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SANTRUMPU SARASAS

3'NTS — 3' netransliuojama sritis (angl. 3' UTR, 3' Untranslated Region)
5'NTS — 5' netransliuojama sritis (angl. 5' UTR, 5' Untranslated Region)

A — Aukstaitija

AMOVA - molekulinés jvairovés analizé (angl. Analysis of Molecular
Variance)

ASW — Afrikos kilmés Siaurés Ryty JAV gyventojai (angl. African Ancestry in
Southwest US)

bp — baziy pora (angl. base pair)

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

CHB — kiny populiacija i$ Pekino miesto, Kinija (angl. Han Chinese in Bejing,
China)

CHD — kiny populiacija i§ Denverio miesto, Koloradas (angl. Chinese in
Metropolitan Denver, Colorado)

CHS — kiny populiacija i$ Piety Kinijos (angl. Southern Han Chinese, China)
CLM — kolumbieciy populiacija i§ Kolumbijos (angl. Colombian in Medellin,
Colombia)

CV — daznas sekos variantas (angl. Common variant) MAF >5 %

db — duomeny bazé (angl. database)

DNR - deoksiribonukleortgstis (angl. DNA, Deoxyribonucleic Acid)

FIN — suomiy populiacija i$§ Suomijos (angl. Finnish in Finland)

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

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

HVR — mtDNR hipervariabilus regionas (angl. Hypervariable Region)

IBS — Iberijos regiono populiacija i§ Ispanijos (angl. Iberian populations in
Spain)



ISOGG — Tarptautiné genetinés genealogijos draugija (angl. International
Society of Genetic Genealogy)

YRI — joruby populiacija i§ Nigerijos (angl. Yoruba in Ibadan, Nigeria)

JPT — japony populiacija i§ Japonijos (angl. Japanese in Tokyo, Japan)

kb — kilobazé, 1 000 nukleotidy (angl. kilobase)

LD — nepusiausvira sankiba, aleliy asociacija (angl. Linkage Disequilibrium)
LFV — retesnis sekos variantas (angl. Low-frequency Variant) MAF 0,5-5 %
LWK - luchjy populiacija i§ Kenijos (angl. Luhya in Webuye, Kenya)

MAF — retojo alelio daznis (angl. Minor Allele Frequency)

Mb — megabazé, 1 000 000 nukleotidy (angl. Megabase)

MDS — daugiamaciy skaliy metodas (angl. Multidimensional Scaling)

MKK — Kinyawa masajy populiacija i§ Kenijos (angl. Maasai in Kinyawa,
Kenya)

MtDNR — mitochondrijy genomo DNR (angl. mtDNA, Mitochondrial DNA)
MXL/MEX — meksikie¢iy kilmés Los Andzelo gyventojai (angl. Mexican
Ancestry in Los Angeles, California)

Ne — efektyvus populiacijos dydis (angl. Effective Population Size), idealios
populiacijos, kuriai budingas geny dreifas lygus tiriamos populiacijos geny
dreifui, dydis

NJ — artimiausiy kaimyny jungimu paremtas klasterizavimo metodas (angl.
Neighbor Joining)

np — nukleotidy pora (angl. Nucleotide Pair)

NRY — nerekombinuojanti Y chromosomos dalis (angl. Non-recombining
Region of the Y chromosome)

nt — nukleotidas (angl. Nucleotide)

PA — Piety AukStaitija

PAR — pseudoautosominis regionas (angl. Pseudoautosomal Region)

Pl — pasikliovimo intervalas (angl. Cl, Confidence Intervals)

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

PKA — pagrindiniy komponenc¢iy analizé (angl. PCA, Principal Component
Analysis)



PL — paskutinysis ledynmetis, pasibaiges pries ~11 700 mety (angl. LGM, Last
Glacial Maximum)

PUR — puerto rikie¢iy populiacija i§ Puerto Riko (angl. Puerto Rican in Puerto
Rico)

PZ — Piety Zemaitija

RA — Ryty Aukstaitija

rCRS — Kembridzo referentiné mtDNR seka, NC 012920.1, GI:251831106
(angl. Revised Cambridge Reference Sequence)

RNR - ribonukleortigstis (angl. RNA, Ribonucleic Acid)

rRNR — ribosominé ribonukleortigstis (angl. rRNA, Ribosomal Ribonucleic
Acid)

RSRS - rekonstruota zmogaus referentiné mtDNR seka (angl. Reconstructed
Sapiens Reference Sequence)

RV — retas sekos variantas (angl. Rare Variant) MAF <0,5 %

SN - standartinis nuokrypis (angl. SD, Standard Deviation)

SZ — Siaurés Zemaitija

TMRCA — laikas iki artimiausio bendro protévio (angl. Time to Most Recent
Common Ancestor)

tRNR — transportiné ribonukleoriigstis (angl. tRNA, Transport Ribonucleic Acid)
TSI — Toskanos regiono populiacija is Italijos (angl. Toscani in Italy)

TTKS - trumpos tandeminés kartotinés sekos (angl. STR, Short Tandem
Repeats)

UEP — vienetiné DNR sekos pakaita (angl. Unique Event Polymorphism)

VA — Vakary AukStaitija

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas (angl. SNP, Single Nucleotide
Polymorphism)

VU MF ZMGK - Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Zmogaus ir
medicininés genetikos katedra

VZ — Vakary Zemaitija

7 — Zemaitija



1. JVADAS

Genetinés jvairovés skirtumai nustatomi ne tik tarp populiacijy 18 skirtingy
zemyny (Henn et al. 2010) ar to paties zemyno (Nelis et al. 2009), bet ir
populiacijos viduje (Jakkula et al. 2008). Nevienodg geneting jvairove tarp
populiacijy ir jy viduje lemia kalbiniai, kult@iriniai ar geografiniai skirtumai.
Pastarasis, manoma, gali biti viena i$ pagrindiniy esamo skirtingo populiacijy
genetinio fondo priezas¢iy. Tiriant populiacijy struktiira naudojami skirtingi
genetiniai zymenys: (1) Y chromosomos haplogrupés ir haplotipai; (2) mtDNR
haplogrupés ir haplotipai; (3) tolygiai po visg genoma pasiskirste dazni variantai;
(4) koduojancios genomo dalies, egzomo, DNR sekos variantai. Tiriant daugiau
genetiniy Zymeny ir pasirinkus tinkamus duomeny kokybés parametrus galima
nustatyti tarp artimy populiacijy ar populiacijos viduje esamus mazus genetines
jvairovés skirtumus. Nejvertinti genetinés jvairoveés skirtumai tarp populiacijy
ar jy viduje gali lemti potencialiai klaidingai teigiamus rezultatus ir iSvadas apie
tiriamg populiacijg. Nustatyti tiriamos populiacijos genetin€s jvairoves
skirtumai yra svarbiis tiriant mazas imtis ar tyrimams, kuriy tikslas rasti mazus
genetiniy varianty efektus. Pastaraisiais tyrimais nustatyta arba nenustatyta
asociacija tarp genetinio veiksnio ir pozymio gali biiti d¢l nejvertinty esamy
genetinés jvairoves skirtumy tiriamoje populiacijoje.

Ankstesniy tyrimy analizés rezultatai parodé Piety AukStaitijos statistiSkai
reikSmingus skirtumus nuo likusiy etnolingvistiniy grupiy, remiantis dviejy i
12 tirty kraujo grupiy sistemy (P, LW) P1 ir LWP aleliy dazniy pasiskirstymu.
Taip pat statistiskai reikmingi skirtumai nustatyti tarp Siaurés Zemaitijos ir
Piety Aukstaitijos, remiantis Alu TPA25 pasiskirstymu tirtoje lietuviy
populiacijoje (Kucinskas 2001). Remiantis mtDNR ar Y chromosomos
haplogrupiy ir haplotipy pasiskirstymu, Statistiskai reik§mingy skirtumy tarp

Naujumas. Sis darbas, remiantis detaliau nustatyta mtDNR,
Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy jvairove ir pirma kartg tolygiai po

genoma pasiskirsciusiy ir egzomo DNR sekos varianty pasiskirstymu, jvertina



SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy geneting struktiirg, taip pat lietuviy
populiacijos padétj kity analizuoty populiacijy atzvilgiu. Pirma kartg pateiktas
darbo metu naudoty skirtingy genomo Zymeny, pritaikyty populiacijos struktarai
nustatyti, palyginimas.

Aktualumas. Darbo metu gauti rezultatai papildo ankstesniy tyrimy
rezultatus ir taps pagrindu tolesniems lietuviy populiacijos genetinés struktiiros
tyrimams. Lietuviy populiacijos genetinés struktiiros nustatymas, analizuojant
daugelio genomo Zymeny aleliy pasiskirstyma, bus aktualus kitiems
planuojamiems ar vykdomiems lietuviy populiacijos tyrimams, kuriy strategijos
sudarymui ir rezultatams svarbus esamas netolygus genetinés jvairoveés
pasiskirstymas. Siame darbe, naudojant visame pasaulyje placiai taikomus
naujos kartos metodus, gauti duomenys ir rezultatai suteikia galimybe palyginti
lietuviy populiacija su kity populiacijy naujausiais duomenimis. Analizuojant
iSsamius duomenis, galima jvertinti mazus skirtumus tarp kaimyniniy
populiacijy, pastaryjy jtaka lietuviy populiacijos genetinio fondo formavimuisi
ar reikSmingus lietuviy populiacijos istorijos jvykius. Turimi duomenys, taikant
naujos kartos technologijas, skatinty bendradarbiauti su kitomis tarptautinémis
mokslininky grupémis atliekant pasaulinius tyrimus.

Testinumas. Tolygiai prapléstos tirlamyjy imties skirtingy genomo Zymeny
molekuliniai genetiniai tyrimai leisty patikslinti ir (ar) patvirtinti Sio darbo
gautus rezultatus. Y chromosomos filogenetinio medzio dazniausiy haplogrupiy
(N1cl ir Rlala) detalesni tyrimai suteikty galimybe¢ geriau jvertinti $iy grupiy
plitimo j dabarting Lietuvos teritorija ar jos viduje. Pirmieji bendrosios lietuviy
populiacijos plataus masto ir egzomo sekoskaitos tyrimai ne tik suteikia naujos
informacijos, bet ir iskelia daug naujy klausimy. Siems klausimams spresti
reikalingi didesnés imties tyrimai ir nauji duomeny analizés metodai. Vilniaus
universiteto Medicinos fakulteto Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje
idiegti naujos kartos metodai suteikia galimybe kurti lietuviy populiacijos

referentinio genomo duomeny bazg.
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Tikslas
Jvertinti lietuviy populiacijos genetine struktiirg ir padétj kity populiacijy

atzvilgiu, naudojant informatyvius Zmogaus genomo Zymenis.

UZdaviniai

(1) Nustatyti ir jvertinti lietuviy populiacijos viding geneting struktiirg ir padétj
kity populiacijy atzvilgiu pagal Y chromosomos genetinius zymenis.

(2) Remiantis mitochondrijy DNR genetiniais Zymenimis, nustatyti ir jvertinti
lietuviy populiacijos viding genetine struktiirg ir padétj kity populiacijy
atzvilgiu.

(3) Naudojant tolygiai po visg branduolio genomg pasiskirs¢iusius genetinius
zymeniS, nustatyti ir jvertinti lietuviy populiacijos viding geneting
struktiirg ir padéty kity populiacijy atzvilgiu.

(4) Nustatyti egzomo, koduojancios branduolio genomo dalies, sekos varianty
pasiskirstyma tirtoje lietuviy populiacijoje.

(5) Palyginti tarpusavyje lietuviy populiacijos genetinés struktiiros analizei

naudotus genomo Zymenis.

Ginamieji teiginiai

(1) Lietuviy populiacija pasizymi homogeniskumu — skirtumai tarp grupiy,
sudaryty remiantis geografine Lietuvos etnolingvistiniy grupiy padétimi,
sudaro <2 %.

(2) Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy genetiné jvairové pasiskirsto
pagal Siaurés—piety asj, mtDNR haplogrupiy ir haplotipy — vakary—ryty asj
tirtoje lietuviy populiacijoje.

(3) Tolygiai po genoma pasiskirsé¢iusiy VNP aleliy jvairovei biidinga Siaurés
vakary—pietry¢iy asis tirtoje lietuviy populiacijoje.

(4) Genetiniai atstumai tarp lietuviy ir kity analizuoty populiacijy priklauso
nuo geografiniy atstumy, t. y. populiacijy tarpusavio geografinés padéties.

(5) Skirtingy genomo zymeny aleliy jvairové pasiskirsto netolygiai tirtoje

lietuviy populiacijoje.
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Darbo aprobacija

Darbo rezultatai paskelbti dviejuose periodiniuose ir viename specialiame

mokslo Lietuvos recenzuojamuose leidiniuose, taip pat dvejuose uzsienio ISI

leidiniuose, pristatyti SeSiose mokslinése konferencijose.
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2. TYRIMU APZVALGA

2.1. Dabartinés Lictuvos teritorijos populiacijos formavimasis

Galimybé apgyvendinti Lietuvos teritorijg atsirado tik po paskutiniojo
ledynmecio (PL, angl. LGM, Last Glacial Maximum) pabaigos, t. y. pries
11—12 takst. mety. Dabartinés Lietuvos teritorijoje po PL pirmieji buvo paleolito
eros gyventojai. Keliamos dvi balty genciy teritorijos pirmyjy gyventojy
hipotezés: (1) pirmieji apgyvendino nezinomos kilmés gyventojai, t.y. ne
finougrai ar indoeuropieciai; (2) pirmieji apgyvendino Uralo kalby grupei
priklause gyventojai (Laitinen et al. 2002). Aktyvus neolito kultiiros plitimas
Lietuvos teritorijoje prasidéjo pries 3 500—6 500 mety (Rimantiené 1996).
Mezolito ir neolito laikotarpiais vykes balty genéiy formavimasis,
indoeuropie€iy paplitimas ir Neolito kultiros plitimas dabartinés Lietuvos
teritorijoje lieka neaiSkus, nes antropologiniai radiniai 1§ Siy laikotarpiy reti
(Butrimas et al. 1985). Manoma, kad balty genciy formavimasis, remiantis
kalbos ir archeologiniais tyrimais, prasidéjo prie§ ~5 000 mety. Jtaka ir rySiai su
kaimyninémis populiacijomis néra iki galo aiSkiis. Archeologiniy paminkly
tyrimai rodo, kad finougry jtaka balty gentims buvo minimali (Rimantiené
1996). Slavy genciy invazija prasidéjo pries 1 500 mety ir padalino balty
apgyvendintg teritorijg i vakaring dalj — Priisija, Lietuva, Latvija, ir ryting, kurios
gentys buvo asimiliuotos slavy populiacijos (Zinkevicius 1996). Artimy balty
genciy jungimasis, lémes ir dabartinés Lietuvos kalbos formavimasi, prasidéjo
pries ~1 000 mety. Vélesniu laikotarpiu dé¢l valdymo formos gyventojy minimali
migracija 1émé Lietuvos etnolingvistiniy grupiy — Siaurés, piety, vakary

zemaiCiy ir ryty, piety, vakary aukstai¢iy — susiformavima.
2.2. Populiacijy tyrimai naudojant Y chromosomos DNR Zymenis

2.2.1. Y chromosoma

Y chromosoma, perduodama tik vyriskaja linija, t. y. i§ tévo stinui, sudaro
daugiau nei 59 milijonai baziy pory (Mb, angl. Megabase), t. y. 2-3 %

haploidinio zmogaus branduolio genomo. Siuo metu Y chromosomoje yra
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nustatyti 72 polipeptidus koduojantys, 57 trumpy ir 70 ilgy RNR koduojanciy
geny, 346 pseudogenai ir 378 554 trumpi sekos variantai (2.1 pav.) (Flicek et al.
2014). Skiriamos dvi Y chromosomos dalys: pseudoautosominiai regionai
(PAR, angl. Pseudoautosomal Region), esantys abiejuose Y chromosomos
galuose (PAR1 ir PAR2), ir nerekombinuojantis regionas (NRY, angl.
Non-recombining Y). PAR1, 26 Mb ilgio Y chromosomos trumpojo peties
regionas, ir PAR2, 400 kilobaziy (kb, angl. kilobase) ilgio Y chromosomos
ilgojo peties regionas, turi homologinius PAR regionus X chromosomoje, tarp
kuriy vyksta rekombinacija apsikeic¢iant genetine informacija vyriskosios
mejozés metu (Freije et al. 1992; Rappold 1993). NRY, nedalyvaujantis
rekombinacijoje vyriskosioS mejozés metu, sudaro 95 % Y chromosomos
(Tilford et al. 2001).

Baltymus Trumpas RNR Ilgas RNR . GC % L
. . . . . . Pseudogenai Sekos variantai
koduojantys genai koduojantys genai koduojantys genai

Kartotinés sekos
(\ettas2 :’?
¥
P12 F
b

q11.21

Y chromosoma

q11.221

411,222
q11.223

q11.23 B

1ol il

qi2

|L

- 4 = = =

2.1 pav. Y chromosomos geny, kartotiniy seky ir sekos varianty pasiskirstymas (Flicek
etal. 2014)

Nevykstant rekombinacijai, NRY sukaupta genetiné variacija, t. y. vieno
nukleotido polimorfizmai (VNP, angl. SNP, Single Nucleotide Polymorphism)
ar evoliucijos metu jvykusios vienetinés DNR sekos pakaitos (UEP, angl.

Unique Event Polymorphism), perduodama i$ kartos j kartg. Molekuliniai
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genetiniai NRY, didziausio nerekombinuojanc¢io zmogaus genomo fragmento ir
informatyviausio haplotipo, tyrimai pritaikomi Y chromosomos filogenetinio
medzio rekonstrukcijai ir populiacijy evoliucijos tyrimams (Underhill, Kivisild
2007). Abiejy ly¢iy bendroje populiacijoje 'Y chromosomos efektyvus
populiacijos dydis (Ne) atitinka 1/4 autosomy, 1/3 X chromosomos ir
~1 mitochondrijy genomo DNR (mtDNR, angl. mtDNA, mitochondrial DNA) Ne
(Jobling, Tyler-Smith 2003).

2.2.2. 'Y chromosomos DNR zymenys

Populiacijy tyrimams ir Y chromosomos filogenetinio medzio
rekonstrukcijai naudojami Y chromosomos UEP. Tiriant genealogijas nustatytas
mutacijy daznis Y chromosomoje siekia 3-10% (95 % PI 8,9-10°-7-107%)
mutacija/nukleotidui/kartai, kuris artimas filogenetiniy linijy tyrimais
nustatytam dazniui — 2,3-10%-6,3-10"® mutacija/nukleotidui/kartai (Kuroki et al.
2006; Xue et al. 2009).

Trumpos tandeminés kartotinés sekos (TTKS, angl. STR, Short Tandem
Repeat), kuriy kartotinis motyvas 1—6 ntilgio, yra Y chromosomos DNR zymuo,
naudojamas populiacijy tyrimams. Zmogaus genome daZniausios yra
dinukleotidinés kartotinés sekos, kurios sudaro iki 0,5 % genomo (Lander et al.
2001), taciau tyrimams dazniau naudojamos 4—6 nt ilgio kartotinés sekos dél
mazesnio gebéjimo mutuoti. Mechanizmai, kuriantys TTKS Zymeny variacija:
(1) netolygi perkryza mejozés metu; (2) retrotranspozicija; (3) grandiniy
netikslus suporavimas. Pastarasis yra pagrindinis mechanizmas, formuojantis
TTKS variacija. Grandiniy netikslus suporavimas Yyra daznesnis negu
nustatomas TTKS variacijos lygis, kuris, manoma, yra pusiausvyra tarp
grandiniy netolygaus suporavimo ir S$iy klaidy taisymo mechanizmo
(angl. Mismatch Repair Mechanism). TTKS variacija priklauso nuo kartotinio
motyvo, ilgio, genotipo, nukleotidy sudéties, aplinkiniy seky, rekombinacijos
lygio, lyties, amziaus (Fan, Chu 2007). Tiriant TTKS pasiskirstymag
Y chromosomos filogenetinio medzio haplogrupiy viduje nustatytas mutacijy

daznis 6,9-10* (£5,7-10*) mutacija/zymeniui/kartai, tiriant genealogijas
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(ttvo ir vaiko poras) — mutacijy daznis varijavo nuo 3,78:10%
(95 % PI 1,38-:10°-2,02:10%) iki 7,44-102 (95 % PI 6,51-102-9,09-10%?)
mutacija/zymeniui/kartai (Ballantyne et al. 2010; Zhivotovsky et al. 2004).
TTKS neribojamo aleliy skai¢iaus modelis (angl. 1AM, Infinite Alleles
Model), kai mutacija sukuria populiacijoje naujg TTKS alelj ir kiekviena
mutacija turi vienodg tikimybe (Kimura, Crow 1964), neapibrézé tinkamai
stebimo TTKS mutacijy modelio. Vieno Zingsnio mutacijy modelis (angl. SMM,
Stepwise Mutation Model), turintis iSankstines prielaidas: (1) mutacijos,
apimancios nedidelj nukleotidy skaiciy; (2) vienoda mutacijy, didinan¢iy ir
mazinan¢iy kartotinio motyvo skai¢iy, tikimybé; (3) neribojamas aleliy skaicius;
(4) nuo kartotinio motyvo nepriklausantis mutacijy daznis (Ota, Kimura 1973),
yra artimesnis ir geriau apibréziantis stebimg T TKS mutacijy modelj. Kuriami
nauji SMM variantai, kuriy prielaidos skiriasi nuo klasikinio modelio, norint kuo

tiksliau apibrézti stebimg TTKS mutacijy modelj.

2.2.3. 'Y chromosomos filogenetinis medis

Nustac¢ius UEP, Y chromosoma priskiriama haplogrupei. Haplogrupé —
Y chromosomy, turinfiy bendrg protévinj aleli, grupé. Nustacius TTKS,
Y chromosoma priskiriama haplotipui. Haplotipas — nehomologiniy aleliy
derinys, perduodamas kartu kitai kartai. Nustacius haplogrupe ir haplotipa
Y chromosoma priskiriama filogenetinei linijai (de Knijff 2000).
Y chromosomos filogenetinis medis — diagrama, parodanti evoliucinius rysius
tarp atskiry haplogrupiy ar filogenetiniy linijy. Y chromosomos filogenetinis
medis sudarytas hierarchiniu principu — Y chromosoma, priskirta haplogrupei
N1cl, turi filogenetinés linijjos N, N1, N1c, N1cl protévinius alelius.
UEP tyrimai leidzia tirti ir vertinti pagrindines Y chromosomos filogenetinio
medzio filogenetines linijas ir salyginai ilgai trunkancius populiacijos
evoliucijos procesus, 0 TTKS tyrimas — patikslinti filogeneting linija ir vertinti
salyginai trumpus populiacijos evoliucijos procesus. Pirmg Y chromosomos
filogenetinj medj, naudodamas suvienodinta nomenklatiirg, paskelbé

Y chromosomos konsorciumas (angl. Y Chromosome Consortium) (YCC 2002).

18



Y chromosomos filogenetinj medj, kurj recenzuoja Tarptautiné genetinés
genealogijos draugija (ISOGG, angl. International Society of Genetic
Genealogy), sudaro 20 pagrindiniy filogenetiniy linijy A—T (ISOGG 2014).
Daugel; Y filogenetinio medzio detalizavimo, nustatant naujus Zzymenis ir
identifikuojant jy vieta filogenetiniame medyje, atliko dvi moksliniy grupés,
kurioms vadovauja M. Hammer ir P. Underhill. Sios dvi grupés jvede UEP
nomenklatiirg: (1) nurodoma atitinkamai ,,M*“ arba ,,P“ raidé; (2) mutacijos
nustatymo eiliSkumas (Karafet et al. 2008).

Dominuojancios filogenetinés linijos: (1) Afrikos zemyne — A, B, E;
(2) Artimuosiuose Rytuose — G, J; (3) Europoje — E, G, I, J, N, R; (4) Azijoje —
C, N, O; (5) Malaizijoje — M, O; (6) Australijoje — C, K; (7) Siaurés Amerikos
zemyne — Q; (8) Piety Amerikos zemyne — P, Q (2.2 pav.) (Jobling, Tyler-Smith
2003). Europos Centrinéje ir Ryty Vidurzemio regiono dalyje dominuojanti
filogenetiné linija — E (Semino et al. 2004), Piety Europoje — G (Rootsi et al.
2012), Siaurés ir Piety Europoje — | (Rootsi et al. 2004), Centringje ir Ryty
Europoje ir Europos Centringje ir Ryty Vidurzemio regiono dalyje — J (Di
Giacomo et al. 2004), Siaurés Ryty Europoje — N (Rootsi et al. 2007), Vakary ir
Centrinéje Europoje — R1b, Ryty Europoje — R1a (Jobling, Tyler-Smith 2003;
Kayser et al. 2005). Y chromosomos, priklausancios filogenetinei linijai R,
nustatomos >50 % Europos vyriskosios lyties atstovy (Myres et al. 2011).
Beveik visi Europos vyriskosios lyties asmenys gali biti priskirti vienai i$
11 Europoje dominuojanciy filogenetiniy linijy — E3a(P46), E3b(M79, M123,
V12, V13), G(M201), 11a(M253), 11b1(P37), 11b2(M223), J2(M172), N2(P43),
N3(P105), R1a(M17), R1b(M269) (Wiik 2008).

Nustatytas Y filogenetinio medzio filogenetiniy linijy A3—R amzius yra
101-115 takst. mety, filogenetiniy linijy aptinkamy uz Afrikos Zemyno riby
amzius 57—74 tukst. mety. Dazniausios Vakary Europoje filogenetinés linijos
R1b amzius 4,3—13 000 mety, remiantis 8,97 Mb ilgio Y chromosomos NRY
fragmento sekoskaitos rezultatais. Nustatytas R1b amzius patvirtina Sios
filogenetinés linijos kilme neolito, prasidéjusio pries 12 000 mety Artimuosiuose

Rytuose, laikotarpiu (Wei et al. 2013). Remiantis filogenetinés linijos Alb
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analize, Y chromosomos filogenetinio medzio kilmé siejama su Siaurés Vakary
Afrika (Scozzari et al. 2012). Filogenetiniy linijy pasiskirstymas (daZnis),
haplotipo jvairové ir filogenetiniy linijy amzius galblGt yra pakankama
informacija daryti prielaidas apie filogenetiniy linijy kilme ir plitimag (Underhill
et al. 2010).

2.2 pav. Y chromosomos filogenetinio medzio 15 pagrindiniy filogenetiniy linijy
dazniy pasiskirstymas pasaulyje (Chiaroni et al. 2009)

2.2.4. 'Y chromosomos filogeografija Europoje

Diskusijy keliantis Y chromosomos imigracijos ir plitimo Europoje
klausimas sprendziamas analizuojant detalesniy Y chromosomos haplogrupiy

pasiskirstyma Europoje. Galimos Y chromosomos kryptys i Europa: Artimieji
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Rytai — Pietry¢iy Europa, Vakary Azija — Centrin¢ Europa, Siaurés Azija —
Siaurés Europa. Prasidéjus PL Siaurés Europos gyventojai turéjo persikelti
] maziau atSiaury prieglobstj Europoje: Iberijos pusiasalj, Centring Europa
(dabartiné Ukrainos teritorija), Balkanus, Sibirg. Pirminis ir pakartotinis po PL
Europos apgyvendinimas lieka detalesniy Y chromosomos filogeografiniy
tyrimy objektas (Wiik 2008).

Filogenetiné linija N Siaurés Ryty Europa i§ Siaurés ar Vakary Azijos
pasieké pries 8—10 tikst. mety (Shi et al. 2013), tai patvirtina anksciau atlikty
tyrimy analizuojant Siaurés Ryty Europos populiacijy TTKS jvairove
haplogrupés N3 viduje. Apskaiciuotas laikas iki artimiausio filogenetinés linijos
N3 bendro protévio (TMRCA, angl. Time to Most Recent Common Ancestor) —
8 800 (£1 500) mety. Manoma, kad filogenetinés linijjos Rla, kuriai
apskaiciuotas TMRCA — 10 700 (£1 400) mety, plitimas j Pabaltijo regiona vyko
i§ Centrinés, o ne Ryty Europos, taCiau neatmestinas genetinio fondo
maiSymasis su vélesne R1a migracija i§ Ryty Europos (Lappalainen et al. 2008).
Remiantis Y chromosomos sekos nustatymo duomenimis filogenetinés linijos
Rla, pradé¢jusios formuotis dabartinéje Irano ir Ryty Turkijos teritorijoje,
atSakos Rlala(M417), kurios TMRCA —5 800 (95 % P1 4 800—6 800) mety, dvi
grupés paplitusios Europoje ir Piety Azijoje (Underhill et al. 2014).
Filogenetinés linijos Rla plitimg 1§ Centrinés Europos patvirtina nustatytas
haplogrupés R1ala7 (R1alalblal — (ISOGG 2014)) didziausias daznis (~30 %)
Piety Lenkijoje, kuris smarkiai mazéja visomis kryptimis. Tirtoje Lenkijos
populiacijoje apskai¢iuotas R1ala7 TMRCA — 11 000 mety, tirtose Europos
populiacijose — 7 900 (+2 600) (Underhill et al. 2010). Filogenetinés linijos I1a,
kurios didziausias daznis yra Skandinavijos pusiasalyje, migracija j Siaurés
Europa vyko i§ Vakary Europos pasibaigus PL (Rootsi et al. 2004).
Filogenetinés linijos R1b(M412) (R1bla2al (ISOGG 2014)) didziausias daznis
matomas Vakary Europoje su $ios linijos vidiniy haplogrupiy i$plitimu Europos
pietvakariy ir Siaurés kryptimis. Apskaiciuotas filogenetinés linijos R1b(M412)
TMRCA —8 870 (+1 708) mety (Myres et al. 2011).
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2.2.5. Europos populiacijy Y chromosomos filogenetiniy linijy tyrimai

Daugelio Europos ir pasaulio populiacijy Y chromosomos filogenetiniy
linijy tyrimy rezultatai (2.1 lentelé) leidzia analizuoti Siy populiacijy viding
geneting struktiirg ir (ar) padétj kity populiacijy atzvilgiu. Y chromosomos
filogenetiniy linijy tyrimy apimtys keitési genotipuojant: (1) Kkelis
UEP ar TTKS zymenis, leidzianc¢ius nustatyti pagrindines haplogrupes
(Kasperaviciaté et al. 2004; Laitinen et al. 2002); (2) kelias deSimtis ar Simtus
UEP ar TTKS Zymeny (Karafet et al. 2010; Karafet et al. 2008; Varzari et al.
2013); (3) atliekant keliy Mb ilgio Y chromosomos NRY fragmento sekos
nustatyma (Poznik et al. 2013; Rootsi et al. 2013; Underhill et al. 2014; Wei et
al. 2013).

