalyvavima KSL
patogenezéje duomeny nepakanka. Genas ITPR2 (angl. inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor, type 2) koduoja inozitolio 1,4,5-trifosfato antro tipo
receptoriy. Lastelése ITPR2 funkcionuoja kaip Ca** permembraninis nesiklis,
nuo inozitolio 1,4,5-trifosfato priklausantis kalcj atpalaiduojantis kanalas ir
sgveikauja su fosfatidilo inozitoliu (Geny ontologijos duomeny bazé (angl. The

Gene Ontology Database); prieiga internete www.geneontology.org).
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Mokslininkai yra nustate asociacijg tarp ITPR2 geno VNP ir uzdegiminiy
procesy bei endotelio funkcijos. Manoma, kad ITPR2 genas gali turéti jtakos
Sirdies ir kraujagysliy ligy vystymuisi (Wilker EH et al., 2009). Taip pat yra
parodyta, kad ITPR2 dalyvauja atsake j oksidacinj stresg ir lastelés ciklo
reguliavime (Warnatz HJ et al., 2011), Sie procesai taip pat yra susij¢ su

ateroskleroze ir KSL.

Antroje chromosomoje (2p16.1) esantis RTN 4 (angl. reticulon 4)
genas koduoja retikulong 4. Retikulonai yra siejami su endoplazminio tinklo
darniu  funkcionavimu, dalyvauja neuroendokrininéje sekrecijoje, su
neuroendokrininiy lgsteliy membrana susijusioje pernaSoje, apoptozes
procesuose. RTN 4 baltymas yra potencialus neurony augimo inhibitorius, taip
pat galintis slopinti centrinés nervy sistemos regenaracijg aukstesniuosiuose
stuburiniuose (NCBI duomeny bazé, Chen Y et al., 2010). RTN4 taip pat
laikomas kandidatiniu kraujagysliy lasteliy apoptozes ir aterosklerozés procesy

tarpininku (Chen Y et al., 2010).

Penktoje chromosomoje (5921.3) esantis FBXL17 (angl. F-box
and leucine-rich repeat protein 17) genas koduoja baltymg FBXL17, kuris turi
F sritj, budingg F sritj turin¢iai baltymy Seimai. F sritis — tai apie 40-ies
aminortg$¢iy motyvas. F sritj turintys baltymai kartu su baltymais SKP1 (angl.
S-phase kinase-associated protein 1, su Iastlés S-fazés kinaze susijes baltymas
1) bei CUL1 (angl. culinl, kulinas 1) sudaro kompleksa SCF, kuris yra
baltymy ubikvitino ligazé (Jin J et al., 2004). Sis kompleksas yra vienas
svarbiausiy ubikvitino-proteosomy sistemoje (UPS), kuri dalyvauja 70-90 %
lastelés baltymy degradacijos procesy. Tarp degraduojamy baltymy yra Sirdies
ir kraujagysliy sistemai svarbiy baltymy. UPS taip pat kontroliuoja endoteliniy
lasteliy ciklg. Oksidacinio streso poveikis SCF kompleksui sutrikdo UPS ir
kartu jos regulivojamg endotelio funkcija, kuri svarbi kraujagysliy buklei
(Depre C et al., 2010).
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Atlikus RTN4 ir FBXL17, potencialiy geny kandidaty, asociacijos
analize atvejo ir kontrolés grupéje pagal Siuose genuose nustatytus pokycius,
statisti§kai reik§minga asociacija su KSL pasitvirtino tik FBXL17 geno tirty
VNP atveju (rs34990078 ir rs61749621).

Nagrinéjant, kaip FBXL17 genas, o tiksliau FBXL17 baltymas,
gali biti susijes su KSL ar aterosklerozés procesais, atlikus bioinformacing
analize programiniu paketu STRING v9.1 (Franceschini A et al., 2013)
nustatyti funkciniai FBXL17 partneriai (4.1 paveikslas). Geny ontologijos
duomeny bazés duomenimis, FBXL17 funkcinis molekulinés sgveikos pobtdis
yra jungimasis prie kity baltymy. Kaip jau minéta, FBXL17 dalyvauja SCF
komplekse, kurio funkciniai partneriai yra CUL1 ir SKP1. Sis kompleksas
svarbus ubikvitilinant kitus baltymus. Kiti funkciniai FBXL17 partneriai:
BTBD17 (angl. BTB (POZ) domain containing 17, BTB domeng turintis
baltymas 17), FAM179A (angl. family with sequence similarity 179, member
A, 179 baltymy Seimos su sekos panasumu baltymas narys A), KIAA2013
(angl. KIAA2013), KITLG (angl. KIT ligand, KIT ligandas). IS baltymy
pavadinimy matyti, kad yra mazai Ziniy apie juos ir jy funkcijas, i$skyrus
KITLG, kuris yra Zinomas kaip putliyjy lasteliy proliferacijos aktyviklis, kuris
taip pat gali sustiprinti mieloidiniy ir limfoidiniy lgsteliy pirmtakiy
proliferacija kauly ciulpy lgsteliy kulttroje. Taip pat Sis baltymas dalyvauja
adhezinéje 1asteles—Igstelés saveikoje ir sinergiSkai veikia su kitais citokinais,

manoma, kad su interleukinais.
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4.1 paveikslas. Funkciniai FBXL17 geno koduojamo baltymo partneriai.
Skrituliai vaizduoja baltymus, jungiancios linijos rodo asociacijos tarp baltymy

stiprumg (kuo storesné¢ linija, tuo asociacija stipresne¢)

Duomeny apie FBXL17 néra daug, genas kartografuotas ir jo koduojamas
baltymas apibtdintas 2004 metais (Jin J et al., 2004). Naujausiais duomenimis
yra manoma, kad FBXL17 per BACHL1 (angl. BTB and CNC homology 1,
basic leucine zipper transcription factor 1, ,,leucino uztrauktuko* seky motyvo
transkripcijos veiksnys 1), transkripcijos slopiklj, kontroliuoja nuo NRF2
(angl. nuclear factor, erythroid 2-like 2, eritroidinis antro tipo branduolio
veiksnys 2) priklausomg geny aktyvinimg (Tan MK et al., 2013). NRF2 yra
transkripcijos veiksnys, reguliuojantis genus, kurie turi oksidacinio atsako
elementus promotoriuose. Dauguma $iy geny dalyvauja biologiniame atsako
kelyje, kuris reaguoja | Zaizdas ar uzdegimus ir su jais siejamus laisvuosius
radikalus (NCBI duomeny bazés duomenimis, 2014 balandis). BACH1 taip pat
reguliuoja ir jau aukS$¢iau minéto ITPR2 geno raiSkg, veikdamas atsaka j
oksidacinj stresa, lastelés ciklo bei apoptozés procesus (Warnatz HJ et al.,

2011). Peliy tyrimais yra parodyta, kad Bach 1 dalyvauja Sirdies ir kraujagysliy
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sistemos ligy procesuose. Peléms, kurios buvo Seriamos riebaly gausiu daviniu
ir kuriy ApoE genas buvo iSveiklintas, nesant Bachl aterosklerozé nesivysté.
Negana to, gydant peles alavo protoporfirinu (hemo oksigenazés 1
inhibitorius), kurioms triksta tieck ApoE, tick Bachl, iSnyko aterosklerozinés
plokstelés ir kiti su liga susije pozymiai (Watari Y et al., 2008). Sie rezultatai
rodo FBXL17-BACH1-NRF2 (4.2 paveikslas) ir oksidacinio streso baltymy
svarba aterosklerozés, kartu ir KSL, procesui ir reikalauja tolesniy tyrimy

siekiant nustatyti konkrety biologinj kelia.
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4.2 paveikslas. Hipotetinis Bachl reguliacinis veikimo mechanizmas peliy
lastelése (Igarashi K et Watanabe-Matsui M, 2014)

Misy tyrimo metu tiriant FBXL17 geno asociacija, vienodu dazniu nustatyti du
§io geno pokyciai: rs34990078 ir rs61749621. Abu S§ie variantai yra
nepusiausviroje sankiboje D = 0,96 (1000 genomy pirmos fazés CEU
populiacijos tyrimo duomenimis). Abiejy pokyc¢iy atveju misy atliktame

tyrime retesniojo alelio homozigoty nenustatyta. Pakaita rs34990078, ¢.2432
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G>A yra devintame geno egzone ir priskiriama sinoniminiy poky¢iy tipui, nes
nekeiCia aminortgsties baltyme (p.Thr675=). Kita nustatyta pakaita,
rs61749621, c.1*G>A, yra FBXL17 geno 3° netransliuojamoje srityje, ir
priskiriama 3° NTS poky¢iy tipui. Abu nustatyti poky¢iai, Ensembl duomeny
bazés duomenimis, yra reguliacinéje baltymo dalyje, tod¢l neatmestinas Siy

poky¢iy poveikis baltymo FBXL17 funkcionalumui.

Galima teigti, kad FBXL17 genas yra galimas genas kandidatas,
dalyvaujantis KSL ir aterosklerozés patogenezéje. Tiriant RTN4 ir FBXL17
geny kaip potencialiy kandidaty asociacija su KSL, tiriamoje imtyje dél
techniniy aplinkybiy nebuvo tiriami pirmi Siy geny egzonai, kas neleidZia
atmesti RTN4 geno kaip potencialaus kandidato. Be to, tyrimo tiksluma riboja

imtis, kurig padidinus biity gauti dar tikslesni rezultatai.

Atlickant naujy KSL genetiniy veiksniy paieska, nustatytos
potencialios kandidatinés genetinés sritys, kurios iki Siol dar nebuvo
asocijuotos su KSL. Tokiu biidu pagilintos Zinios apie KSL architektiirg. Taip
pat buvo nustatytas genetinis Zzinomy KSL rizikos VNP profilis, genetiné
struktira ir jvairové Lietuvos populiacijoje. Sis tyrimas yra vienas i$
pavyzdziy, kaip galima tirti daugiaveiksniy ligy geneting architektira.
Akivaizdu, kad bendra Lietuvos lietuviy populiacija pagal tiriamus KSL rizika
lemiancius alelius, palyginti su kitomis populiacijomis, yra unikali, kaip savo
ruoztu yra unikalios ir kitos populiacijos. Taigi, nors daug kas jau Zinoma ir
kas bendra zmoniy populiacijai, Kiekviena tauta, norédama pakeisti esamag
sergamumg ir mirStamuma, turés pati sau atsakyti ] priezastinius klausimus,
kas, kaip ir kodél lemia ligg ir kaip tai galima paveikti. Siekiant tikslesniy

rezultaty, Lietuvoje biity tikslinga testi Sio tipo tyrimus.
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ISVADOS

1. Sumodeliuota daugiaveiksnés ligos genetinés architektliros iStyrimo

strategija, remiantis pasirinktu koronarinés Sirdies ligos pavyzdziu.

Taikant panaSy modelj galima tirti daugelj daugiaveiksniy ligy.

2. Atrinkta 60 polinkj sirgti koronarine Sirdies liga lemian¢iy genomo

VNP zymeny.

3. Pagal atrinktus 60 VNP nustatyta tirtos bendros Lietuvos lietuviy

populiacijos genetiné struktiira ir jvairove:

a. Pagal tirty aleliy daznius lietuviy populiacijoje statistiskai

reikSmingy skirtumy vyry ir motery grupéje nenustatyta,
auksStaiiy ir ZemaiCiy grup€je nustatyti du aleliy daznio
skirtumai.

Pagal haplotipy bloky analiz¢ vyry ir motery grupés bei
aukStai¢iy ir zemaiCiy grupés skiriasi, nustatyti skirtingi
haplotipy dazniai ir nepusiausvira sankiba, o haplotipy blokas 19-
oje chromosomoje rastas tik motery grupéje.

Pagal rizikos aleliy skaiciy, tenkantj asmeniui, populiacijg biity
galima suskirstyti j tris dalis: 39-50 aleliy (1 grupe¢), 51-62
aleliai (2 grupé¢), 63-74 aleliai (3 grupé); daugiausia asmeny
(68 %) priklauso antrai grupei, maziausiai (13 %) — tre€iai. Taigi
pagal nustatyty rizikos aleliy skai¢iy, tenkantj asmeniui, bendros
Lietuvos lietuviy populiacijos didziajai asmeny daliai budinga
santykinai vidutiné koronarinés Sirdies ligos rizika.