2.1 lentelé. Y chromosomos filogenetiniy linijy tyrimai Europoje ir pasaulyje

Populiacija Imtis UEP TTKS Saltinis
Estija 118 18 9 (Lappalainen et al. 2008)
Suomija 536 18 9 (Lappalainen et al. 2008)
Svedija 160 18 9 (Lappalainen et al. 2008)
Norvegija 1766 5 9 (Dupuy et al. 2006)
Grenlandija 215 35 - (Sanchez et al. 2004)
Danija 194 35 - (Sanchez et al. 2004)
Latvija 113 18 9 (Lappalainen et al. 2008)
Lenkija 913 10 7 (Kayser et al. 2005)
Baltarusija 68 23 — (Kharkov et al. 2005)
Ukraina 53 37 17 (Varzari et al. 2013)
Rusija 414 23 - (Malyarchuk, Derenko 2008)
Cekija 257 21 - (Luca et al. 2007)
Kroatija 109 16 8 (Barac et al. 2003)
Rumunija 54 37 17 (Varzari et al. 2013)
Moldova 125 37 17 (Varzari et al. 2013)
Britanija 110 131 17 (King, Jobling 2009)
Vokietija 1215 10 7 (Kayser et al. 2005)
Italija? 3325 — - (Brisighelli et al. 2012)
Graikija 171 29 37 (King et al. 2011)
Turkija 205 29 37 (King et al. 2011)

pagal (Karafet et al. 2008)
2Autoriaus tyrimo rezultaty ir apibendrinty literatiiros $altiniy duomenys

Dalis tyrimy analizuoja populiacijy viding geneting struktiirg, remiantis

pagrindiniy 'Y chromosomos haplogrupiy pasiskirstymo duomenimis
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(Brisighelli et al. 2012; Dupuy et al. 2006; Lappalainen et al. 2009; Raitio et al.
2001). Gauti pagrindiniy Y chromosomos haplogrupiy duomenys leidzia
analizuoti populiacijy padétj, kurig 1émé istoriniai jvykiai (Kayser et al. 2005;
Lappalainen et al. 2008; Luca et al. 2007; Marjanovic et al. 2005), kalbiniali
(Balanovsky et al. 2008), geografiniai (Balanovsky et al. 2013) skirtumai ar jy
sgveika (Balanovsky et al. 2013; King et al. 2011; Varzari et al. 2013) kity
populiacijy atzvilgiu. Dalis nustatyty skirtumy tarp populiacijy, remiantis
Y chromosomos haplogrupiy pasiskirstymo duomenimis, lieka nepaaiskinti
(Rebala et al. 2007). Tikslig evoliucijos veiksniy (migracija, geny dreifas,
mutacijos, gamtiné atranka), formuojanéiy skirtumus tarp populiacijy, jtaka
populiacijos genetinei struktiirai sunku jvertinti.

Dalis tyrimy tikslina Y chromosomos filogenetinio medzio atskiry stambiy
filogenetiniy linijjy viding struktiirg. Gauti rezultatai leidZia patikslinti
Y chromosomos filogenetinés grupés amziy ir (ar) nustatyti naujus rysius tarp
tiriamy populiacijy. Nauji duomenys suteikia daugiau informacijos, padedancios
jvertinti galimus evoliucijos veiksnius ar jy sgveikas, kurios gal¢jo turéti jtakos
populiacijy genetinés struktiiros susiformavimui (Battaglia et al. 2013;
Larmuseau et al. 2012; Mendez et al. 2011; Scozzari et al. 2012; Trombetta et
al. 2011).

2.2.6. Lietuvos populiacijos Y chromosomos filogenetiniy linijy tyrimai

T. Zerjal kartu su kitais mokslininkais istyré 363 vyriskosios lyties asmenis
1§ aStuoniy Skandinavijos ir Pabaltijo regiono populiacijy, i§ kuriy 38 — 1§
Lietuvos populiacijos. Tyrimo metu, nustacius 10 UEP (12f2, YAP, SRY-8299,
sY81, M9, LLY?22g/HindlIll, Tat, 92R7, SRY-2627) genotipus, Y chromosomos
priskirtos haplogrupéms (14, 9, 16, 21, 26). Tirtos Lietuvos populiacijos
genetiné jvairove, remiantis nustatytomis haplogrupémis, artima tirtai Latvijos
populiacijai ir sieké 0,660 (+0,06). Nustatyta, kad artimiausi, remiantis
apskaiciuotais Fst ir @st atstumais pagal haplogrupiy ir haplotipy pasiskirstyma,
lietuviai ir latviai, Kkurie atsiskyr¢ nuo kity tirty populiacijy. Didziausi

molekulinés jvairovés analizés (AMOVA, angl. Analysis of Molecular
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Variance) skirtumai nustatyti, populiacijas sugrupavus pagal geografinius ir
kalbinius skirtumus. Manoma, kad genetinius skirtumus lémé geografiniai
atstumai, taCiau nustatyti skirtumai tarp balty ir finougry (esty) rodo, nors ir
mazesng, kalbos jtakg populiacijy genetinio fondo formavimuisi (Zerjal et al.
2001).

V. Laitinen kartu su kitais mokslininkais i§tyré 346 vyriSkos lyties asmenis
1§ trijy Pabaltijo regiono populiacijy, i$ kuriy 114 — i§ Lietuvos populiacijos.
Tyrimo metu, nustac¢ius penkiy UEP (YAP, Tat, M9, 92R7, SRY-1532)
genotipus, Y chromosomos priskirtos haplogrupéms (1-4, 16, 26). Tirtos
Lietuvos populiacijos genetiné jvairové, remiantis haplogrupiy pasiskirstymu,
artima tirtai Latvijos populiacijai ir sieké 0,663 (£0,022). Nustatyti trumpiausi,
taCiau statistiSkai nereikSmingi Fst atstumai tarp lietuviy, latviy, esty ir mariy.
Kita artimiausia grupé tirtoms keturioms populiacijoms (lietuviai, latviai, estai
Ir mariai) — rusai, lenkai, baltarusiai ir suomiai. Naudojant artimiausiy kaimyny
jungimu (NJ, angl. Neighbor Joining) grindziama klasterizavimo metoda,
lietuviai, latviai, estai ir mariai sujungti | vieng klasterj. Remiantis gautais
rezultatais iskelta hipotezé, kad finougrai (estai ir mariai) ir baltai-
indoeuropieciai (lietuviai ir latviai) yra kilg i§ bendro finougry protévio, nes néra
duomeny, kad estai biity kalbéje kita nei finougry kalba, o baltai (lietuviai ir
latviai) galéjo protévine finougry kalbg pakeisti indoeuropieciy kalba (Laitinen
et al. 2002).
asmenis is lietuviy populiacijos. Tyrimo metu, nustacius penkiy UEP (YAP, Tat,
M9, 92R7, SRY—1532) genotipus, Y chromosomos priskirtos haplogrupéms
(Hg 1, 2, 3, 4, 8, 9, 16, 21, 26), nustaCius devyniy (DYS19 (arba DYS394),
DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393ir DYS385) TTKS
zymeny alelius, Y chromosomos priskirtos haplotipams. Y chromosomy,
priklausan¢iy haplogrupei N3, DYS385I1 ir DYS385I1 zZymenys tirti atskirai.
Nustatytos dazniausios haplogrupés — Rla (45 %) ir N3 (37 %). Lietuviy
populiacija, remiantis N3 haplogrupés pasiskirstymu ir gautais rezultatais,

taikant daugiamatés skalés metoda (MDS, angl. Multidimensional Scaling),
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remiantis Fst atstumais pagal haplogrupiy pasiskirstyma, yra artimesné
finougrams nei indoeuropieciams. Tirtos lietuviy populiacijos genetiné jvairove,
remiantis haplogrupiy pasiskirstymu, sieké 0,653 (+0,02). Nustatyti 123
skirtingi haplotipai tirtiems 196 vyriSkosios lyties asmenims ir apskaiciuota
haplotipy jvairové sieké 0,985 (+0,004). Tirtos lietuviy populiacijos
homogeniskumg patvirtino nustatyti statistiskai nereikSmingi Rst atstumai ir
AMOVA rezultatai. Nustatytas tirtos lictuviy populiacijos augimas,
priklausomai nuo skai¢iavimui naudojamo mutacijy daznio, prie§ ~1 000 arba
7 000—8 000 mety. Apibendrinus nustatytas i$skirtinis tirtos lietuviy populiacijos
homogeniSkumas, 0 susiformave kalbiniai skirtumai nepastebimi genetinéje
populiacijos struktiiroje. Remiantis haplogrupiy pasiskirstymu apskaiciuoti
trumpiausi genetiniai atstumai tarp tirtos lietuviy populiacijos, lyginant su
kitomis Europos populiacijomis, ir finougry (estai, suomiai), tik Siek tiek toliau —
slavai (rusai, lenkai). Aptikto didelio R1a haplogrupés daznio viena i$ hipoteziy
yra migracija 1§ Centrinés Europos. Nustatyti statistiSkai reik§mingi skirtumai,
remiantis haplogrupés N3 haplotipy jvairovés tyrimo rezultatais, tarp tirty
lietuviy, latviy ir esty populiacijy. Lietuviy ir esty populiacijy TTKS zZymeny
jvairovés haplogrupés N3 viduje tyrimy rezultatai patvirtina skirtinga esty
populiacijos istorijg. Nustatyta skirtinga TTKS zymeny haplogrupiy R1a ir N3
viduje genetiné jvairové leidzia manyti apie jau susiformavusiy populiacijy,
haplogrupiy Rla ir N3, susidirimg. Nustatyta populiacijos augimg pries
~1 000 mety papildo archeologiniai ir antropologiniai radiniai (Kasperaviciiité
et al. 2004).

L. Roewer mokslininky grupés tyrimas parode, kad lietuviy populiacija,
remiantis Fst atstumy matrica pagal septyniy Y chromosomos TTKS (DY S19,
DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391, DYS39, DYS392) Zymeny aleliy
pasiskirstymg, artimiausia latviy populiacijai ir kartu su tirtomis slavy
populiacijomis (Kroatija, Lenkija, Baltarusija, Rusija, Ukraina, Slovénija)
formuoja bendrg Ryty Europos grupe. Analizé parodé, kad Lietuvos ir Latvijos
populiacijos skiriasi nuo Estijos populiacijos ir galimas paaiSkinimas yra

kalbiniai skirtumai (Roewer et al. 2005).
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T. Lappalainen kartu su kitais mokslininkais i$tyré 1 223 vyriskosios lyties
asmenis i§ septyniy Skandinavijos, Siaurés Ryty Europos ir Pabaltijo regiono
populiacijy, i$ kuriy 164 i§ Lietuvos populiacijos. Nustac¢ius 18 UEP (SRY-
1532, M216, M203, P14, M170, M253, P37, M223, 12f2, M9, LLY?22g, P43,
Tat, M45, P36, M207, P25, M17) genotipus, Y chromosomos priskirtos
haplogrupéms, nustacius devyniy (DYS19, DYS385a/b, DYS388, DYS389l,
DYS389ll, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393) TTKS Zymeny genotipus,
Y chromosomos priskirtos haplotipams. Atlikta TTKS analizé, sujungiant tirtas
lictuviy ir latviy populiacijas, paaiSkina >20 % variacijos haplogrupés N3 viduje.
Nustatyti skirtumai tarp balty (lietuviy ir latviy) ir finougry (esty) tik
haplogrupés N3 atveju atmeta susidariusio kalbinio barjero, kuris lemty
skirtumus visy haplogrupiy atzvilgiu, priezast]. Nepastebéta sumazéjusi jvairove
haplogrupés N3 viduje atmeta galimg jkiir¢jo efekto paaiSkinimg. Galima
nustatyty skirtumy priezastis — dviejy etapy migracija j Pabaltijo regiong, po
kurios vyko balty ir finougry geny fondo maisymasis. Sis paaiskinimas atmeta
iki $io tyrimo i8kelta hipoteze apie balty (lietuviy ir latviy) galimos protévines
finougry kalbos asimiliacijg su indoeuropieciy migracijos banga (Lappalainen et
al. 2008).

2.3. Populiacijy tyrimai naudojant mtDNR Zymenis
2.3.1. Mitochondrijy DNR (mtDNR)

Haploidiné mtDNR — Igstelés mitochondrijose esancios nuo keliy desimciy
iki keliy tikstanéiy kopijy ziedinés dvigrandés 16 569 nukleotidy pory (np) ilgio
DNR molekulés. Vienoje i§ mtDNR grandiniy yra palyginti gausu puriny
(guanidiny) — tai sunkioji grandiné (angl. Heavy chain), kitoje gausu pirimidiny
(citidiny) — tai lengvoji grandiné (angl. Light chain). Skiriamos dvi mtDNR
sritys: (1) D kilpa arba reguliaciné sritis (angl. D-loop; CR, control region;
16 024—576 np), vienintelé MtDNR sritis, sudaryta i$ trijy nukleotidy grandiniy;
(2) koduojanti sritis (CR, angl. Coding region; 577—-16 023 np). D kilpoje
iSskiriami du hipervariabiliis regionai I ir II (HVRI ir HVRII). mtDNR pasizymi

keliomis savybémis: (1) genetinis kodas palyginti nedaug skiriasi nuo
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universaliojo branduolio genetinio kodo; (2) stebimi sanklotiniai genai; (3) néra
introniniy seky; (4) neturi poli-A signaliniy seky, kurios suformuojamos RNR
brendimo metu; (5) nuo visos MtDNR sintetinama viena RNR molekulé, kuri
brendimo metu suskaidoma j atskiry geny RNR. Zinomi 37 mtDNR genai,
koduojantys 2 rRNR, 22 tRNR ir 13 polipeptidy. mtDNR turi du, sunkiosios ir
lengvosios grandiniy, skaitymo rémelius (angl. HSP, LSP) ir du, sunkiosios ir
lengvosios grandiniy, replikacijos taskus (angl. OH, OL), kas lemia nesimetring
mtDNR replikacijg (2.3 pav.) (Bellance et al. 2009). Nerekombinuojanti mtDNR
yra perduodama per citoplazma isskirtinai tik motinine linija t.y. i§ motinos
palikuonims, tévinés mtDNR kopijos perdavimas retas ir evoliucijos
mechanizmy nepalaikomas reiskinys. Tik labai retais atvejais pasitaiko mtDNR
paveldéjimas iS tévo, kai sutrinka paveldéjimo mechanizmas (Schwartz, Vissing
2002), arba rekombinacija tarp motininés ir tévinés mtDNR (Kraytsberg et al.
2004).

g8 HsP LSP D
\ OH >

/

D kilpa

tRNA Phe

tRNA Thr

Cytb

tRNA Val

tRNA Pro
ARN 16S

tRNA Glu ND 5

tRNA Leu

TER
tRNA Leu

v tRNA Ser
ND 1 Zmogaus mtDNR {RNA His
{RNA lle 16 569 nt
tRNA Gin
ND 4
{RNA Met RIS
ND 2 tRNA Asn
tRNA Cys
ND 4L
tRNA Tyr Lengvoji grandiné
{RNA Ser RNANY

tRNA Trp

oL COX 1
tRNA Gly
COX 3

ATPase 8 ATP35€6  Sunkioji grandiné

cox 2

tRNA Asp

tRNA Lys

2.3 pav. Zmogaus mtDNR struktiira (Bellance et al. 2009).

Organizme didzioji dalis mtDNR molekuliy yra identiskos — tai vadinamoji

homoplazmija. Ivykus mutacijai lytiniy lgsteliy linijoje matomas organizmo,
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organy, audiniy, lasteliy ploidiSkumo variantas — heteroplazmija (Jansen 2000).
Heteroplazmijos paplitimo, kuris gali siekti iki 14 % tirtos populiacijos,
nustatant iki 1 % kitos kopijos mtDNR, jvertinimas priklauso nuo tyrimo metody
jautrumo (Tully et al. 2000). Taikant naujos kartos DNR sekos nustatymo
metodus, apskaiciuota mMtDNR heteroplazmija sieké 45 % tirtos imties (Abecasis
et al. 2010). mtDNR paveldéjimo budas leidzia greitai, t. y. keliy karty
laikotarpiu, heteroplazmijg pakeisti j homoplazmijg (Jansen 2000).

2.3.2. mtDNR Zymenys

MtDNR, neturincioje dideliy introniniy seky, daznesni vieno ar keliy
nukleotidy ilgio sekos variantai nei stambiy, keliy Simty ar tukstanciy np ilgio,
fragmenty mutacijos, kurios dazniausiai susijusios su fenotipiniais poky¢iais
(Grady et al. 2014). Ankstesniais tyrimais nustatyta, kad mtDNR budingas
didesnis mutacijy daznis negu branduolio genomui (Ingman et al. 2000). Siuos
rezultatus patvirtina naujais tyrimais, naudojant naujos kartos DNR sekos
nustatymo metodus, apskai¢iuotas branduolio genomo mutacijy daznis —
1,0—1,2-10°® mutacija/nukleotidui/kartai (Abecasis et al. 2010). Galimo didesnio
MtDNR mutacijy daZznio priezastys: (1) maziau efektyvus klaidy taisymas;
(2) mutageninés aplinkos salygos; (3) didesnis replikacijy skaicius (Baer et al.
2007).

Zinoma, kad mutacijy daznis skirtingose mtDNR dalyse nevienodas.
Reguliaciné mtDNR sritis (HVRI ir HVRII) pasizymi didesniu mutacijy dazniu
negu koduojanti sritis (577—16 023 np). Pastebéta, kad tai paciai mtDNR sric¢iai
nustatomi skirtingi mutacijy dazniai, priklausomai nuo naudoto metodo:
(1) tiriant genealogijas; (2) tiriant filogenetines linijas. Tiriant genealogijas,
nustatytas mutacijy daznis HVI regionui - 1,24-10°
mutacija/nukleotidui/metams (Madrigal et al. 2012) ar reguliacinei sriiai
(HVRI ir HVRII) — 0,62-10°° mutacija/nukleotidui/metams (Heyer et al. 2001).
Tiriant filogenetines linijas, nustatytas reguliacinés srities (HVRI ir HVRII)
mutacijy daznis varijuoja 0,26-10°-3,0-10° mutacija/nukleotidui/metams

(Rosset et al. 2008). Skirtingy mtDNR pozicijy savybés gali turéti jtakos
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mutacijy dazniy skai¢iavimui. Nustatytos HVRI ir HVRII regiony pozicijos
(146, 150, 152, 195, 16 189, 16 311, 16 362, 16 519), pasizymincios didesniu
variabilumu — mutacijy karstieji taskai (angl. Hot Spot), kitos pozicijos (477,
493, 16 108, 16 219), yra mazai varijuojancios (Galtier et al. 2006; van Oven,
Kayser 2009). Imant daug mutacijy karStyjy tasky skaic¢iavimui genealogijy
tyrimo metodu, gautas jvertis biity didesnis nei realus. Manoma, kad mutacijy
daznis, tiriant filogenetines linijas ir atsizvelgiant j karStyjy tasky kartotines
mutacijas, jvertinamas tiksliau, nes j skaiciavimg jtraukiama daug variabiliy
pozicijy ilgesniu laikotarpiu. Ankstesniais tyrimais aptiktas ir sunkiai
paaiSkinamas MtDNR mutacijy dazniy, nustatyty skirtingais tyrimo metodais,
skirtumas maz¢ja, atliekant iSsamesnius tyrimus ir taikant naujus analizés
metodus. Nustatytas koduojancios srities (577—16 023 np) mutacijy daznis —
1,26:10°® mutacija/nukleotidui/metams (Mishmar et al. 2003) arba 1,691-108
mutacija/nukleotidui/metams (Atkinson et al. 2009). Manyta, kad naujos
mutacijos koduojanc¢ioje mtDNR srityje neretai paSalinamos gamtinés atrankos
del galimo neigiamo poveikio fenotipui, taciau, kaip ir reguliacinéje mtDNR
srityje, nustatytos koduojancios dalies pozicijos (709, 1 719, 3 010, 5 460,
10 398, 11 914, 13 105, 13 708, 15 884), pasizymincios didesniu variabilumu —
mutacijy karstieji taskai (van Oven, Kayser 2009). Koduojancios srities mutacijy
kar$tieji taSkai lemia atskiry filogenetiniy linijy nepriklausomas kartotines
mtDNR mutacijas (homoplazmija), palaikomas gamtinés atrankos. I$aiskéjo,
kad filogenetiniy linijy kartotinéms mutacijoms biuidingas mazesnis
patogeniskumas, t. y. funkciné reikSmé nezymi (Pereira et al. 2011), taciau
pastebetos kartotiniy mutacijy pozicijos, turincios funkcing reikSme ir susijusios
su geresne adaptacija (Levin et al. 2013). Koduojancioje mtDNR srityje
matomas ne tik skirtingas mutacijy daznis, bet ir skirtingas tranzicijy ir
transversijy santykis — vidutiniskai 21,5:1, sinoniminiy mutacijy atveju 34,8:1
(Kivisild et al. 2006). Didziausias variabilumas, ypa¢ nesinoniminiy mutacijy
atveju, nustatytas mtDNR ATP6 gene. Didziausias ATP6 geno variabilumas
arktinio klimato, MTCYB geno — vidutinio klimato, COI geno — atograzy klimato

populiacijose iskélé hipoteze dél galimo gamtinés atrankos poveikio prisitaikant
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prie klimato (Mishmar et al. 2003). Kito tyrimo rezultatai parodé, kad
nesinoniminiy mutacijy dominavimas yra jauny filogenetiniy linijy poZymis,
nepriklausomas nuo klimato saglygy (Kivisild et al. 2006).

Dalis mtDNR hipervariabiliy sri¢iy: vieno ar keliy citidiny jsiterpimas 309,
315, 16 193 srityse, tranzicija 16 519 srityje, transversija 16 182 ir 16 183 srityse,

pasalinamos is$ tolesnés tyrimy analizés (Behar et al. 2012).

2.3.3. mtDNR filogenetinis medis

Nustacius koduojancios ir reguliacinés (HVRI ir HVRII) sri¢iy UEP
genotipus, mtDNR priskiriama haplogrupei — haplotipy, turin¢iy bendra
protévinj alelj, grupei. mtDNR, kaip ir Y chromosomos, filogenetinis medis
sudaromas hierarchiniu principu. Haplogrupés U5b mtDNR turi filogenetinés
linjjos U, US ir U5b protévinius alelius. Pirminiai mtDNR filogenetiniy linijy
tyrimai naudojo tik reguliacinés srities (HVRI ir HVRII) ar jos dalies sekos
informacijg. Pastebéta, kad ne visos filogenetinés linijos identifikuojamos
tinkamai naudojant tik mtDNR reguliacinés srities informacijg (van Oven,
Kayser 2009). Naujausi tyrimai mtDNR filogenetinio medzio tikslinimui
naudoja visos mtDNR sekos informacijg (Chandrasekar et al. 2009; van Oven,
Kayser 2009). mtDNR sekos varianty identifikavimui ar filogenetinio medzio
sudarymui naudoja rekonstruota zmogaus referenting seka (RSRS, angl.
Reconstructed Sapiens Reference Sequence) vietoj iki $iol naudotos atnaujintos
Kembridzo referentinés sekos (rCRS, angl. Revised Cambridge Reference
Sequence; NC_012920.1; GI:251831106) (Behar et al. 2012).

Pirmas mtDNR filogenetinis medis, tiriant vietinius Siaurés ir Piety
Amerikos zemyny gyventojus, turéjo keturias pagrindines filogenetines linijas
A-D (Torroni et al. 1993). Paskelbti filogenetinio medzio hierarchinio
grupavimo principai (Richards et al. 1998) wvéliau buvo pritaikyti
Y chromosomos filogenetiniam medZiui. mtDNR filogenetinio medzio
pagrindines filogenetines linijas (A—Z, néra O), i$skyrus L0, L1, L2, L4, L5, L6,
jungia uz Afrikos zemyno riby paplitusi viena pagrindiné filogeneting linija L3,

iSsisakojanti j tris stambias filogenetines linijas M, N, R (van Oven, Kayser

30



2009). mtDNR sekos variantai 309.1C(C), 315.1C, nukleotidy (AC)
iskritos/intarpai 515-522, 16 182C, 16 183C, 16 193.1C(C) ir 16 519 pozicijose
nejtraukiami  mtDNR filogenetin] med;.

Dominuojancios filogenetinés linijos: (1) Afrikos Zemyne — L (iSskyrus i$
L3 kilusias N, M) (Zheng et al. 2012); (2) Artimuosiuose Rytuose — H, |, J, K,
T, U, X; (3) Europoje—H, I, J, K, T, U, V (Loogvali et al. 2004; Pala et al. 2012;
Simoni et al. 2000); (4) Azijoje — A, B, C, D, F, G, M (Derenko et al. 2010;
Derenko et al. 2003; Summerer et al. 2014); (5) Malaizijoje — B, M, P, Q;
(6) Australijoje — M, P, O, S (Kayser 2010); (7) Siaurés ir Piety Amerikos
zemyne — A, B, C, D (Brown et al. 1998). Pietry¢iy Europoje nustatomos
MtDNR haplogrupés — H (41 %), J (8 %), K (5 %) T (6,5 %), U (15,6 %, kur U5
sudaro is viso 8,2 %), HV, I, M, V, W, X (<5 %) (Cvjetan et al. 2004); Centrinéje
ir Ryty Europoje H (41 %), U (21 %), T, J (po 8 %), HV, I, K, prie-V, V, W, X
(<5 %) (Vidrova et al. 2008); Siaurés Europoje H (40—50 %), Vakary Europoje
H (36—42 %), Pietvakariy Europoje H (41-50,2 %), U (22,6 %), J (8,9 %),
T (6,9 %), V, HV, O, X (<5 %) (Dahmany et al. 2006; Pereira et al. 2005;
Richards et al. 2000). Dominuojancios filogenetinés linijos Europoje
H (30—41 %), U (12-20 %), T (10 %), J (8 %), K, V (<10 %) (Fu et al. 2012;
Pala et al. 2012). Haplogrupés H, I, J, N1b, T, U, V, W, X nustatomos >98 %
Europos populiacijos (Mishmar et al. 2003).

MtDNR filogenetinio medzio iki seniausio bendro protévio (RSRS) amzius
>170 000 mety ir virSija nustatyta Y chromosomos filogenetinio medZio amzZiy
(101115 000 mety). Pagrindinés filogenetinés linijos L3, paplitusios uz Afrikos
zemyno riby, amzZius 70 000 mety. mtDNA filogenetinio medZio iSsiSakojimo
proverzis buvo pries 40 000 mety (Behar et al. 2012). Filogenetiné linija L,
jungianti LO, L1, L2, L4, L5, L6, nustatoma tik Afrikos Zemyne (Mishmar et al.
2003). Genetiniai, archeologiniai duomenys §ig pasaulio dalj sieja su mtDNR
kilme. Keliamos dvi paplitimo i§ Afrikos Zemyno hipotezés: (1) Siaurés Ryty
Afrika — Artimieji Rytai; (2) Piety Afrika — Piety Azija, kurios iki $iol licka
nepatvirtintos (Beyin 2011; Quintana-Murci et al. 1999).
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2.3.4. mtDNR filogeografija Europoje

Neolito laikotarpio vykusi kultiriné kaita — pasisavinamajj tkj (rinkimg ir
medzioklg) pakeitgs gamybinis Tikis (zemdirbysté ir gyvulininkysté), galéjo
prasidéti PietryCiy Europoje, kurig pirmieji gamybinio tikio atstovai pasieké i$
Artimyjy Ryty pries 9 000 mety. Pirmyks¢iai Europos gyventojai jsisavino
gamybinj Gkj pereinamuoju neolito laikotarpiu pries 4 000—8 000 mety (Haak et
al. 2010). I8keltos dvi gamybinio tkio plitimo teorijos: (1) i§ gamybinio tkio
atstovy perimta tik kultiira (Lukes et al. 2004); (2) gamybinio tikio atstovai i$
Artimyjy Ryty pakeité pirmykstes Europos populiacijas (Fu et al. 2012; Haak et
al. 2010; Rasteiro, Chikhi 2013). Populiacijy migracija pries, po PL j ir i$
prieglobs¢iy Centrinéje, Pietvakariy ir Piety Europoje turéjo jtakos dabartiniam
Europos genetiniam fondui. Manoma, kad tam tikros mtDNR haplogrupés
pakartotinai ar naujai paplito i§ Europos prieglobs¢iy: (1) haplogrupés H1, H3,
V, U5b i§ dabartinés Siaurés Ispanijos ir Piety Pranciizijos teritorijos;
(2) haplogrupé U5b3 i dabartinés Italijos teritorijos; (3) haplogrupés U4, USa
i§ Ryty Europos (Pala et al. 2012). Gamybinio ikio plitimas galéjo buti
atsitiktinis procesas, turéjes nevienoda jtaka Europos prieglobsCio zony
genetiniam fondui (Hervella et al. 2012). Sio proceso tikslesnis vaizdas vis dar
yra diskusijy objektas.