Pagal lietuviy populiacijoje tirty VNP genetinio profilio
palyginimg su kitomis populiacijomis (CEU, FIN, GBR, TSI),
daugiausia aleliy dazniy skirtumy yra nustatyta Siaurés—piety
geografinés aSies atzvilgiu (LTU-FIN 17 skirtumy, LTU-TSI 20
skirtumy), maziausia — vakary (LTU-CEU 8 skirtumai, LTU-
GBR 6 skirtumai). Tai jrodo geografiniy platumy jtaka genetinei
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vairovet, kiekvienos populiacijos unikalumg daugiaveiksniy ligy
atveju ir jy tyrimo svarba.
4. Atliekant bandomajj plataus masto genomo tyrimg nustatyti nauji VNP,
asocijuoti su koronarine Sirdies liga:

a. Atlikus plataus masto genomo asociacijy analiz¢ Seimose,
siekiant rasti naujy koronarinés Sirdies ligos genetiniy veiksniy,
nustatytos astuonios genetinés sritys, statistiskai reikSmingai
asocijuotos su koronarine Sirdies liga. I$ jy pakartotinai
patvirtintos trys sritys: 5031.1 (rs1346440, rs2019973 RNR
genuose LOC340073 ir LOC10099648), 12p11.23 (rs11048567
gene ITPR2) ir 20g11.21 (rs6141273).

b. Atlikus geny kandidaty patikrg atvejo ir kontrolés asociacijos
analize, RTN4 genas nepatvirtintas, bet neatmestinas kaip
kandidatas, o FBXL17 geno atveju nustatyta silpna statistiskai
reik§minga asociacija, patvirtinanti jj kaip geng kandidata, galintj

dalyvauti KSL ir aterosklerozés patogenezéje.
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PRIEDAI

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

DNR ISSKYRIMO FENOLIO IR CHLOROFORMO ISSKYRIMO

METODU PROTOKOLAS

Reagentai ir cheminés medziagos

AR NN

<\

10 % natrio dodecilsulfatas, gamintojas AppliChem GmbH, DE

2 % proteinazé K, gamintojas Thermo Fisher Scientific, Inc., US

3 M natrio acetatas, pH = 5,2, gamintojas AppliChem GmbH, DE

70 %, 96 % etanolis, gamintojas AB Vilniaus degtiné, LT

Branduoliy perneS§imo buferis (ruoSiamas, 10 mM Tris-HCI, pH =
10,5; 1 mM EDTA,; 0,15 mM NacCl)

Chloroformas, gamintojas Carl Roth GmbH + Co.KG, DE
Chloroformo ir izoamilo alkoholio miSinys (24:1), gamintojas Carl
Roth GmbH + Co.KG, DE

ddH,0O

Fenolis, gamintojas Carl Roth GmbH + Co0.KG, DE

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

TE buferis (10 mMTris-HCI, 1 mM EDTA, pH=8), AppliChem GmbH, DE
Vakuuminis mégintuvélis (3—10 mL) su EDTA ir paimtu veniniu

Krauju

Jranga ir laboratoriniai reikmenys

v

Centrifuga (1,5 mL, 15 mL, 50 mL mégintuvéliams), modelis EBA 12
ir modelis Universal32R (gamintojas Hettich Zentrifugen, DE)

Latekso pirStinés

Liofilizatorius, angl. Eppendorf Concentrator 5301, gamintojas
Eppendorf AG, DE

Mikrocentrifuga (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL), gamintojas Carl Roth GmbH
+ Co0.KG, TW
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Mikropipetés, vienakanalés (2—20 pL, 10—-100 uL, 100—1000 nL)
Sterilios Pastero pipetés (3 mL)

Steriliis antgaliai (20 pnL, 100 pnL, 1000 pL)

Steriliis mégintuvéliai (0,5 mL, 1,5 mL, 2 mL, 50 mL)
Termostatas, gamintojas WTB Binder GmbH, DE

Darbo eiga

1.

Veninj kraujg i§ vakuuminio mégintuvélio (3-10 mL) su
antikoaguliantu EDTA perpilti | sterily 50 mL tiirio mégintuvelj.

Ipilti lizuojancio buferio iki galutinio 35 mL tirio, centrifuguoti 10 °C
temperattroje 3000 aps./min 10 min.

Virsnuosedinj skystj nupilti, nuosédas supipetuoti Pastero pipete ir jpilti
lizuojancio buferio iki galutinio 5 mL tdrio, centrifuguoti 10 °C
temperattroje 3000 aps./min 10 min.

VirSnuosédinj skystj nupilti, nuosédas supipetuoti Pastero pipete ir jpilti
lizuojancio buferio iki galutinio 5 mL tiirio, centrifuguoti 10 °C
temperatiiroje 3000 aps./min 10 min.

Virsnuosédin] skyst] nupilti, ;| mégintuvél] jpilti 400 pL Iasteliy
branduoliy pernesimo buferio.

Visg tiir] sterilia Pastero pipete perkelti j sterily 2 mL ttrio mégintuvélj,
ipilti 20 uL 10 % natrio dodecilsulfato tirpalo ir 10 pL 2 %
proteinazés K tirpalo.

Inkubuoti termostate 37 °C temperatiroje 16 val. arba 55 °C
temperatiiroje 3 val.

Po inkubavimo jpilti 400 pL fenolio, mégintuvélj su misiniu vartyti
10 min, véliau centrifuguoti 5000 aps./min 2 min.

VirSutin] sluoksn; nusiurbti ir jpilti 1 naujg sterily 2 mL tirio

megintuvelj.

10. Ipilti 200 pL. chloroformo ir 200 pL fenolio, mégintuvel] su miSiniu

vartyti 5-10 min, centrifuguoti 5000 aps./min 2 min.
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11. VirSutin} sluoksnj nusiurbti ir jpilti 1 naujg sterily 2 mL tiirio
meégintuvelj.

12. Ipilti 500 pL chloroformo ir izoamilo alkoholio miSinio, mégintuvélj su
misiniu vartyti 5 min, centrifuguoti 5000 aps./min 2 min.

13. VirSutinj sluoksnj nusiurbti ir jpilti | naujg sterily 2 mL tirio
meégintuvelj.

14.]pilti 400 uL chloroformo, mégintuvélj su miSiniu vartyti 5 min,
centrifuguoti 5000 aps./min 2 min.

15. Virsutinj sluoksnj nusiurbti, visg miSinio ttrj padalinti j dvi lygias dalis
ir jas jpilti ] naujus sterilius atitinkamai 0,5 mL ir 1,5 mL tdrio
meégintuvelius. | kiekvieng 1§ mégintuveliy jpilti po 20 pL. 3M natrio
acetato tirpalo ir 500 puL 96 % etanolio.

16. Atsargiai vartant mégintuvélius iSsodinti  DNR, mégintuvélius
centrifuguoti 10 000-13 000 aps./min 5 min.

17. Virsnuosédinj skystj nusiurbti, jpilti po 500 uL 70 % salto (-20 °C)
etanolio, centrifuguoti 10000-13000 aps./min 5 min.

18. VirSnuosedinj skyst] nusiurbti, jpilti po 500 pL 96 % etanolio,
centrifuguoti 10 000-13 000 aps./min 5 min.

19.0,5 mL tiirio mégintuvélj su etanolyje iSsodinta DNR saugoti -20 °C
arba -80 °C temperatiiroje.

20. Nusiurbti 1,5 mL tiirio mégintuvéelio virSnuosédinj sluoksnj, liofilizuoti
30 °C temperatiiroje.

21.]1 mégintuvelj su liofilizuota DNR jpilti 100 pL TE buferio ir laikyti
4°C temperatiroje ne trumpiau nei 24 val, kad isskirta DNR

pakankamai iStirpty.
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DNR ISSKYRIMO AUTOMATIZUOTA ROBOTINE SISTEMA TECAN

FREEDOM EVO®200 PROTOKOLAS

Reagentai ir cheminés medzZiagos

<\

AN

A N N N

0,25 M NaOH

2-propanolis, angl. 2-propanol, iso-propyl alcohol, gamintojas Sigma-
Aldrich Co., US

96 % etanolis, gamintojas AB ,.,Vilniaus degtiné*, LT

ddH,0O

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

ISplovimo buferis, angl. Elution Buffer

Lasteliy lizés tirpalas, angl. Cell Lysis Solution (Genomic
Purification), gamintojas Promega Corp., US

Lizuojantis buferis, angl. eLysis Buffer (Large Volume System)
Magnetinés dalelés, angl. MagneSil® Paramagnetic Particles

Plovimo buferis etanolio pagrindu, angl. Alcohol wash

Vakuuminis mégintuvélis (3-10 mL) su EDTA ir paimtu veniniu

Krauju

Jranga ir laboratoriniai reikmenys

v

Kaitinimo blokas su adapteriu, angl. VWR" Digital Heatblock,
gamintojas VWR International LLC, US, angl. Heat block Adapter,
gamintojas Promega Corp., US

Latekso pirstinés

Magnetinis stovas, angl. MagnaBot® Large Volume Magnetic
Separation Device, gamintojas Promega Corp., US

Mégintuveliy (50 mL) stovas, angl. Tube Holder, 50 mL Tubes,
gamintojas Promega Corp., US

NALGENE?® indas (1 L talpos), angl. NALGENE® 1000 mL PP jar,

gamintojas Nalge Nunc International Corp., US
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v' Purtyklé su adapteriu, angl. IKA® KS 130 control, gamintojas IKA-
Werke GmbH & Co. KG, DE, angl. Shaker Top Adapter, gamintojas
Promega Corp., US

v’ Steriliis mégintuvéliai (1,5 mL)

v’ Sterilas mégintuvéliai (50 mL), angl. Corning 50 ml Centrifuge Tube,
gamintojas Corning Inc., US

v' TECAN FREEDOM EVO® 200 prietaisas — automatizuota robotiné
DNR isskyrimo sistema, angl. TECAN FREEDOM EVO® 200 robotic
platform, gamintojas Tecan Schweiz AG, CH

Darbo eiga

1. Pagal veninio kraujo éminio tiirj (mL) ir éminiy kiekj — 8, 16 arba 24,

paruosti laboratorinius reikmenis ir reagentus (2.1 lentelé, 2.2 lentelé).

2.1 lentelé. Reagenty kiekiai, reikalingi i$skirti gDNR i§ 3 mL veninio kraujo

€minio
Eminiai Lizuojantis Plovimo ISplovimo Magnetinés Lasteliy lizés
(vnt.) buferis (mL) buferis buferis dalelés (mL) tirpalas (mL)
(mL) (mL)
8 140 350 25 9(9/8=1,1) 200
16 280 700 50 18 (18/8 = 2,25) -
24 420 1050 75 27 (27/8 = 3,375)

2.2 lentelé. Reagenty kiekiai, reikalingi i8skirti gDNR i§ 10 mL veninio kraujo

€minio
Eminiai Lizuojantis Plovimo ISplovimo Magnetinés Lasteliy lizés
(vnt.) buferis (mL) buferis buferis dalelés (mL) tirpalas (mL)
(mL) (mL)
8 270 350 25 24 (2418 = 3) 200
16 540 700 50 48 (po 3 mL) -
24 810 1050 75 72 (po 3 mL)

2. Paruosti plovimo buferj, | buferio tirpalg (500 mL) jpilti 250 mL 2-

propanolio ir 250 mL 96 % etanolio.

3. Lasteliy lizés tirpalg praskiesti ddH,0 santykiu 1:4.

4. Magnetines daleles inkubuoti termostate 37 °C 35 min.
5. Isitikinti, kad prietaiso TECAN FREEDOM EVO®™ 200 atlieky indai

(angl. Waste bottle) $variis ir tusti.
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6. Prietaiso TECAN FREEDOM EVO® 200 skys¢iy sistemos (angl. Liquid
System) indg pripildyti ddH,O.

7. Patikrinti prietaiso SvirkStus, jei yra vandens lasy, nuvalyti beplause
popierine servetéle.

8. Atsizvelgiant | kraujo éminiy skaiciy, j prietaiso 1 ir (ar) 2 pozicijas
jstatyti sterilius 1,5 mL mégintuvélius.

9. Atsizvelgiant j kraujo éminiy skaiciy, j prietaiso 3 ir (ar) 4 pozicijas be
dangteliy jstatyti vakuuminius mégintuvélius su éminiais (10 mm/3 mL
arba 16 mm/10 mL).

10. ] prietaiso 10—14 pozicijas jstatyti tris NALGENE® 1 L talpos indus.

11.] prietaiso 17-25 pozicijas jstatyti du megintuveliy (50 mL) stovus,
kuriy kiekviename jstatyta po aStuonis sterilius 50 mL mégintuvélius be
dangteliy.

12.] prietaiso 28-29 pozicijg jstatyti indg su lizuojanciu buferiu.

13.] prietaiso 30-31 pozicijg jstatyti indg su paruostu plovimo buferiu.

14.1 prietaiso 34-39 pozicijas jstatyti stova su aStuoniais 50 mL
mégintuvéliais, pripildytais magnetiniy daleliy.

15.1 prietaiso 42—43 pozicijg istatyti du indus: vieng su lgsteliy lizés tirpalu,
kitg su iSplovimo buferiu.

16. Jjungti 50-60 pozicijoje esancig purtykle su adapteriu.

17.Tjungti 62—69 pozicijoje esant] kaitinimo blokg su adapteriu, nustatyti
95 °C temperatirg.

Prietaiso ir programos aktyvavimas
. Uzdaryti apsaugin;j stiklg, jjungti prietaisg (mygtukas ON).
. Jjungti programg Freedom EVOware® Standard 2.3 (EVOware 2.3).

1

2

3. Pasirinkti Run an existing script.

4. Pasirinkti Start your selection (zalia rodyklé).
5

. Kataloge Favorite pasirinkti dokumentg

NEW_ Tecan_gDNA_ XL 16 mm_tubes.
6. Pasirinkti Run.
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7. Pasirodzius jspé&jimui Fill up system liquid!!! spausti OKk.

8. Nurodyti praSoma tiirj Volume in waste ir Volume in cleaner jvedant 30.

9. Pasirodzius klausimui Start recovery mode? (0 = no; 1 = yes) jvesti 0.

10. Pasirodzius klausimui Read barcode? (1 = yes; 0 = no) jvesti 0.

11. Pasirodzius klausimui How many sample would you like to process?
jvesti aktualy éminiy skaiciy 8, 16 arba 24.

12. Pasirodzius klausimui Start with blood in 50 mL processing tube (0 =
no; 1 =yes) jvesti 0.

13. Pasirodzius klausimui All required racks, plates and buffers correctly
prepared on to worktable? dar kartg patikrinti, ar reagentai ir visi darbui
reikalingi reikmenys tinkamai paruosti, jsitikinus spausti OK.

14. Pasirodzius klausimui Is the heat block turned on and set up 95 °C?
patikrinti, ar kaitinimo bloko temperatiira pasiekusi 95 °C, jsitikinus
spausti OKk.

15. Pasirodzius klausimui Would you like 1 or 2 elution to be performed?
jvesti 1.

Vykdomi DNR iSskyrimo etapai

Eminio lgsteliy lizavimas lasteliy lizés tirpalu.

gDNR prijungimas prie magnetiniy daleliy.

gDNR plovimas lizuojancio ir plovimo buferio misiniu tris kartus.

gDNR plovimas plovimo buferiu tris kartus.

o B~ w0 D P

gDNR pasalinimas nuo magnetiniy daleliy iSplovimo buferiu.

Prietaiso priezitura

1. Po kiekvieno gDNR iSskyrimo atlikti prietaiso prieziiirg: prietaiso
iSorinius ir vidinius pavirSius nuvalyti ir dezinfekuoti.

2. ] prietaiso 42 pozicijg jstatyti du indus, vieng su 96 % etanoliu, kita su
0,25 M NaOH.

3. Ijungti EVOware 2.3 programa.

4. Pasirinkus Run maintenance, toliau pasirinkti Clean_Fix_Tips_Inside ir

spausti Start your selection (zalia rodyklé), galiausiai spausti Run.
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DNR KONCENTRACIJOS IR SVARUMO MATAVIMO
PROTOKOLAS

Reagentai ir cheminés medziagos

AN

DN N NN

<\

ddH,0

DNR tirpalas

TE buferis (10 mMTris-HCI, 1 mM EDTA, pH=8), gamintojas
AppliChem GmbH, DE

Iranga ir laboratoriniai reikmenys

Beplausés popierinés servetélés

Latekso pirStinés

Mikrocentrifuga (0,5 mL, 1,5 mL), gamintojas Carl Roth GmbH +
Co.KG, TW

Mikropipetés, vienakanalés (2—20 pL, 10-100 pL)

NanoDrop®  spektrofotometras, angl. NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer, gamintojas NanoDrop Technologies Inc., US
Purtyklé, modelis Vortex-T Genie 2, gamintojas Scientific Industries,
Inc., US

Sterilas antgaliai (20 puL, 100 pL)

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

Darbo eiga

Ijungti programa ND-1000 v3.5.2.

Pasirinkti Nucleic Acid.

Pakelti spektrofotometro NanoDrop® svirtele (angl. Sampling arm),
beplause servetéle, suvilgyta ddH,O, nuvalyti apatinj ir virSutinj
matavimo pavirsius (angl. Lower and Upper Measurement Pedestal).
Mikropipete uzlasinti 2 pL. ddH,O méginio ir ekrane pateiktoje
informacingje lenteléje spausti OK. Spektrofotometras aktyvuojamas.
Pasibaigus spektrofotometro aktyvacijai, nepasalinus nuo matavimo

pavirSiaus ddH,0, spausti Blank.
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6. Pakelti svirtele ir Svaria beplause popierine servetéle nuvalyti apatinj ir
virSutin] matavimo pavirsius.

7. Meégintuvelj su i$skirtos DNR tirpalu supurtyti ir trumpai centrifuguoti.

8. Mikropipete uzlaSinti 2 pL DNR tirpalo méginio ir spausti Measure.

9. Ivertinama iSskirtos DNR tirpalo koncentracija (DNR tirpalo sugertis
esant 260 nm bangos ilgiui (Aye)) ir Svarumas (DNR tirpalo, esant
260 nm ir 280 nm bangos ilgiams, sugerties reikSmiy santykis (Azeo/280))-
DNR tirpalo koncentracija nurodoma ng/pL. Tinkamai iSgrynintos DNR
Svarumo reik§meés priklauso intervalui (1,7-1,9).

10. Pakartotinai spausti Measure ir nustatyti dviejy gauty reikSmiy vidurkj
vienam meéginiui.

11. Esant poreikiui, i$skirtos DNR tirpala skiesti ddH,O arba TE buferiu iki
reikiamos darbinés koncentracijos.

12.Baigus matavimg, prietaiso matavimo pavirSius nuvalomas beplause

popierine servetéle ir isplaunamas ddH,0.
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Il PRIEDAS. Genotipavimo lllumina Infinium® HD VNP lustais protokolas

Hllumina Infinium® HD Assay Ultra PROTOKOLAS

MedzZiagos ir reagentai

<\

2-propanolis, 100 %, gamintojas Sigma-Aldrich, Co., US

ATM reagentas, angl. Anti-Stain Two-Color Master Mix, dvispalvis
reagenty misinys fluoroforo zymei sustiprinti, Infinium® HD Assay
Kit WG-Post 1 LV1 rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US

Baliklio tirpalas, 0,525 %, gaminamas i§ 99,6 % natrio hipochlorito
tirpalo, Kometa ,,Pelésiy valiklis®, gamintojas Pufas Werk KG, DE
ddH,O — didejonizuotasis vanduo

Detergento tirpalas, 1%, angl. Alconox® Powdered Precision
Cleaner, gamintojas Alconox, Inc., US

Eliucijos buferis, angl. Elution buffer, MagneSil® Genomic, Large
Volume System rinkinys, gamintojas Promega Corp., US

Etanolis, 100 %, gamintojas Sigma-Aldrich, Co., US

FA/ EDTA tirpalas, 95 % formamido ir 1 mM EDTA tirpalas

FMS reagentas, angl. Fragmentation Solution, skaidymo tirpalas,
Infinium® HD Assay Kit WG-Post 1 LV1 rinkinys, gamintojas
Illumina Inc., US

MAL1 reagentas, angl. Multi-Sample Amplification 1 Mix, daugiau
nei vieno méginio gausinimo misinys 1, Infinium® HD Assay Kit
WGS-Pre LV1 rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US

MAZ2 reagentas, angl. Multi-Sample Amplification 2 Mix, daugiau
nei vieno méginio gausinimo misinys 2, pradmenys, Infinium® HD
Assay Kit WGS-Pre LV1 rinkinys, gamintojas lllumina Inc., US
MSM reagentas, angl. Multi-Sample Amplification Master Mix,
pagrindinis daugiau nei vieno méginio gausinimo misinys, Infinium®
HD Assay Kit WGS-Pre LV1 rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US
NaOH, 0,1 N
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PB1 reagentas, angl. Reagent used to prepare BeadChips for
hybridization, paruoSiamasis VNP lusty hibridizacijos reagentas,
silpno surigimo tirpalas plovimui, Infinium® Assay Kit Post 4 LV
rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US

PB2 reagentas, angl. Humidifying buffer used during hybridization,
drégme palaikantis hibridizacijos buferis, Infinium® Assay Kit Single
Post 3 LV rinkinys, gamintojas lllumina, Inc., US

PML1 reagentas, angl. Precipitation solution, nusodinimo tirpalas,
Infinium® Assay Kit Single Post 3 LV rinkinys, gamintojas lllumina,
Inc., US

RA1 reagentas, angl. Resuspension, hybridization and wash
solution, resuspendacijos, hibridizacijos ir plovimo (stipraus
suri§imo) tirpalas, Infinium® Assay Kit Post 2 LMV rinkinys,
gamintojas Hllumina, Inc., US

STM reagentas, angl. Superior Two-Color Master Mix, pagrindinis
dvispalvis dazymo reagenty miSinys (Zyméjimui fluoroforais),
Infinium® HD Assay Kit WG-Post 1 LV1 rinkinys, gamintojas
Illumina Inc., US

TE buferis (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH = 8), gamintojas
AppliChem GmbH, DE

TEM reagentas, angl. Two-Color Extension Master Mix, dvispalvis
vieno nukleotido pratesimo reakcijos reagenty misinys, Infinium®
HD Assay Kit WG-Post 1 LV1 rinkinys, gamintojas Illumina Inc.,
us

VNP lustai, angl. BeadChip Array 12-sample HD DNA Analysis BC
HumanOmniExpress-12v1-1 ir HumanOmniExpress-12v1-0,
zmogaus genominés DNR VNP genotipavimo lustai, gamintojas
Illumina Inc., US

XC1 reagentas, angl. Xstain BeadChip Solution 1, VNP lusty dazy
tirpalas 1, blokuojantis, Infinium® HD Assay Kit WG-Post 1 LV1

rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US
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XC2 reagentas, angl. Xstain BeadChip Solution 2, VNP lusty dazy
tirpalas 2 buferio keitimui, Infinium® HD Assay Kit WG-Post 1 LV1
rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US

XC3 reagentas, angl. Xstain BeadChip Solution 3, VNP lusty dazy
tirpalas 3 silpno surigimo plovimui, Infinium® Assay Kit Post 4 LV
rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US

XC4 reagentas, angl. Xstain BeadChip Solution 4, VNP lusty dazy
tirpalas 4 dazy apsaugojimui, Infinium® Assay Kit Post 4 LV

rinkinys, gamintojas Illumina Inc., US

Iranga ir laboratoriniai reikmenys

<

Beplausés serveteélés, angl. lint-free wipes

Beplausiai sugertukai, angl. lint-free absorbent pad

Centrifuga, 15 mL mégintuvéliams, modelis Universal 32 R
(gamintojas Hettich Zentrifugen, DE), 96 Ssulinéliy ploksteléms
modelis Heraeus Multifuge 3L (gamintojas Thermo Electron Corp.,
DE)

Daugiavietis VNP lusty talpiklis, angl. Multi-Sample BeadChip
Alignment Fixture, gamintojas Illumina Inc., US

Folijos uzlydytuvas, angl. Combi Thermo-Sealer ALPS™ 25 (Heat
Sealer), ploksteliy dengiamosios folijos uzlydytuvas, gamintojas
Thermo Fisher Scientific, UK

Hibridizacijos kameros guminis tarpiklis, angl. Hybridization
chamber gasket, gamintojas Illumina Inc., US

Hibridizacijos kameros jdéklai, angl. Hybridization chamber
inserts, gamintojas Illumina Inc., US

Hibridizacijos kameros, angl. Hybridization chambers, gamintojas
Illumina Inc., US

Hibridizacijos krosnis, angl. lllumina® Hybridization Oven, Model
5521 with BeadChip Hyb Wheel, hibridizacijos krosnis su lusty
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hibridizacijos padéklu, modelis 5521, gamintojas Boehel Scientific,
us

HiScan "SQ sistema, genetinis analizatorius, angl. HiScan "SQ
system, gamintojas Illumina Inc., US

Laikiklis ant VNP lusty talpiklio, angl. Multi-Sample BeadChip
Alignment Fixture Alignment Bar, gamintojas Illumina Inc., US
Latekso pirStinés

Mégintuvéliy stovai

Mentelé gnybtukams nuimti, angl. dismantling tool, gamintojas
Illumina Inc., US

Mikropipetés, vienkanalés ir daugiakanalés, 2-20 pL, 10-100 pL,
20-200 uL, 30-300 pL, 100-1000 pL

Mikroploksteliy inkubatorius Hybex®, angl. Hybex® Microsample
Incubator (Heat block), gamintojas SciGene Corp., US

MSA3 plokstelé, angl. MSA3 plate, 96 Sulinéliy polipropileno 0,8
mL mikrotitro plokstelé (MIDI), gamintojas Thermo Scientific, UK
MSAS3 plokstelés 96 Sulinéliy dengiamoji guma, angl. 96-well cap
mat, gamintojas Thermo Scientific, UK

MSA3 plokstelés dengiamoji folija, angl. Heat Sealing Foil Sheets,
gamintojas Thermo Scientific, UK

NeSiojamas termometras OMEGA®, angl. OMEGA® 869C
Handheld RTD (resistance temperature detector) Thermometer,
OMEGA" nesiojamas RTD termometras 869C, gamintojas OMEGA
Engineering Inc., US

Pincetas stikleliams perkelti, angl. Self locking tweezers 6 7",
gamintojas Aven Inc., US