Tyrimai parod¢, kad prie§ agrarinés kultiiros paplitimag, pasisavinamojo tikio
Europos populiacijose dominavo haplogrupé U (82 %), o haplogrupé H tuo
laikotarpiu nedominavo (Bramanti et al. 2009). Tyrimy rezultatai rodo galima
vélesnj haplogrupés H augima, kuris prasidéjo pries 9 000 mety ir vyksta iki Siol.
Haplogrupés U galimas pirmas augimas vyko dviem etapais — pirmas
pries 10—20 000 mety ir antras prieS 4 000 mety, kuriuos skyré¢ laikinas
mazéjimas, vykes pries 5—6 000 mety (Fu et al. 2012). Gauti duomenys leidzia
iSkelti hipoteze, kad haplogrupé H, galéjo plisti Europoje kartu su gamybinio
tkio plitimu. Ankstyvojo neolito (~7 500 mety) populiacijy genetinio fondo, kur
haplogrupe H sudare 20 %, jtaka dabartiniam genetiniam fondui, manoma, buvo
menka. Dabartinis paplitimas, kurio zidinys galéjo biiti Centrinéje Europoje,

pasiektas viduriniame neolite prie§ 6 000 mety. Manoma, kad haplogrupés H
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populiacijy genetinis fondas véliau buvo papildomas Europoje paplitusiy kultiry
genetiniu fondu (Brotherton et al. 2013). Nustatytas pastovus haplogrupiy U ir
H augimas, prasid¢jes prieS 4 000 mety, kai iSnyksta archeologiniai
pasisavinamojo ikio kultiiros jrodymai, gali rodyti Siy dviejy populiacijy
susijungimg (Fu et al. 2012). Motininés ir tévinés linijy tyrimy rezultaty
skirtumai galimi dél skirtingos istorijos, kuriai turéjo jtakos skirtingos kultiiros
(Rasteiro, Chikhi 2013). Atlikus 1000 genomy projekto tiriamyjy mtDNR
analize, pasitlyta kita haplogrupiy plitimo Europoje hipotezé. Nustatyta, kad
filogenetinés linijos HV, H, H1, H3, Jlc, T1, T2, Ubal, U5a, K1, V, W,
U2'3'4'7'8'9 susiformavo dar pries 10 000 mety. Dviejy filogenetiniy linijy (J1¢3
ir T2b) augimas vyko pries ~10 000 mety. Daugelio tirty filogenetiniy linijy,
iSskyrus HV ir U2'3'4'7'8'9, augimas nustatytas pasibaigus PL. Filogenetiniy
linijy augimo pradzia vyko anksiau nei gamybinio tkio plitimas Europoje
(Zheng et al. 2012).

Haplogrupés U4/H1b, U5 ir U5a, dominavusios tarp pasisavinamojo tikio
atstovy mezolito laikotarpiu Europoje ir dabartinése Baltijos juros rytinése
populiacijose (lietuviai, latviai), sudaré 74 % tirtoje paskutiniy pasisavinamojo
tkio atstovy grupéje Skandinavijoje. Gauti rezultatai leido iskelti hipoteze, kad
duobelinés keramikos kulttiros (angl. Pitted Ware Culture) atstovai galéjo buti
Baltijos juros rytiniy teritorijy, kurios galbiit buvo kai kuriy pasisavinamojo iikio
atstovy prieglobsciu, populiacijy (lietuviai, latviai) protéviai (Malmstrom et al.
2009).

2.3.5. Europos populiacijy mtDNR filogenetiniy linijy tyrimai

Populiacijy mtDNR tyrimai plétési nuo HVRI ir (ar) HVRII regiony
(Derenko et al. 2012; Gunnarsdottir et al. 2011; Schonberg et al. 2011).
Analizuojant populiacijos viding geneting struktiirg, padétj kity populiacijy
atzvilgiu (Delfin et al. 2014; Grzybowski et al. 2007; Gunnarsdottir et al. 2011;
Schlebusch et al. 2013; Schonberg et al. 2011), norima nustatyti skirtumy

priezast] — geografing ar kalbing. Visos mtDNR sekos nustatymo metodas,
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paskatino plésti mtDNR filogenetinio medzio filogenetiniy linijy detalizavimo,
filogenetiniy linijy ar populiacijy paplitimo, kilmés ir migracijos tyrimus
(Cardoso et al. 2013; Chandrasekar et al. 2009; Malyarchuk et al. 2010; Pala et
al. 2009; van Oven, Kayser 2009). Daugelio tirty Europos, Artimyjy Ryty,
Vakary Azijos ir kity populiacijy ar atskiry filogenetiniy linijy visos mtDNR
nukleotidy sekos duomenys prieinami kitoms tyrimy grupéms (2.2 lentelg).

2.2 lentelé. Visos mtDNR tyrimai Europoje ir pasaulyje

Populiaciia db GenBank numeris! Saltinis

Samai AY882379, DQ902708 (Achilli et al. 2005; Ingman,
Gyllensten 2007)

Baltarusija KC867103 (Kushniarevich et al. 2013)
%(()Etlg?ig?s GU122975 (Malyarchuk et al. 2010)
Lenkija JX307099, JX128041, JX266260 | (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
Ukraina JX307099, JX128041, JX266260 | (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
Rusija JX307099, JX128041, JX266260 | (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
Slovakija JX307099, JX128041, JX266260 | (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
Cekija JX307099, JX128041, JX266260 | (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
Gruzija HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Turkija HMS852756 (Schonberg et al. 2011)
Arménija HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Azerbaidzanas | HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Iranas HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Agkenaziai KC878709, JX273243 (Costa et al. 2013)
Ispanija AY882379 (Achilli et al. 2005)
Italija AY882379 (Achilli et al. 2005)
Sardinija GQ129143 (Pala et al. 2009)

!Duomeny bazé (db) NCBI DNA&RNA PopSet

Europos ar gretimy geografiniy regiony populiacijy mtDNR tyréjai
sprendZia, priklausomai nuo geografinés padéties, tiriamai populiacijai svarbius
klausimus. Ryty Europos genetinis fondas: slavy, finougry, balty populiacijy
rySiai, migracija (Grzybowski et al. 2007; Kushniarevich et al. 2013; Mielnik-
Sikorska et al. 2013), Pietry¢iy Europos genetinis fondas: Balkany populiacijy
rySiai, gamybinio dikio plitimas (Bosch et al. 2006; Fu et al. 2012; Sarac et al.
2014), Pietvakariy Europos genetinis fondas: Piety ir Vakary Europos
populiacijy rySiai, filogenetiniy linijy kilmé, geografinio prieglobs¢io hipoteze,

migracija (Cardoso et al. 2013; Garcia et al. 2011; Hernandez et al. 2014; Pereira
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et al. 2005), Artimyjy Ryty genetinis fondas: populiacijy rySiai, agrarinés

kulttros plitimas, geografinio prieglobsé¢io hipotezé (Pala et al. 2012).

2.3.6. Lietuvos populiacijos mtDNR filogenetiniy linijy tyrimai

St —

180 asmeny. Nustacius mtDNR HVRI regiono (16 024—16 400 np) nukleotidy
seka ir skaidymo restrikcijos endonukleazémis metodu jvertinus tris pozicijas
(73, 7 028, 14 766), mtDNR priskirta haplogrupei (H, H1, H3, H4, H5, H8, V,
HV, preV, U, K, U3, U4, U5a, U5al, U5b, U5b1, U5, J,J1, J1bl, T, T1, I, W,
X, Kita). Tolesnei analizei naudotas 356 np ilgio mtDNR fragmentas
(16 028—16 383 np). Istyrus 180 asmeny HVRI regiong, nustatytos 76 variabilios
sritys ir 95 skirtingi haplotipai. Nustatyta genetiné jvairové (0,947—0,984) ir
vidutiniai poriniai skirtumai (3,61-4,98) artimi kity Europos populiacijy
jver¢iams. MIDNR HVRI 356 np ilgio fragmento analizés (Fst ir AMOVA)
rezultatai parodé Lietuvos populiacijos homogeniskumag — nerasta skirtumy tarp
SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy ar dviejy pagrindiniy grupiy — aukstaiciy
ir zemaiCiy. MDS, remiantis Fst atstumy matrica pagal mtDNR haplotipy
(356 np) pasiskirstyma, parodé, kad tirta lietuviy populiacija artima slavy
(Rusija, Lenkija) populiacijoms ir i§sidésto tarp Siaurés Europos finougry
(Estija, Suomija) ir Vakary Europos indoeuropieciy. Statistiskai reikSmingi Fst
skirtumai nustatyti tik nuo labiausiai nutolusiy populiacijy (ltalija, Ispanija,
baskai, Islandija). Nustatytos Europos populiacijoms biudingos dazniausios
haplogrupés sudaré 97 % tirtos lietuviy populiacijos. MDS, remiantis Fst
atstumais pagal haplogrupiy pasiskirstyma, artima MDS, remiantis Fst atstumais
pagal mtDNR haplotipy (356 np) pasiskirstymg. Nenustatyta sumazéjusi
MtDNR genetinio fondo ar haplogrupiy jvairové gali biiti susijusi su skirtinga
tévinés ir motininés linijy istorija arba dél panasaus populiacijy, formavusiy
baltus, mtDNR genetinio fondo (Kasperaviciiité et al. 2004).

A. Kushniarevich kartu su kitais mokslininkais atlikta pagrindiniy
komponenciy analizé (PKA, angl. PCA, Principal Component Analysis),

remiantis mtDNR haplogrupiy pasiskirstymu, parodé, kad lietuviy populiacija
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kartu su rusy, lenky, ukrainieciy ir baltarusiy populiacijomis formuoja bendrg
grupe. Estai, Cekai, slovakai ir Balkany regiono populiacijos nutolusios nuo

suformuotos Ryty Europos populiacijy grupés (Kushniarevich et al. 2013).

2.4. Populiacijy plataus masto tyrimai naudojant autosomy zymenis
2.4.1. Autosomy Zymeny naudojimas populiacijy tyrimams

Zmogaus genomo projekto metu gauti rezultatai tapo kity projekty —
HapMap (3 etapai), 1000 genomy (3 etapai), atskiry populiacijy ar individualiy
genomy — pagrindu (Abecasis et al. 2010; Altshuler et al. 2010; Lander et al.
2001). Zmogaus genomo projektas ir jo rezultatai skatino naujy technologiju
kiirimg ir genetiniy duomeny prieinamumg mazesnéms tyrimy grupéms.
Vykdomi fundamentiniai ir taikomieji tyrimai bei jy rezultatai leido atsakyti
1 daugelj klausimy, kartu iskélé dar daugiau naujy klausimy ir problemy, kurios
bus sprendZziamos artimiausiu metu. Nuolat pildoma Zmogaus genomo varianty
duomeny bazé yra iki §iol vykdomy tyrimy rezultatas. Siuo metu Zinoma
daugiau nei 67 milijonai zmogaus genomo varianty (VNP; trumpos, 1-50 np,
iSkritos ar intarpai, angl. Indel) (Flicek et al. 2014).

Zmogaus autosomose vidutinis atstumas tarp dviejy VNP yra 8-900 nt,
taciau matomas netolygus VNP pasiskirstymas visame genome —padidéjusio ar
sumazéjusio VNP tankio DNR fragmentai (2.4 pav.). Didesnis VNP tankis
nustatytas chromosomy galuose, telomerose, ir atskirose chromosomy dalyse.
Netolygus VNP pasiskirstymas gali biiti susij¢s su rekombinacijos (Myers et al.
2008) ir mutacijy (Rogozin, Pavlov 2003) karstaisiais taskais. Taip pat matomas
skirtingas VNP variabilumas, kurio mastui apibudinti nebeuztenka tik
polimorfizmo apibrézimo t. y. kai MAF > 1 % populiacijoje. Zmogaus genome
matomi DNR molekuliy fragmentai su VNP aleliy deriniu, t. y. haplotipu, kurie
perduodami kitai kartai nepakite, kol nejvyksta rekombinacija. Haplotipai gali
buti sudaryti i$ keliy deSimciy, Simty ar tiikstan¢iy VNP aleliy derinio. Nustatyti
raktiniai VNP (angl. TagSNPs), kurie yra specifiniai atskiram haplotipui. Tiriant
raktinius VNP, grei¢iau ir efektyviau jvertinami individualaus zmogaus genomo

haplotipai. Turima genetiné informacija leidzia nustatyti ir atrinkti polimorfinius
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variantus, kurie biity tolygiai pasiskirst¢ po tiriamg DNR fragmenta ar visa
genomg. VNP tyrimui gali biti atrinkti pagal poreik]j, atsizvelgiant j: (1) tyrimo
tiksla, susijusj su tiksliniy genomo fragmenty, poZymiy ar viso genomo analize;
(2) tiriamg pozymj, manoma, kad daZnesnius poZzymius lemia daZniau
pasitaikanciy varianty sgveika, retus pozymius, reti ar vienetiniai variantai,
(3) tiriamyjy imtj, skirtumai tarp mazy ar artimy im¢iy nustatomi, genotipuojant
deSimtis, Simtus rety ar Simtus tokstan¢iy dazny varianty; (4) turimas
genotipavimo technologijas. Daznai tyrimams naudojami komerciniai tiksliniai
ar bendriniai genotipavimo lustai su atrinktais Europos populiacijose daznais
VNP (MAF > 5 %).

1 D )
2 (¢ > D
3 ¢ - H b, )

4 (IC X D

5 @ X I )

6 ( | PC D

7 @I D& i

8 (I X )

9 @ B )

10 C X D

1 & o )

12 CHL X 3D

13 D¢ )

14 ( > )

15 ( X )

16 I >SCK I D 9.363

17 C i ¢ 2 8.044

18 ( X D —

19 ( BE )

20 ( N ) 5.408

4.09

2.797

2.4 pav. VNP pasiskirstymas Zmogaus autosomose. Raudona ar meélyna spalva nurodo
VNP tankj 1 Mb ilgio DNR fragmente (VNP skaiciaus santykis su nukleotidy skai¢iumi
1 Mb ilgio fragmente, pilka spalva paZymeéti regionai, kuriuose nustatytas nukleotidy
skai¢ius mazesnis nei 75 % 1Mb) (Abecasis et al. 2010)

Populiacijy geny fondg evoliucijos metu formuojantys procesai (mutacijos,
migracija, gamtiné atranka, butelio kaklelio efektas, jkiiréjo efektas, genetinis
dreifas) gali buiti vertinami tiriant VNP aleliy pasiskirstymg. Haplotipy ir
stebimo statistinio reiSkinio — nepusiausviros sankibos (LD, angl. Linkage
Disequilibrium), t. y. aleliy asociacijos, strukttros, kuri priklauso nuo

populiacijos amziaus, t. y. jvykusiy mejoziy skaiciaus, rekombinacijos daznio,
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geny konversijos, geny dreifo, gamtinés atrankos, analizé gali suteikti
informacijos apie populiacijy evoliucijos procesg. Nepusiausvira sankiba
priklauso nuo genomo srities ir tiriamos populiacijos, todél tik empiriniai
daugelio Zymeny ir populiacijy tyrimai gali suteikti informacijos apie
nepusiausviros sankibos struktiirg ir pritaikyti tirlamos populiacijos evoliucijos
analizei (Zhao et al. 2003).

2.4.2. Europos populiacijy tyrimai naudojant autosomy zymenis

Zinios, suteiktos fundamentiniy zmogaus genomo tyrimy, ir sukurtos naujos
technologijos, leidziancios vienu metu genotipuoti Simtus tukstanciy genetiniy
zymeny, paskatino i§samius daugelio Europos, pasaulio populiacijy ar etniniy
grupiy tyrimus (2.3 lentelé).

Tiriant Europos populiacijy genetinio fondo struktiirg, atlikta PKA,
remiantis autosomy zymeny aleliy jvairove, parodé Europos, ypac Centrinés
dalies, populiacijy homogeniskumag (PK1 < 10 %). Analizuojant PK1, kuri
apraso pagrinding Europos populiacijy variacijos dalj, matomas Europos
Siaurés—piety ar Siaurés vakary—pietryCiy aSies genetinés variacijos gradientas.
Genetinei variacijai tarp Europos populiacijy jtakos turi populiacijy geografiné
padétis ir atstumai. Siuos rezultatus patvirtina PKA, kurios didZiausig dalj
apraSomos variacijos lemia tiriamy populiacijy geografiné padétis. Taip pat
nustatyti Fst atstumai, kurie koreliuoja su geografiniais atstumais tarp tiriamy
populiacijy. Naudojami plataus masto genotipavimo duomeny analizés metodai
homogeniskoje Europos populiacijy grupéje nustato skirtumus ne tik tarp
populiacijy, bet ir tiriamy populiacijy, neturin¢iy geografiniy barjery, viduje.
Analizés metodai leidZia nustatyti protévinius genetinius Zymenis (angl. AlM,
ancestry-informative markers), kurie pasizymi didziausiu variabilumu tarp
atskiry populiacijy ir pagal kuriuos galima konkreciai populiacijai teisingai
priskirti iki 90 % nezinomos kilmés asmeny. Gauti dazny sekos varianty
genotipavimo duomenys leidzia nustatyti uzdaras populiacijas, pavyzdziui,
samiai, ar populiacijy evoliucijoje jvykusj staigy sumazéjima (butelio kaklelio

efektas), kuriems dél intensyvios migracijos buidingi didesni LD fragmentai nei
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heterogeniskoms  populiacijoms. Pasirinktos tinkamos analizés metu

skai¢iuojamy jverciy slenkstinés reikSmés, neleidZia prarasti svarbios genetinés

variacijos, lemiancios artimy populiacijy skirtumus (Huckins et al. 2014; Nelis

et al. 2009).

2.3 lentelé. Plataus masto autosomy Zymeny tyrimai Europoje ir pasaulyje

Popu.llacuos./ Imtis | DNR genotipavimo lustas Saltinis

etnines grupes

Siaurés Ryty | 1564 | HuUman370CNV* (Nelis et al. 2009)

Europa HumanHap300*

Siaurés Europa | 945 | GeneChip® Human Mapping | (Salmela et al. 2008)
250K Sty Array 2

Europa 2 514 | GeneChip® Mapping 500K? | (Lao et al. 2008)

Europa 2 257 | GeneChip® Mapping 500K? | (Ralph, Coop 2013)

Europa 2 907 | Human660W-Quad? (Huckins et al. 2014)

Europa 4 110 | Genome-Wide Human SNP | (Moskvina et al. 2010)
Array 5.0/6.0°

Romai 152 | Genome-Wide Human SNP | (Mendizabal et al. 2012)
Array 6.0°

Romai 27 | Genome-Wide Human SNP | (Moorjani et al. 2013)
Array 6.0°

Zydai 121 | Human610-Quad* (Behar et al. 2010)
Human660W-Quad*

Samai 344 Geneg:hip® Human Mapping | (Huyghe et al. 2011)
100K

Olandija 4 441 | Genome-Wide Human SNP | (Abdellaoui et al. 2013)
Array 6.0°

Airija, 3367 | Genome-Wide Human SNP | (O'Dushlaine et al. 2010)

D. Britanija Aurray 5.0/6.0°

Graikija 56 Custolm BeadChip (1 813 | (Stathias et al. 2012)
SNP)

Islandija 885 | HumanHap300* (Price et al. 2009)

Svedija 1 525 | HumanHap550* (Salmela et al. 2011)

Illumina Inc., JAV
ZAffymetrix Inc., JAV

2.4.3. Lietuvos populiacijos tyrimai naudojant autosomy zymenis

M. Nelis kartu su kitais mokslininkais istyré 3 378 asmenis (19 populiacijy),
i§ kuriy 95 asmenys i§ Lietuvos populiacijos. Sie asmenys buvo genotipuoti
naudojant komercinius DNR lustus (Illumina Human370CNV Beadchip,
HumanHap300 Beadchip). Atlikus genotipuoty méginiy kokybés kontrole

(3 112 tiriamieji) i$ kiekvienos populiacijos atrinkta po 100 méginiy, jeigu po
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kokybés kontrolés buvo daugiau nei 100 tiriamyjy i$ vienos populiacijos.
Galuting tyrimo imtj sudaré¢ 1 564 tiriamieji. Atlikus VNP kokybés kontroleg,
tolesnei analizei naudoti 273 464 autosomy zymeny genotipy duomenys. Atlikus
PKA, jtraukiant HapMap projekto Europos, Azijos ir Afrikos populiacijy
duomenis, nustatyta, kad PK1 apras¢ 36,6 %, PK2 23,8 % variacijos, ir
vizualizavus gautus duomenis, matyti, kad tirtos populiacijos sudaro trikampj:
kampuose (1) Suomija; (2) Baltijos regionas (Estija, Latvija, Lietuva), Lenkija
ir Vakary Rusija; (3) Italija; (4) trikampio centre Vidurio ir Vakary Europos
populiacijos (2.5 pav.).

0.04 X Austrija

M Bulgarija
Cekija
/ 4 Estija
Suomija (Helsinkis)
0.02 Suomija (Kuusamo)
Prancuzija
]
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+£.L+'+_ . 0.01 A Piety Vokietija
I%ﬁ*' ' - Vengrija

Siaurés Italija

: srdive 45 Piety Italija
001, " #%002 0.03 004 - @ Latvia |

" 5 S > i L Lietuva

haaiet P H "~ _[X lenkia

-0.01 5 g+ — _—~ _~ _{@ Rusija

e Lo - Ispanija

; - ’ Svedija

-0.02 \ Y /_,/" Sveicarija

PK2

2.5 pav. Europos populiacijy PKA, remiantis 273 454 autosomy VNP aleliy
pasiskirstymu, vizualizuoti rezultatai (Nelis et al. 2009)

Pasalinus HapMap Azijos ir Afrikos populiacijy duomenis, PK1 aprasé
8,7 %, PK2 4,9 % tirtos variacijos, kas rodo Europos genetinio fondo vientisuma.
Apskai¢iuoti poriniai Fst atstumai tarp HapMap projekto metu tirty Siaurés ar
Vakary Europos kilmés Jutos gyventojy (CEU, angl. Utah Residents with
Northern and Western European Ancestry) ir kity populiacijy statistiskai
reikSmingai koreliavo su geografiniais atstumais (r> = 0,382, p < 0,01).
Apskaiciuoti Fst atstumai tarp CEU ir Estijos (0,004), Latvijos (0,006), Lietuvos
(0,005), Vakary Rusijos (0,004) populiacijy buvo tarpiniai i§ visy nustatyty.

PaaiSkéjo trecias barjeras, remiantis geografiniais atstumais tarp tirty populiacijy
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sostiniy ir nustatytais Fst atstumais tarp Vakary Rusijos, Lenkijos, Lietuvos ir
Bulgarijos populiacijy, bei ketvirtas barjeras tarp Pabaltijo regiono, Lenkijos ir
Svedijos (Nelis et al. 2009). Daugéjant plataus masto atskiry etniniy grupiy ar
Europos populiacijy autosomy zymeny tyrimy, jtraukiamos maZzos imtys i$
daugelio Europos populiacijy, tarp kuriy ir Lietuvos populiacija (Behar et al.
2010; Mendizabal et al. 2012).

2.5. Populiacijy tyrimai naudojant egzomo zymenis
2.5.1. Egzomo sekos nustatymas ir Zymenys

Egzomo, koduojancios genomo dalies, sudarancios iki 1,5 % genomo, sekos
nustatymo fundamentalieji ir taikomieji tyrimai pradéti pasibaigus Zmogaus
genomo projektui, kuris paskatino naujy technologijy ktrima (Lander et al.
2001). Pavieniy geny ar DNR fragmenty tyrimus pakeité visos zmogaus genomo
koduojancios dalies sekos nustatymo tyrimai. Nustatyty Zmogaus genomo
varianty pasiskirstymas paskatino naujg varianty pagal daznius skirstyma, kuris
sudarytas i§ penkiy kategorijy: (1) daznas sekos variantas (CV, angl. Common
variant), kai MAF >5 % populiacijoje; (2) retesnis sekos variantas (LFV, angl.
Low-frequency variant), kai MAF 0,5-5 % populiacijoje; (3) retas sekos
variantas (RV, angl. Rare variant), kai MAF < 0,5 % populiacijoje; (4) vienetinis
sekos variantas (angl. Singleton) nustatomas vienam i§ visy tirty asmeny;
(5) privatus sekos variantas (angl. Private Variant), kai sekos variantas
nustatytas tik vienoje genealogijoje (Abecasis et al. 2010; Abecasis et al. 2012).
Zmogaus genomo ir egzomo tyrimais nustatyti dazni sekos variantai (MAF 5 %)
sudaro >99 %, retesni (MAF 1 %) >98 %, reti (MAF ~0,1 %) ~50 % variacijos
artimose projekty metu tirtoms (Europos CEU, TSI, GBR, FIN, IBS; Afrikos
YRI, LWK, ASW; Ryty Azijos CHB, JPT, CHS; Amerikos Zemyny MXL,
CLM, PUR) populiacijose, pavyzdziui, UK 10K projekto tiriamieji. Genomo
variantai i§ projekty sukauptos duomeny bazés nustatomi reciau tolimesniy ar
uzdary populiacijy, pavyzdziui, SardiNIA projekto tiriamyjy, genetiniame
fonde. Dauguma likusiy nenustatyty varianty yra vienetiniai ar privatis DNR

sekos variantai, kuriy duomeny baze¢ iSplés tik atskiry populiacijy iSsamiis
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genomo ar egzomo sekos nustatymo tyrimai, nes 17 % LFV (MAF 0,5-5 %)
nustatyta bendros kilmés populiacijose, 53 % RV (MAF < 0,5 %) nustatyta
atskirose populiacijose, 0 beveik visi dazni variantai (MAF > 10 %) nustatyti

tarp visy tirty populiacijy (Abecasis et al. 2010; Abecasis et al. 2012).
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2.6 pav. Egzomo sekos nustatymo schema.

Egzomo sekos nustatymo i§ skaidytos genominés DNR miSinio
hibridizacijos metodu iSrenkami koduojancios DNR dalies fragmentai.
Atsitiktinis genominés DNR skaidymo procesas ir naudojamas genomo
koduojancios dalies fragmenty miSinys hibridizacijos metu leidZia nustatyti ne
tik genomo koduojan¢ig dalj;, bet ir aplinkines sekas, kaip 5 ar
3" netransliuojamos sritys, promotoriai, intronai (2.6 pav.). Siuo metu Zinoma
daugiau kaip 20 000 geny (Flicek et al. 2014), koduojanciy polipeptidus, tac¢iau
esamos DNR sekos nustatymo technologijos leidzia nustatyti ne visus zinomus
genus ar jy fragmentus. Guanidino ir citidino gausiy seky (angl. GC rich),
skatinantis kurti naujas technologijas. Nustatyty DNR sekos varianty
patvirtinimas nepriklausomais metodais leidzia nustatyti naudojamy
technologijy, kurioms budingos skirtingos sisteminés klaidos, klaidingai
teigiamy rezultaty jvertj (MacArthur et al. 2012).
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Egzomo sekos nustatymo taikomyjy tyrimy rezultatai iSplété iki tol Zinoty
patogeniniy varianty, lemianciy pagal Mendelio désnius paveldimas ligas, sgrasa
(Gilissen et al. 2011). Fundamentiniy egzomo sekos nustatymo tyrimy objektai:
(1) migracija ir populiacijy maiSymasis, vykes geografinio regiono viduje;
(2) populiacijos augimas ar staigus sumazéjimas; (3) neutralts, Zalingi ar
pranaSumg suteikiantys sekos Vvariantai. Taciau plataus masto VNP
genotipavimas ar mazos apimties DNR seky nustatymas, pasizymintys mazesne
statistine galia ar tikslumu, vis dar placiai naudojami fundamentiniams
klausimams spresti. Egzomo sekos nustatymo metodu gauti duomenys sujungia
genomo koduojancios dalies sekos variabilias ir nevariabilias sritis ir iSvengiama
galimo gauty duomeny kryptingumo dél iSankstinio tiksliniy variabiliy sriciy
parinkimo, kuo remiasi plataus masto genotipavimo metodas. Egzomo sekos
nustatymo metodas, kurio vienas 1§ privalumy yra didesnis sekos padengimas
(angl. Coverage Depth) negu viso genomo sekos nustatymo metodo, leidzia
aptikti koduojancéios dalies naujus, db neaprasytus ar Kitais tyrimais
nenustatytus, retus sinoniminius ar nesinoniminius sekos variantus. Taip pat $iuo
tyrimo metodu galima nustatyti vienetinius ar privacius koduojancios sekos
variantus, kurie vis dar yra nenustatyti ir neaprasyti daugelio projekty, tirian¢iy
sekos varianty pasiskirstymg atskirose populiacijose. Tiriant populiacijy
geneting struktiirg, kitaip nei tiriant fenotipg lemiancius variantus, Siekiant
iSvengti klaidingai identifikuotos populiacijos vidines struktiiros ar populiacijy
grupavimosi dél triikstamos informacijos (angl. Missing data), stengiamasi
pasalinti kiek jmanoma daugiau koduojancios sekos sriciy, kurios nustatytos ne
visiems tiriamiesiems. Egzomo sekos nustatymo metodas apima tik mazg dalj
nekoduojancios dalies, esancios aplink koduojancig dalj, varianty ir lieka
nejvertintas daugelio nekoduojancios dalies varianty, atsakingy uz reguliavima,

pasiskirstymas (Tennessen et al. 2011).

2.5.2. Populiacijy tyrimai naudojant egzomo duomenis

Egzomo sekos nustatymo tyrimy etapas kei¢ia vykdomus populiacijy

evoliucijos tyrimus, analizuojancius vienos i§ téviniy linijy, Y chromosomos ar
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mtDNR, Zymenis ar plataus masto daznus autosomy zymenis, kuriy rezultatai
priklauso nuo turimy technologijy ir taikomy metody. Y chromosomos ir
mtDNR dél paveldéjimo biido ir nevykstancios rekombinacijos tyrimai vis dar
lieka populiacijy evoliucijos tyrimy objektas.

Pirmas individualus genomas paskelbtas praéjus septyneriems metams po
Zmogaus genomo projekto (Wheeler et al. 2008), pirmieji skirtingy populiacijy
genomo ir egzomo sekos nustatymo tyrimy rezultatai paskelbti po 9 mety nuo
zmogaus genomo projekto pabaigos (2.4 lentelé¢). Remiantis visose tirtose
populiacijose nustatytomis DNR sekos variabiliomis pozicijomis, rasti skirtumai
(Fst = 0,071) tarp pagrindiniy grupiy (Afrikos, Azijos, Europos). Didziausi
dazniy skirtumai (>80 %) tarp populiacijy biidingi nesinoniminiams variantams
(n = 139), kurie gali buti svarbiis adaptacijai. Manoma, kad gamtiné atranka
veikia ne tik naujus, bet ir esamas sekos variabilias pozicijas, kuriy aleliai tampa
fiksuoti tam tikrose populiacijose (Abecasis et al. 2010; Abecasis et al. 2012).
Tiriant genomo koduojanc¢ios seka (3 205 genus) daugiau rety varianty
(MAF < 5 %) nustatyta Afrikos, maziau Europos populiacijose (Raska, Zhu
2011). Norint apraSyti vienodg variacijos dydj, naudojant retus sekos variantus
(MAF < 5 %) reikia daugiau komponenc¢iy negu naudojant daznus sekos
variantus. Pastebéta, kad naudojant retus sekos variantus galima atskirti
populiacijas ne tik pagal geografine padétj, bet ir pagal bendrg kilme (Baye et
al. 2011).