Plastikiniai antgaliai su filtrais 20 uL, 100 pL, 200 uL, 1000 pL
Plastikiniai loveliai reagentams ispilstyti, angl. Tip-tubes

Plastikiniai mégintuvéliai 0,2 mL, 0,5 mL, 1,5 mL
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Ploksteliy purtyklé, angl. Illumina® High Speed Microplate Shaker
Digital 230V, didelio grei¢io 230 V skaitmeniné ploksteliy purtyklé,
gamintojas Henry Troemer, LLC, US

Spektrofotometras NanoDrop®, angl. NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer, gamintojas NanoDrop Technologies Inc., US
Stikliniai ir plastikiniai indai, plovimui, angl. Wash dish,
gamintojas Illumina Inc., US

Suspaustas oras, nuptsti dulkéms nuo dengiamyjy stikly, angl. Air
pressure cleaner (Laboratory air gun), gamintojas UAB ACME®
Europe, Kaunas, LT

Te-Flow™ pratekamosios kameros, angl. Te-Flow™ Flow-Through
Chambers (with black frames, spacers, glass backplates, and
clamps), Te-Flow™ pratekamosios kameros (su juodais rémeliais,
tarpinémis, dengiamaisiais stiklais ir gnybtukais), gamintojas
Illumina Inc., US

Te-Flow™ pratekamujy kamery laikiklis Tecan, 48 viety, angl.
Tecan Te-Flow " Module Chamber Rack 48 Pos., gamintojas Tecan
Schweitz AG, CH

Termostatas ir vandens cirkuliacijos sistema prie Tecan prietaiso,
angl. Advanced Programmable Controller Refrigerated/ Heated
Circulating Baths, pazangus programuojamas temperatiiros
reguliatorius  su  cirkuliacijos sistema, gamintojas VWR®
International, LLC, US

Vakuuminé dziovyklé, angl. Vakuum Desiccator "Space Saver",
vakuuminé dziovyklé "Space Saver", gamintojas Scienceware® Bel-
ART products, US

VNP lusty laikiklis, metalinis, angl. Wash rack, plovimui pries
dazyma, gamintojas Illumina Inc., US

VNP lusty laikiklis, plastmasinis, angl. Staining rack, plovimui po
dazymo, gamintojas lllumina Inc., US

Zirklés tarpinéms perkirpti, gamintojas Illumina Inc., US
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Darbo eiga

MEGINIU PARUOSIMAS

Atrinkty ir ] tyrimg jtraukty asmeny iSskirtos ir tirpintos TE arba eliucijos
buferyje genominés DNR koncentracija ir Svarumas nustatomas
spektrofotometru  NanoDrop®. DNR méginiai, jeigu reikia, naujame
mégintuvélyje  skiedziami ddH,O iki protokole nurodytos darbinés
koncentracijos (~50 ng/uL). Vienu kartu genotipuojant 96 meéginius

rekomenduojama kartu leisti vieng geros kokybés (kontrolinj) DNR meéginj.

GENOMINES DNR GAUSINIMAS (MSA3 plokstelés paruosimas) —
atliekama PGR pilstymo patalpoje, Pre-PGR

1. Atsizvelgiant  tiriamy DNR meéginiy skaiciy, 1 nauja MSA3 plokstele
atitinkamai i8pilstyti po 20 pL MAI1 reagento (daugiau nei vieno
meéginio gausinimo misinys 1).

2. [ atitinkamus (pagal pildoma protoklg) MSA3 plokstelés Sulinélius jpilti
po 4 uL DNR (konc. ~50 ng/puL).

3. T kiekvieng Sulinélj su MA1 ir DNR jpilti po 4 uLL 0,1 N NaOH.

4. Uzdengti plokstele dengiamaja guma, purtyti ploksteliy purtykléje 1600
aps./min 1 min, centrifuguoti 280xg 1 min.

5. Inkubuoti plokstele kambario (20-25 °C) temperattroje 10 min.

6. | kiekvieng Sulinélj su méginiais iSpilstyti:

e po 34 uL MA2 reagento (daugiau nei vieno méginio gausinimo
misinys 2, pradmenys);

e po 38 uL MSM reagento (pagrindinis daugiau nei vieno méginio
gausinimo mi$inys).

7. Uzdengus plokstele dengiamagja guma, purtyti ploksteliy purtykléje
1600 aps./min 1 min, centrifuguoti 280xg 1 min.

8. Inkubuoti plokstele hibridizacijos krosnyje 37 °C 20—24 val.
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GENOMINES DNR SKAIDYMAS (fermentinis) — $is ir visi tolimesni

protokolo Zingsniai atliekami Post-PGR patalpoje

1.

ISimtg 1S hibridizacijos krosnies MSA3 plokstele centrifuguoti 50xg 1
min.

] méginiy Sulinélius po 25 uL iSpilstyti FMS reagentg (skaidymo
tirpalas), uzdengti plokstele dengiamaja guma.

Purtyti plokstele 1600 aps./min 1 min, centrifuguoti 50xg 1 min.
Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje Hybex® 37 °C 1 val.

GENOMINES DNR NUSODINIMAS

o &

I MSA3 plokstelés méginiy Sulinélius po 50 pL iSpilstyti PM1 reagenta
(nusodinimo tirpalas), uzdengti plokstele dengiamaja guma.

Purtyti plokstele 1600 aps./min 1 min.

Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje Hybex® 37 °C 5 min.
Po inkubavimo plokstele centrifuguoti 50xg 1 min.

I kiekvieng Sulin¢lj su méginiu po 155 pL i8pilstyti 100 % 2-propanolj,
uzdengti plokstele nauja dengiamaja guma, ~10 karty vartyti plokstelg.
Inkubuoti plokstele 4 °C 30 min.

Po inkubavimo MSA3 plokstele centrifuguoti 4 °C 3000xg 20—30 min.
NB! Po centrifugavimo plokstelés Sulinéliy su méginiais dugne turi biiti
matomas melsvos nuosédos.

Nedelsiant iSimti plokstele i$ centrifugos, iSmesti dengiamajg guma ir
staigiu judesiu apversti plokstele ant beplausiy sugertuky.

Neleidziant virSnuosédiniam skysciui paklititi  kitus Sulinélius stipriai

dauzyti plokstelg ant absorbuojanciy beplausiy sugertuky ~1 min.

10. Apversta neuzdengta plokStele ant mégintuvéliy stovo dziovinti

kambario temperatiiroje (2025 °C) 1 wval. Prie§ resuspendacija

neapvertus plokstelés jsitikinti, ar nuosédos tikrai i8dZitivo.
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GENOMINES DNR RESUSPENDACIJA

1.

I MSA3 plokstele su nuosédomis po 23 pL iSpilstyti i§ anksto atitirpintg
RA1 reagentg (resuspendacijos, hibridizacijos ir plovimo (auksto
suriS§imo) tirpalas). Ant plokstelés uzlydyti dengiamosios folijos lapa
naudojantis folijos uZlydytuvu (pries tai jsitikinti, ar uzlydytuvo
kaitinimo pavirSius $varus). Nuleista uzlydytuva palaikyti prispaudus
prie folijos ~1,5-5 s.

Plokstele inkubuoti hibridizacijos krosnyje 48 °C 1 val.

Po inkubavimo MSA3 plokstele purtyti 1800 aps./min 1 min, trumpai
centrifuguoti 280xg.

GENOMINES DNR HIBRIDIZACIJA ANT VNP LUSTU (tipas 12x1)

Hibridizacijos kameros paruoSimas

1. Surinkti hibridizacijos kamerg (d¢l dévéjimosi vienodumo visuomet
rinkinio detales naudoti kartu, nemaiSyti su naujesnémis ir pan.): |
hibridizacijos kameros dugng tinkamai jdéti gumin; tarpiklj.

2. | hibridizacijos kameros dugne esancius rezervuarus jpilti po 400 pL
PB2 reagento (drégme palaikantis hibridizacijos buferis).

3. Uzdengti hibridizacijos kameros dang¢iu.

Hibridizacija

1. Resuspenduotus meéginius MSA3 ploksteleje denattruoti
mikroploksteliy inkubatoriuje Hybex® 95 °C 20 min.

2. I8 Saldytuvo 1Simti VNP lustus, bet neatidaryti pakuociy. Atidaryti tik
pries§ pat DNR méginiy jneSimg.

3. Po denattiravimo MSA3 plokstele vésinti kambario temperatiiroje (20—
25 °C) 30 min, trumpai centrifuguoti 280xg.

4. ISpakuoti VNP lustus ir tinkamai (briuksniniai kodai turi biiti jiems

numatytoje vietoje) sudéti j hibridizacijos kameros jdeklus, kurie
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uzpylus DNR méginius ant VNP lusty bus dedami j hibridizacijos
kamerg.

Laikant mikropipetg statmenai, ant atitinkamo jleidimo ] lustg laukelio
uzpilti po 15 pL resuspenduoto DNR meéginio. Méginius uzpilti pagal
pildoma protokola, paZymint protokole jy vieta VNP luste ir VNP lusto
briiks$ninj koda

Nedelsiant VNP lustus, esancius hibridizacijos kameros jdékluose,
uzdengti hibridizacijos kameros dang¢iu. Dviem judesiais uzspausti
hibridizacijos kameros uzraktus (po du prieSingose pusése, jstriZai).
Hibridizacijos kamerg padéti ant hibridizacijos krosnies padéklo taip,
kad kameros uzZraktai biity nukreipti j kair¢ ir ; deSing krosnies sienas.
Hibridizacijos kameros logotipas turéty buti nukreiptas  hibridizacijos
krosnies virsy.

Inkubuoti esant 5 vienety hibridizacijos krosnies padéklo siibavimui

48°C 16—24 val.

XC4 reagento (VNP lusty dazy tirpalas 4 dazams apsaugoti) paruoSimas

1.

2.

I XC4 butel; jpilti 330 mL 100 % etanolio. Stipriai kratyti 15 s. Jei
nevyksta resuspendacija, purtyti ploksteliy purtykléje 1625 aps./min, kol
pasigamins vienalyté suspensija.

Palikti resuspenduotis per naktj kambario temperatiiroje (20-25 °C).

NB! XC4 yra daugkartinio naudojimo, tinkamas 24 lustams padengti.

Galioja dvi savaites po pagaminimo. Pagaminus ant butelio bitina pazymeéti

pagaminimo datg ir panaudojimo karty skaiciy.

VNP LUSTU PLOVIMAS (parengimas daZymui)

1.

Hibridizacijos kamerg i$imti i$ hibridizacijos krosnies, palaukti ~25min,
kol atvés kambario temperatiiroje (20-25 °C).
Pripildyti (~200 mL) du stiklinius indus PB1 reagento (paruosiamasis

lusty hibridizacijos reagentas siplno suriSimo plovimui). Paruosti
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metalinj (plovimo prie§ dazyma) VNP lusty laikiklj ir pamerkti j pirmaji
stiklinj indg su PB1 reagentu.

3. Paruosti daugiavieti VNP lusty talpiklj. Pripildyti jj ~150 mL PBI1
reagento (kad VNP lustai biity visiSkai apsemti).

4. Paruosti Te-Flow  pratekamyjy kamery dalis: juodus rémelius,
plastikines tarpines, dengiamuosius stiklus ir gnybtukus.

5. Dengiamuosius stiklus paruosti i§ anksto:

v’ pirma kartg naudojant, taip pat kas septynis naudojimo kartus,
plauti stiklus 0,525 % baliklio tirpalu pagal [llumina
Infinium® Laboratorijos paruodimo ir procedary (lllumina
Infinium® Assay Lab Set Up and Procedures) vadove
nurodyta protokola;

v’ kiekvieng kartg prie$ naudojant plauti 1 % detergento tirpalu
(Alconox™) pagal Illumina Infinium® Laboratorijos paruo$imo
ir procediry (Ilumina Infinium® Assay Lab Set Up and
Procedures) vadove nurodytg protokola.

6. Jjungti termostatg ir vandens cirkuliacijos sistemg, prijungta prie Te-
Flow™ pratekamyjy kamery laikiklio Tecan, kad nusistovéty 44 °C
temperatiira (nurodytai temperatirai pasiekti reikalinga nustatyti 1,5 °C
didesne¢ temperatiirg).

7. Hibridizacijos kamerai atvésus, j3 atidaryti ir iSimti jdéklus su VNP
lustais.

8. Is jdéklo iSimti po vieng VNP lusta, ji laikant nuozulniai brikSniniu
kodu arc¢iau saves, vienu létu jstrizu testiniu judesiu nulupti VNP lusto
plévele (IntelliHyb Seal). Neliesti lusto pavirSiaus su hibridizuotais
meéginiais.

9. Nulupus plévelg VNP lustg palengva panardinti | metalini VNP lusty
laikiklj pirmame inde su PB1 reagentu.

10. Zingsnius 8 ir 9 atlikti kiekvienam VNP lustui.
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11. Visiems lustams esant panardintiems metaliniame VNP lusty laikiklyje

pirmame inde su PB1 reagentu, laikikl; aktyviai, bet Svelniai kilnoti

kertant skyscio pavirSiy ~1 min.

12. Perkelti laikilj su VNP lustais ] antrg indg su PBI1 reagentu, jsitikinti,

kad lustai visiSkai panyra j PB1 reagenta, ir laikiklj aktyviai, bet §velniai

kilnoti kertant skysc¢io pavirSiy ~1 min.

Te-Flow™ pratekamuju kamery surinkimas

1. Jei dar neparuostas, paruosti daugiavieti VNP lusty talpiklj. Pripildyti ji

~150 mL PB1 reagento (kad VNP lustai biity visiSkai apsemti).

2. Surinkti Te-Flow"™ pratekamasias kameras:

v juodus rémelius jdéti j jiems skirtas vietas daugiavieCiame

v

VNP lusty talpiklyje;

1 rémelius jdéti VNP lustus, jsitikinti, kad jie yra visiSkai
panirg PB1 reagente;

atskyrus nuo balty apsauginiy pléveliy, permatomas
plastikines tarpines tinkamai (pasinaudojus daugiavie¢io VNP
lusty talpiklio iSsikiSimais uzkabinus paleisti) uzdéti ant
panardinty VNP lusty;

atitinkamai uzdéti talpiklio laikikl; ant VNP lusty talpiklio;
suspausto sauso oro priemone nupiisti dulkeles nuo tinkamai
iSplauty ir 70 % etanoliu nuvalyty dengiamyjy stikly ir
nedelsiant stiklus guldyti ant VNP lusty su plastikinémis
tarpinémis  (stiklo nuozulnioji vieta, skirta reagenty
rezervuarui formuoti, turi buti ties VNP lusto brik$niniu
kodu, nukreipta i vidy);

kiekvienos surenkamos Te-Flow™ pratekamosios kameros
dviejose vietose uzspausti gnybtukus — 5 mm atstumu nuo
virSaus ir bruksninio kodo pus¢je 5 mm atstumu nuo reagenty

rezervuaro pradzios;
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v’ zirklémis nukirpti i$sikiSusias plastikiniy tarpiniy dalis
abiejuose surinktos Te-Flow " pratekamosios kameros pusése;
v surinktas  Te-Flow™  pratekamasias  kameras  laikyti
horizontaliai ant darbastalio ir déti j Te-Flow " pratekamyjy
kamery laikiklj Tecan tik tuomet, kai viskas paruosta tolesnei

dazymo procediirai.
3. Tuscig hibridizacijos kamerg nedelsiant plauti ddH,0, o PB2 reagento
rezervuarus kruopsciai patrinti Sepetéliu, kad buty iSvengta PB2
pridziiivimo. Rekomenduojama plovimui panaudoti 1 % detergento

(Alcanox™) tirpala ir paskui gausiai praskalauti ddH,O.
VNP LUSTU DAZYMAS

1. IS anksto paruoSus vandens cirkuliacijos sistemg ir termostata, patikrinti,
ar sistemoje néra burbuly, vartant Te-Flow™ pratekamyjy kamery
laikikl; Tecan. | pratekamyjy kamery laikiklj Tecan jstatyti neSiojamg
termometra OMEGA® aktualiai temperatiirai (44 °C) nustatyti. Pasiekus
reikiamg temperatirg, jsitikinti, ar ir kitose Tecan talpiklio vietose
temperatira yra ta pati.

2. Paruosti reagentus: atitirpdzius centrifuguoti 3000xg 3 min, pagal
naudojimo eiliSkuma sudéti stove.

3. Resuspendavimui uztikrinti stipriai supurtyti XC4 reagento butelj.

Vienos bazés pratesimo reakcija

1. [sitikinus, kad temperatiira yra 44 °C, jstatyti surinktas Te-Flow
pratekamasias kameras j Te-Flow " pratekamyjy kamery laikiklj Tecan.
Esant nedideliam pratekamyjy kamery skaiciui, jstatyti jas jvairiose

laikiklio Tecan vietose, esant didesniam skaiCiui, jstatyti i§ eilés
pradedant pirma eile.

2. ] kiekvieng Te-Flow™ pratekamaja kamerg mikropipete jpilti:

v' 150 puL RAI1 reagento (resuspendacijos, hibridizacijos ir
plovimo (auksto suri§imo) tirpalo), inkubuoti 30 s, kartoti 5

kartus (i$ viso 6 jpylimai);
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v 450 pL XCI1 reagento (VNP lusty dazy tirpalas 1,
blokuojantis), inkubuoti 10 min;

v' 450 puL XC2 reagento (VNP lusty dazy tirpalas 2, buferio
keitimui), inkubuoti 10 min;

v 200 pL TEM reagento (dvispalvis vieno nukleotido
pratesimo reakcijos reagenty misinys), inkubuoti 15 min;

v' 450 uL FA/ EDTA reagento, inkubuoti 1 min, vieng kartg
pakartoti ir inkubuoti 5 min;

v termostato ir vandens cirkuliacijos sistemoje nustatyti
temperatiirg, nurodytg ant STM reagento (pagrindinis
dvispalvis  dazymo  reagenty miSinys  (Zyméjimui
fluoroforais)) buteliuko (nustacius 32,5 °C, bus 32 °C), jei
nenurodyta — nustatyti 37 °C. Norint, kad greiiau vésty, ]
cirkuliacijos sistemg jdéti talpas su Saldytu skystu ledu.

v' 450 pL XC3 reagento (VNP lusty dazy tirpalas 3, Zemo

suri§imo plovimui), inkubuoti 1 min, pakartoti vieng karta.

VNP lusty dazymas

1.

Jei jvykdzius protokolg numatoma i§ karto skenuoti VNP lustus, jjungti
iScan skenerj.
Dazymg pradéti tik tuomet, kai pasiekta ant STM reagento pakuotés
nurodyta temperatira.
] kiekviena Te-Flow " pratekamaja kamera mikropipete jpilti:
v' 250 uLL STM reagento, inkubuoti 10 min;
v’ 450 puL XC3 reagento, inkubuoti 1 min, vieng kartg pakartoti
ir inkubuoti 5 min;
v 250 puL ATM reagento (dvispalvis reagenty miSinys,
fluoroforo Zymés sustiprinimui), inkubuoti 10 min;
v' 450 pL XC3 reagento, inkubuoti 1 min, vieng kartg pakartoti
ir inkubuoti 5 min;
v' 250 uLL STM reagento, inkubuoti 10 min;
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v" 450 pL XC3 reagento, inkubuoti 1 min, vieng kartg pakartoti
ir inkubuoti 5 min;
v' 250 uL. ATM reagento, inkubuoti 10 min;
v' 450 puL XC3 reagento, inkubuoti 1 min, vieng kartg pakartoti
ir inkubuoti 5 min;
v 250 uLL STM reagento, inkubuoti 10 min;
v' 450 pL XC3 reagento, inkubuoti 1 min, vieng kartg pakartoti
ir inkubuoti 5 min.
4. Nedelsiant isimti Te-Flow' pratekamasias kameras i§ laikiklio Tecan,
padéti horizontaliai ant darbastalio.
VNP lusty plovimas ir padengimas
1. | plastikin} plovimo indg jpilti ~310 mL PBI1 reagento, | ji tinkamai
jstatyti plastikinj VNP lusty laikiklj plovimui po dazymo (laikiklio
rankenos tvirtinimo mechanizmas turéty bti nukreiptas i save).
2. Iirinkti Te-Flow' pratekamasias kameras:
v' mentele atkabinti gnybtukus;
v/ atsargiai nuimti dengiamuosius stiklus;
v’ stengiantis nepaliesti VNP lusto méginiy zony nuimti
plastikines tarpines;
v VNP lustg bruksniniu kodu nuo saves nedelsiant panardinti
PB1 tirpale esant] plastikinj laikiklj. Pus¢ VNP lusty
panardinti prie$ laikiklio rankeng, pus¢ — uz. Lustai turi bati
visiSkai panardinti PB1 reagente.
3. Letai kertant PB1 reagento pavirSiy kilnoti plastikinj laikikl; su VNP
lustais aukStyn—zemyn 10 karty. Palaikyti 5 min.
4. Supurtyti XC4 reagenta, jsitikinti, kad jis visiSkai resuspendaves.
5. I plastikinj plovimo indg jpilti ~310 mL XC4 reagento, neleisti jam inde
stoveti ilgiau nei 10 min.
6. Po VNP lusty mirkymo PBI1 reagente, plastikini VNP lusty laikiklj
plovimui po dazymo tinkamai panardinti (laikiklio rankenos tvirtinimo

mechanizmas turéty buiti nukreiptas j save) j indg su XC4 reagentu.
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7. Letai kertant XC4 reagento pavirSiy kilnoti plastikinj laikikl; su VNP
lustais auksStyn—zemyn 10 karty. Palaikyti 5 min.
8. Létai iStraukti ir nuvarvinti plastikinj laikiklj su VNP lustais i§ XC4
reagento indo, laikiklj padéti ant mégintuvéliy stovo taip, kad VNP lusty
9. Kadangi VNP lustai slidis, rekomenduojama specialiu uzsirakinanciu
pincetu paeiliui i$ plastikinio laikiklio iStraukti VNP lustus ir iSrikiuoti
ant meégintuveliy stovo briikSniniais kodais j virsy.
10. VNP lustus dziovinti vakuumingje dziovykléje 50—55 min esant
508 mm Hg (0,68 bar).
11.Jei dar nejjungtas, jjungti iScan skenerj.
12.18dziovinty VNP lusty reversines puses atsargiai nusSluostyti nuo XC4
reagento  pertekliaus 70 % etanoliu  suvilgytomis beplausémis
servetelémis.
13. Neketinant i§ karto skenuoti, VNP lustus laikyti specialioje dézutéje
vakuuminéje dziovykléje. Rekomenduojama skenuoti nepraéjus 72 val.
14.Visus VNP lusty paruoSimui naudotus laboratorinius reikmenis
uzmerkti ir gerai iSplauti naudojant ddH,0.
VNP LUSTU SKENAVIMAS Illumina iScan SKENERIU HiScan"SQ
SISTEMA
iScan paruosimas:

v' jjungti lllumina kompiuterj;

v’ suvesti prisijungimo duomenis;

v’ ijungti prietaisa HiScan" SQ;

v’ dukart pele spragteléjus ant iScan Control Software (ICS)
aplikacijos, esancios pradiniame darbalaukio lange, ir suvesti
prisijungimo duomenis.

NB! I$ anksto per DMAP Client programa parsisiysti VNP lusty (pagal
kiekvieng unikaly broksninj kodg) dekodavimo (angl. decode)
dokumentus, kiekvienam VNP lustui po vieng .dmap dokuments. Juos

ikelti  DMAPS katalogg (kompiuterio D diske, D:/DMAPSs).
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VNP lusty skenavimas

1.
2.

4,

iScan ICS aplikacijoje pasirinkti Start.

Atsidarius prietaiso dureléms ant 1§vaziavusios platformos ] atitinkamas
vietas sudéti paruoStus VNP lustus. Paspaudus platformos Sonuose
esanCius juodus mygtukus atitinkamai padéti VNP lustai sukrenta
taisyklinga skenavimui padeét;.

Pasirinkus Next, prietaiso durelés uzsidaro. Skeneris nuskaito VNP
lusty briikSninius kodus. Pasirodo lentelé (3x4) su kiekvieno VNP lusto
duomenimis (briksninio kodo skaitmenimis, lusto tipu ir skenavimo
protokolu bei gausiamo vaizdo formatu). Naudojantis Settings
mygtukais lentel¢je pagal poreikj galima atlikti nustatymy korekcijas.
Lentelés apacioje esanCiuose laukeliuose bitina nurodyti .dmap
dokumenty katalogg (Input path: D:/DMAPs) ir po skenavimo
gausinamy  duomeny  kaupimo  kataloga  (Output  path:
D:/Hlumina/LITGEN Scans).