2.4 lentele. Europos ir pasaulio populiacijy tyrimai naudojant egzomo zZymenis

Populiaciia Imtis | Metodas Saltinis
Europa, Azija, Afrika 742 | WGS!, WES? | (Abecasis et al. 2010)
Europa, Azija, Afrika 697 | WES (Raska, Zhu 2011)
Europa, Azija, Afrika 697 | WES (Baye et al. 2011)
Pranciizija, Kanados pranciizai 139 | WES (Casals et al. 2013)
Europa 6 636 | WES (Zawistowski et al. 2014)
Siaurés ir Piety Amerika 181 | WGS, WES | (Gravel et al. 2013)

WGS — genomo sekos nustatymo metodas (angl. WGS, Whole Genome Sequencing)
2WES — egzomo sekos nustatymo metodas (angl. WES, Whole Exome Sequencing)

Analizuojant ir interpretuojant Zmogaus egzomo sekos duomenis, svarbu
jvertinti metodo trikumus: (1) egzony skaiciy; (2) paralogus; (3) sekos

padengima; (4) skirtingas technologijas ar reagentus; (5) klaidingai teigiamus
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duomenis; (6) nekoduojancig (reguliacing) seka (Tennessen et al. 2011).
Zmogaus egzomo sekos duomeny analizés metodai tebéra daugelio tyréjy grupiy

sprendZiamas uzdavinys.

2.6. Populiacijy tyrimy problematika

Pirmieji Zmogaus genomo tyrimai parodé, kad asmenys vienas nuo kito
skiriasi tik 0,1 % genomo. Didzigjg dalj (~99 %) visos variacijos sudaro
skirtumai tarp individy. Tolesni tyrimai parodé¢, kad galima nustatyti skirtumas
tarp populiacijy 18 skirtingy Zemyny, taip pat tarp populiacijy 1§ to paties Zemyno
ar net populiacijos viduje. Norint nustatyti mazus skirtumus tarp artimy
populiacijy tyrimui reikalinga reprezentatyvi imtis, kokybiSki polimorfiniy
genetiniy Zymeny duomenys ir adekvatis analizés metodai.

Skirtumams tarp populiacijy jvertinti reikalingi informatyvis genomo
zymenys. Genetiniy Zymeny paieska kartu su imties parinkimu tapo vienu i§
svarbiausiy planuojamo tyrimo uzduociy. Genetinis Zymuo turéty tenkinti bent
kelis reikalavimus: jis turi pasizyméti (1) variabilumu/polimorfiskumu, (2) bati
nustatomas turimais molekuliniais genetiniais metodais, (3) pats tyrimas
palyginti nebrangus. Technologijy plétra ir jgytos Zinios leido plésti populiacijy
tyrimams galimy naudoti genetiniy Zymeny skai¢iy. Nuolat pildomas genetiniy
zZymeny sgrasas paskatino kurti vieninga nomenklatiirg, kas leisty gautus tyrimy
rezultatus ir duomenis pakartoti ar palyginti su kity mokslininky grupiy gautais
rezultatais.

Nustatyty genetiniy Zymeny gausa taip pat paskatino Kurti naujas
technologijas, leidzianc¢ias vienu metu nustatyti daugelj genetiniy zymeny.
Naujoms technologijoms, kuriomis galima atlikti didesnés apimties tyrimus,
budingi trikumai. Siekiant jy iSvengti ar sumazinti jtakg gautiems rezultatams,
reikia atlikti tinkama gauty duomeny kokybés kontrolg.

Tyrimo imties sudarymas tapo kitu svarbiu uzdaviniu vykdant populiacijy
tyrimus. Reprezentatyvios imties jtraukimas neretai leidzia nustatyti net ir mazus
skirtumus populiacijos viduje. Daznu atveju dalis populiacijy dél kultiiriniy,

kalbiniy, socialiniy, ekonominiy priezas¢iy yra neprieinamos populiacijy tyrimy
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vykdytojams. Tai skatina tarptautinj bendradarbiavimg tyréjy grupiy, Kurios
taiko naujos kartos technologijas, ir mokslininky, kurie gali j tyrimg jtraukti
uzdary ar mazesniy populiacijy meginius. Méginiy 1§ daugelio skirtingy
populiacijy iStyrimas ir duomeny dalinimasis leidzia mokslininky grupéms |
savo vykdomo tyrimo duomeny analiz¢ jtraukti kuo daugiau reprezentatyviy
imc¢iy 18 kity populiacijy ir iSvengti kryptingo rezultaty publikavimo.

Analizuojant atskiras genetiniy zymeny grupes, t. y. Y chromosomos,
mtDNA ar tolygiai po visg genomg pasiskirste autosomy zymenys, gauti
rezultatai ir iSvados apraso tik dalj tiriamos populiacijos, t. y. téviné ar motininé
linjjos. Neretai Sie populiacijy tyrimy rezultatai néra papildomy kity genetiniy
zymeny tyrimy rezultatais ir iSvadomis.

Didelés tiriamyjy imtys ir naujos kartos technologijomis gauti rezultatai
analizés metodai, leidziantys vienu metu analizuoti daugelio asmeny didelés
apimties geneting informacija.

Populiacijy genetiniy tyrimy rezultatai neretai suteikia unikalios
informacijos. Siems rezultatams ar iskeltoms hipotezéms patvirtinti reikalingas
tarp atskiry mokslo Saky bendradarbiavimas. Kity discipliny, t. y. archeologijos,
antropologijos, istorijos, tyrimai gali patvirtinti ir paaiskinti dalj populiacijy

tyrimy rezultaty.
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3. DARBO METODAI

3.1. Tiriamieji

Tiriamyjy grupes sudaro atsitiktinai atrinkti negiminingi asmenys, kurie
nurodé bent tris lietuviy tautybés kartas i$ bendros lietuviy populiacijos. Bendra
lietuviy populiacija (lictuviy populiacijos grupé) skirstoma j dvi pagrindines
grupes (pagal tarmiy biirius) — Aukstaitija ir Zemaitija, kiekviena jy dalinama j
tris etnolingvistines grupes (pagal patarmes): Piety, Vakary, Ryty AukStaitija ir
Siaurés, Piety ir Vakary Zemaitija (Girdenis, Zinkevi¢ius 1966) (3.1 pav.).

/ Lietuviu populiacijos grupé (1) \

@grindinés lietuviy populiacijos grupés (2):\
Aukstaitija ir Zemaitija

Lietuvos etnolingvistinés grupés (6):

Aukstaitija: 7Zemaitija:
Ryty Siaurés
Piety Piety

Vakary Vakary

N

3.1 pav. Darbe taikytas tiriamyjy grupavimas

)

Tiriamyjy genominé DNR i§ veninio kraujo, surinkto 1994-1995 m. ir
LITGEN projekto (VP1-3.1-SMM-07-K-01-013) metu 2011-2013 m., i§skirta
VU MF ZMGK darbuotojuy.

Siaurés
Zemaitija

Ryty
Aukstaitija
(RA)

Piety
Zemaitija
(PZ)

Vakary
Aukstaitija
(VA)

3.2 pav. Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy apimamos teritorijos
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Darbo metu tirty asmeny skaiCiaus pasiskirstymas pateikiamas zemiau

3.3—3.6 paveiksluose.

\
63 |
47 ]
38 |
s |
./

293

/ Aukstaitija (A) \ / Zemaitija (Z)
[ Ryty (RA) &7 ] [ Siaurés (57)
[ Piety (PA) 38 ] [ Piety (PZ)
[ Vakary (VA) 50 ] [ Vakary (VZ)

\% % viso: 145 ] [ 1% viso:

|

3.3 pav. Negiminingy asmeny, kuriems nustatyta Y chromosomos haplogrupés ir
haplotipai, skai¢iaus pasiskirstymas tarp Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

\

2067

/ Aukstaitija (A) Zemaitija (Z)
[ Ryty (RA) 55 ] [ Siaures (57) 62 ]
[ Piety (PA) 57 ] [ Piety (P7)
[ Vakary (VA) 47 ] [ Vakary (VZ)

\E I& viso: 137 ] [ % viso:

")

"

=
J

3.4 pav. Negiminingy asmeny, kuriems nustatyta visa mtDNR
pasiskirstymas tarp Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

seka, skaiCiaus

~

\

Aukstaitija (A)
Ryty (RA) 46 (34) ]
Piety (PA) 48 (34)

Vakary (VA)

Zemaitija (Z)
Siaures (5§7) 48 (36) ]
Piety (PZ) 45 (34)

Vakary (VZ)

15 viso:

)
46 (35) ]
)

140 (103)

IS viso:

113 (85)

)
20 (15) ]
)

./

253 (188)

|

3.5 pav. Negiminingy asmeny, kurie genotipuoti pagal 719 666 VNP, skaitiaus
pasiskirstymas tarp $esiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Skliaustuose pateiktas po
pirmingés ir antrinés kokybés kontrolés likusiy asmeny skai¢iaus pasiskirstymas
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[#273

Rytuy (RA) 7 iaurés (87) 10

Piety (PA) 1

Vakary (VA) 8

/ Zemaitija (Z) \
[ )
[ )
[ )
[ J

1
15 viso: 26 IS viso: 26

/ Aukstaitija (A) \
[ )
[ )
[ )
[ )

52 |

3.6 pav. Negiminingy asmeny, kuriems nustatyta egzomo DNR seka, skaiciaus
pasiskirstymas tarp $esiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

Genetiniams ir genominiams tyrimams vykdyti buvo gauti Vilniaus
regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimai: (1) ,,Lietuvos
populiacijos genetin¢ jvairoveé ir sandaros kitimai, susij¢ su evoliucija ir
dazniausiai paplitusiomis ligomis®, Nr. 158200-05-329-79, data: 2011-05-03;
(2) vietinis leidimas VU MF ZMGK vykdomiems tyrimams.

3.2. Genomo Zymeny tyrimo metodai

Darbo metu genominé DNR isskirta fenolio ir chloroformo arba
automatizuotu, naudojant magnetines daleles, metodais. Atliktas iSskirtos
genominés DNR koncentracijos ir $§varumo matavimas spektrofotometru.
Y chromosomos VNP genotipuoti buvo naudojami TagMan® zondai,
Y chromosomos TTKS — Applied Biosystems® AmpFISTR® Yfiler™ rinkinys
vykdant fragmenty kapiliaring elektroforezg. Visos mtDNR sekoskaita taikant
tiksliniy fragmenty iSgaudyma atlikta Illumina GAI, GAIl genetiniu
analizatoriumi (vidutinis sekos padengimas >350). Tolygiai po visa genoma
pasiskirste autosomy zZymenys genotipuoti lllumina Infinium® HD technologijos
lustais (719 666 VNP). Egzomo, koduojancios genomo dalies, sekoskaita taikant
tiksliniy fragmenty iSgaudyma atlikta 5500 SOLiD™ Sequencer genetiniu
analizatoriumi (vidutinis nustatyty pakaity sekos padengimas >40). Detalis

naudoty tyrimo metody protokolai pateikti 1 priede.
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3.3. Duomeny analizés metodai

Analizés metu nustatytos Y chromosomos arba mtDNR haplogrupés, esant
poreikiui, jungiamos hierarchiniu principu j stambesnes grupes, t.y. pavyzdziui,
Y chromosomos haplogrupés G2a ir G2ab3 jungiamos | vieng haplogrupe G2
arba G2a, kurios daznis lygus dviejy sujungty haplogrupiy dazniy sumai.

IS Y chromosomos haplotipy analizés pasalinti DYS385a ir DYS385b
zymenys, kurie susidaré¢ jvykus Y chromosomos fragmento, apimancio
DYS385, duplikacijai. DYS385a ir DYS385b Zymenys nustatomi naudojant
bendrg pradmeny pora, todél nejmanoma jvertinti tikslios nustatyty fragmenty
kilmés, t.y. DYS385a ar DYS385b. Vietoj nustatyto Y chromosomos zZymens
DYS389Il, susidedancio i§ DYS389I ir DYS389b, alelio jvercio, naudojamas
DYS389II ir DYS3891 Zymeny aleliy skirtumas, t.y. DYS389b Zymens alelio
reikSmeé.

Programiné jranga, naudota Y chromosomos, mtDNA, tolygiai po visg
genoma ir egzomo zZymeny analizei, ir atlikty darby trumpas aprasymas pateikti

3.1-3.4 lentelése.

3.3.1. Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy analizé

Pirminé duomeny analizé atlikta Rusijos medicinos moksly akademijos
Medicininés genetikos tyrimy centro RAMN Populiacinés genetikos
laboratorijos (Maskva, Rusijos Federacija) darbuotojy.

3.1 lentelé. Programiné jranga, naudota pirminei ir antrinei Y chromosomos haplotipy
ir haplogrupiy analizei

Duomeny

. . Programiné jranga Analizé
analizé
Pirminé GeneMapper® Software TTKS Zymeny fragmenty ilgiy ir aleliy
v4.0 (GMSv4.0) nustatymas
Antriné Haplogroup Predictor! Haplogrupiy ir haplotipy atitikimo su
(Athey 2005) tam tikra tikimybe tikrinimas
Arlequin v3.5.1.21 Haplogrupiy, haplotipy jvairovés jveréiy

(Excoffier, Lischer 2010) skaiCiavimas

Fst atstumy, remiantis haplogrupiy
pasiskirstymu, ir Rst atstumy, remiantis
haplotipy pasiskirstymu, skai¢iavimas
(Belle et al. 2010)

AMOVA analizé
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Phylip v3.69!
(Felsenstein 2004)

Nei (D) genetiniy atstumy (Nei 1972)
skai¢iavimas (Zoossmann-Diskin 2010)

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA
(angl. UPGMA, Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) arba NJ
metodais dendrogramos sudarymas

SPSS Statistics
Desktop v22.0.0
(bandomoji versija)®

MDS, remiantis Nei (D) ir Fst atstumais
pagal haplogrupiy pasiskirstyma

Microsoft® Office Excel

Grafiky braizymas

Duomeny analizé

R v3.0.3 (Ade4, Rcmdr)?

Dviejy atstumy matricy panasumo
jvertinimas (Mantelio Kkriterijus)

PKA

Barrier v2.2! Haplogrupiy Jvairoves barjery

(Manni et al. 2004) nustatymas

Network v4.6.1.2! Filogenetiniy medziy, remiantis

(www.fluxus- Y chromosomos 15 TTKS Zzymeny

engineering.com) pasiskirstymu  haplogrupiy  viduje,
sudarymas

BATWING! TMRCA, remiantis 15 TTKS zymeny

(Wilson et al. 2003) pasiskirstymu  haplogrupés  viduje,
skaiCiavimas

!Laisvos prieigos

3.3.2. mtDNR haplogrupiy ir haplotipy analizé

Pirminé duomeny analizé atlikta Makso Planko Evoliucinés antropologijos

instituto (Leipcigas, Vokietija) darbuotojy: (1) nustatyty fragmenty lygiavimas;

(2) mtDNR rekonstravimas pagal referentinj genoma, leidziant du nukleotidy

neatitikimo (angl. Mismatch) atvejus ir vieng tarpo (angl. Gap) atvejj;

(3) kokybés kontrolé: pozicijos, kuriy padengimas sieké vieng kartg ir (ar)

kuriose MAF >30 %, pazymétos N, t. y. nenustatyta.

3.2 lentelé. Programiné jranga, naudota pirminei ir antrinei mtDNR haplotipy ir

haplogrupiy analizei

Duomoel.lq Programiné jranga Analizé
analizé

Pirminé | Haplogrep® (Kloss- Haplogrupiy nustatymas
Brandstatter et al. 2011)

Antriné Muscle? Dauginis lygiavimas su rCRS
(Edgar 2004)
BioEdit v7.1.3.0! Sekos redagavimas, tarpy ar kity
(Hall 1999) pozicijy, nurodyty fragmenty ar
DnaSP v5.10.01 tiriamyjy Salinimas
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(Librado, Rozas 2009)

Sekos varianty analizé

Arlequin v3.5.1.2¢
(Excoffier, Lischer 2010)

Haplogrupiy,  haplotipy  jvairovés
jverCiy, Tajima D jverciy skai¢iavimas

Fst atstumy pagal haplogrupes ir poriniy
skirtumy ar ®st atstumy pagal
haplotipus skai¢iavimas (Barbieri et al.
2012; Kasperaviciuté et al. 2004)

AMOVA analiz¢
SPSS Statistics MDS
Desktop v22.0.0
(bandomoji versija)*
Microsoft® Office Excel Grafiky braizymas

Duomeny analizé

R v3.0.3 (Ade4, Rcmdr)?

Dviejy atstumy matricy panasumo
jvertinimas (Mantelio Kriterijus)

PKA

Barrier v2.21

Haplogrupiy ir haplotipy jvairovés
(Manni et al. 2004) barjery nustatymas
Network v4.6.1.2! Filogenetiniai medziy, remiantis
(www.fluxus- haplotipy (577-16 023 np)
engineering.com) pasiskirstymu  haplogrupiy  viduje,
sudarymas
Vidutinio mutacijy  skaiiaus  (p)
filogenetingje linijoje, naudojant

haplotipus (16 564 np), skai¢iavimas

Filogenetiniy linijy
amziaus skaiciuoklé
(Costa et al. 2013)

Filogenetiniy linijy amziaus ir PI pagal
haplotipy (16 564 np) jvairove
nustatymas

Programavimo kalba
Python v2.7.4

Duomeny tvarkymas ir apdorojimas,
naudojant  automatinius  scenarijus
(angl. Script)?

L aisvos prieigos

2Atlikta bendradarbiaujant su specialistu
3.3.3. Tolygiai po genomg pasiskirs¢iusiy autosomy VNP analizé

Pirminé duomeny analizé atlikta VU MF ZMGK jaunesniosios mokslo
darbuotojos ir doktorantés I. Domarkienés.

Atliktas protéviniy aleliy pagal PK (angl. PCAIMS, Principal Components
Ancestral Informative Markers) nustatymas. 1§ PK1-100 pasirinkta po 200
VNP, kuriems suteikti didziausi svorio koeficientai (EIGENSOFT v5.0.1).
Kiekvienos PK kiekvienam 1§ 200 VNP suteikti santykiniai svoriai, didziausias
svoris prilygintas 1, visiems kitiems VNP suteikti proporcingi santykiniai svorio

koeficientai. Galutinis VNP koeficientas gautas VNP santykinj svorio
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koeficienta dauginant i§ konkretaus VNP pasitaikymo skaiciaus visose PK.

Tolesnei analizei atrinkti VNP, kuriy galutinis koeficientas >1.

3.3 lentelé. Programiné jranga, naudota pirminei ir antrinei tolygiai po visg genoma
pasiskirs¢iusiy VNP analizei

(Purcell et al. 2007)

Duomoer.u; Programiné jranga Analizé
analizé
Pirminé GenomeStudio v2011.1 Parametrai (2 priedo 13 lentelé, 2 priedo
(Ilumina® GenomeStudio 14 lentelé)
2011, gamintojas Illumina,
Inc. 2003-2011)
Antriné PLINK v1.9* Autosomy VNP atrinkimas

Asmeny, kuriems remiantis identiSkumo
pagal kilme (angl. IBD, Identical by
Descent) PI HAT < 0,4, pasalinimas
atsitiktine tvarka

Inbrydingo koeficiento (F) jvertinimas,
galimam meéginiy uzterStumui tyrimo
metu nustatyti

VNP, neatitinkan¢iy  HardZzio ir
Vainbergo désnio, kai p < 107,
pasalinimas

VNP su trikstamais genotipais (>1 %)
pasalinimas

VNP, kuriy MAF < 0,01, pasalinimas

Aleliy asociacijos (r? < 0,2) pasalinimas

MDS, naudojant VNP (* < 0,2)

LD struktiiros nustatymas

EIGENSOFT v5.0.11
(Patterson et al. 2006)

PKA (VNP 2<0,2)

PK statistinio reikSmingumo jvertinimas
(Tracy-Widom Kriterijus)

VNP, kuriy genetiné variacija tam
tikroje PK didZiausia tarp populiacijy,
nustatymas

Microsoft® Office Excel

Grafiky braizymas

Duomeny analizé

PCAIMS nustatymas

R v3.0.3 (Ade4, Rcmdr)*

Dviejy atstumy matricy panasumo
jvertinimas (Mantelio kriterijus).

Dviejy nepriklausomy im¢iy vidurkiy
palyginimas (nepriklausomy iméiy t
kriterijus)

Barrier v2.21
(Manni et al. 2004)

Genetings jvairovés barjery nustatymas

Phylip v3.69!
(Felsenstein 2004)

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA
arba NJ metodais dendrogramos
sudarymas
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Structure v.2.3.4!
(Pritchard et al. 2000)

Modelio, paremto skirtingy grupiy
skai¢iumi (K), kuris apraso esama
genetiniy duomeny variacijg  tarp
populiacijy, sudarymas

Programavimo kalba
Python v2.7.4!

Duomeny tvarkymas ir apdorojimas,
naudojant automatinius scenarijus?

!Laisvos prieigos
2Atlikta bendradarbiaujant su specialistu

3.3.4. Egzomo autosomy Zymeny analizé

Pirminé, antriné, tretiné sekoskaitos duomeny analizé atlikta kartu su

VU MF ZMGK mokslo darbuotoja dr. L. Ambrozaityte.

3.4 lentelé. Programiné jranga, naudota pirminei, antrinei, tretinei ir ketvirtinei egzomo

DNR sekos varianty analizei

Duom.e1.1q Programiné iranga Analizé
analizé
Pirminé LifeScope™ Genomic Parametrai (2 priedo 16 lentelé)
Antriné Analysis Software v2.5.
Tretiné
Ketvirtiné | Arlequin v3.5.1.2! Poriniy skirtumy pagal 6 939 autosomy

(Excoffier, Lischer 2010) vieno  nukleotido  pakaity aleliy
pasiskirstyma skaiCiavimas
Microsoft® Office Excel Grafiky braizymas

Duomeny analize

R v3.0.3 (Ade4, Rcmdr)*

Venno diagramos sudarymas

Tiesines regresijos modelio sudarymas

PKA

Programavimo kalba
Python v2.7.4!

Duomeny tvarkymas ir apdorojimas,
naudojant automatinius scenarijus?

Atviro kodo reliaciniy
duomeny baziy valdymo
sistema PostgreSQL
v.9.2.3

Sukurta egzomo anotuoty pakaity
reliaciné duomeny bazé?

ParaSytos SQL wuzklausos egzomo
anotuoty pakaity duomeny analizei?

!Laisvos prieigos
2Atlikta bendradarbiaujant su specialistu
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4. TYRIMU REZULTATAI

4.1. Lietuvos populiacijos genetiné struktira ir padétis kity populiacijy
atzvilgiu, remiantis Y chromosomos haplogrupiy 1ir haplotipy
pasiskirstymu

Tirtoje lietuviy populiacijos grupéje (3.2 pav.) nustatyta 16 skirtingy
Y chromosomos haplogrupiy (4.1 pav.). Sios haplogrupés priklauso astuonioms
skirtingoms filogenetinéms linijoms (E, G, H, [, J, N, R, T). Sesios (E, G, 1, J,
N, R), kurioms priklauso >99 % tirtos lietuviy populiacijos, yra dazniausios

filogenetinés linijos Europoje (Wiik 2008).

N1cl; 40,6 = E1blbl
= Elblbla

G1
G2a

= G2a3b

= H

m|l

= |23

= [2b1

m ]2

= J2b

m Nlcl
Rlala
Rlalalg
R1b1b2

2 2h \
11; 4,8 \
Elblbla; 2,0 7

R1b1b2; 4,4

Rlalalg; 8,5

Rlala; 33,1 T

4.1 pav. Y chromosomos haplogrupiy pasiskirstymas (daznis, %) tirtoje Lietuvos
populiacijos grupéje

Dazniausios haplogrupés tirtoje lietuviy populiacijos grupéje yra
N1cl(M178) — 40,6 %, R1ala(M198) — 33,1 %, kuri kartu su R1lalalg(M458)
sudaro 41,6 %. Trys dazniausios haplogrupés sudaro ~82 %, Kitos
13 haplogrupiy sudaro ~18 % tirtos lietuviy populiacijos.

Matomas nustatyty dazniausiy haplogrupiy pasiskirstymo Siaurés—piety
asimi gradientas. Haplogrupés Nlcl didZiausias daZnis nustatomas Siaurés
Lietuvoje, jis mazéja piety kryptimi (4.2 pav.). Haplogrupés Rlala ir Rlalalg
didziausias daznis nustatomos Piety Lietuvoje, jiS mazéja Siaurés kryptimi

(4.3 pav., 4.4 pav.).
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4.2 pav. Y chromosomos haplogrupés Nlcl pasiskirstymas (zalia spalva) tarp tirty
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

L
T e

4.3 pav. Y chromosomos haplogrupés R1ala pasiskirstymas (mélyna spalva) tarp tirty
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

‘
A ’
/

4.4 pav. Y chromosomos haplogrupés Rlalalg pasiskirstymas (raudona spalva) tarp
tirty Lietuvos etnolingvistiniy grupiy



Tiriant 15 TTKS pasiskirstyma nustatyta, kad DY S458, DY S456, DY S635
yra variabiliausi, DYS437 maziausiai variabilus Zymuo tirtoje lietuviy

populiacijos grupéje (4.5 pav.).
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45 pav. Y chromosomos 15 TTKS zymeny dazniausiy ir skirtingy aleliy
pasiskirstymas tirtoje Lietuvos populiacijos grupéje. Kiekvieno zymens pavadinime
skliaustuose pateikti dazniausi aleliai, kuriy daznis populiacijoje pateikiamas mélynos
spalvos tiese (asis kairéje). Kiekvieno zZymens nustatytas skirtingy aleliy skaiius
pateikimas oranzinés spalvos tiese (asis desinéje)

DYS458 matomi septyni skirtingi aleliai, i§ kuriy dazniausias (17)
nustatytas 37 % tirtos populiacijos; DY S456 — septyni skirtingi aleliai, i§ kuriy
dazniausias (13) nustatytas 32 % tirtos populiacijos; DY S635 — astuoni skirtingi
aleliai, i$ kuriy dazniausias (23) nustatytas 44 % tirtos populiacijos; DY S437 —
keturi skirtingi aleliai, i§ kuriy dazniausias (14) nustatytas 85 % tirtos
populiacijos.

Tirtoje lietuviy populiacijos grupéje nustatyta 250 skirtingy haplotipy.
Aukstaitijos grupéje skirtingi 137 (i§ tirty 145 asmeny), Zemaitijos grupéje
skirtingi 129 (is tirty 148 asmeny) haplotipai. Tarp SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy ~ grupiy  daugiausia  skirtingy  haplotipy  nustatyta
Piety Aukstaitijoje, maZiausiai — Piety Zemaitijoje. Tirtoje lietuviy populiacijos
grupéje nustatytas dazniausias haplotipas, yra Nlcl haplogrupés viduje ir

sudaro 1,7 % tirtos lietuviy populiacijos. Taip pat aptikti retesni haplotipai:
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(1) Nlcl haplogrupés viduje du haplotipai, kuriy kiekvieno daznis — 1,3 %j;
(2) Nlcl haplogrupés viduje penki haplotipai, kuriy kiekvieno daznis — 1,0 %);
(3) 23 haplotipai, kuriy kiekvieno daznis — 0,7 %; (4) 219 haplotipy, kurie yra
pavieniai tirtoje lictuviy populiacijos grupéje.

Apskaic¢iuoti Y chromosomos haplogrupiy (16) ir haplotipy (250 remiantis
15 TTKS) jvairovés jveréiai, t. y. tikimybé, kad atsitiktinai parinkti du asmenys
turés  skirtingas haplogrupes arba  haplotipus, SeSioms Lietuvos
etnolingvistinéms grupéms, dviem pagrindinéms grupéms (AukStaitija ir
Zemaitija) ir tirtai lietuviy populiacijos grupei. Taip pat apskaidiuoti
Y chromosomos haplotipy, sudaryty i§ 15 TTKS zymeny, jvairovés jverciai
dazniausiy Y chromosomos haplogrupiy viduje (4.1 lentelé).

Didziausia Y chromosomos haplogrupiy jvairové tarp SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy Yyra Vakary AukStaitijoje (0,7739 (£0,0370)),
maziausia — Siaurés Zemaitijoje (0,6667 (+0,0439)). Lyginant dvi pagrindines
Lietuvos grupes,
(0,7300 (+£0,0232)) negu Zemaitijoje (0,7023 (+£0,0258)).