Jeigu viskas yra atlikta, pasirinkti Scan.
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111 PRIEDAS. Polimerazés grandininés reakcijos (PGR) ir sekoskaitos
protokolas

POLIMERAZES GRANDININES REAKCIJOS (PGR) IR
AUTOMATIZUOTOS SEKOSKAITOS SANGER METODU
PROTOKOLAS

Reagentai ir cheminés medziagos

v

< DN N NN <

<

1x TBE buferis (0,09M Tris-borato, 0,002M EDTA, pH=8,0),
gamintojas Carl Roth GmbH + Co0.KG, DE

3130 Polimeras POP-7™, gamintojas Applied Biosystems, US

3730 Kapiliarinés eletroforezés buferis su EDTA (10x), angl. 3730
Buffer (10x) with EDTA, gamintojas Applied Biosystems, US

5x sekoskaitos buferis, angl. 5x Sequencing Buffer, gamintojas Applied
Biosystems, UK

6x jvedimo dazas, angl. 6x DNA Loading Dye, gamintojas Thermo
Fisher Scientific, LT

70 %, 96 % etanolis, gamintojas AB Vilniaus degtiné, LT

Agarozés milteliai (SeakKem®, LE Agarose), gamintojas Lonza Group
Ltd, US

ddH,0O

DMSO - dimetilsulfoksidas, gamintojas Carl Roth GmbH+ Co0.KG, DE
DNR tirpalas

dNTP, deoksinukleotidtrifosfaty misinys, 2M, gamintojas Thermo
Fisher Scientific, LT

Egzonukleazé 1, angl. Exonuclease 1, Exol, gamintojas UAB
Fermentas, LT

Etidzio bromidas, gamintojas Carl Roth GmbH + Co0.KG, DE

Hi-Di™ Formamidas, gamintojas Applied Biosystems, UK

Kreve¢iy Sarminé fosfatazé, angl. Shrimp Alkaline Phosphatase, UAB

Fermentas, LT
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Molekulinés DNR masés ir ilgio standartas, angl. GeneRuler™
100bp DNA Ladder, gamintojas UAB Fermentas, LT

Natrio acetatas, 3 M (pH=5,2), gamintojas AppliChem GmbH, DE
Oligonukleotidiniai pradmenys, gamintojas Metabion International AG,
DE

PGR miSinys, 2x, angl. Thermo Scientific Dream Tag PCR Master Mix
(2x), gamintojas Thermo Fisher Scientific, LT

PGR reagenty rinkinys, Taq polimeraz¢, MgCl,, 10x PGR buferis (+
(NH4),S0,), gamintojas Thermo Fisher Scientific, LT

TE buferis (10 mMTris-HCI, 1 mM EDTA, pH=8), gamintojas AppliChem
GmbH, DE

Terminacijos miSinys, angl. BigDye® Terminator v3.1 Cycle

Sequencing Kit, gamintojas Applied Biosystems, US

Jranga ir laboratoriniai reikmenys

v

v

96 Sulinéliy plokstélés, angl. MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction
Plate, gamintojas Applied Biosystems, SG

96 viety dengiamoji guma sekoskaitos plokstelems, angl. Plate Septa
96-Well, gamintojas Applied Biosystems, JP

Centrifuga 0,5 ir 1,5 mL mégintuvéliams, modelis Centrifuge 5424
(gamintojas Eppendorf AG, DE) arba modelis EBA 12 (gamintojas
Hettich Zentrifugen, DE) ir 96 sulinéliy ploksteléms modelis Universal
32 (gamintojas Hettich Zentrifugen, DE)

Genetinis analizatorius 3130xl, 16 kapiliary, angl. 3130xl Genetic
Analyzer, pagal Applied Biosystems uzsakyma, gamintojas Hitachi
High-Technologies Corp., JP

Horizontali elektroforezés sistema, angl. Electrophoretic Gel System,
modelis MIDICELL® PRIMO EC330, gamintojas E-C Apparatus Corp.,
us

Latekso pirStinés be talko, nitrilo pirstinés

Mégintuvéliy stovai
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v' Mikrobangy krosnelé

v" Mikrocentrifuga (0,2 mL, 0,5 mL, 1,5 mL), gamintojas Carl Roth
GmbH + Co.KG, TW

v Mikropipetés, vienakanalés (0,1-2,5 uL, 0,5-10 uL, 2-20 pL, 10-100
uL, 100-1000 pL) ir daugiakanalé (0,5-10 pL)

v Parafino juostelé, angl. Parafilm ,A“® Laboratory Film, gamintojas
Pechiney Plastic Packaging, Inc., US

v’ Popierinés servetélés

v' Purtyklé, modelis Vortex-T Genie 2, gamintojas Scientific Industries,
Inc., US

v' Sterilas antgaliai (10 uL, 20 pL, 100 uL)

v’ Sterilas mégintuvéliai (0,2 mL, 0,5 mL, 1,5 mL)

v' Saldymo stovas

v" Termocikleris, modelis Mastercycler, Mastercycler pro vapo.protect

(gamintojas Eppendorf AG, DE), modelis DNA Engine TETRAD2
(gamintojas MJ Research Inc., CA), modelis UNO II (pagal BIOMETRA
GmbH, DE uzsakyma gamintojas Biotron)

v UV transiliuminatorius, modelis UVT-28 ME, su vaizdy analizés
sistema ir programine jranga EasyWin 32, gamintojas Herolab GmbH,
DE

Darbo eiga

Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Koduojanciai ir aplinkinéms sekoms nustatyti gausinami RTN4 ir
FBXL17 amplikonai. Oligonukleotidiniy pradmeny sekos ir PGR produkto
ilgis nurodyti 3.1 lenteléje. Sukurtiems pradmenims nustatomos optimalios
reakcijos salygos tam, kad biity gautas specifinis kiekvieno 1§ gausinamy
fragmenty produktas. Kiekvienas etapas vykdomas steriliai. Eksperimentiskai

nustacius reakcijos sglygas, PGR vykdoma pagal toliau pateiktg protokola.
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3.1 lentelé. RTN4 ir FBXL17 geny amplikony oligonukleotidiniai pradmenys

PGR ir fragmenty ilgiai
Amplikonas | Pradmens seka F.ragme”to
ilgis, bp
RTN4 geno
1 RTN4_1IF 5°-GGAGCCGTCACCACAGTA-3¢ 761
RTN4 IR 5°-GGCTGCACACAAAAGAGG-3°
2 RTN4 2F 5-GATCTTGGCCCTTTCTCTGT-3¢ 300
RTN4 2R 5°-TCGGAACCATGCTAATTTTT-3¢
31 RTN4 3.1F 5°-TTGTCTTTGCACAGCATGTAA-3¢ 536
) RTN4 3.1R 5‘-TGAACGATGATCCCATTTCT-3¢
3.2 RTN4_3.2F 5‘-GGAACACTTCAAGAAAATGTCAG-3° 582
) RTN4 3.2R 5-ATCCTTTATACCTTCTGGCGTA-3¢
33 RTN4 3.3F 5-AGCAACTTGGAAAGTAAAGTGG-3¢ 600
) RTN4 3.3R 5‘-GTCAGGCAAAACTGGTGAAG-3¢
34 RTN4 3.4F 5°-TGGACTTGGTTCAAACATCA-3° 586
) RTN4 3.4R 5-GTGAGACTTTCTTTCACAAGCA-3°
35 RTN4 3.5F 5‘-AAGATTCCTCACCTGATTCTGA-3¢ 504
) RTN4 3.5R 5‘-AACTGATTTTCTCTTCAACTTTGG-3°
36 RTN4 3.6F 5‘-CCCACAAAAGTGAAATTGCT-3¢ 379
) RTN4 3.6R 5‘-AAATCCAAAAGTGGCATGAA-3¢
4 RTN4_4F 5-AGAGTGGGTTTAAAATGTGGGT-3¢ 432
RTN4 4R 5°-CCAATCCTGTTTACACTATTGCC-3¢
5 RTN4 5F 5-GACATTTAGGGGAAAATCACTCC-3¢ 378
RTN4 5R 5°-AGGGAATAGCACTTCTTCATCCT-3¢
6 RTN4 _6F 5‘-ACCCAGTCTTCAAGTTGTATGC-3¢ 308
RTN4 6R 5°-GCCCACATTTTCATCCCCTAC-3°
7.8 RTN4_7-8F 5°-AACTGCAGCCTCACACAGTT-3¢ 556
RTN4_7-8R 5‘-CAATCCAGCACACCTTATCC-3¢
9 RTN4_9F 5-TCTAATTCATGAGGCCAAGGTG-3° 208
RTN4 9R 5‘-CGTCAAGGTTCGTTCTTCCC-3
FBXL17 geno
11 FBXL17 1.1F_5‘-GTGTGTGTGCGCAGGAAG-3¢ 619
' FBXL17 1.1IR 5‘-AAGCTGGCCAGGAAGAGACT-3*
12 FBXL17 1.2F 5°-CTCCTGCTGCAAAGAGTTGG-3¢ 667
) FBXL17 1.2R 5‘-GCTTAGGGGGAGGAGAGAGA-3*
2 FBXL17 2F 5°-GGCCTCTTTTATTCAAGAAGGTT-3° 281
FBXL17 2R 5-GGTCATATGAGTGTTACTTAGAATTGG-3*
3 FBXL17 3F 5°-TGTTAAGACGGTTTCTCTTTTGA-3* 498
FBXL17 3R 5-TGGGAACTATTTTTAACGTAACCA-3°
4 FBXL17_4F 5-TGTTTTAAGTTATGGATTGCTTACATT-3* 344
FBXL17 4R 5°-TTCGAAGGTTAGGAACAAAATGA-3°
: FBXL17 5F 5-AGTGGATGTAGGGTCAAGAGA-3° 399
FBXL17 SR 5-TGGTCTGACTGTCCCTTATTCA-3¢
6 FBXL17 6F 5°-TGTTGCCATTCAGATATTCACCA-3* 469
FBXL17 6R 5°-CAATTTGAAAAGGCACAGCTGT-3°
7 FBXL17_7F 5‘-CCATTAAAGAAGCTGTGGCATT-3¢ 219
FBXL17 7R 5°‘-GAAAGGATTAGGAAAATGGTTCA-3*
8 FBXL17 8F 5°-CGTTCATTTACACACAAAATTTCA-3¢ 300
FBXL17 8R 5°-TGTAGAAAGCAAACAACTTGATAGTC-3¢
9 FBXL17 9F 5°-AACAAGGCGAGGGCTCTT-3¢ 297
FBXL17 9R 5°-TCTGCTGAATGATCCCAGTG-3¢
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1. Apskai¢iuojama, kiek reikés PGR miSinio (3.2. lentelé) esamam
meéginiy skaiCiui, t. y. gausinamy DNR meéginiy skaifius + neigiama

kontrol¢ (dejonizuotas vanduo).

3.2 lentelée. PGR miSinys vienam méginiui atitinkamiems RTN4 ir FBXL17

amplikonams

Reagentas RTN4, 1 méginiui, pL | FBXL17, 1 méginiui, pL
Amplikonas 2-9 2 3,4 5-9
ddH,0 4,75 15,4 9,5 14,4
PGR reakcijos miSinys 6,25 - 12,5 -
gDNR matrica

(50-500 pg/mL) 1 ! . !
Pradmuo A+B

(10 pmol/pL) L 2 2 2
DMSO - - - 1
dNTP (2M) - 2,5 - 2,5
10x PGR buferis

+(NH,),SO, : 5 | - | %
MgCI2 - 1;5 - 115
Tag DNR polimerazé - 0,1 - 0,1
B_er.ldras reakcijos 13 o5 o5 o5
taris, pL

2. PGR misinys ruo$iamas steriliai, Saldanc¢iajame stovelyje. PGR misinys
iSpilstomas ] paruoStus 0,2 mL talpos mégintuvélius. | kiekvieng
mégintuvélj su misiniu jpilama 1 pL gDNR tirpalo. Bendras reakcijos
taris 13 (arba 25) uL.

3. Meégintuveliai sudedami j termociklerj, kur pagal atitinkamas sglygas
(3.3 lentelé¢) vykdoma PGR reakcija. Po reakcijos méginiai laikomi
+4 °C temperatiiroje. Atlikus PGR, reakcijos produktas tikrinamas
vykdant elektroforeze 1,5 % agarozes gelyje, siekiant jvertinti jo

specifiSkuma, kiek]j ir ilgj.
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3.3 lentelé. RTN4 ir FBXL17 amplikony PGR salygos

Etapas Temperatiira, °C Laikas Cikly skaicius
RTN4 | FBXL17 | RTN4 FBXL17 | RTN4 | FBXL17

Pradine 95 95 3min | 10min | 1 1

deantiiracija

Denatiiracija 95 95 30s 1 min

Pradmens 55 X" 30s | 1min | 30 30

prijungimas

Sintezé 72 72 45s 1 min

Papildoma | 2, 72 | 7min | 7min | 1 1

sinteze

Pabaiga 4 4 20 20 1 1

* — temperatiira priklausoma nuo pradmeny poros: 2 amplikonui — 60 °C; 3, 4,
8 amplikonams — 58 °C; 5, 6, 7, 9 amplikonams — 55 °C.

Elektroforezé 1,5 % agarozés gelyje

Elektroforezé — tai metodas, pagristas skirtingu teigiamai ir neigiamai

tkrauty miSinio komponenty judrumu tirpale, kuriuo leidZiama elektros srove.

Taikant §] metoda patikrinama, ar tiriami fragmentai po PGR pasigausino bei

koks jy specifiskumas. Elektroforezé vykdoma pagal toliau pateikta metodika.

1.

ParuoSiama forma geliui, jdedamos Sukutés platiems ar siauriems
takeliams formuoti.

1,5 % agarozés tirpalas paruoSiamas agarozés miltelius uzpylus 1XTBE
buferiu. Agarozé tirpinama mikrobangy krosneléje. Tirpalas
atvésinamas iki 60 °C temperatiiros.

] agarozés tirpalg jpilama 0,9 ar 1,8 uL etidzio bromido tirpalo
(10 mg/mL).