4.1 lentelé. Haplogrupiy (16) ir haplotipy (15 TTKS) jvairovés jverciai tirtoje lietuviy

Aukstaitijoje matoma didesn¢ haplogrupiy jvairove

populiacijos grupéje

i e . - Haplogrupi Haploti Haploti
Populiacijos grupé Imtis ivair:‘mgé (gN% skrz)liéiupsq ivair?wé (I;lll\l)
P. Aukstaitija 38 0,6899 (+0,0537) 38 1,0000 (+0,0060)
R. Aukstaitija 57 0,6898 (+0,0480) 54 0,9981 (+0,0037)
V. Aukstaitija 50 0,7739 (+0,0370) 49 0,9992 (+0,0042)

Aukstaitija 145 0,7300 (+0,0232) 137 0,9991 (+0,0010)
S. Zemaitija 63 0,6667 (+0,0439) 59 0,9980 (+0,0033)
V. Zemaitija 38 0,6970 (+0,0488) 37 0,9986 (+0,0065)
P. Zemaitija 47 0,7595 (+0,0414) 40 0,9926 (+0,0062)
Zemaitija 148 0,7023 (+0,0258) 129 0,9980 (+0,0011)
Lietuva 293 0,7152 (+0,0173) 250 0,9986 (+0,0005)
. . Haplogrupi Haploti Haploti

Haplogrupé Imtis ivail:"mgé (SN% skrzjliéiupsll ivairlt))vé (I;lll\l)
Nicl 119 — 85 0,9927 (+0,0023)
Rlala 97 — 91 0,9987 (+0,0017)
Rlalalg 25 — 24 0,9967 (£0,0125)

Didziausia Y chromosomos haplotipy jvairové tarp SeSiy Lietuvos

etnolingvistiniy grupiy yra Piety Aukstaitijoje (1,0000 (£0,006)), maziausia —
Piety Zemaitijoje (0,9926 (+0,0062)). Tarp dviejy pagrindiniy Lietuvos grupiy
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Aukstaitijoje matoma didesné haplotipy jvairové (0,9991 (+0,001)) negu
(0,9980 (+0,0011)). grupéje

apskaiCiuotas vidutinis porinis haplotipy skirtumas — 8,8 (+4,1), t. y. atsitiktinai

Zemaitijoje Tirtoje lietuviy populiacijos
parinkti du haplotipai vidutiniskai skiriasi ~9 (+4) Zymeny aleliais. Tirtoje
lietuviy populiacijos grupéje haplotipo Zymens vidutinis jvairovés jvertis yra
0,5893 (£0,3015), t. y. ~59 % (£30 %) tikimybé, kad atsitiktinai parinkty
haplotipy konkretaus Zymens aleliai bus skirtingi.

Tirtoje lietuviy populiacijos grupéje didziausia Y chromosomos haplotipy
jvairové dazniausiy haplogrupiy (N1cl, Rlala, Rlalalg) viduje, nustatyta
haplogrupei Rlala — 0,9987 (+£0,0017), 91 skirtingas haplotipas i§ 97 tirty
asmeny. Maziausia Y chromosomos haplotipy jvairové nustatyta haplogrupei
N1cl — 0,9927 (+0,0023), 85 skirtingi haplotipai i§ 119 tirty asmeny.
Haplogrupei Rlalalg nustatyta haplotipy jvairové — 0,9967 (+0,0125),
24 skirtingi haplotipai is 25 tirty asmeny.

Apskaiciuoti Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy Nei (D) ir Fst atstumai
pagal Y chromosomos haplogrupiy (E1blbl (+E1blbla), 11, 12a, N1cl, Rlala,
Rlalalg, R1b1b2, kitos (+G1, G2a, G2a3b, H, 12b1, J2, J2b, T)) pasiskirstymg
tirtoje Lietuvos populiacijos grupéje (4.2 lentelé).

4.2 lentelé. Nei (D) ir Fst atstumy tarp Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy matrica.
Vir§ jstrizainés Nei (D) atstumai, zemiau — Fst atstumai. ParySkinti statistiskai
reikSmingi (p < 0,05; 10 000 keliniy (angl. Permutation)) jverciai. Trumpiniai: S7Z -
Siaurés Zemaitija, PZ — Piety Zemaitija, VZ — Vakary Zemaitija, VA — Vakary
Aukstaitija, PA — Piety Aukstaitija, RA — Ryty Aukstaitija

SZ PZ VZ VA PA RA
S7 0 0,003416 | 0,003673 | 0,005699 | 0,013052 | 0,002597
P7 -0,00224 0 0,002536 | 0,001633 | 0,006654 | 0,003187
\7/ -0,00305 | -0,01234 0 0,002300 | 0,004174 | 0,005575
VA 0,00875 | -0,01391 | —0,01282 0 0,003824 | 0,007274
PA 0,04120 | 0,00640 | —0,00638 | —0,00581 0 0,015460
RA -0,00394 | —0,00469 | 0,00471 0,01399 0,04945 0

Nustatyti statistiSkai reikSmingi (p < 0,05; 10 000 kéliniy) Fst atstumai tarp
Piety Aukstaitijos ir Ryty Aukstaitijos, Piety Aukstaitijos ir Siaurés Zemaitijos.

Pastarosioms etnolingvistiniy grupiy poroms apskaiciuoti didziausi Nei (D)
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atstumai. Rasta statistiSkai reikSminga koreliacija tarp Nei (D) ir geografiniy
atstumy (4.2 lentelé) (Mantelio kriterijus, r = 0,47; p = 0,0454; 10 000 kéliniy).

AMOVA analizé, remiantis haplogrupiy Fsr ir haplotipy Rst atstumais,
atlikta jungiant tirtas SeSias Lietuvos etnolingvistines grupes pagal geografine
padét; ar kalbinius, kulttirinius skirtumus. Didziausia haplogrupiy ir haplotipy
jvairove, siekianti ~99 %, yra tarp tiriamy asmeny etnolingvistiniy grupiy viduje.
Nustatyti haplogrupiy ir haplotipy statistiSkai reikSmingi (p < 0,05; 10 000
keliniy) jvairovés jverCiai tarp grupiy, sudaryty pagal geografing padéti:
(1) Siaurés Zemaitija, Ryty Aukstaitija; (2) Vakary, Piety Zemaitija, Vakary
Aukstaitija; (3) Piety Aukstaitija (4.3 lentelé).

4.3 lentelé. AMOVA analizés, pagal Y chromosomos haplogrupiy (16) ir haplotipy
(15 TTKS) pasiskirstymg tirtoje Lietuvos populiacijoje, rezultatai. Paryskinti
statistiSkai reikSmingi (p < 0,05; 10 000 keéliniy) jverciai. Tirtos SeSios Lietuvos
etnolingvistinés grupés sujungtos pagal geografine padéti: (1) Siaurés Zemaitija, Ryty
Aukstaitija; (2) Vakary Zemaitija, Vakary Aukstaitija, Piety Zemaitija; (3) Piety
Aukstaitija

Haplogrupés (Fst atstumai)

Genetinés jvairovés Saltinis df! Fiksacijos indeksas (F) | Ivairové (%)
(1) tarp grupiy 2 0,0189 (p = 0,01683) 1,89
(2) tarp populiacijy grupiy viduje 3 —0,009152 —0,9
(3) tarp tiriamyjy populiacijy viduje 287 0,009922 99,01

Haplotipai (Rst atstumai)

Genetinés jvairovés $altinis df! Fiksacijos indeksas (F) | Ivairové (%)
(1) tarp grupiy 2 0,02023 (p = 0,01653) 2,02
(2) tarp populiacijy grupiy viduje 3 —0,009882 —-0,97
(3) tarp tiriamyjy populiacijy viduje 287 0,010552 98,95

1df — laisvés laipsnis
2Statistiskai nereik§mingi jveréiai (p > 0,05)
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4.6 pav. MDS, remiantis (A) Fst ir (B) Nei (D) atstumais pagal Y chromosomos
haplogrupiy (E1blbl (+Elblbla), 11, 12a, Nlcl, Rlala, Rlalalg, R1blb2, kitos
(+G1, G2a, G2a3b, H, 12bl, J2, J2b, T)) pasiskirstyma. MDS paklaidos funkcija (angl.
Stress) ir koreliacijos koeficientas (r?): (1) Fst atstumy matrica, stress = 0,0025;
r> = 0,99996; (2) Nei (D) atstumy matrica, stress = 0,0031; r> = 0,99994

Vizualizavus gautus rezultatus MDS metodu, remiantis Fst atstumais pagal
Y chromosomos haplogrupiy pasiskirstyma, pirmoje ir antroje dimensijoje
matomos keturios grupés: (1) Siaurés Zemaitija, Ryty Aukstaitija; (2) Vakary
Zemaitija, Vakary Aukstaitija; (3) Piety Zemaitija; (4) Piety Aukstaitija.
Vizualizavus gautus rezultatus MDS metodu, remiantis Nei (D) atstumais pagal
Y chromosomos haplogrupiy pasiskirstymg, pirmoje ir antroje dimensijoje
atsiduria trys grupés: (1) Siaurés Zemaitija, Ryty Aukstaitija; (2) Vakary
Zemaitija, Vakary Aukstaitija, Piety Zemaitija; (3) Piety Aukstaitija. Remiantis
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pastaraja MDS, tirta Lietuvos populiacijos grupé dalijama j Siaurés, Vidurio ir
Piety Lietuvos populiacijy grupes (4.6 pav.).
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4.7 pav. PKA, remiantis (A) Fst ir (B) Nei (D) atstumais pagal Y chromosomos
haplogrupiy (E1blbl (+Elblbla), 11, I12a, Nicl, Rlala, Rlalalg, R1blb2, kitos
(+G1, G2a, G2a3b, H, 12b1, J2, J2b, T)) pasiskirstyma, rezultatai

PKA, remiantis Fst atstumais pagal Y chromosomos haplogrupiy
pasiskirstymg, rezultatai rodo, kad PK1 apraso 48,47 %, PK2 — 30,71 %
variacijos tarp tirty Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. PK1 apraso jvairove
tarp trijy klasteriy (3iaurés—piety asis), gauty vizualizavus rezultatus: (1) Siaurés
Zemaitija, Ryty Aukstaitija; (2) Piety Zemaitija; (3) Vakary Zemaitija, Vakary,
Piety Aukstaitija. PKA, remiantis Nei (D) atstumais pagal Y chromosomos

haplogrupiy pasiskirstyma, rezultatai rodo, kad PK1 apraso 54,82 %, PK2 —
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37,49 % variacijos tarp tirty SeSiy etnolingvistiniy grupiy. PK1 apraso variacijos
dalj tarp ty paciy klasteriy (4.7 pav.).

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Nei (D) atstumais,
sudaryta tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy dendrograma. Medyje
matomos trys grupés: (1) Siaurés Zemaitija, Ryty Aukstaitija; (2) Vakary
Zemaitija, Vakary Aukstaitija, Piety Zemaitija; (3) Piety Aukstaitija, pastaroji
etnolingvistiné grupé (Piety Aukstaitija) nutolusi didZiausiu atstumu nuo kity
dviejy klasteriy (4.8 pav.).

PA

— P/ .
. V/N

W

— VZ

— RA
— S7

4.8 pav. Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Nei (D) atstumais
pagal Y chromosomos haplogrupiy pasiskirstymg, sudaryta SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy  grupiy dendrograma. Paveikslo deSinéje linijomis atskirti
dendrogramoje stebimi etnolingvistiniy grupiy klasteriai

Nustatyti Y chromosomos haplogrupiy jvairovés pasiskirstymo barjerai tarp
tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Pirmas barjeras atskiria
Ryty AuksStaitijg nuo likusiy etnolingvistiniy grupiy. Antras ir trecias barjerai
matomi, priklausomai nuo naudotos atstumy matricos: (1) tarp Piety Aukstaitijos
ir Vakary Aukstaitijos; (2) tarp Siaurés Zemaitijos ir likusiy Zemaitijos grupiy
(4.9 pav.).
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4.9 pav. Y chromosomos haplogrupiy jvairovés barjerai tarp tirty Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy. Kairé¢je SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy schema pagal
pateiktas koordinates (2 priedo 1 lentelé) ir matomi barjerai (raudona linija, barjery
eiliSkumo tvarka nurodyta skaiciais). Analizei naudota Fst (virSutinis pav.) ir Nei (D)
(apatinis pav.) atstumai

Sudaryti filogenetiniai medziai, remiantis Y chromosomos haplotipy
(15 TTKS) jvairove, dazniausiy Y chromosomos haplogrupiy Nlcl, Rlala,
Rlalalg viduje. Haplogrupés N1cl viduje — artimas zvaigzdés struktirai
filogenetinis medis, turintis centrinj haplotipa, kurio daznis 1,7 %. Nuo centrinio
haplotipo vienos mutacijos zingsniu atsiSakoja devyni haplotipai, i$ kuriy penki
nustatyti didesniu negu 0,7 % dazniu. Filogenetiniame medyje matomi septyni
haplotipai, nutolg 1-2 mutacijomis daugiau nuo centrinio haplotipo nei Kkiti
haplotipai (4.10 pav.). Haplogrupés Rlala filogenetinis medis neturi centrinio
haplotipo, kuris biity nustatytas tirtoje lietuviy populiacijoje. Matomi penki
haplotipai nutole didesniu mutacijy skai¢iumi palyginti su kitais haplotipais
(4.11 pav.).
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4.10 pav. Filogenetinis medis pagal Y chromosomos 15 TTKS pasiskirstymag
haplogrupés Nlcl viduje. Filogenetinis medis sudarytas naudojant sumazintos
medianos jungties metoda (angl. Reduced Median) (redukcijos laipsnis 1). Kiekvienam
TTKS priskirtas svertinis koeficientas, atsizvelgiant | TTKS mutacijos daznj
(Ballantyne et al. 2010). (2 priedo 3 lentelé)
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411 pav. Filogenetinis medis pagal Y chromosomos 15 TTKS pasiskirstyma
haplogrupés Rlala viduje. Filogenetinis medis sudarytas naudojant sumazintos
medianos jungties metoda (redukcijos laipsnis 1). Kiekvienam TTKS priskirtas
svertinis koeficientas, atsizvelgiant | TTKS mutacijos daznj (Ballantyne et al. 2010)
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4.12 pav. Filogenetinis medis pagal Y chromosomos 15 TTKS pasiskirstymag
haplogrupés Rlalalg viduje. Filogenetinis medis sudarytas naudojant sumaZzintos
medianos jungties metoda (redukcijos laipsnis 1). Kiekvienam TTKS priskirtas
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svertinis koeficientas, atsizvelgiant | TTKS mutacijos daznj (Ballantyne et al. 2010)

4.4 lentelé. Dazniausiy Y chromosomos haplogrupiy TMRCA ir populiacijos augimas,

remiantis 15 TTKS pasiskirstymu

Mutacijy daznis — 8,5-10° mutacija/zymuo/karta (Ballantyne et al. 2010)

Haplogrupé | Imtis TMRCA (metai) Populiacijos augimo pradzia (metai)
Nlcl 119 8312,3 4 456,1
Rlala 97 15512,3 4 580,5
Rlalalg 25 8 606,6 4 206,7
Mutacijy daznis — 6,9-10* mutacija/zymuo/karta (Zhivotovsky et al. 2004)
Haplogrupé | Imtis TMRCA (metai) Populiacijos augimo pradZia (metai)
Nlcl 119 20 382,0 10 531,6
Rlala 97 49 726,3 11743,3
Rlalalg 25 22 666,7 9799,9
Mutacijy daZnis — 2-10° mutacija/zymuo/karta (Luca et al. 2007)
Haplogrupé | Imtis TMRCA (metai) Populiacijos augimo pradZia (metai)
Nicl 119 10 387,0 5430,1
Rlala 97 24 638,5 7027,2
Rlalalg 25 15935,1 7 300,8

Remiantis Y chromosomos haplotipy (15 TTKS) jvairove tirtoje lietuviy
populiacijoje, dazniausioms Y chromosomos haplogrupéms Nlcl, Rlala,
Rlalalg apskaic¢iuotas TMRCA. Modelio a priori parametrai: (1) pradinés
pastovaus dydzio populiacijos su vélesniu populiacijos augimu modelis;

(2) pradinis populiacijos dydis, haplogrupei R1alalg 500, haplogrupéms Nlcl,
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Rlala - 1 000; (3) populiacijos augimo greitis 0—4 % Kkartai;
(4) populiacijos augimo pradzia; (5) mutacijos daznis (2 priedo 4 lentelé)
(Ballantyne et al. 2010; Kasperavicitté et al. 2004; Luca et al. 2007).
Apskaiciuotas haplogrupiy TMRCA ir populiacijos augimas labiausiai
priklausé nuo a priori parametro — mutacijy daznio. Haplogrupés Nlcl
populiacijos augimas varijavo ~4 456—10 531 mety ribose, haplogrupés Rlala
populiacijos 4 580—11 743 mety ribose, haplogrupés Rlalalg populiacijos
4 207-9 800 mety ribose (
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4.12 pav. Filogenetinis medis pagal Y chromosomos 15 TTKS pasiskirstymag
haplogrupés Rlalalg viduje. Filogenetinis medis sudarytas naudojant sumaZintos
medianos jungties metoda (redukcijos laipsnis 1). Kiekvienam TTKS priskirtas
svertinis koeficientas, atsizvelgiant | TTKS mutacijos daznj (Ballantyne et al. 2010)

4.4 lentele).

Taikant MDS, remiantis Nei (D) atstumais (2 priedo 6 lentelé ir 7 lentelé)
pagal Y chromosomos haplogrupiy (E1, G, 11, J2, N3, R1a, R1b) pasiskirstyma
analizuotose Europos populiacijose (2 priedo 5 lentel¢), matomos penkios
grupés: (1) Pabaltijo populiacijos (Lietuva, Latvija, Estija); (2) Skandinavijos ir
Siaurés Europos populiacijos (Norvegija, Svedija, Vakary ir Ryty Suomija);
(3) Ryty ir Centrinés Europos populiacijos (Rusijos Europiné dalis, Baltarusija,

Lenkija, Ukraina); (4) Centriné ir Pietry¢iy Europos populiacijos (Moldavija,
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Cekija, Rumunija, Graikija); (5) Vakary Europos populiacijos (Vokietija,
Danija, Britanija, Grenlandija). Sios grupés atitinka populiacijy geografing
padétj Europoje, iSskyrus Italijos ir Turkijos populiacijas (4.13 pav.). Atlikus
PKA, remiantis Nei (D) atstumais pagal Y chromosomos haplogrupiy
pasiskirstyma analizuotose Europos populiacijose, PK1 aprasé 55,45 %, PK2 —
29,36 % Y chromosomos haplogrupiy jvairovés tarp Europos populiacijy
(4.14 pav.). PK1 aprasoma variacija dél Y chromosomos jvairovés skirtumy tarp
Ryty ir Vakary Suomijos, Pabaltijo (Lietuva, Latvija, Estija) ir likusiy analizuoty
Europos populiacijy. PK2 apraso variacija tarp Pabaltijo, Ryty slavy, Siaurés,
Centrinés ir Balkany, Piety ir Vakary Europos populiacijy grupiy.
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4.13 pav. MDS, remiantis Nei (D) atstumais pagal Y chromosomos haplogrupiy (E1, G, 11, J2, N3, R1la, R1b) pasiskirstyma Europos

populiacijose, vizualizuoti rezultatai. MDS paklaidos funkcija (angl. Stress) ir koreliacijos koeficientas (r?): (1) Nei (D) atstumy matrica, stress
=0,16853, r> = 0,88982
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4.14 pav. PKA, remiantis Nei (D) atstumais pagal Y chromosomos haplogrupiy (E1, G, I1, J2, N3, R1a, R1b) pasiskirstymg Europos populiacijose.
PK1 apraso 55,45 %, PK2 — 29,36 % Y chromosomos haplogrupiy jvairovés tarp Europos populiacijy
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Nustatyti Y chromosomos haplogrupiy jvairovés barjerai tarp analizuoty
kaimyniniy Europos populiacijy (Lietuva, Latvija, Estija, Svedija, Ryty ir
Vakary Suomija, Rusija, Baltarusija, Lenkija). Pirmas barjeras atskiria Svedijos,
Ryty ir Vakary Suomijos populiacijas nuo kity tirty Europos populiacijy. Antras
barjeras matomas tarp Lenkijos ir kity analizuoty Europos populiacijy, tre¢ias —

tarp Baltarusijos ir kity analizuoty Europos populiacijy (4.15 pav.).

s %4 - R. Suomija

V. Suomija

4.15 pav. Y chromosomos haplogrupiy jvairovés barjerai tarp analizuoty kaimyniniy
Europos populiacijy. Barjerai paZyméti raudona linija, eiliSkumo tvarka paZyméta
skaiCiais. Analizei naudota Nei (D) atstumai

APTARIMAS

D. Kasperaviciuté kartu su kitais mokslininkais aprasé Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy strukttirg, remdamiesi Y chromosomos $esiy haplogrupiy
ir haplotipy, sudaryty i§ 9 TTKS Zymeny, duomenimis. Taip pat lietuviy
populiacija palyginta su kity Pabaltijo populiacijy (Latvija, Estija) gautais

v —

tyrimy, kuriuose jtraukta ir Lietuvos populiacija, pateikti analizés rezultatai,
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naudojant tik pagrindiniy haplogrupiy ar haplotipy (<10 TTKS) duomenis
(Kushniarevich et al. 2013; Laitinen et al. 2002; Lappalainen et al. 2008).
Dél mokslininky grupiy Kryptingai j tyrimus jtraukiamy méginiy, nenurodant jy
tikslaus pasiskirstymo analizuojamoje populiacijoje, gauti rezultatai gali
neatspindéti tikros populiacijos genetinés jvairoves.

Darbo metu nustatytas Y chromosomos haplogrupiy (16) ir haplotipy
(15 TTKY) pasiskirstymas, iStyrus didziausia, palyginti su ankstesniais tyrimais,
imt] 1§ SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Y chromosomos haplogrupiy
(N1cl ir Rlala) daznis artimas iki Sio darbo nustatytam, taciau $iy haplogrupiy
pasiskirstymas skirtingas. Haplogrupés Nlcl daznis siekia 40,3 % ir yra Kiek
mazesnis palyginti su kita dazniausia haplogrupe Rlala (Rlalalg — 8,5 %) —
41,6 %. Ankstesniais tyrimais nustatytas didesnis §iy haplogrupiy dazniy
skirtumas — atitinkamai 37 % ir 45 % (Kasperaviciaté et al. 2004). Nustatytas
haplogrupés R1ala atSakos Rlalalg daznis — 8,5 %, jos zidinys, manoma, buvo
dabartinéje Piety ir Centrinéje Lenkijos teritorijoje (Underhill et al. 2010).

Tirtoje lietuviy populiacijos grupéje matomas haplogrupiy Nlcl, Rlala ir
Rlalalg dazniy gradientas, kuris ankstesniais tyrimais nebuvo nustatytas.
Haplogrupés Nlcl didziausias daznis yra Siaurés Lietuvoje (Siaurés Zemaitija
ir Ryty Aukstaitija po ~49 %) ir mazéja piety kryptimi (Piety Aukstaitija ~29 %).
Haplogrupiy Rlala ir Rlalalg didZiausias daznis yra Piety Lietuvoje
(Piety Aukstaitija, atitinkamai ~47 % ir ~13 %) ir mazéja Siaurés kryptimi
(Siaurés Zemaitija, atitinkamai ~30 % ir ~3 % ir Ryty Aukstaitija, atitinkamai
~25 % ir ~11 %). Susiformaves gradientas galimas dél Y chromosomos
haplogrupiy (N1cl, Rlala, Rlalalg) plitimo dabartin¢je Lietuvos teritorijoje
krypties: (1) haplogrupé Nlcl pasieké i§ Siaurés Europos, kur nustatomas
didziausias Sios haplogrupés daznis (Lappalainen et al. 2008); (2) haplogrupés
Rlala(M198) ir Rlalalg(M458) pasieké is Centrinés ir (ar) Ryty Europos.
Haplogrupés Rlalalg didziausias daznis nustatomas dabartinéje Piety ir
Centrinéje  Lenkijos teritorijoje. Haplogrupés Rlala(M198) tikslesnei

migracijos krypc¢iai nustatyti reikalinga detalesné Sios haplogrupés
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diferenciacija. Sios plitimo hipotezés neatskleidzia tévinés linijos populiacijos
formavimosi proceso dabartingje Lietuvos teritorijoje sudétingumo.
Apskaiciuoti statistiSkai reikSmingi Fst atstumai (p < 0,05) tarp Piety
Lietuvos (Piety Aukstaitijos) ir Siaurés Lietuvos (Siaurés Zemaitijos ir Ryty
Aukstaitijos), kuriuos lemia nevienodas dazniausiy haplogrupiy N1c1, Rlala ir
Rlalalg pasiskirstymas tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy.
Ankstesniais tyrimais statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp Lietuvos
pateiké galimas priezastis: (1) pradiniy populiacijy, 1§ kuriy susiformavo
dabartinés grupés (Aukstaitija ir Zemaitija) ar etnolingvistinés grupés, genetinis
fondas gal¢jo buti homogeniskas; (2) tyrimui naudota imtis (30—40 asmeny i$
kiekvienos etnolingvistinés grupés) gal¢jo biiti per maza, norint nustatyti
genetinés jvairovés skirtumus. Sio tyrimo metu, naudojant didesnés imties (i3
viso 293 asmenys) duomenis, gauti rezultatai geriau paaiskina antrajg priezastj
Atlikta AMOVA parodé, kad didziausia (~99 %) haplogrupiy ir haplotipy
jvairové yra viding, t. y. tarp tirlamy asmeny etnolingvistiniy grupiy viduje.
Gauti rezultatai rodo tirtos Lietuvos populiacijos didelj homogeniskuma. Sio
darbo rezultatai patvirtina iki $iol gautus AMOVA rezultatus, kurie taip pat
parod¢ didziausig jvairove (>99,9 %) tarp tirty asmeny grupiy viduje
populiacijos grupéje néra Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy jvairovés
Saltinis. Nustatyta, kad tirty Lietuvos etnolingvistiniy grupiy geografiné padétis
Lietuvos teritorijoje  (Siaurés, Vidurio, Piety Lietuva) yra galimas
Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy jvairovés Saltinis (p < 0,05).
Vizualizavus gautus rezultatus MDS metodu pagal Fst ir Nei (D) atstumus,
nustatyti trys arba keturi tirtos lietuviy populiacijos grupés Kklasteriai.
Vizualizavus MDS metodu pagal Nei (D) atstumus gautus rezultatus, pirmoje
dimensijoje tirtos SeSios Lietuvos etnolingvistinés grupés iSsidésto pagal
geografing padét] Siaurés—piety aSimi Lietuvos teritorijoje. Antroje

dimensijoje — pagal geografing padétj vakary—ryty asimi Lietuvos teritorijoje.
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Vizualizavus MDS metodu pagal Fsr atstumus gautus rezultatus, pirmoje ir
antroje dimensijoje tirtos SeSios Lietuvos etnolingvistinés grupés suformuoja
keturis Klasterius, kurie sunkiai paaiSkinami kalbiniais, kultiiriniais ar
geografiniais skirtumais.

PKA, remiantis Fst ir Nei (D) atstumais, rezultatai rodo jvairovés tarp
etnolingvistiniy grupiy variacijg ir nevertinta vidinés jvairovés (tarp asmeny
etnolingvistiniy grupiy viduje), kuri sudaro didZiausig dalj (~99 %), variacijos.
PK1 ir PK2 kartu apraso ~79 % esamos haplogrupiy jvairovés tarp tirty Sesiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Vizualizavus PKA rezultatus matyti, kad PK1
apraSso Y chromosomos jvairove tarp dviejy klasteriy, Kuriuose po tris
etnolingvistines grupes (Siaurés ryty—pietvakariy asis): (1) Siaurés, Piety
Zemaitija ir Ryty Aukstaitija; (2) Vakary Zemaitija, Piety, Vakary Aukstaitija.

Tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy nustatyti haplogrupiy
jvairovés barjerai atskiria Piety AukStaitija nuo kity penkiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy ir Siaurés Zemaitija nuo kity Zemaitijos etnolingvistiniy
grupiy. Pastarieji rezultatai patvirtina MDS matomus etnolingvistiniy grupiy
klasterius.

Haplotipy  jvairovés  sumazg¢jimas  haplogrupés  Nlcl  viduje
(0,9927 (+0,0023)) matomas ir filogenetinio medzio pagal haplotipy (15 TTKS)
pasiskirstymg struktiiroje. Haplogrupés Nlcl haplotipy filogenetinis medis
pasizymi glaustumu ir keliais zvaigzdés strukturai artimais (angl. Star-like)
zidiniais. Filogenetiniam medziui biidingas centrinis haplotipas ir astuoni, i$
kuriy tik trys pavieniai haplotipai, nutole vienu mutacijos zingsniu nuo centrinio
haplotipo. Zvaigzdés struktiiros filogenetinis medis matomas esant staigiam
populiacijos sumaz¢jimui (butelio kaklelio efektas) arba mazam pradiniam
populiacijos dydziui (jkiréjo efektas), po kuriy vyksta populiacijos augimas.
Galimas Nlcl haplogrupés augimas nustatytas pasibaigus PL, t. y. pries
4 456—10 531 mety. Pastarasis laikotarpis taip pat apima balty genciy galima
formavimosi pradZia, t.y. prie§ ~5 000 mety, remiantis archeologiniais ir kalbos
tyrimais. Haplogrupés Rlala viduje nustatyta didesné haplotipy jvairové

(0,9987 (+£0,0017)) negu Nicl haplogrupéje. Sie rezultatai matomi ir
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filogenetinio medzio pagal haplotipy (15 TTKS) pasiskirstyma struktaroje.
Haplogrupés R1ala filogenetiniam medziui buidinga laisvesné struktira, ilgos
Sakos tarp haplotipy, t. y. haplotipus skiria daugiau mutacijos zingsniy, ir
zvaigzdés struktiirai artimy Zidiniy yra mazai. Nustatytas haplogrupés Rlala
galimas augimas vykes taip pat po PL, ty. prie§ 4 580—11 743 mety.
Haplogrupés R1ala augimo metu, atsizvelgiant j sudarytg filogenetinio medzio
struktiirg (t. y. daugeliu mutacijos zingsniy nutole haplotipai), galbit vyko
nevienkartinis geny fondo papildymas. Migracija galéjo vykti i§ Centrinés ar
Ryty Europos pagal nustatyta haplogrupiy Rlala ir Rlalalg pasiskirstymo
gradientg. Y chromosomos populiacijos geny fondo judéjimo suformuotas
Y chromosomos jvairovés pasiskirstymas buvo nuolat veikiamas ir kity
evoliucijos veiksniy. Y chromosomos genetinés jvairovés skirtumai tarp Sesiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy yra daugelio evoliucijos procesy — migracijos,
Mmutacijy, gamtinés atrankos, geny dreifo — sgveikos tiriamoje populiacijoje
rezultatas. Darbe gauti rezultatai rodo skirtingas dazniausiy haplogrupiy Nlcl ir
R1lala formavimosi istorijas dabartinéje Lietuvos teritorijoje.

Vizualizavus gautus rezultatus MDS metodu, artimiausios lietuviy
populiacijai i§ analizuoty Europos populiacijy yra Latvija ir Estija,
t. y. populiacijos nutolusios trumpu geografiniu atstumu Siaurés kryptimi. Kiek
toliau iSsidésto slavy populiacijos (Rusija, Baltarusija, Lenkija). Gauti rezultatai
patvirtina ankstesniy tyrimy duomenis (Kasperaviciuteé et al. 2004,
Kushniarevich et al. 2013; Lappalainen et al. 2008).

PK1 (55,45 %) apraso didziausig dalj Europos Y chromosomos jvairovés
tarp Ryty, Vakary Suomijos, Pabaltijo (Lietuva, Latvija, Estija) ir kity analizuoty
Europos populiacijy. PK2 (29,36 %) apraSo variacijg tarp Pabaltijo (Lietuva,
Latvija, Estija), Ryty slavy (Rusija, Baltarusija, Lenkija), Siaurés Europos
(Norvegija, Svedija, Ryty ir Vakary Suomija), Centrinés Europos ir Balkany
(Ukraina, Kroatija, Moldavija, Cekija, Rumunija), Piety ir Vakary Europos
(Turkija, Graikija, Italija, Danija, Vokietija, Britanija, Grenlandija) populiacijy

grupiy.
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Analizuojant kaimynines populiacijas, Y chromosomos haplogrupiy
jvairovés barjerai nustatyti tarp Skandinavijos kartu su Ryty ir Vakary Suomijos
populiacijomis, Lenkijos ir Baltarusijos populiacijy ir likusiy analizuoty
Europos populiacijy. Gauti rezultatai leidzia manyti, kad kalbos jtaka
Y chromosomos genetinei jvairovei yra mazesn¢ uz geografinius atstumus.
Lenkijos populiacijos atskirtis galima dél didziausio haplogrupés Rla, kurios
atSakos Rlalalg formavimosi zZidinys ir didziausias daznis yra Centringje ir
Piety Lenkijos teritorijoje, daznio; taip pat del didesnés Vakary Europos
genetinio fondo jtakos (R1b). Nustatomas Y chromosomos haplogrupiy
jvairovés barjeras tarp Baltarusijos ir kity analizuoty Europos populiacijy
susidaré dél Piety Europos geny fondo jtakos (J2, E1), 0 tarp Svedijos, Ryty ir
Vakary Suomijos ir kity analizuoty populiacijy — dél atitinkamai didesnio
haplogrupés 11 daznio ir I1 bei didziausio Nlcl daznio. Jtakg gautiems
Y chromosomos variacijos tarp Europos populiacijy analizés rezultatams gali
turéti straipsniuose pateikiamas skirtingo tikslumo Y chromosomos haplogrupiy

jvairoveés pasiskirstymas skirtingose populiacijose.
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4.2. Lietuvos populiacijos genetiné¢ struktira ir padétis kity populiacijy
atzvilgiu, remiantis mtDNR haplogrupiy pasiskirstymu

Tirtoje lietuviy populiacijos grupéje (3.4 pav.) nustatyta visos mtDNR seka
su vidutiniu 352,6 (£203,66) karty padengimu. Maziausias padengimas —
23 kartai, didziausias — 1 753 kartai. Tirtoje lietuviy populiacijos grupéje
nustatyta 116 skirtingy haplogrupiy, kurios hierarchiniu principu sujungtos j
stambesnes 23 grupes arba smulkesnes 69 grupes. Nustatytos haplogrupés
priklauso 11 skirtingy filogenetiniy linijy (A, H, HV, L J, K, M, N, T, U, V, W),
i$ kuriy septynios (H, I, J, K, T, U, V) yra dazniausios Europoje.
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4.16 pav. mMtDNR haplogrupiy pasiskirstymas (daznis, %) tirtoje lietuviy populiacijos
grupeje

Dazniausios filogenetinés linijos tirtoje lietuviy populiacijos grupgje:
(1) filogenetiné linija H sudaro 45,3 % (H — 3,6 %; H1 — 19,6 %, H5 — 2,5 %,
H6 — 4,0 %, H10 — 2,9 %, H13 — 2,5 %, H16+152 — 2,5 %); (2) filogenetiné
linija U sudaro 19,2 % (U4 — 4,3 %; U5 — 12,7 %); (3) filogenetiné linija T
sudaro 7,6 % (T1 — 2,5 %; T2 — 5,1 %); (4) filogenetiné linija J1 sudaro 5,8 %;
(5) filogenetiné linija V sudaro 5,8 %; (6) filogenetinés linijos A, HV, I, K, M,
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N, W sudaro <5 % tirtos lietuviy populiacijos. Penkios dazniausios filogenetinés
linijos (H, J1, T, U, V) sudaro ~84 %, likusios $eSios filogenetinés linijos sudaro

~16 % tirtos liectuviy populiacijos (4.16 pav.).

\_/
® W

4.17 pav. mtDNR filogenetinés linijos H pasiskirstymas (mélyna spalva) tarp tirty Sesiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

&
»

4.18 pav. mtDNR filogenetinés linijos U pasiskirstymas (Zalia spalva) tarp tirty Sesiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

Nustatyty daZniausiy filogenetiniy linijy pasiskirstymas neturi aiskios

geografings, kalbines, kultiirinés priezasties. Filogenetinés linijos H maZiausias
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daznis nustatomas Vakary Zemaitijoje (~35 %). Siek tiek didesniu dazniu
filogenetiné linija H nustatyta Siaurés Ryty Lietuvoje — Siaurés Zemaitijoje
(~43 %) ir Ryty Aukstaitijoje (~45 %). Vidurio Lietuvoje — Piety Zemaitijoje
(~53 %) ir Vakary Aukstaitijoje (~51 %) stebimas didziausias daznis, jis Siek
tiek sumazéja Piety Lietuvoje, t. y. Piety Aukstaitijoje (~40 %) (4.17 pav.).
Filogenetingés linijos U didziausias daznis nustatomas Siaurés Vakary Lietuvoje:
Siaurés Zemaitijoje (~29 %) ir Vakary Zemaitijoje (~23 %). Daug maZesniu, bet
tolygiu, dazniu filogenetiné linija U nustatyta likusiose keturiose Lietuvos
etnolingvistinése grupése — Ryty Aukstaitijoje (~16 %), Piety AukStaitijoje
(~16 %), Vakary Aukstaitijoje (~15 %), ir maZziausiu dazniu — Piety Zemaitijoje
(~11 %) (4.18 pav.).

Matoma tolygi mtDNR haplotipy jvairové tarp SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy (0,999 (£0,0004)), t. y. >99 % tikimybe, kad atsitiktinai
parinkti du haplotipai (MtDNR) skirsis. Nenustatyta haplotipy jvairovés
skirtumy tarp Aukstaitijos ir Zemaitijos. Rasta 730 segreguojan¢iy mtDNR
pozicijy tirtoje lietuviy populiacijos grupéje. Aukstaitijoje ir Zemaitijoje
atitinkamai — 519 ir 494 pozicijy. Tirtoje lietuviy populiacijos grupéje vidutinis
porinis haplotipy skirtumas 27,21 (£12,0), t. y. atsitiktinai parinkti du haplotipai
(mtDNR) vidutiniskai skiriasi ~27 (£12) nukleotidais. Tirtoje lietuviy
populiacijos grupéje vidutinis nukleotidy jvairovés jvertis 1,6:10° (£0,80-107%),
t. y. tikimybé, kad atsitiktinai parinkty dviejy haplotipy (MtDNR) konkrecios
pozicijos aleliai bus skirtingi. Piety Zemaitijoje palyginti su kitomis
etnolingvistinémis grupémis, vidutinis poriniy skirtumy skai¢ius ir nukleotidy
jvairové mazesni — atitinkamai 22,55 (+10,1) ir 1,363-10° (+0,68-1073).
Vakary Zemaitijoje matomas didesnis nei kitose etnolingvistinése grupése,
vidutinis poriniy skirtumy skaicius ir nukleotidy jvairové — atitinkamai 31,69
(£14,2) ir 1,915:103 (£0,95-10°3).
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4.5 lentelé. MtDNR™* ir HVRI regiono jvairovés jveréiai tirtoje lietuviy populiacijoje

mIDNR (16 548 np*)
ot [ 0T [+ K T o
e A Y I I A
Piew Auksuitia | 37 | (o0 | 28| (o) | cane | % | p=o000)
Vakary Aulstaitija | 45 | iOC,)(,)%QSE; 201 (ildg?) (11227,217) 44| n=0y 56133
Aultaitija {137 | io%%gg 59 | ;0%615; ( i217262§ 129 | (o, 5633
Siaurés Zemaitija 62 ( iOC,)(,)%%E; 330 (ijagz(g (12161,,897) 59 (p= 0_, gbjég)
Piety Zemaitija 8| io(,)é%%i 246 (i%’%%:’)’ (i2126,515) al . 0_,5623
CET=TR IR {ETW B I
Zemaitia 19 (io?(,)%%a 494 (il(),6719£; (12161,782; 128 (p< O_SO%
Lietwva | 276 | io,gb%a% 70| ilo’,%%‘; (i2172’,20§ 252 (p<0_,§641§

HVRI regionas (16 001-16 568 np)
A [y | B 5 | 2080 | ok o]
Ryty Aukitaitija | 55 (10?6%893) 53 (1%467) (i;é% 2|, 0,5(%’1%
Piety Aukitaitija | 37 (io(,)c')%()) 46 (14?’9% (ﬁfjéolf; 27| =_01,691L;
Vakary Aukstaitia | 45 | io%isgz) 2|, 5?’155 (ﬁ?g 7| - 0*30982)
ausaitie | 137 | ooon | % | esan | won | * | =000
Siaurés Zemaitija 62 « 0(’)(’)90%? 58 (ilsc,),653§ (izf,)é%S) 47 (o= 0_,(:)[(’)79?
Piety Zemaitija 43 (iO(?(,)?Lzlj)- 45 (i4E,;"107?)’ (i2A,r,258‘; 29 (o= (;36%7)
Vakary Zemaita | 34 (ioc,)(')g()%% > (isl,gis)) (if(’)lil.?) 29 | (p= 0_31%1?
Zemaitia 19 (io?b%is) ° (is?’zgg (izéég 84 (p= 6(%185?
Lietuva | 276 | io(,)(')%% 01| is?’z% ( ﬂ‘r”é‘%‘;’ 151 | (oo, 3691?

* ~ 1° . . .. . . . . .
Pasalinus visas pozicijas, kuriose bent vienam tirtam asmeniui nustatytas tarpas

imties dydis

Haplotipy jvairové ir standartinis nuokrypis (haplotipas — visa mtDNR seka)
3Segreguojanéiy pozicijy skaicius
*Nukleotidy jvairové ir standartinis nuokrypis (n-107%)
®Vidutinis porinis skirtumy skai¢ius ir standartinis nuokrypis

SHaplotipy skaicius

"Tajima D jvertis ir p reikimé
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Lietuviy populiacijos grupei, pagrindinéms grupéms (AukStaitija ir
Zemaitija) ir SeSioms Lietuvos etnolingvistinéms grupéms nustatytas statistiskai
reikSmingas (p < 0,05) Tajima D jvertis, kuris visoms minétoms grupéms yra
didesnis nei —2,0. Neigiamas Tajima D jvertis nustatomas, esant rety aleliy
pertekliui, kuris gali biti dél kryptingo gamtinés atrankos veikimo arba
populiacijos augimo. mtDNR reguliacinés srities HVRI regiono
(16 001—16 568 np) nukleotidy jvairové () yra didesné (~8 karus), palyginti su
koduojanéia sritimi (577-16 023 np) — atitinkamai 9,81-:10 (£5,23:10°%) ir
1,206-103 (£0,593-107%) (4.5 lentelé).

Reguliacinéje srityje ir MT-ATP6 gene nustatyty pakaity skaicius statistiskai
reikSmingai didesnis, MT-RNR1 (12S), MT-RNR2 (16S), tRNR, MT-CO1,
MT-NDA4L genuose — mazesnis (? Kriterijus, p < 0,05) nei pagal $iy sri¢iy ilgj
tikétinas pakaity skaiCius. Reguliacingje srityje nustatytas pakaity skaicius
~3 kartus didesnis nei tikétinas, atsizvelgiant ] reguliacinés srities ilgj.
Visose mtDNR srityse tranzicijy skaicius yra didesnis negu transversijy skaicius
(santykis ~16:1). Reguliacinéje srityje ir MT-ATP6 gene nustatyty tranzicijy
skaiCius statistiSkai reikSmingai didesnis, MT-RNR1 (12S), MT-RNR2 (16S),
tRNR, MT-CO1, MT-NDA4L genuose — maZzesnis ()2 Kriterijus, p < 0,05) nei pagal
Siy sriciy ilg] tikétinas tranzicijy skaiCius. Reguliacingje srityje nustatyty
transversijy skaicius statistiSkai reikSmingai didesnis, MT-RNR2 (16S) gene —
mazesnis (x2 Kriterijus, p < 0,05) nei pagal $iy sri¢iy ilgj tikétinas transversijy
skaiCius. Nustatyta daugiau sinoniminiy pakaity, palyginti su nesinoniminémis
(santykis ~2:1). Santykis tarp nesinoniminiy pakaity dalies nesinoniminése
pozicijose ir sinoniminiy pakaity dalies sinoniminése pozicijose (Pn/ps)
statistiSkai reik§mingai varijavo tarp geny (y2 kriterijus, p = 0,0035). Variacija
léemé MT-ATP6 ir MT-ND6 genai () kriterijus, p > 0,05) (4.6 lentel¢).
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4.6 lentele. mtDNR sri¢iy segreguojanciy pozicijy, tranzicijy, transversijy,
sinoniminiy, nesinoniminiy pakaity skaicius

Sritis st TS? | TV S'ggg{t‘gges Ne?gﬁg;[g;”es /s
Reguliaciné s.° 141 132 9 - - -
MT-RNRL (125) 24 2 | 2 . . .
MT-RNR2 (165) 36 36| 0 . . -

{RNR 37 35 | 2 — — —

MT-ATP6 42 40 | 2 15 27 0,640
MT-ATP8 11 11| 0 6 5 0,269
MT-CO1 43 40 | 3 36 7 0,065
MT-CO2 28 25 | 3 19 9 0,157
MT-CO3 35 35| 0 22 13 0,197
MT-CYTB 48 45 | 3 29 19 0,219
MT-ND1 39 36 | 3 28 11 0,143
MT-ND2 48 4 | 4 34 14 0,140
MT-ND3 15 15| 0 11 4 0,118
MT-ND4L 5 5| 0 3 2 0,255
MT-ND4 52 48 | 4 45 8 0,063
MT-ND5 o1 87 | 4 66 25 0,128
MT-ND6 18 15| 3 16 2 0,042
Bviso| 713|671 42 330 146 -

1Segreguojanciy pozicijy skaicius

?Tranzicijy skaicius

3Transversijy skai¢ius

“Santykis tarp nesinoniminiy pakaity dalies nesinoniminése pozicijose ir sinoniminiy
pakaity dalies sinoniminése pozicijose

®Reguliaciné sritis: HVRI regionas (16 001-16 568 np) ir HVRII regionas (1-576 np)

Apskaiciuoti Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy poriniai skirtumai pagal
haplotipus (577—16 023 np) (2 priedo 9 lentel¢) ir Fst, Nei (D) (2 priedo
8 lentelé) atstumai pagal haplogrupes: (1) haplogrupiy hierarchinis grupavimas
1 23 grupes, kuriy kiekvienos daznis populiacijoje yra >1 %; (2) haplogrupiy
hierarchinis grupavimas j 69 grupes.

Nustatyti statistiSkai reikSmingi (69 grupés, p < 0,05; 10 000 kéliniy) Fst
atstumai tarp Piety Zemaitijos ir Ryty Aukstaitijos, Piety ir Siaurés Zemaitijos.
StatistiSkai reikSmingas (23 grupés, p < 0,05; 10 000 keliniy) Fst atstumas
islicka tarp Piety ir Siaurés Zemaitijos (4.7 lentelé). Nustatyta statistiskai
nereikSminga koreliacija tarp Nei (D) ir geografiniy atstumy (Mantelio
kriterijus, r = 0,242; p = 0,238; 10 000 kéliniy).
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4.7 lentelé. Fst atstumy matrica. Vir§ jstrizainés Fst atstumai (23 grupés). Zemiau
jstrizainés — Fst atstumai (69 grupés). Paryskinti statistiS8kai reikSmingi (p < 0,05;
10 000 keliniy) jverciai. Kursyvu pazymétas jvertis, kurio p = 0,0693

PA RA VA PZ VZ SZ
PA 0 0,00848 | —0,00698 | —0,00104 | —0,01049 | 0,00991
RA 0,00449 0 -0,0019 0,01215 | —0,01344 | —0,00294
VA 0,00242 | —0,00038 0 -0,00069 | —0,01035 | 0,00714
PZ 0,00329 0,00974 0,00392 0 0,0011 0,02343
VZ 0,00259 | —0,00343 | —0,00214 | 0,00392 0 —0,00985
S7. 0,00388 | —0,00488 | 0,00276 0,00964 | —0,0067 0

AMOVA analizé, remiantis Fst atstumais pagal haplogrupiy pasiskirstyma,
atlikta jungiant tirtas Sesias Lietuvos populiacijos etnolingvistines grupes pagal
geografing padétj ar kalbinius, kultiirinius skirtumus. Didziausia haplogrupiy
jvairove, siekianti ~99 %, yra viding, t. y. tarp tiriamy asmeny etnolingvistiniy
grupiy viduje. Nustatyti statistiSkai reikSmingi (p < 0,05; 10 000 kéliniy)
haplogrupiy jvairovés jverciai tarp grupiy, sudaryty pagal geografing padét]
(vakary—ryty asis): (1) Siaurés, Vakary Zemaitija; (2) Piety Zemaitija;
(3) Vakary, Piety Aukstaitija; (4) Ryty Aukstaitija. Atlikta AMOVA analizé,
remiantis poriniais skirtumais tarp mtDNR koduojancios dalies (577—16 023
np), kuriai biidingas mazesnis mutacijy daznis ir sukaupta genetiné variacija
ilgesniu laikotarpiu lyginant su reguliacine dalimi, haplotipy. Taip pat atlikta
AMOVA analiz¢é, remiantis poriniais skirtumais tarp visos mtDNR (16 569 np)
haplotipy. DidZiausia haplotipy jvairové, siekianti ~99 %, matoma tarp tiriamy
asmeny etnolingvistiniy grupiy viduje. Nustatyti StatistiSkai reikSmingi
(p < 0,05; 10 000 kéliniy) haplotipy (577—-16 023 np) jvairovés jverciai tarp
grupiy, sudaryty pagal geografine padétj (vakary—ryty asis): (1) Siaurés, Vakary
Zemaitija; (2) Piety Zemaitija; (3) Vakary, Piety, Ryty Aukstaitija. mtDNR
haplotipy (16 569 np) jvairovés jveréiai statistiSkai reikSmingi (p < 0,05;
10 000 kéliniy) jungiant j tris grupes pagal geografing padétj (vakary—ryty asis):
(1) Siaurés, Vakary Zemaitija; (2) Piety Zemaitija; (3) Vakary, Piety, Ryty
Aukstaitija (4.8 lentele).

83



4.8 lentele. AMOVA analizés, pagal mtDNR haplogrupiy ir haplotipy pasiskirstyma
tirtoje Lietuvos populiacijoje, rezultatai. Tirtos SeSios Lietuvos etnolingvistinés grupes
sujungtos pagal geografinj iSsidéstymg: (1) Siaurés, Vakary Zemaitija;

(2) Piety Zemaitija; (3) Vakary, Piety Aukstaitija ir (ar) (4) Ryty Aukstaitija

Haplogrupés (23 grupés)!

Genetinés jvairovés Saltinis

df Fiksacijos indeksas (F)

Ivairové (%)

tarp grupiy (4) 3 0,01127 (p = 0,042) 1,13

tarp populiacijy grupiy viduje 2 —0,008453 —0,84

tarp tiriamyjy populiacijy viduje 270 0,002913 99,71
Haplogrupés (69 grupés)!

Genetinés jvairovés Saltinis

df Fiksacijos indeksas (F)

Ivairové (%)

tarp grupiy (4) 3 0,0047 (p =0,071) 0,47
tarp populiacijy grupiy viduje 2 —0,002253 —0,22
tarp tiriamyjy populiacijy viduje 270 0,00246° 99,75

Haplotipai (577—16 023 np)?

Genetinés jvairovés Saltinis df Fiksacijos indeksas (F) Ivairové (%)
tarp grupiy (3) 3 0,00555 (p = 0,048) 0,55
tarp populiacijy grupiy viduje 2 —0,00299° —0,30
tarp tiriamyjy populiacijy viduje 270 0,002573 99,74

Haplotipai (16 569 np)?

Genetinés jvairovés $altinis df Fiksacijos indeksas (F) Ivairové (%)
tarp grupiy (3) 3 0,00480 (p = 0,031) 0,48
tarp populiacijy grupiy viduje 2 —0,00225° —0,22
tarp tiriamyjy populiacijy viduje 270 0,002573 99,74

Fst atstumai pagal haplogrupiy pasiskirstyma

2Poriniai skirtumai pagal haplotipy (16 569 np; 577—16 023 np) pasiskirstyma

2Statistiskai nereik§mingi jverdiai

(p> 0,05)

Vizualizavus gautus rezultatus MDS metodu, remiantis Fst atstumais pagal
mtDNR haplogrupiy (23 grupés) pasiskirstyma, pirmoje ir antroje dimensijoje
néra aiSkiy klasteriy, t. y. tirtos SeSios Lietuvos etnolingvistinés grupés yra
iSsidéscCiusios atskirai. Vizualizavus MDS metodu, remiantis Fst atstumais pagal
mtDNR haplogrupiy (69 grupés) pasiskirstyma, gautus rezultatus, pirmoje ir
antroje dimensijoje matomos keturios grupés: (1) Piety Zemaitija; (2) Vakary,
Piety Aukstaitija, Vakary Zemaitija; (3) Siaurés Zemaitija; (4) Ryty Aukstaitija.
Piety Zemaitija nutolusi didZiausiu atstumu nuo Siaurés Zemaitijos ir
Ryty Aukstaitijos, tarp kuriy nustatyti statistiSkai reikSmingi Fsr atstumai
(4.19 pav.).
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4.19 pav. MDS, remiantis Fst atstumais pagal mtDNR haplogrupiy (grupavimas j
(A) 23 ir (B) 69 grupés) pasiskirstyma, vizualizuoti rezultatai. MDS paklaidos funkcija
(angl. Stress) ir koreliacijos koeficientas (r?): (1) Fsr atstumy matrica (23 grupés),
stress = 0,00286, r? = 0,99994; (2) Fst atstumy matrica (69 grupés), stress = 0,00281,
r? =0,99995.

PKA, remiantis Fst atstumais pagal mtDNR haplogrupiy (69 grupés)
pasiskirstyma, rezultatai rodo, kad PK1 apraso 63,63 %, PK2 — 21,49 %
variacijos tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. PKA, remiantis
mtDNR koduojancios dalies (577—16 023 np) haplotipy jvairove, rezultatai
rodo, kad PK1 apraso 50,0 %, PK2 — 27,96 % variacijos tarp tirty Sesiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy. Vizualizavus PKA rezultatus, matyti, kad PK1 apraso
mtDNR haplotipy jvairove tarp Piety Zemaitijos ir kity penkiy etnolingvistiniy
grupiy (4.20 pav.).
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4.20 pav. PKA, remiantis (A) Fst atstumais pagal mtDNR haplogrupiy pasiskirstyma
ir (B) poriniais skirtumais tarp haplotipy (577—16 023 np), rezultatai

Nustatyti mtDNR haplogrupiy jvairovés barjerai tarp tirty Sesiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy. Pirmas barjeras atskiria Vakary ir Siaurés Zemaitija nuo
kity etnolingvisitiniy grupiy. Antras barjeras yra tarp Ryty Aukstaitijos ir kity
etnolingvistiniy grupiy, tretias barjeras tarp Zemaitijos ir Aukstaitijos

etnolingvistiniy grupiy (4.21 pav.).
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4.21 pav. mtDNR haplotipy (577-16 023 np) (virSuje) ir mtDNR haplogrupiy
(69 grupés) (apacioje) jvairovés barjerai tarp tirty Lietuvos etnolingvistiniy grupiy.
Kairéje sesiy Lietuvos etnolingvisitiniy grupiy schema pagal pateiktas koordinates
(2 priedo 1 lentelé) ir matomi barjerai (raudona linija, eiliSkumo tvarka nurodyta
skaiCiais). Analizei naudoti poriniai skirtumai pagal haplotipy jvairove ir Fst pagal
haplogrupiy pasiskirstyma

Sudaryti  filogenetiniai  medziai, remiantis mtDNR  haplotipy
(577—16 023 np) pasiskirstymu, dazniausiy tirtoje lictuviy populiacijoje mtDNR
filogenetiniy linijy H (45,3 %), U (19,2 %) viduje. Filogenetinés linijos H viduje
dazniausiai haplogrupei H1 (19,6 %) budingas artimas zvaigzdés struktiirai
filogenetinis medis, turintis centrinj haplotipa, kurio daznis ~4,0 % tirtoje
lietuviy populiacijos grup¢je. Filogenetinio medzio struktiira rodo haplogrupés
augima, galbiit vykusj neolito laikotarpiu. Haplogrupés H1 klasteris atskirtas
nuo kity filogenetinio medzio haplogrupiy G3010A pakaita, t. y. pakaita,
apibiidinancia haplogrupe H1 mtDNR filogenetiniame medyje (4.22 pav.).

Filogenetinés linijos U viduje dazniausia haplogrupé USa (9,0 %).
Filogenetiniam medziui biidinga laisvesné struktiira, ilgos haplotipy Sakos,
t. y. haplotipus skiria daug mutacijos zingsniy. Nematyti haplogrupiy specifinio

pasiskirstymo tarp visy etnolingvistiniy grupiy ar tarp Siaurés ir
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Vakary Zemaitijos, kurioms nustatytas didZiausias filogenetinés linijos U daznis
(4.23 pav.).

Mutacijos
Zingsnis
Aukstaitija: Pieu @
Rytu @
Vakary
Zemaitija: Siaurés
Vakary @
Pietu @

4.22 pav. Filogenetinis mtDNR filogenetinés linijjos H medis pagal haplotipy
(577-16 023 np) pasiskirstymg tirtoje Lietuvos populiacijoje. Filogenetinis medis
sudarytas naudojant medianos jungties (angl. median joining) jungimo metoda (¢ = 1)

e e

Uza® ® " _ utacijos

fhl ngb Usbt OO> -
o — et

Aukstaitija:

(&
Usbz Zemaitija:

4.23 pav. Filogenetinis mtDNR filogenetinés linijjos U medis pagal haplotipy
(57716 023 np) pasiskirstymg tirtoje Lietuvos populiacijoje. Filogenetinis medis
sudarytas naudojant medianos jungties jungimo metoda (€ = 1)
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Nustatytas filogenetiniy linijy H ir U haplogrupiy, remiantis haplotipy
(16 568 np, pasalinus keturias variabilias pozicijas 16 182, 16 183, 16 194,
16 519) pasiskirstymu, vidutinis mutacijy skaicius, amzius ir PI 95 % (Costa et
al. 2013; Saillard et al. 2000; Soares et al. 2009).

Filogenetinés linijos H haplogrupiy amzius varijuoja tarp ~1 000—16 000
mety, iSskyrus HI13, kurios nustatytas amzius 23 550 mety. Daugelio
haplogrupiy (H, Hla, H1b, Hlc, Hle, H2a, H6a, H7, H10, H11, H16+152,
H17a) nustatytas amZius siekia iki PL pabaigos. Dalies haplogrupiy (H, Hla,
Hlc, H2a, H16+152, H17a) amzius siekia iki ~5 000 mety. Filogenetinés linijos
U nustatytas haplogrupiy amzius varijuoja tarp ~15 000-26 000 mety
(4.9 lentelé).

4.9 lentele. mtDNR filogenetiniy linijy H ir U haplogrupiy amzius

) ! Amzius
Haplogrupé P @SN) metai PI95 %

H 3,80 0,440 1063 7723-12 434
Hia 2,14 0,430 5588 3363—7 845
H1b 3,66 0,611 9681 6448-12 975
Hic 2,08 0,173 5 429 4530-6 332
Hle 3,66 0,611 9681 6 448-12 975
Hij 6,00 1,500 16 172 8 054—24 633
H2a 1,75 0,560 4554 16827 481
H5 6,14 0,878 16 567 1176221 489
Héa 3,50 0,450 9 246 6 865-11 660
H7 3,33 1,110 8 784 2 989-14 782
H10 2,38 0,390 6214 4 187-8 268
HIl 5,00 1,000 13370 80018 898
H13 8,57 1,220 23550 16 677—30 633

H16+152 3,43 2,120 955 1 846-20 693
Hi7a 1,50 0,375 3895 1974-5 841
U4 6,66 0,722 18 042 1405322 110
Uda 5,83 1,138 15701 9524-22 076
USal 7,60 0,975 20 909 15 465-26 490
USa2 5,60 0,453 15046 1257017 554
USb 9,50 1,330 26 281 18 70734 097

Vidutinis filogenetinés linijos mutacijy skai¢ius (angl. rho factor)

Vizualizavus gautus rezultatus MDS metodu, remiantis poriniais skirtumais
(2 priedo 11 lentelé ir 12 lentelé) tarp mtDNR haplotipy (577—16 023 np)
Europos populiacijose (2 priedo 10 lentelé), matomi populiacijy klasteriai:

(1) slavy populiacijos (Lenkija, Ukraina, Rusijos europin¢ dalis, Cekija,
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Slovakija); (2) Piety Europos populiacijos (Italija, Ispanija, Sardinija);
(3) askenaziai; (4) lietuviai; (5) samiai; (6) Artimyjy Ryty, Vidurio Azijos
populiacijos (Arménija, Iranas, Azerbaidzanas, Gruzija, Turkija). Baltarusijos
padétis atokesné nuo slavy populiacijy grupés (4.24 pav.). Vizualizavus gautus
rezultatus MDS metodu, remiantis ®st (2 priedo 11 lentelé ir 12 lentelé) pagal
mMtDNR haplotipy (577-16 023 np) pasiskirstymg Europos populiacijose
(2 priedo 10 lentelé), matomi Klasteriai: (1) Rusija, Cekija; (2) Lenkija, Ukraina;
(3) Baltarusija; (4) Vidurio Azijos populiacijos (Arménija, Iranas,
AzerbaidZanas, Gruzija) ir lietuviai; (5) Piety Europos populiacijos (Italija,
Ispanija, Sardinija) ir Slovakija (4.25 pav.).