Paruostas agarozés tirpalas létai pilamas j sukonstruotg forma. Sustingti
(polimerizuotis) palieckama kambario temperattiroje ~30 min.

Geliui sustingus, atsargiai iStraukiamos Sukutés. Gelis perkeliamas
horizontalios elektroforezés sistema, kuri pripildyta 1XTBE buferio.

I gelio Sulinélius mikrodozatoriumi jpilamas PGR produktas ir 3x
jvedimo dazas DNR

(santykiu 2:1). Kaip kontrolé¢ leidziamas

molekulinés masés ir dydzio standartas.
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7. Elektroforezés sistema uzdengiama, prijungiamas srovés Saltinis.
Nustatoma tinkama jtampa (pagal gelj ir vonelés dydj). Elektroforezé
vyksta ~30 min.

8. Pasibaigus elektroforezei, gelis vizualizuojamas ultravioletingje Sviesoje
(302 nm), UV transiliuminatoriuje. Gelis analizuojamas EasyWin 32
geliy analizavimo programa, fotografuojamas. Gaunama
elektroforegrama.

Nustacius specifiSkus PGR produktus, toliau atliekama jy sekoskaita.

Sekoskaita

1 etapas. PGR produkto valymas Exo-SAP metodu
1. Apskai¢iuojama, kiek reikés Exo-SAP (Egzonukleazé I-Kreveciy
Sarminé fosfatazé) miSinio esamam méginiy skaiCiui. MiSinys
ruoSiamas pagal 3.4 lenteléje vienam meéginiui nurodytus reakcijai

reikalingy medZiagy tirius.

3.4 lentelé. Exo-SAP miSinys vieno méginio valymui

EX0-SAP miSinys Taris, pLL
TE buferis 1,80
SAP (1U/uL) 0,15
Exol (20U/uL) 0,05
Bendras miSinio tiiris 2,00

2. EXo-SAP miSinys iSpilstomas po 2 pL ] paruostus 0,2 mL
mégintuvélius. | kiekvieng mégintuvélj su miSiniu jdedama po 5 uL

PGR produkto. Bendras reakcijos tiris 7 L.

3. Meégintuveliai dedami | termociklerj, kur reakcija vyksta pagal
3.5 lenteléje nurodyta programa. Meéginiai laikomi +4 °C

temperatiroje.
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3.5 lentelé. PGR produkto valymo Exo-SAP misiniu reakcijos sglygos

Valymo Exo-SAP etapai | Temperatiira, °C Trukmeé
1. Inkubacija 37 40 min
2. Exol-SAP inaktyvacija 80 20 min
3. Pabaiga 4 2> ©

2 etapas. Cikliné sekoskaitos reakcija

1. Apskaic¢iuojama, kiek reikés sekoskaitos reakcijos misinio (3.6 lentelé)
esamam meéginiy skaiciui.

3.6 lentelé. Sekoskaitos reakcijos misinys vienam méginiui

Sekoskaitos reakcijos miSinys Turis, pL
ddH,0 3,15
5x Sekoskaitos buferis 1,40
Terminacijos miSinys 0,25
Pradmuo (A arba B) (10 pmol/uL) 0,20
Bendras miSinio tiris 5,00

2. Sekoskaitos reakcijos miSinys iSpilstomas po 5 uL j paruostus 0,5 mL
mégintuvélius. | kiekvieng mégintuvélj su misiniu jdedama po 2 pL

Exo-SAP produkto. Bendras reakcijos tiiris 7 pL.

3. Meégintuveliai dedami j termocikler;, kur reakcija vyksta pagal
3.7 lenteléje nurodyta programg. Méginiai laikomi -20 °C

temperatiiroje.

3.7 lentelé. Sekoskaitos reakcijos salygos

Sekoskaitos reakcijos etapai Tempf ratura, Trukmé Cl.kvl.u
C skaicius

1. Pradinis denatiiravimas 96 10s 1

2. Denatiiravimas 96 10s

3. Pradmeny prijungimas 50 5s 25

4. Sintezé 60 4 min

7. Pabaiga 4 20 1
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3 etapas. Sekoskaitos reakcijos produkto valymas etanoliu ir natrio acetatu

1. Apskai¢iuojama, kiek reikés miSinio esamam méginiy skaiciui

(3.8 lenteléje).

3.8 lentelé. MiSinys vieno méginio valymui etanoliu

Valymo etanoliu ir natrio acetatu Tiris, pL
misinys

Natrio acetatas 3M 3,0
96 % etanolis 62,5
ddH,0 14,5
Bendras miSinio tiiris 80,0

2. Misinys iSpilstomas po 80 puL | mégintuvélius su sekoskaitos reakcijos
produktu.

3. Meégintuvéliai inkubuojami 10 min tamsoje 25 °C temperatiiroje.

4. Po inkubacijos centrifuguojama 15 min 12000 aps/min.
VirSnuosédinis miSinys nupilamas, mégintuveliai  nusausinami
beplausémis servetélémis. Pilama po 200 puL 70 % Salto etanolio.
Mégintuvéliai kruopsciai purtomi 1min.

6. Centrifuguojama 5 min 12000 aps/min.

7. VirSnuosédinis miSinys nupilamas, meégintuvéliai nusausinami
beplausémis servetélémis, 5 min dziovinami 30 °C temperatiiroje
liofilizatoriuje. ki frakcionavimo, vykdant automatizuotg kapiliaring

elektroforezg, méginiai laikomi -20 °C temperatiiroje.

4 etapas. Tiesioginés nukleotidy sekos nustatymas frakcionuojant

automatizuotos kapiliarinés elektroforezés metodu

1. [ kiekviena mégintuvélj su liofilizuota DNR jdedama po 8 pL Hi-Di™
formamido. Kruopsciai pipetuojama ir perkeliama j sekoskaitos
plokstele. Centrifuguojama 1 min 1500 aps/min.

2. Méginiai, esantys plokstel¢je, denatiruojami 4 min 95 °C
temperatiiroje, atSaldomi ir dedami ] genetinj analizatoriy 3130xI

Genetic Analyzer, pries tai paspaudus prietaiso mygtuka TRAY.
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3. 3130xI Data Collection v3.0 kompiuterinéje programoje Sukuriamas
sekoskaitos protokolas.
a. Plokstelés analizés protokolo ruosimo vadove (Plate manager
skiltis), pasirinkus New, nurodoma:
I. Analizés pavadinimas;
Il. Analizés paskirtis (Application): Sequencing Analysis;
iii. Plokstelés tipas (Plate type): 96-Well;
Iv. Atlikimo vieta (Owner): MGC;
v. Tyréjas (Operator): tyréjo inicialai;
vi. Baigiama OK paspaudimu.
b. Atsidariusiame lange Sequencing Analysis Plate Manager
Editor, nurodoma:
I. Méginio pavadinimas (Sample Name);
Il. Rezultaty grupé (Results groupl): Ausra;
lii. Instrumento operacijy protokolas (Instrument Protocol 1):
SEQ_STD;
Iv. Analizés  protokolas (Analysis Protocol 1):
3130POP7_BDTv3-KB-Denovo v5.2;
v. Kirimas baigiamas OK paspaudimu.
c. Skiltyje Run Scheduler paspaudus Find all surandamas sukurtas
plokstelés protokolas.
d. Sukurtas plokstelés protokolas susiejamas su analizatoriumi
naudojant Link funkcija.
e. PaleidZziama elektroforezé Run paspaudimu.

4. Vykdoma automatiné kapiliariné elektroforezé POP-7™

polimere
(prietaiso protokolo modulis nurodytas 3.9 lenteléje). Elektroforezés
eigai naudojama 3130xl Data Collection v3.0 kompiuteriné programa.
Elektroforegramai analizuoti naudojama Sequencing analysis v5.2

kompiuterin¢ programa.
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3.9 lentelé. 3130xl sekoskaitos prietaiso protokolo modulis POP-7™

polimerui, RapidSeq36_POP7_1

Nr. | Parametro pavadinimas Reik§meé | Intervalas
1 | Bloko temperatiira 60 int 18...65 °C
2 | Kapiliary uzpildymo tiiris 6500 | 6500...38000 zingsniy
3 | Srovés stabilumas 5 int 0...2000 UA
4 | Jtampa iki eigos 15 0...15kV

5 | Laikas iki eigos 180 1...1000 s

6 | Injekcijos jtampa 1,2 1...15kV
7 | Injekcijos laikas 23 1...600 s

8 | Itampos Zingsniy skaiCius 20 1...100 nk

9 | Itampos Zingsnio intervalas 15 1...60s

10 | Duomeny uZzlaikymo laikas 120 1...3600 s

11 | Eigos jtampa 8,5 0...15kV

12 | Eigos laikas 2780 | 300...14 000 s

5 etapas. Sekoskaitos rezultaty interpretavimas

Pirminj sekos nustatyma atlicka programa Sequencing analysis
v5.2. Gaunamas grafinis spalvotas nukleotidy sekos vaizdas (piky grafikas),
kur kiekvienas nukleotidas zymimas tam tikra spalva: A — zalia, T — raudona,
G — juoda, C — mélyna. Kompiuteriné programa vieng pika vertina kaip vieng
atitinkamg nukleotidg. Rezultatai interpretuojami atliekant sekoskaitos metodu
nustatyto DNR fragmento nukleotidy sekos palyginimg su referentine tokio
DNR fragmento seka, pateikiama Ensembl duomeny bazéje (GRCh37; RTN4
geno seka ENSG00000115310, pradmenys kurti pagal DNR nuorasg RTN4-
001 ENSTO00000337526; FBXL17 geno seka ENSG00000145743, pradmenys
kurti pagal DNR nuorasg FBXL17-201 ENST00000542267).

Vienguby piku kreivé gaunama, Kkai: analizuojama nukleotidy
seka yra tapati referentinei nukleotidy sekai; tiriamasis DNR fragmentas yra
homozigotinis ar hemizigotinis pagal nukleotidy sekos pokytj. Dviguba pika
turinti kreivé gaunama, kai tiriamas DNR fragmentas yra heterozigotinis paga
| pakaita. Nejskaitoma kreiveé (visi pikai dvigubi) 3' kryptimi nuo tam tikro
piko gaunama, kai tiriamasis DNR fragmentas yra heterozigotinis pagal iskrita

ar intarpa.
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IV PRIEDAS. Darbo su GenomeStudio™ aprasas

Tyrimo projekto sukiirimas

1.

Atidaroma programa GenomeStudio ', File direktorijoje pasirenkama
naujo projekto sukiirimo funkcija New Project ir pasirenkama kurti
projekta genotipavimo modulyje Genotyping.

Atsidariuso lango Projects Repository laukelyje nurodoma, kur bus
iSsaugotas sukurtas projektas; Project Name laukelyje — norimas
projekto pavadinimas; pasirenkama Next.

Pazymima Use sample sheet to load sample intensities ir pasirenkama
Next.

Atsidariusio lango atitinkamame laukelyje nurodoma prasomos bylos
vieta:

a. Meéginiy sgraso Sample Sheet (.csv plétinys) direktorija;

b. Duomeny intensyvumo byly direktorija Data Repository;

c. Lusto VNP identifikatoriy bylos (.bpm plétinys) direktorija
Manifest Repository.

Pasirenkama Next.
Atsidariusiame lange varnele pazymima Import cluster positions from a
cluster file.

a. Pazyméjus aktyvuojamas laukelis, kuriame nurodoma VNP
Klasterizavimui skirtos bylos Cluster File (.egt plétinys)
direktorija.

b. Project Settings/Project Creation Actions skiltyje pazymimos
reikalingos funkcijos:

I. VNP klasterizavimo Cluster SNPs;
Ii. Méginiy ir VNP statistikos skai¢iavimo Calculate Sample
and SNP Statistics;
iii. Paveldéjimo skaiCiavimo (galimas esant giminingiems

tiriamiesiems) Calculate Heritability;
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Iv. Nustatoma parametro Gen Call Threshold slenkstiné verté
0,15 (Gen Call jvertis nustato méginio duomeny ir
Klasterio atitikima).
c. Pasirenkama Finish ir pradedamas generuoti projektas.
7. Programai GenomeStudio  baigus darba, sukuriamas projektas plétiniu

.bsc.

Méginiy, genotipuoty VNP ir genotipavimo proceso kokybés kontrolé

Kokybeés kontrolé sukurtame GenomeStudio™ projekte atliekama
keliais etapais. Visi toliau minimi kokybés vertinimo lygmenys ir naudojami
kriterijai pateikiami 4.1 lenteléje. NetenkinancCius kriterijy méginius reikia
pasalinti 1§ sukurto projekto ir pakartoti eksperimenta, VNP — jei jmanoma,
pakoreguoti rankiniu biuidu, taciau jei vis tiek netenkina kriterijy — pasalinti i$

sukurto projekto. Kokybés kontrolés pagrindiniai etapai:

1. Vertinama gauty skenavimo vaizdy kokybé. Nustacius netinkamag
kokybe, galima atlikti pakartotinj to paties lusto skenavimg arba
pakartoti eksperimentg. Taciau prie§ kartojant eksperimentg verta atlikti
toliau pateikiamas kokybés kontrolés procediiras.