Vizualizavus PKA, remiantis poriniais skirtumais tarp mtDNR haplotipy
(577-16 023 np) Europos populiacijose, rezultatus, matyti, kad Europos
populiacijy grupavimasis artimas vizualizuotiems MDS rezultatams, taciau
lietuviy populiacija iSsidésto arciau slavy populiacijy grupés, arciausiai
analizuotos Ukrainos populiacijos. PK1 apraso 62,73 %, PK2 — 24,65 %,
matomos mtDNR haplotipy (577—16 023 np) jvairovés tarp Europos populiacijy
(4.26 pav.). Vizualizuoti PKA, remiantis ®st pagal mtDNR haplotipy
(577—-16 023 np) pasiskirstymg Europos populiacijose, rezultatai (4.27 pav.).
PK1 apraso 88,02 %, PK2 - 10,53 % matomos mtDNR haplotipy
(577-16 023 np) jvairovés tarp Europos populiacijy.
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4.24 pav. MDS, remiantis poriniais skirtumais tarp mtDNR haplotipy (577—-16 023 np) Europos populiacijose, vizualizuoti rezultatai. MDS
paklaidos funkcija (angl. Stress) ir koreliacijos koeficientas (r?): stress = 0,12201, r> = 0,94647



-0,03 -0,01 0,01 0,03 0,05 0,07 0,09

0,9
Baltarusija
0,7
N
< @ Lenkija 0
z . Ukraina
S Rusija Cekija
£ ° ®
@]
0,3
Ispanija
® e
Turki ltalija Slovakija 01
AskenaziaiAzerbaidzanas
Arménijg . Gruzija
Lietuva™ " Totoriai (Volga)
Iranas
-0,1

Dimensija 1

4.25 pav. MDS, remiantis ®st atstumais pagal mtDNR haplotipy (577—16 023 np) pasiskirstyma Europos populiacijose (paSalinus samy,

Sardinijos populiacijas), vizualizuoti rezultatai. MDS paklaidos funkcija (angl. Stress) ir koreliacijos koeficientas (r?): stress = 0,07220,
r’ =0,99308
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4.26 pav. PKA, remiantis poriniais skirtumais tarp mtDNR haplotipy (577—16 023 np) Europos populiacijose, vizualizuoti rezultatai. PK 1 apraso
62,73 %, PK2 — 24,65 % mtDNR haplotipy (577—16 023 np) jvairovés tarp Europos populiacijy



-0,253 -0,251 -0,249 -0,247 -0,245 -0,243 -0,241 -0,239 -0,237

-0,009
Ispanija
Slovakija
-0,01
Ceki
Gruzija :J o
Azerbaidzanas® Armenij a
@ |[talija -0,011
Ukraina ee lranas
Rusija @
-0,012
Turkija ®
o~
X . o Lenkija ® -0,013
o ASkenaziai
)
Baltarusija 0,014
Totoriai o
-0,015
-0,016
Lietuva
e -0,017

PK1

4.27 pav. PKA, remiantis ®st atstumais pagal mtDNR haplotipy (577—16 023 np) pasiskirstymg Europos populiacijose (pasalinus Samy, Sardinijos
populiacijas), vizualizuoti rezultatai. PK 1 apraso 88,02 %, PK2 — 10,53 % mtDNR haplotipy (577—16 023 np) jvairovés tarp Europos populiacijy



APTARIMAS

D. Kasperavicitute kartu su kitais mokslininkais aprasé Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy strukttra, remdamiesi nustatyta mtDNR haplogrupiy ir
HVRI haplotipy jvairove. Atlikta nustatytos Lietuvos ir Pabaltijo populiacijy
mokslininky atlikti tyrimai, kuriuose jtraukta ir Lietuvos populiacija, pateikia
analizés rezultatus, naudojant tik pagrindiniy filogenetiniy linijy ar HVRI/
HVRII haplotipy duomenis (Kushniarevich et al. 2013; Lappalainen et al. 2008).

Siuo darbu pirma kartg nustatyta visa mtDNR seka didZiausioje, lyginant su
ankstesniais tyrimais, $eSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy imtyje. Tikslus
mtDNR haplogrupiy nustatymas, naudojant visos mtDNR sekos informacija,
leido detaliai jvertinti haplogrupiy pasiskirstymag lietuviy populiacijoje.
Nustatytos dvi dazniausios filogenetinés linijos H ir U, kuriy kiekviena sudaro
atitinkamai 45,3 % ir 19,2 % tirtos populiacijos. Gauti duomenys artimi
al. 2004). Filogenetinés linijos T, J1, V sudaré atitinkamai 7,6 % ir po 5,8 %.
Penkios dazniausios filogenetinés linijos (H, J1, T, U, V) sudaro ~84 % tirtos
lietuviy populiacijos. Retesnés filogenetinés linijos A, HV, I, K, M, N, W
nustatomos <5 % dazniu ir kartu sudaro ~16 % tirtos lietuviy populiacijos.
Filogenetinés linijos H daznis (45,3 %) tirtoje lietuviy populiacijos grupéje
artimas Siaurés, Centringje ir Ryty Europoje nustatytam dazniui (40—50 %)
(Loogvali et al. 2004; Richards et al. 2000). Haplogrupés H1 daznis (19,6 %)
taip pat artimas Siaurés, Centrinéje ir Ryty Europoje matomam daZniui
(10—18 %). Pastarosios, kaip ir filogenetinés linijos H, didelis daznis budingas
ir Pietvakariy Europai, kur, manoma, buvo $ios filogenetinés linijos prieglobstis
PL metu. Dabartinése populiacijose filogenetinés linijos H paplitimas, manoma,
pasiektas viduriniame neolite, o galimas zidinys — Centrinéje Europoje. Tikslus
filogenetinés linijos H plitimo procesas vis dar lieka diskusijy klausimas.
Filogenetinés linijos H daznis tirtoje lietuviy populiacijos grupéje varijuoja 18 %

ribose. Maziausias daznis Vakary Zemaitijoje (~35 %), didZiausias Piety
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Zemaitijoje (~53 %) ir Vakary Aukstaitijoje (~51 %). Ankstesniais tyrimais
maziausias daZnis nustatytas Vakary Zemaitijoje ir Piety Aukstaitijoje (~40 %),
didZiausias — Siaurés ir Piety Zemaitijoje (~53 %) (Kasperavidiiité et al. 2004).
Filogenetinés linijos U daznis tirtoje lietuviy populiacijoje siekia 19,2 %, kur U5
sudaro 12,7 %. Nustatytas daznis artimas Centrinei ir Ryty Europai btidingam
dazniui (21 %). Filogenetiné linija U, dominavusi tarp pasisavinamojo tkio
atstovy (82 %), dabartinése populiacijose aptinkama 12—20 % dazniu.
Filogenetinés linijos U daznis tirtoje lietuviy populiacijos grupéje taip pat
varijuoja 18 % ribose. DidZiausias daZznis matomas Siaurés (~29 %) ir Vakary
(~23 %) Zemaitijoje, kitose trijose Lietuvos etnolingvistinése grupése daznis yra
tolygiai mazesnis (~16 %) ir maziausias Piety Zemaitijoje (~11 %). Ankstesniais
tyrimais nustatyta mazesné variacija tarp grupiy (~13,3 %), kur didziausias
daznis buvo Piety Zemaitijoje (26,6 %), maZiausias Siaurés Zemaitijoje ir
Vakary Aukstaitijoje (13,3 %) (Kasperaviciaté et al. 2004).

Nustatyta haplotipy jvairové tolygi tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy
grupiy. Nukleotidy jvairove ir vidutinis poriniy skirtumy skaicius artimas tarp
tirty etnolingvistiniy grupiy, i8skyrus dvi: (1) didesni jver€iai nustatyti
Vakary Zemaitijoje (ND = 31,69 (x14,2) ir = = 1,915-10° (£0,95-107%));
(2) mazesni jver¢iai nustatyti Piety Zemaitijoje (ND = 22,55 (£10,1) ir
n = 1,363-10° (£0,68:103)). Pastarosios populiacijos pasizymi Siy jverciy
skirtumais ir HVRI regione (4.5 lentelé). Esant tolygiai haplotipy jvairovei tarp
etnolingvistiniy ~ grupiy, = Vakary  Zemaitijoje = matoma  daugiau,
Piety Zemaitijoje — maziau skirtumy tarp tiriamyjy. Nustatytas statistiskai
reikSmingas Tajima D jvertis (p < 0,05) visose tirtose SeSiose etnolingvistinése
grupése dél galimo populiacijos augimo. Nustatyta ~8 kartus mazesné
nukleotidy jvairové koduojancioje srityje lyginant su reguliacine sritimi (HVRI
regionas). Sis rezultatas rodo kryptinga mutacijy procesa, leidziamas didesnis
mutacijy daznis reguliacinéje srityje. Mutacijy daznio skirtumai matomi
vertinant segreguojancias pozicijas, tranzicijas, transversijas, sinonimines ir
nesinonimines pakaitas mtDNR sekoje. Reguliacinéje srityje ir MT-ATP6 gene
nustatyta daugiau, MT-RNR1 (12S), MT-RNR2 (16S), tRNR, MT-COL1,
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MT-NDAL genuose — maziau lyginant su tikétinu segreguojanciy pozicijy
skai¢iumi pagal $iy sri¢iy ilgj. Reguliaciné sritis ir MT-ATP6 genas pasizymi
didesniu tranzicijy skai¢iumi, nei tikétina pagal Siy sric¢iy ilgj (p < 0,05).
MT-RNR1 (12S), MT-RNR2 (16S), tRNR, MT-CO1, MT-ND4L genams
nustatytas statistiSkai reikSmingai mazesnis tranzicijy skai¢ius (p < 0,05).
Transversijy atveju skirtumai maZzesni. Transversijy reguliacinéje srityje
statistiSkai reikSmingai daugiau, MT-RNR2 (16S) gene — maziau (p < 0,05) nei
pagal siy sriciy ilgj tikétinas transversijy skaicius. Mazesnis transversijy skaicius
susijes su $iy pakaity galimu didesniu poveikiu fenotipui. Kryptingumas
matomas ir nesinoniminiy, sinoniminiy pakaity atveju (santykis ~1:2).
Netolygus nesinoniminiy ir sinoniminiy pakaity pasiskirstymas MT-ATP6 ir
MT-NDG6 genuose lemia statistiSkai reik§mingg (p < 0,05) variacijg. MT-ATP6
gene nustatyta daugiau, MT-ND6 gene — maziau nesinoniminiy pakaity, nei
tikétina pagal Siy geny ilgj. Didesnis nesinoniminiy pakaity skaicius MT-ATP6
gene yra daugelyje populiacijy, maZesnis nesinoniminiy pakaity skaicius
nustatomas skirtinguose genuose priklausomai nuo tirtos imties (Gunnarsdottir
et al. 2011; Schonberg et al. 2011). Manoma, kad nesinoniminiy pakaity
dominavimas yra jauny filogenetiniy linijy (Kivisild et al. 2006), bet ne klimato
zonos, i$ kurios yra tirta populiacija, pozymis (Mishmar et al. 2003).

Nustatyti statistiSkai reikSmingi Fst atstumai (p < 0,05) tarp
Ryty Aukstaitijos ir Piety Zemaitijos bei tarp Siaurés Zemaitijos ir
Piety Zemaitijos pagal haplogrupiy pasiskirstyma (69 grupés). Statistiskai
reikSmingy skirtumy nerasta tarp Lietuvos etnolingvistiniy grupiy, remiantis
poriniais skirtumais tarp haplotipy (16 568 np).

AMOVA rezultatai parod¢ statistiSkai reikSmingus haplogrupiy (23 grupés)
jvairovés skirtumus tarp keturiy grupiy, sudaryty pagal geografing padét]
(vakary—ryty asis): (1) Siaurés, Vakary Zemaitija; (2) Piety Zemaitija;
(3) Vakary, Piety Aukstaitija; (4) Ryty Aukstaitija. AMOVA, remiantis
haplotipy (16 569 np) poriniais skirtumais, rezultatai iSlicka Statistiskai
reik§mingi tarp trijy grupiy (vakary—ryty asis): (1) Siaurés, Vakary Zemaitija;
(2) Piety Zemaitija; (3) Vakary, Piety, Ryty Aukstaitija. Vakary—ryty asis taip
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pat matoma analizuojant haplotipy (577—16 023 np) jvairovés barjerus. Pirmas
barjeras atskiria Siaurés ir Vakary Zemaitija nuo likusiy grupiy, antras barjeras —
Ryty Aukstaitija nuo kity grupiy ir tredias barjeras Piety Zemaitija nuo Vakary
ir Piety Aukstaitijos. Vizualizavus gautus rezultatus MDS metodu, pagal
haplogrupiy (23 grupés) pasiskirstymg, matyti, kad Lietuvos etnolingvistinés
grupés issidésto atokiai vieng nuo kitos ir nesudaro klasteriy. Vizualizuoti MDS
metodu, pagal haplogrupiy (69 grupés) pasiskirstyma, gauti rezultatai rodo, kad
atokiausiai i§désto Ryty Aukstaitija, Siaurés Zemaitija ir Piety Zemaitija, tarp
kuriy nustatyti statistiSkai reikSmingi Fst atstumai. Kitos etnolingvistinés grupés
(Vakary Zemaitija, Vakary, Piety Aukstaitija) sudaro viena klaster;.

PKA nevertinta vidinés jvairovés, kuri sudaro didzigja dali (>99 %),
variacijos. PK1 apraso 63,63 %, PK2 — 21,49 % mtDNR haplogrupiy (69 grupés)
Jvairovés tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. PK analizés, remiantis
poriniais skirtumais tarp haplotipy (577—16 023 np), rezultatai rodo, kad PK1
apraso 50,0 %, PK2 — 27,96 % mtDNR haplotipy jvairovés tarp tirty Sesiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. PK1 apraso Piety Zemaitijos mtDNR haplotipy
jvairovés skirtumus nuo kity penkiy etnolingvistiniy grupiy.

Filogenetiniame medyje, pagal filogenetinés linijos H haplotipy
(577-16 023 np) jvairove, haplogrupé H1 formuoja zvaigzdés struktiirg, kuri
rodo Sios haplogrupés populiacijos augimg. Manoma, kad Sios filogenetinés
linijos aktyvaus augimo, isplitusio po Europa, zidinys galéjo biiti Centrinéje
Europoje vidurinio neolito laikotarpiu. Filogenetinio medzio strukttra iSnyksta
sudarius filogenetinj medj pagal mtDNR haplotipy (16 564 np) jvairove.
Filogenetiniam medziui, pagal filogenetinés linijos U haplotipy (577—16 023 np)
jvairove, iSskyrus haplogrupe USa2, biidinga laisvesné struktiira, ilgos haplotipy
Sakos, t. y. haplotipus skiria daug mutacijos zingsniy. Matoma filogenetinio
medzio struktiira nerodo galimo neseno Sios filogenetinés linijos augimo.
Filogenetiné linija U galé¢jo dominuoti tarp pirmyjy gyventojy dabartingje
Lietuvos teritorijoje (Bramanti et al. 2009). Pastarieji gyventojai galéjo biiti
pakeisti ir (ar) priversti trauktis Siaurés vakary kryptimi (didziausias haplogrupés

U daznis Siaurés ir Vakary Zemaitijoje) plintant kartu su gamybiniu dkiu
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augancios filogenetinés linijos H populiacijai, kuri galéjo pasiekti dabarting
Lictuvos teritorija i§ Centrinés ar Ryty Europos. Dalis mtDNR analizés rezultaty
rodo vakary—ryty asj galbut dél dviejy tirtoje lietuviy populiacijos grupéje
pagrindiniy filogenetiniy linijy (H ir U) genetinio fondo judéjimo krypéiy. Si
hipotezé neatskleidZzia motininés linijos populiacijos formavimosi proceso
sudétingumo.

Filogenetinés linijos U galimg dominavimg tarp pirmyjy gyventojy
patvirtina nustatytas Sios filogenetinés linijos haplogrupiy amzius
(~15 000-26 000 mety). Filogenetinés linijos H neseng augimg patvirtina
apskai¢iuotas haplogrupiy amzius. Daugelio haplogrupiy (H, Hla, H1b, Hlc,
Hle, H2a, H6a, H7, H10, H11, H16+152, H17a) apskaiciuoto amziaus variacija
telpa j laikotarpj po PL. Dalies haplogrupiy (H, Hla, H1c, H2a, H16+152, H174a)
amzius siekia iki ~5 000 mety, t. y. laikotarpis, kai, manoma, pradéjo formuotis
balty gentys.

Ribota kaimyniniy populiacijy visos mtDNR sekos informacija neleido
nustatyti tikslios lietuviy populiacijos padéties kity populiacijy atzvilgiu.
Pateiktas apibendrinimas apima tik ] analize jtrauktas populiacijas ir
neatskleidzia esamos tikros lietuviy populiacijos padéties kaimyniniy ar kity
Europos populiacijy atzvilgiu. Taip pat tikslingi atskiry haplogrupiy tyrimai,
kuriy informacija yra prieinamas kitoms tyréjy grupéms, galéjo turéti jtakos
gautiems rezultatams taikant MDS ir PKA rezultatams. Vizualizavus gautus
rezultatus MDS metodu pagal porinius skirtumus tarp mtDNR haplotipy
(577-16 023 np) analizuotose Europos ir kitose populiacijose, matomas
populiacijy grupavimasis pagal geografing padét], iSskyrus Baltarusija, kuri yra
kiek atokiau nuo kity slavy populiacijy. Tirtos lietuviy populiacijos padétis yra
tarp slavy ir Vidurio Azijos populiacijy.

PKA, remiantis poriniais skirtumais tarp mtDNR haplotipy (577—16 023 np)
analizuotose Europos ir kitose populiacijose, vizualizuoti rezultatai rodo panasy
populiacijy iSsidéstyma, taciau lietuviy populiacijos padétis artimesné slavy
populiacijoms. PK1 apraso 62,73 % mtDNR haplotipy variacijos, kurig lemia
jvairovés skirtumai tarp Artimyjy Ryty askenaziy, Piety Europos ir kity
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analizuoty populiacijy. PK2 apraso 24,65 % esamos mtDNR haplotipy
variacijos, kurig lemia jvairovés skirtumai tarp slavy populiacijy (Rusija,
Lenkija, Slovakija, Cekija), Piety Europos (Italija, Sardinija, Ispanija) ir
Artimyjy, Vidurio Ryty populiacijy. Vizualizavus gautus PKA rezultatus matyti,
kad mtDNR haplotipy jvairové lietuviy ir Ukrainos populiacijose lemia jy padétj
tarp slavy ir Artimyjy Ryty populiacijy.

Sio darbo metu nustatyti mazesni mtDNR haplogrupiy ir (ar) haplotipy
jvairovés skirtumai palyginti su Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy
jvairove. MaZzesné mtDNR variacija nustatyta ir kituose populiacijy tyrimuose
(Nasidze et al. 2004). Iskelta matriarchalinés migracijos hipotezé, teigianti, kad
dél didesnés motery migracijos mtDNR jvairovés skirtumai yra mazesni.
Pastaroji hipotezé paneigta iStyrus pasaulio populiacijas, kuriose nepastebéta
mazesnés mtDNR jvairovés lyginant su Y chromosoma (Wilder et al. 2004).
Naujausias tyrimas parodé, kad pasauliniu mastu didesni skirtumai tarp
populiacijy nustatomi tiriant Y chromosomg nei mtDNR, tadiau Sie skirtumai
néra tokie dideli, kaip teigta ankstesniy tyrimy iSvadose. Taip pat pastarasis
tyrimas parodé, kad yra regioniniai Y chromosomos ir mtDNR variacijos
skirtumai (Lippold et al. 2014). Genetinés jvairovés skirtumai yra daugelio
procesy — migracijos, mutacijy, gamtinés atrankos, geny dreifo — sgveikos

tiriamoje populiacijoje rezultatas.
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4.3. Lietuviy populiacijos genetiné struktira ir padétis kity populiacijy
atzvilgiu, remiantis autosomy VNP pasiskirstymu

Tirtg lietuviy populiacijos grupe (3.5 pav.) sudaré 253 asmenys, kuriems
genotipuoti tolygiai po visg genomg pasiskirste 719 666 VNP. Atlikus pirminj ir
antrin] gauty duomeny kokybés jvertinima, tolesnei analizei naudoti 188 asmeny
(Siaurés Zemaitija — 36, Piety Zemaitija — 34, Vakary Zemaitija — 15, Piety
Aukstaitija — 34, Vakary Aukstaitija — 35, Ryty Aukstaitija— 34; 123 vyriskosios
lyties ir 65 moteriskosios lyties asmenys) 590 665 autosomy VNP (4.28 pav.).
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4.28 pav. Atlikus pirminj ir antrinj kokybés kontrolés vertinima, tolesnei analizei
naudoty 590 665 (zalia spalva) ir 105 387 (oranziné spalva) autosomy VNP
pasiskirstymas pagal MAF. Kokybés kontrolés metu pasalinti MAF < 0,01
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4.29 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
tirtose Sesiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, vizualizuoti rezultatai. Trumpiniai:
11 — Siaurés Zemaitija, 12 — Piety Zemaitija, 13 — Vakary Zemaitija, 22 — Piety
Aukstaitija, 23 — Vakary AukStaitija, 24 — Ryty AukStaitija
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MDS metodu, naudojant 105 387 autosomy VNP, kuriems nustatyta
pusiausvira sankiba (r?> < 0,2), t. y. néra aleliy asociacijos, gauti rezultatai
vizualizuoti. MDS metodu analizuojant vienu metu visas Lietuvos
etnolingvistines grupes ir vizualizavus gautus rezultatus, pirmoje ir antroje
dimensijoje néra aiSkiy Kklasteriy, t. y. asmenys, i§ tirty SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy iSsidésto arti vienas kito (4.29 pav.). Pasalinus is$
vizualizuoty MDS rezultaty visus, i§skyrus asmenis i§ Siaurés Zemaitijos ir
Piety Aukstaitijos, pirmoje dimensijoje gaunami du atsiskiriantys klasteriai.
Matomi tik keli asmenys, kurie iSsidésto tarp dviejy susiformavusiy klasteriy
(4.30 pav.). Taip pat analizuojant atskiras Lietuvos etnolingvistiniy grupiy poras
taikant MDS ir vizualizavus rezultatus, pirmoje dimensijoje atsiskiriantys
klasteriai susidaro tarp: (1) Piety Aukstaitijos ir Vakary Zemaitijos;
(2) Piety Aukstaitijos ir Piety Zemaitijos. Vizualizavus pirmoje dimensijoje
didesniu plotu sutampantys klasteriai matomi tarp: (1) Piety ir
Vakary Aukstaitijos; (2) Piety ir Ryty Aukstaitijos (4.31 pav., 4.32 pav.,
4.33 pav., 4.34 pav.). Vizualizavus MDS metodu gautus rezultatus, visu plotu
sutampanéios tiriamuyjy imtys gautos tarp Zemaitijos etnolingvistiniy grupiu.
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4.30 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
tirtose Sesiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, vizualizuoti rezultatai. Trumpiniai:
11 — Siaurés Zemaitija, 22 — Piety Aukstaitija
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4.31 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
tirtose SeSiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, vizualizuoti rezultatai. Trumpiniai:

12 — Piety Zemaitija, 22 — Piety Aukstaitija
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4.32 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
tirtose SeSiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, vizualizuoti rezultatai. Trumpiniai:

13 — Vakary Zemaitija, 22 — Piety Aukstaitija
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4.33 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstymag

tirtose Sesiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, vizualizuoti rezultatai. Trumpiniai:
22 — Piety Aukstaitija, 24 — Ryty Aukstaitija
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4.34 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
tirtose Sesiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, vizualizuoti rezultatai. Trumpiniai:
22 — Piety Aukstaitija, 23 — Vakary AukStaitija

Analizuojant Piety Aukstaitijos, Ryty arba Vakary Aukstaitijos ir Siaurés
Zemaitijos populiacijas MDS metodu ir vizualizavus gautus rezultatus, pirmoje
dimensijoje tirtos Lietuvos etnolingvistinés grupés issidésto pietry¢iy—Siaurés

vakary asies atzvilgiu (4.35 pav.).
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4.35 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
tirtose Sesiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, vizualizuoti rezultatai. Trumpiniai:
11 — Siaurés Zemaitija, 22 — Piety Aukstaitija, 24 — Ryty Aukstaitija
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4.36 pav. PKA, remiantis 105 387 autosomy VNP aleliy jvairovés pasiskirstymu,
vizualizuoti rezultatai. PK1 aprasé 0,61 %, PK2 — 0,59 % stebimos autosomy VNP
aleliy jvairovés tarp tirty asmeny (188) 1§ SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

PKA, remiantis 105 387 autosomy VNP aleliy jvairovés pasiskirstymu,
rezultatai rodo, kad PK1 aprasé 0,61 %, PK2 — 0,59 % autosomy VNP aleliy
jvairovés tarp tirty asmeny (188) 1§ SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy.

Vizualizavus gautus PKA rezultatus, matomas PK1 apraSomos variacijos
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pietryCiy—Siaurés Vakary aSies gradientas. Nustatytas pirmos komponentés
statistinis reikSmingumas (Tracy-Widom kriterijus, p < 0,05) (4.36 pav.).

4.10 lentelé. StatistiSkai reikSmingos PK1 pirmi 20 VNP, kuriy esama genetiné
variacija tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy yra didziausia

¥ v

VNP ID! | chr.? Pozicija PA VA RA PZ VZ SZ
0,3088 | 0,1429 [ 0,0735 | 0,1176 | 0,0666 | 0,0277
rs806269 9 ’ ' ’ : ! !
A (A) 3(A) (A) 7(A) 8 (A)
0,3824 | 04143 | 0,3971 | 0,3235 0,4 | 0,3889
rs2247168 | 11 ’ ' ' : ! :
(A) (G) (G) (G) (G) (G)
0,3676 05| 04853 | 0,4091 0,4 | 0,4444

rs927694 | 13
(A) (©) (A) (©) (©) (©)
0,3971 | 0,4714 | 0,4265 | 0,4848 | 0,4333 | 0,4167
(A) (G) (A) (A) (A) (G)
0,3529 | 0,2857 | 0,2941 [ 0,2206 | 0,0666 | 0,1806
(G) (G) (G) G| 7() (G)
0,3529 | 0,4714 | 0,4265 | 0,4559 05| 04861
(A) (A) (©) (€) (A) (A)
0,3088 | 02143 | 02794 | 0,1618 | 0,1667 | 0,0694

rs2535584 17

rs1162608 9

rs645121 9

rs2193769 5

(G) (G) (G) (6) G| 4(G)
0,3088 | 0,1286 | 0,0757 | 0,1029 | 0,1333 [ 0,0694

rs17122441 | 14 ! ! 7 ; : ,
(A) (A | 6(A) (A) A 4A)
0,1176 | 0,0571 | 0,0147 0 0| 00277

rs10742969 | 11 ! * * !
A] 4(A) | 1A (A) A 8@A)
0,2059 | 0,2857 | 0,2941 [ 0,3088 05| 04444

rs17746916 10
A) A) A) A) A) A)
0,3382 | 0,3571 | 0,3971 | 0,4412 ( 0,4333 | 0,3889
(©) (©) (©) A) A) A)
0,25 0,3571 | 0,3971 | 0,4853 0,5| 0,4861
(©) (©) (©) G) (G) (A)
PDE10A 0,2647 | 0,1714 | 0,1029 | 0,0735 | 0,1333 | 0,1111

rs10769684 | 11

rs631844 5

rs2217482 6

(intronas) (A) (A) (A) 3 (A) (A) (A)
s | | MACROo? Oltg | | oty oz o | 0%
e | oz | oz | w0t | oty | O
ot | 15 | e | o | 0% oe [ sk o [ al
s | orie [ ogms oo o] oy
I e A e
Sl el i el
rs6733159 5 I?ARD3B 0,1324 | 0,2429 | 0,2059 | 0,2794 | 0,2333 | 0,2361

(intronas) (C) (C) (C) (C) (C) (C)

'DNR sekos varianto identifikacinis numeris db NCBI dbSNP
2Hardzio ir Vainbergo nepusiausvira (p = 0,03084)
3Chromosomos numeris

*MAF ir alelis
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Nustatyti statistiSkai reikSmingos PK1 VNP, kuriy genetiné variacija tarp
tirty Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy yra didziausia. Apskai¢iavus pirmy
20 variabiliausiy VNP MAF ir jvertinus genomin¢ padét], matyti, kad pirmi
12 VNP yra nekoduojancioje dalyje. IS vertinty 20 VNP $esi VNP yra skirtingy
geny intronuose (4.10 lentelé).

Apskaiciuoti Fst atstumai ir atlikta statistiSkai reikSmingos PK1 vektoriy
dispersijos analizé tarp tirty visy SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy
(4.11 lentelé). Nustatyta statistiSkai reikSminga Fst ir geografiniy atstumy
teigiama koreliacija (Mantelio kriterijus, r = 0,60; p = 0,0127; 10 000 kéliniy).

4.11 lentelé. Fst atstumy matrica pagal 105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
(zemiau jstrizainés). PK1 vektoriy dispersijos analizés p reikSmes (auksciau jstriZzaines)
tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

PA S7 VZ RA VA PZ
PA 0 33310 | 1,66-10° | 2,84-107 | 3,36-103 | 1,11-10¢
SZ 0,000909 0 0,2082 | 4,09-103 | 2,06-102 | 0,0343
VZ 0,000795 0,00024 0 0,0069 0,0092 0,8915
RA 0,000499 0,000347 | 0,000488 0 0,5425 0,0001
VA 0,00017 0,000336 | 0,000282 | 0,000116 0 0,0002
PZ 0,000717 0,000081 | 0,00025 | 0,000403 | 0,000143 0

Nustatyti 105 387 autosomy VNP aleliy jvairovés barjerai tarp tirty Sesiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Pirmas barjeras atskiria Piety Aukstaitijg nuo
kity etnolingvistiniy grupiy. Antras barjeras atskiria Vakary Zemaitija nuo kity
etnolingvistiniy grupiy. Tre¢ias barjeras — tarp Zemaitijos ir Aukstaitijos

etnolingvistiniy grupiy (4.37 pav.).