2. Sukiirus genotipavimo projekta GenomeStudio pirmiausia atliekamas
méginiy kokybés jvertinimas méginiy lenteléje (Samples table).

3. Jvertinus meéginiy kokybe, atlieckamas genotipuoty VNP kokybés
vertinimas VNP lenteléje (SNP table).

4. Vertinamas genotipavimo procesas, kurio rezultatai pateikiami grafiskai
GenomeStudio .

Pagal aptartus kokybés kontrolés etapus ir 4.1 lenteléje nurodomus kriterijus

Siam tyrimui naudoty duomeny kokybés vertinimas pateikiamas 4.2 lenteléje.
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4.1 lentelé. Méginiy, genotipuoty VNP ir genotipavimo proceso vertinamieji

kokybés kontrolés kriterijai ir jy reikSmés

KOKYBES VERTINIMAS
MEGINIU
Kriterijus Angl. Reik§més ReikSmiy slenkstiai
terminas
Genotipy kokybés Call’ rate 0-100 > 99 (kai kuriuose Illumina

klasifikavimo santykis

dokumentuose nurodoma ~98)

95 A'ir B alelio p95Grn, Fluorescencijos Svarbu, kad biity daugiau uz
intensyvumo procentilis p95Red intensyvumo vienetai bazin] fluorescencijos lygj
10 procentilis GenCall > 0,15; < 0,2 laikomi
‘ .E,m. p10GC 0-1 nepavykusiais; > 0,7 laikomi
erksmiy labai geros kokybés
Vertinama esant giminingiems
) Heritability asmenims. Esa'nt. k.laldq pvatlkrlntl
Paveldéjimo klaida error informacija méginiy saraso
byloje, nenustacius neatitikéiy,
pasalinti méginj i§ analizés
. Grafinis méginiy genotipy | Grafike jvertinami labiausiai
Méginiy grafikas Sample graph vaizdavimas atsiskyr¢ méginiai
GENOTIPUOTU VNP
. . . Call frequency, . 0/ et 11
Klasifikavimo daZnis Call Freq 0-1 > 0,99, taikoma 1 % taisyklé
. Heritability Esant klaidy, perzitréti ir $alinti
Paveldéjimo Klaida error 0> tuos VNP, kurie turi daug klaidy
Kuo Kklasteriai labiau nutole nuo
VNP Kklasterio kokybés GenTrain 01 idealiy normalizuoty 6 ver¢iy (0;
jvertis score 0,5; 1), tuo GenTrain reikSmé
yra arciau nulio
0, pertekliaus néra; vertinti (-
. . 0,3)-0,2 ribose, t. y. perziaréti
Heterozigoty perteklius Het excess (-1)-1 tu0s jrasus, kurie > 0.2, ir tuos,
kurie < (-0,3)
VNP genotipy klasteriy - Vertinti esancius <0,4, visus
atsiskyrimas ClusterSep 0-1 <0,27 anuliuoti
. 0,5 (heterozigotos), t. y. siekiama
A8 Klasterlo centro 6 AB T Mean 0-1 verté; perzitréti tuos, kurie yra
verte intervaluose 0-0,2 ir 0,8-1
AB I‘<Iaster|o centro R AB R Mean 0> Netinkami yra Zemo
verté** intensyvumo
Minor allele
. . .. frequency, < 0,1 (perzitréti dél apgaulingy
Retesnio alelio daZnis Minor Freg, 0-1 homozigoty)
MAF

X chr. vyry grupéje

Neturéty biti heterozigotiniy
reik§miy

GENOTIPAVIMO PROCESO
NB! Zemiau, visur vertinamas fluorescencijos intensyvumas
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4.1 lentelés tesinys

Kriterijus tefnq%']é . Reikimés Reiksmiy slenksgiai
Relative 3 Daugelig gtvejq.reikia zitiréti
Santykinis intensities Zemas < 150000 < konkreg¢iai, nes ir >5000
intensyvumas . aukstas intensyvumas gali biti
evaluation vertinamas kaip aukstas
Intensyvumas:
Dazymo efektyvumas,
Staining kiekvieno C!aio (r_au(_iono
DazZymas Control — DNP; zalio — Biotin)
HIGH kontrolés turi biiti
auksto intensyvumo ,,Biotin (High)* kontrolés
- aukstas; kity trijy — Zemas
g Nukleotidinés bazés
5 pratgsimo reakcijos
Nukleotidinés % Extention efektyvumas, nukleotidy
bazés pratesimas < | Control atitinkamo dazo
i fluorescencijos G, C — aukstas
= intensyvumas A, T - Zemas
; DNR matricos atjungimo Intensyvumas:
Z |1 arget efektyvumas po
Taikinio =] Removal nukleotidinés bazés
pasalinimas Z Control pratgsimo reakcijos,
S kontrolés tik zalio dazo 7
= sistemoje emas
5
Z, DNR hibridizacijos
o Hybridization | Cfektyvumas pagal triju
Hibridizacija Control koncentracijy sintetines Trys lygiai:
DNR, kontrolés tik Zzalio Juodas — Zemas
dazo sistemoje Meélynas — tarpinis
Zalias — aukstas
. DNR ,,atkiirimo*
. Restoration .
Atkarimas Control e.felftyyumavs, kontroles Zemas (aukstas tik tuo atveju, jei
R SR Nl naudotas Infinium HD FFPE
Restore Kit)
Hibridizacijai vertinti: Intensyvumas:
PM (Perfect Match)—
Atitikimas, Stringency visiSkas atitikimas; MM
tikslumas Control (Mis-Match) —
9 neatitikimas; kontrolés tik
(E: raudono dazo sistemoje PM ir MM Femas
= Meéginiy kokybés ir Intensyvumas:
§ rinkinio specifiSkumo
. jvertinimas; zymenys
sy E N_on-_Speuflc iukurti bakter}i;'?;l sel};q
SpecifiSkumas o Binding indu. todel. iei
@ | Control pagrnau, tode’, Jet
- rezultatas specifiskas, .
E intensyvumas turi bati Zemas
Zemas
E Intensyvumas:
Non- Méginiy ir genotipavimo
Polimorfi§kumas Polymorphic K eginiy Ir genotip
Control okybés jvertinimas

C, G — aukstas
A, T — Zemas

*GenomeStudio™ atlieka genotipy calling arba kokybés klasifikavimo procediira, kuri yra pagrista Bajeso
modeliu (pgl. llumina GenCall Data Analysis Software Technote), **Vertinama normalizuotose polinése
koordinatése, ® — intensyvumo tasko kampas nuo X-asies, R — intensyvumas, spalvos zalia ir raudona nurodo
aktualig fluorescencijos spalving sistema.
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4.2 lenetelé. Tyrimui naudoty duomeny GenomeStudio™ programa sukurto

projekto kokybés vertinimas

KOKYBES VERTINIMAS

MEGINIU

Kriterijus

Angl. terminas

Pastabos

Genotipu kokybés santykis

Call rate

Intervale 0,97-100; 0,97 priimtina, kadangi kiti
kriterijai atitinka geros kokybés reikalavimus;
visi méginiai tinkami

95 A ir B alelio intensyvumo
procentilis

p95Grn, p95Red

Raudonas 3874-9931; Zalias 3002-7751; kokybé
tinkama

> 0,7 (visi méginiai tinkami); LTG-1075

10 procentilis GenCall reik§miy pl0GC netinkamas (0.4)

Paveldéjimo klaida P-P-C Error Rate | Intervale 0-0,07; kokybé tinkama

Meéginiy grafikas Sample graph Visi méginiai tinkami; LTG-1075 netinkamas
GENOTIPUOTU VNP

Klasifikavimo daZnis

Call frequency,
Call Freq

Intervale 0,13-1; pagal 1 % taisykle, visi, kurie <
0,9845, yra eliminuojami, pasalinta 10262 VNP

Paveldéjimo klaida

Heritability error

Rep = 0 (tinkama); P-C kl. = 0 (tinkama); P-P-C
kl. yra, zitréti pagal poreikj

VNP Kklasterio kokybés jvertis

GenTrain score

Intervale 0,35-0,98; kokybé tinkama

< (-0,3) yra 31 VNP, perziaréta, tinkami; > 0,2

Heterozigoty perteklius Het excess yra 25 VNP, perzitréta, tinkami (vertinta atmetus
X, XY, Y, 0 chromosomas, jos vertintos atskirai)
Pasalinti < 0,27 arba jvertinus palikti kaip

VNP genotipy klasteriy ClusterSep tinkami; 0,27 < x < 0,4 nustatyti 2128 atvejai, visi

atsiskyrimas perzitiréti, kai kurie koreguoti ir palikti kaip
tinkami, kai kurie anuliuoti
Perzitiréta; < 0,3 yra 2209 VNP, taciau < 0,2 yra

AB klasterio centro 0 verté AB T Mean 30, jvertinti kaip tinkami; > 0,7 yra 6722 VNP,
tatiau > 0,8 néra; kokybé tinkama

AB klasterio centro R verté AB R Mean Intervale 0,16-4,85; < 0,145 anuliuoti

Retesnio alelio dazZnis Minor Freq Autosomose yra 140839 VNP, kuriy MAF <01,

taciau maziau negu 0,001 néra

Xir Y chr. vyry grupéje

Y chr. jvertinti 1372 Zymenys, pakoreguoti visi
VNP, kurie netinkami; X chr. Zymeny yra 17814,
i§ jy 14036 yra tokie, kuriy AB daznis nelygus 0.
Rekomenduojama analizei eliminuoti
heterozigotines reikSmes. Yra 463 XY (PAR)
VNP, kuriy kokybé tinkama

GENOTIPAVIMO PROCESO

DaZymas

Staining Control

Nukleotidinés bazés pratesimas

Extention Control

Taikinio pasalinimas

Target Removal
Control
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Intensyvumas:

> 2000 (visi méginiai tinkami); LTG-1075
netinkamas
Intensyvumas:

> 2000 (visi méginiai tinkami); LTG-1075
netinkamas

Intensyvumas:

<200 (visi méginiai tinkami); LTG-1075
netinkamas




4.2 lentelés tesinys

Kriterijus Angl. terminas Pastabos
Intensyvumas:
Hibridizacija E'ygtr;d:zatw” 3~2000;
ontro M ~3000-7000;
7 ~ 5000-12000; (visi méginiai tinkami);
LTG-1075 netinkamas
Intensyvumas:
Atkiirimas (R:est:)ra;tlon
ontro < 500 (visi méginiai tinkami); LTG-1075
netinkamas
Intensyvumas:
s . Stringency
Atitikimas, tikslumas Control
Vertinama tik sistema
Intensyvumas:
Non-Specific
SpecifiSkumas N
Binding Control
9 <400 (visi méginiai tinkami); LTG-1075
netinkamas
Intensyvumas:
Polimorfiskumas Non-Polymorphic

Control

> 3000 (visi méginiai tinkami); LTG-1075
netinkamas

® — intensyvumo taSko kampas nuo X asies, R — intensyvumas, spalvos zalia ir raudona nurodo aktualia
fluorescencijos spalving sistema.

Ivesties bylu kiirimas treciy Saliy programoms

[vertinus tyrimo duomeny kokybe, pagal poreikj tolesnei analizei
atlikti treciy Saliy sukurtais programiniais jrankiais (angl. 3rd party tools) yra
kuriamos jvesties (angl. input) bylos. Genotipavimo rezultaty tolesnei analizei
Siame darbe buvo naudotas viso genomo asociacijy analizés programinis
atviros prieigos jrankiy paketas PLINK v1.07 (Purcell S et al., 2007; prieiga
internete http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/).

[vesties bylos kuriamos GenomeStudio™ tyrimo duomeny
projekte.

1. GenomeStudio” tyrimo duomeny projekte psirenkama Analysis >
Report Wizard= Custom Report - PLINK Input Report 2.1.3 by
Illumina, Inc. From Illumina, Inc.

2. Pasirenkama jvesties bylos parametrai Report Input Parameters:

a. Analizés tipas Analysis Type: Association;
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b. Komandy vykdomasis kelias ExePath: c:\plink\plink-1.04-
dos\plink.exe;

c. Genealogijos byla PedigreeFile: ”-,,;

d. Fenotipiniy pozymiy byla TraitDataFile: -,,;

e. Naudojama Illumina DNR grandinés kodavimo sistema
UseForwardStrand: False.

Pasirenkama Next.

Pazymima Selected samples ir pasirenkama Next.

Pazymima Remove zeroed SNPs from the report ir pasirenkama Next.

o 0o bk~ w

Atsiradusio lango laukelyje Output Path nurodoma jvesties bylos
saugojimo direktorija, laukelyje Report Name - jvesties bylos
pavadinimas. Pasirenkama Finish.

GenomeStudio” sukuria 5 bylas, i§ kuriy pagrindinés yra .map ir .ped plétiniai.
ApraSytuoju principu yra sukuriamos jvesties bylos visoms pageidaujamy

tirlamyjy grupiy imtims.
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