4.37 pav. Autosomy VNP (105 387) aleliy jvairovés barjerai tarp tirty Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy. Kair¢je SeSiy Lietuvos etnolingvisitiniy grupiy schema pagal
pateiktas koordinates (2 priedo 1 lentelé¢) ir matomi barjerai (raudona linija, eiliSkumo
tvarka nurodyta skaiciais). Analizei naudoti Fst atstumai
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4.38 pav. Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Fst atstumais pagal
105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma, sudaryta Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy
grupiy dendrograma. Paveikslo deSinéje linijomis atskirti dendrogramoje matomi
etnolingvistiniy grupiy klasteriai

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Fst atstumais pagal
105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma, sudaryta tirty SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy dendrograma. Gautos trys grupés: (1) Siaurés, Vakary,
Piety Zemaitija; (2) Rytuy, Vakary Aukstaitija; (3) Piety Aukstaitija. Pastaroji
grup¢ (Piety AukStaitija) nutolusi didziausiu atstumu nuo kity dviejy grupiy
(4.38 pav.).

Nustatyta LD struktiira, vertinant r? jver¢io vidurkj 5 kb intervalais, tarp tirty
SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. LD r? jverciai artimi visoms tirtoms
Lietuvos etnolingvistinems grupéms, isskyrus Vakary Zemaitija. Pastarosios
etnolingvistinés grupés r? jvertis yra visuose intervaluose, t. y. nuo 0 kb iki 100
kb, didesnis lyginant su kitomis penkiomis etnolingvistinémis grupémis. Vakary
Zemaitijos imtyje 0—5 kb intervalo r? = 0,316, kity grupiy to paties intervalo
vidutinis r? = 0,281. Vakary Zemaitijos imtyje 95-100 kb intervalo r? = 0,111,
kity grupiy 95100 kb intervalo vidutinis r? = 0,071. Vakary Zemaitijos visy
intervaly r? jverGiai statistiSkai reik8mingai skyrési nuo kity penkiy

etnolingvistiniy grupiy (nepriklausomy im¢iy t kriterijus, p < 0,05) (4.39 pav.).
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4.39 pav. LD struktiira (590 665 autosomy VNP) tirtoje lietuviy populiacijos grupéje

MDS metodu, remiantis 106 545 autosomy VNP, kuriems nustatyta
pusiausvira sankiba (r> < 0,2), t. y. néra aleliy asociacijos, gauti rezultatai
vizualizuoti. Susidaré Sios populiacijy grupés: (1) Azijos populiacijos (CHB —
kiny populiacija (84 tiriamyjy) i§ Pekino miesto, Kinija; JPT — japony
populiacija (86) i$ Japonijos; CHD — kiny populiacija (85) i§ Denverio miesto);
(2) Afrikos populiacijos (YRI — joruby populiacija (78) i§ Nigerijos, LWK —
luchjy populiacija (88) i§ Kenijos, ASW — Afrikos kilmés Siaurés Ryty JAV
gyventojai (46), MKK — Kinyawa masajy populiacija (118) i§ Kenijos);
(3) Europos populiacijos (CEU — Siaurés ar Vakary Europos kilmés Jutos
gyventojai (84), TSI — Toskanos regiono populiacija (88) is Italijos, LIT —
lietuviy populiacija (188)); (4) Siaurés Amerikos ir Piety Azijos populiacijos
(MXL/MEX — meksikie¢iy kilmés Los Andzelo gyventojai (31), GIH — indy
kilmés Hiustono gyventojai (85)). Siaurés Amerikos (MXL/MEX) ir Piety
Azijos (GIH) populiacijy klasteriai susikloja ir i$sidésto tarp susidariusiy
Europos ir Azijos populiacijy grupiy. Lietuvos populiacija iSsidésto arCiausiai
kitos Europos populiacijos (CEU). Didziausi populiacijy genetiniai skirtumai
yra Afrikos grupéje (4.40 pav.).
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4.40 pav. MDS, remiantis atstumais pagal 106 545 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma
lietuviy ir HapMap3 populiacijose (1 126 asmenys). Trumpiniai: Europos populiacijos
(CEU, TSI, LIT), Azijos populiacijos (CHB, JPT, CHD), Afrikos populiacijos (YR,
LWK, ASW, MKK), Siaurés Amerikos populiacija (MXL/MEX), Piety Azijos
populiacija (GIH). Detalesn;j populiacijy aprasa zr. tekste, santrumpose
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4.41 pav. PKA pagal 106 545 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma, PK1 aprasé 5,71 %,

PK2 — 3,62 % autosomy VNP aleliy jvairovés tarp tirty lietuviy ir HapMap3 populiacijy
(1 126 asmenys)

Atlikus PKA, remiantis 106 545 autosomy VNP aleliy, kuriems nustatyta

pusiausvira sankiba (r> < 0,2), t. y. néra aleliy asociacijos, pasiskirstymu, gauti
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rezultatai vizualizuoti. PK1 aprasé 5,71 %, PK2 — 3,62 % esamos autosomy VNP
aleliy jvairovés tarp tirty asmeny i§ Lietuvos ir HapMap3 populiacijy.
Populiacijy grupavimasis artimas vizualizuotiems rezultatams, gautiems taikant
MDS. PK1 apraSoma variacijos jvairové tarp Afrikos, Azijos populiacijy ir kity
analizuoty HapMap3 populiacijy. PK2 aprasoma variacijos jvairové tarp
Afrikos, Azijos, Europos, Siaurés Amerikos ir Piety Azijos populiacijy
(4.41 pav.). Pirmos 38 komponentés statistiskai reik§mingos (Tracy-Widom
kriterijus, p < 0,05). StatistiSkai reikSmingi skirtumai nustatyti tarp visy
populiacijy (¥ kriterijus, p < 0,05).

YRI LWK MKK  ASW LIT CEU TSI MEX GIH CHB CHD JPT

4.42 pav. Lietuviy ir HapMap3 populiacijy struktiiros modeliai, apraSantys esamg
geneting variacijg tarp populiacijy galimu grupiy skai¢iumi (K = 2—6)

Atrinkti 1 569 VNP (r? < 0,2), kuriems nustatyta didziausia variacija
(PK1-200) tarp tirty lietuviy ir HapMap3 populiacijy (Huckins et al. 2014; Tian
et al. 2008). Nustatytas grupiy skaicius (K > 2), kuris geriausiai apraso esamag
variacijg tarp tirty populiacijy (2 priedo 1 pav.). ISanalizavus modelius su
skirtingu grupiy skai¢iumi (K = 2—6), matyti, kad tirtos populiacijos geriausiai
aprasomos keturiy grupiy (K = 4) modeliu (4.42 pav.). Siuo modeliu galima
atskirti pagrindines grupes (Afrikos, Azijos, Piety Azijos, Siaurés Amerikos,
Europos populiacijas). Keturiy grupiy (K = 4) modelis geriausiai apraso esamg

variacijg tarp populiacijy Europos grupéje. Matyti, kad didziausia Azijos
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genetinés jvairovés dalis matoma TSI populiacijoje, mazesné — CEU ir
maziausia — tirtoje lietuviy populiacijoje. Pasirinktu modeliu esama variacija
tarp Azijos populiacijy apraSoma prasCiausiai, t. y. nejmanoma atskirti
populiacijy Azijos grupés viduje. Keturiy grupiy (K = 4) modeliu aprasoma tirty
grupiy populiacijy struktiira atitinka PKA gautus ir vizualizuotus rezultatus
(4.41 pav.).
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443 pav. LD struktira (202 997 autosomy VNP) tirtoje lictuviy ir HapMap3
populiacijose (1 126 asmenys)

Nustatyta LD struktiira, vertinant r? jver¢io vidurkj 5 kb intervalais, tarp tirty
lietuviy ir HapMap3 populiacijy. Matomas artimas LD r? jver¢iy grupavimasis.
Maziausia aleliy asociacija ir trumpiausi LD blokai — tarp trijy Afrikos

populiacijy (YRI, LWK, MKK). Afrikos populiacijai ASW budinga didesné
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aleliy asociacija ir ilgesni LD blokai, palyginti su Kkitomis Afrikos
populiacijomis. DidZiausia aleliy asociacija ir ilgiausi LD blokai matomi Siaurés
Amerikos (MXL/MEX) populiacijoje. Azijos (CHB, JPT, CHD), Europos
(CEU, TSI, LIT), Piety Azijos (GIH) populiacijoms biidingi tarpiniai r? jverdiai.
Matomas, nors ir nedidelis, grupavimasis tarp pastaryjy populiacijy
trumpesniuose intervaluose ir jis iSnyksta didéjant atstumui: (1) Azijos (CHB,
JPT, CHD) populiacijoms biidinga didziausia aleliy asociacija; (2) Piety Azijos
(GIH) maziausia. Lietuviy populiacijos LD struktiira artimiausia kitai Europos
populiacijai (TSI) ir kiek daugiau skiriasi nuo CEU populiacijos. Lietuviy
populiacijos visy intervaly r? jver¢iai statistiSkai reik§mingai skyrési nuo
Siaurés Amerikos (MXL/MEX), Afrikos (YRI, MKK, LWK) populiacijy
(nepriklausomy im¢iy t kriterijus, p < 0,05) (4.43 pav.).

LIT
‘ E CEU
[ TSI

MEX

GIH

- CHD
|—[ CHB

JPT

ASW
_IE YRI
LWK

— MKK

4.44 pav. Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Fst atstumais pagal
106 545 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma, sudaryta Lietuvos ir HapMap3
populiacijy dendrograma

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Fst atstumais
(2 priedo 15 lentel¢), sudaryta tirty lictuviy ir HapMap3 populiacijy
dendrograma. Gautos penkios grupés: (1) Europos populiacijos (CEU, TSI,
LIT); (2) Siaurés Amerikos populiacija (MXL/MEX); (3) Piety Azijos
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populiacija (GIH); (4) Azijos populiacijos (CHB, JPT, CHD); (5) Afrikos
populiacijos (YRI, LWK, ASW, MKK) (4.44 pav.).

APTARIMAS

M. Nelis kartu su kitais mokslininkais, remdamiesi 273 454 autosomy VNP
genotipais, iSsamiai iSanalizavo Lietuvos populiacijos padétj artimiausiy ir kity
Europos populiacijy atzvilgiu. Sio darbo metu lietuviy populiacijos imtj sudaré
asmenys 1§ visy SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Nustatyta lietuviy
populiacijos padétis atitiko esamg geografing padét] kity populiacijy atzvilgiu.
Arciausiai iSsidéste kitos Pabaltijo populiacijos (Latvija, Estija) ir slavy
populiacijos (Lenkija, Rusija) (Nelis et al. 2009). Kituose tyrimuose jtraukty
Lietuvos populiacijos méginiy pasiskirstymas tarp SeSiy Lietuvos
etnolingvistiniy grupiy néra aiskiai nurodytas arba jtraukti j tyrima méginiai
atstovauja tik tam tikrai etninei grupei i§ Lietuvos (Behar et al. 2010;
Mendizabal et al. 2012). Sis darbas pirma karta analizuoja Lietuvos populiacijos
etnolingvistiniy grupiy geneting struktiirg ir padétj HapMap3 populiacijy
atzvilgiu, naudojant tolygiai po genomg pasiskirs€iusius autosomy VNP.

Plataus masto tolygiai po genomg pasiskirs€¢iusiy VNP tyrimas leidzia
nustatyti daugelio polimorfiniy varianty aleliy jvairovés pasiskirstyma tiriamoje
populiacijoje. Gauti pirminiai duomenys reikalauja griezto kokybés jvertinimo,
po kurio dalis tiriamyjy ir daugelis VNP turi biiti paSalinti i$ tolesnés analizés.
Atlikta gauty pirminiy duomeny kokybés kontrolé sumazina analizés metu gauty
rezultaty paklaidg. Atlikus pirminj ir antrinj tirtos lietuviy populiacijos gauty
duomeny kokybés jvertinima, j tolesng analiz¢ jtraukti 188 asmenys ir 590 655
arba 105 387 (r? < 0,2) autosomy VNP. I§ tolesnei analizei jtraukty VNP
pasiskirstymo pagal MAF (4.28 pav.) matyti, kad maza dalis VNP yra reti
(MAF < 5 %) variantai — atitinkamai ~8 % ir 15 % visy VNP.

Atlikus visy Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy analiz¢ MDS metodu ir
vizualizavus gautus rezultatus, matoma tiriamyjy i§ skirtingy grupiy sanklota.

Analizuojant atskiras etnolingvistiniy grupiy poras ((1) Piety Aukstaitija ir
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Vakary Zemaitija; (2) Piety Aukstaitija ir Piety Zemaitija; (3) Piety ir
Vakary Aukstaitija; (4) Piety ir Ryty Aukstaitija) matyti atsiskiriantys klasteriai.
Didziausias skirtumas — tarp Siaurés Zemaitijos ir Piety Aukstaitijos. Skirtumai
tarp Siy grupiy gauti ir analizuojant Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy
jvairove. Atskirus klasterius taip pat galima identifikuoti tarp Vakary Zemaitijos
ir Piety Aukstaitijos, Piety Zemaitijos ir Piety Aukstaitijos. Didesniu plotu
sutampantys klasteriai susidaro tarp Piety ir Vakary Aukstaitijos, Piety ir
Ryty Aukstaitijos. Visu plotu sutampan¢ios grupés matomos Zemaitijos viduje.
Sie rezultatai leidzia manyti, kad Aukstaitijos etnolingvistiniy grupiy
diferenciacija yra didesné, palyginti su homogeniSkumu pasizyminc¢ios
Zemaitijos etnolingvistinémis grupémis. Analizuojant tris ar keturias
etnolingvistines grupes (Siaurés Zemaitija, Ryty Aukstaitija/Vakary Aukstaitija,
Piety Aukstaitija) taikant MDS ir vizualizavus rezultatus, pirmoje dimensijoje
matomas issidéstymas pagal pietryciy—siaurés vakary asj.

Vizualizuoti PKA rezultatai artimi rezultatams, gautiems MDS metodu.
PKA vertinta viding, t. y. tarp tirty asmeny etnolingvistiniy grupiy viduje,
jvairovés variacija. Vizualizavus PKA rezultatus, keturiy etnolingvistiniy grupiy
(Siaurés Zemaitija, Ryty Aukstaitija/ Vakary Aukstaitija, Piety Aukstaitija)
Klasteriai PK1 iSsidésto pagal pietryCiy—Siaurés vakary a$j. StatistiSkai
reik8mingos PK1 aprasoma variacija sudaro 0,61 % visos variacijos (188
asmenys, 105 387 VNP). Atrinkus pirmus 20 VNP, kurie pasizymi didZiausia
variacija statistiskai reik§mingoje PK1, tik Se$i yra skirtingy geny intronuose.
Siuos rezultatus lemia duomenims gauti naudotas bendrinis DNR genotipavimo
lustas, kuriuo nustatomi tolygiai po visg genomg pasiskirs¢iusiy VNP genotipai.
Neatmestinas nustatyty VNP dalyvavimas genomo reguliacijoje.

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Fst atstumais pagal
105 387 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma, sudarytoje dendrogramoje tirtos
Sesios etnolingvistinés grupés idsidésto pagal savo geografine padétj — Zemaitija
formuoja vieng klasterj, Ryty ir Vakary AukStaitija — antra, labiausiai nutolusi
Piety Aukstaitija — trecig klasterj. Pirmas genetinés jvairovés barjeras atskiria

Piety Aukstaitijg nuo kity etnolingvistiniy grupiy. Antras barjeras, nors ir matant
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homogeniskuma Zemaitijoje, atskiria Vakary Zemaitija nuo kity etnolingvistiniy
grupiy, tre¢ias barjeras atskiria dvi pagrindines grupes Aukstaitija ir Zemaitija.

Analizuojant LD struktiirg tirtos lietuviy populiacijos grupéje, matomas
didelis homogeniSkumas tarp etnolingvistiniy grupiy, iSskyrus Vakary
Zemaitija, kuri pasizymi statistiskai reik§mingai (p < 0,05) didesne aleliy
asociacija ir ilgesniais LD blokais. Rezultatams galéjo turéti jtakos mazesné
tiriamyjy imtis (15 arba 20) lyginant su kity etnolingvistiniy grupiy tolygiomis
tirlamyjy imtimis (po ~34).

Gautus rezultatus: (1) tévinés linijos geny fondo galimg judéjimg Siaurés—
piety asimi; (2) motininés linijos geny fondo galima judéjima ryty—vakary asimi,
papildo tolygiai po genomg pasiskirs¢iusiy autosomy zZymeny aleliy jvairoveés
analizés rezultatai. Nustatytas tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy
iSsidéstymas pagal pietry¢iy—Siaurés vakary asj, rodo, ne atskiry populiacijy
(tévinés, motininés linijy), bet galimg bendrg ir pagrindine migracijos, t. y. geny
fondo judé¢jimo, krypti.

Prieinamos informacijos trikumas apribojo tirtos lietuviy populiacijos
grupés palyginimg su artimiausiomis populiacijomis. Lietuviy populiacijos
grupés padétis nustatyta HapMap3 projekto populiacijy, kurioms biidingi dideli
genetiniai tarpusavio ir su liectuviy populiacija atstumai, atzvilgiu.

Vizualizavus MDS metodu gautus rezultatus, matomos trikampj
formuojancios keturios grupés. Afrikos grupés, ypa¢ MKK ir ASW, populiacijos
pasizymi didesniais genetiniais skirtumais, palyginti su kitomis grupémis.
Pastarosios populiacijos i$sidésto ar¢iau Europos klasterio. Didesni genetiniai
skirtumai taip pat matomi Siaurés Amerikos (MXL/MEX) ir Piety Azijos (GIH)
populiacijose. Vizualizavus MDS metodu gautus rezultatus, jos susikloja ir
i1§sidéto tarp Europos ir Azijos grupiy. Azijos grupé pasizymi didZiausiu
homogeniskumu — sunku diferencijuoti populiacijas grupés viduje. Skirtumai
tarp Europos grupés populiacijy yra tarpiniai tarp Afrikos ir Azijos grupiy. Tirta
lietuviy populiacija artimesné CEU populiacijai ir vizualizavus MDS rezultatus,
matyti, kad issidésto atokiausiai nuo kity HapMap3 populiacijy. Remiantis

genetine jvairove, nustacius CEU populiacijos padét] kity populiacijy atzvilgiu,
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matyti, kad CEU gerai reprezentuoja Siaurés ir Vakary Europos populiacijas
(Lao et al. 2008; McEvoy et al. 2009). Taip pat nustatyta, kad genetinés
Jvairovés skirtumai atitinka geografinius atstumus tarp Europos populiacijy
(Nelis et al. 2009). Trumpiausias geografinis atstumas yra tarp lictuviy ir CEU
populiacijos, lyginat su kitomis tirtomis HapMap3 populiacijomis.

Vizualizuotus MDS metodu gautus rezultatus, patvirtina PKA rezultatai.
Matomi dideli genetinés jvairovés skirtumai tarp tirty lietuviy ir HapMap3
populiacijy. PK1 aprasé 5,71 %, PK2 — 3,62 % autosomy VNP aleliy jvairovés
tarp tirty asmeny (1 126) i$ Lietuvos ir HapMap3 populiacijy. Didziausia PK1
apraSoma genetiné jvairové tarp Afrikos ir kity populiacijy, mazesné — tarp
Azijos ir Europos. PK2 apraSomi genetinés jvairovés skirtumai, i§ kuriy
didZiausias tarp Azijos ir likusiy populiacijy, mazesnis tarp Piety Azijos, Piety
Amerikos ir Europos populiacijy, maziausias tarp Afrikos ir likusiy populiacijy.

Analizuota LD struktiira parodé, kad Siaurés Amerikos (MXL/MEX)
populiacija pasizymi didZiausia, Afrikos grupé maziausia aleliy asociacija ir LD
blokais. Afrikos grupés ASW populiacijos LD struktiira iSsiskiria i§ kity.
Pastarajai populiacijai buidinga mazesné aleliy asociacija, bet didesni LD blokai,
palyginti su Europos, Piety Azijos grupiy populiacijomis. Lietuviy populiacijos
LD struktiira yra artima kity Europos ir Piety Azijos (GIH) populiacijy
struktiirai. Rezultatams gali turéti jtakos vidinés lietuviy populiacijos LD
struktiiros ypatybés. Nustatyta statistiSkai reik§Smingai didesné aleliy asociacija
ir ilgesni LD blokai Vakary Zemaitijoje lemia tirtos visos lietuviy populiacijos
didesne viduting LD r? reik§me.

Atrinkus VNP, pasizymincius didziausia genetine jvairove analizuotose
PK1-100, sudarytas keturiy grupiy (K = 4) modelis, kuris geriausiai apraso
genetine variacija tarp tirty populiacijy. Sis modelis leidzia atskirti pagrindines
tirtas grupes (Afrikos, Azijos, Siaurés Amerikos, Piety Azijos, Europos).
Keturiy grupiy modelis leidzia atskirti ir populiacijy kilme: geriausiai Europos,
sunkiau Afrikos ir prastai Azijos grupése. Matyti, kad tirta lictuviy populiacija
lyginant su kitomis Europos populiacijomis (CEU ir TSI), yra toliausiai nuo

Azijos populiacijy, t. Y. Azijos populiacijy genetinés jvairovés dalis yra
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maziausia. Sudaryto modelio rezultatai artimi vizualizuotiems MDS ir PKA
rezultatams, t. y. nustatytiems skirtumams tarp grupiy ar jy viduje.

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu sudarytoje tirtos lietuviy ir
HapMap3 populiacijy dendrogramoje matomos ir kity analiziy metu nustatytos
grupés (Afrikos, Azijos, Siaurés Amerikos, Piety Azijos, Europos). Europos
grup¢je pirmas klasteris susidaro tarp CEU ir TSI populiacijy, prie kuriy
prisijungia ir tirta lictuviy populiacija. Prie Europos grupés prisijungia
Siaurés Amerikos, Piety Azijos populiacijos, kuriy padétis panasi
vizualizuotuose rezultatuose, gautus MDS metodu ir atlikus PKA. Susidargs
Klasteris prisijungia prie Azijos grupés ir galiausiai prie labiausiai atsiskyrusios

Afrikos grupés.
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4.4. Lietuviy populiacijos genetiné struktiira, remiantis egzomo DNR sekos
varianty pasiskirstymu

Tirtg lietuviy populiacijos grupe (3.6 pav.) sudaré 52 asmenys, kuriems
nustatyta genomo koduojanti dalis — egzomas. Atlikus pirmine, antring ir treting
gauty duomeny analiz¢, tolesnei analizei atrinkti autosomy VNP, kuriems
nustatytas sekos padengimas >10 karty (referentinio alelio vidutinis kokybés
jvertis 28 (£2,3), naujo alelio vidutinis kokybés jvertis 28,4 (+1,8)) (Casals et al.
2013). Nustatyty vieno nukleotido pakaity zmogui vidutinis sekos padengimas
40,5 (£49,2), vidutinis pakaity skai¢ius tiriamajam ~28 890 (+6 528). Tirtoje
Lietuvos populiacijos grupéje nustatytos 163 203 skirtingos vieno nukleotido
pakaitos, i§ kuriy 58 865 (~36 %) vienetiniai atvejai (angl. Singleton), t.y.
nustatyti tik vienam tiriamajam. Rastas vienetiniy DNR sekos varianty skaicius
Aukstaitijoje (26 tiriamieji) — 25 860, Zemaitijoje (26 tiriamieji) — 33 008
pakaitos.
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4.45 pav. Skirtingy vieno nukleotido pakaity (oranziné spalva) ir vienetiniy pakaity
(mélyna spalva) pasiskirstymas tarp tirty Sesiy etnolingvistiniy grupiy

Nustatytas skirtingy vieno nukleotido pakaity ir vienetiniy pakaity
pasiskirstymas tarp tirty Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Gauti rezultatai
rodo, kad daugiausiai skirtingy varianty (92 439) yra Piety Aukstaitijoje
(11 asmeny), maziausiai (49 118) — Ryty Aukstaitijoje (7 asmenys) (4.45 pav.).
ApskaicCiuoti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp asmeniui nustatyty skirtingy

vienetiniy pakaity skai¢iaus ir tikétino skaiGiaus (y? Kriterijus, p < 0,05):
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(1) didesnis Vakary Zemaitijoje; (2) maZesnis Vakary ir Ryty Aukstaitijoje
(4.46 pav.).
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4.46 pav. Skirtingy vieno nukleotido pakaity (oranziné spalva) ir skirtingy vienetiniy
pakaity (mélyna spalva) asmeniui pasiskirstymas tarp tirty SeSiy etnolingvistiniy
grupiy. Paryskinti statistiskai reikSmingi skirtumai nuo tikétino pakaity skaiciaus

Ivertintas skirtingy vieno nukleotido pakaity, nustatyty dvejose ir daugiau
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy, skai¢ius. Daugiausia ty paciy vieno nukleotido
pakaity nustatyta tarp Piety Aukstaitijos, maziausiai — tarp Ryty Aukstaitijos ir
kity etnolingvistiniy grupiy. Lyginant skirtingy vieno nukleotido pakaity
pasiskirstyma tarp Lietuvos etnolingvistiniy grupiy Aukstaitijos ir Zemaitijos
(po 26 asmenis) viduje, matyti, kad Zemaitijai budingas didesnis skai¢ius
pakaity, nustatomy tarp visy trijy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy, nei
Aukstaitijai (4.47 pav.).

Zemaitija Aukstaitija
P7
15 880
PA
45096 30 847
RA
7 666

4.47 pav. Skirtingy vieno nukleotido pakaity, nustatyty dvejose ir daugiau
etnolingvistiniy grupiy, pasiskirstymas
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Vidutinis heterozigotiniy pakaity skaiCius tiriamajam yra 18 574 atvejai
(~64 %), homozigotiniy — 10 325 atvejai (~36 %). Vidutinis tranzicijy skaicius
tirlamajam yra 21 039 (vidutinis heterozigotiniy ir homozigotiniy pakaity
santykis — 1,78), transversijy — 7 851 (vidutinis heterozigotiniy ir homozigotiniy
pakaity santykis — 1,84).

Nustatytas skirtingy vieno nukleotido pakaity pasiskirstymas pagal MAF.
Vieno nukleotido pakaitos, kuriy MAF <1 %, sudaro ~35 %, vieno nukleotido
pakaitos, kuriy MAF <5 %, sudaro ~60 % visy nustatyty skirtingy pakaity
(4.48 pav.).
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MAF
4.48 pav. Egzomo skirtingy pakaity skaic¢iaus pasiskirstymas pagal MAF
Grupei priskirti 65,8 % visy skirtingy nustatyty pakaity (4.49 pav.).
Vidutiniskai tiriamajam vienai i§ penkiy grupiy priskirtas pakaity skaicius:
(1) 3' netransliuojama sritis (3' NTS) — 1 008 pakaitos; (2) 5' NTS — 337 pakaitos;
(3) intronuose — 10 455 pakaitos; (4) koduojancioje dalyje — 6 864 sinoniminés
pakaitos; (5) koduojancioje dalyje — 7 057 nesinoniminés pakaitos. Vienai i$

penkiy grupiy priskiriama ~89 % visy tiriamojo nustatyty pakaity.
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4.49 pav. Skirtingy vieno nukleotido pakaity pasiskirstymas tarp grupiy. Grupéms
priskirta 65,8 % visy skirtingy vieno nukleotido pakaity

Sudarytas tiesinés regresijos modelis tarp gene nustatyty visy ir rety pakaity,
kuriy MAF < 5 %, tirtoje lietuviy populiacijos grupéje. Gauti rezultatai rodo
genus, kuriems nustatytas didesnis rety varianty (MAF <5 %) (MUC4, MUC5B,
TTN) arba didesnis dazny (MUC16, ZNF717, HLA-DRB1, PKD1L2, MAP2K3,
DYNC2HY1) varianty skaicius i§ visy to geno varianty skaic¢iaus. Taip pat tiesinés
regresijos modelis tarp geno visy ir rety pakaity, kuriy MAF < 5 %, sudarytas
kiekvienai Lietuvos etnolingvistinei grupei atskirai. Gauti rezultatai rodo, kad
trims Lietuvos etnolingvistinems grupéms (Siaurés, Piety Zemaitija,
Piety Aukstaitija) budingas artimas rety geno varianty skaiCius. Ryty ir
Vakary Aukstaitijai bidinga daugiau retesniy, Vakary Zemaitijai — daugiau

daznesniy geno varianty (4.50 pav.).
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Visos skirtingos geno pakaitos

4.50 pav. Visos skirtingos geno pakaitos ir skirtingos geno pakaitos, kuriy MAF <5 %.
Linija — atskiros etnolingvistinés grupés ar tirtos Lietuvos populiacijos tiesiné regresiné
kreivé. Trumpinys: LIT — tirta lietuviy populiacijos grupé

MDS ir PKA atrinktos variabilios DNR sekos pozicijos (6 939), kurios
nustatytos bent 80 % tirtos imties, norint iSvengti skirtumy dél trikstamos
informacijos. Nustatyti poriniai skirtumai tarp SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy
grupiy.

Taikant MDS, remiantis poriniais skirtumais pagal 6 939 autosomy vieno
nukleotido pakaity aleliy pasiskirstyma (4.12 lentelé), gauti rezultatai, kuriuos
vizualizavus i$ tirty Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy Aukstaitijos grupé
(Piety, Vakary, Ryty Aukstaitija) sudaro viena klasterj. Zemaitijos
etnolingvistinés grupés (Siaurés ir Vakary Zemaitija) i§sidésto atokiau —
toliausiai nuo AuksStaitijos klasterio ir viena Kkitos, arciausiai AukStaitijos

klasterio — Piety Zemaitija (4.51 pav.).
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4.12 Poriniy skirtumy matrica pagal 6 939 autosomy vieno nukleotido pakaity aleliy
pasiskirstyma (zemiau jstrizainés), p reik§més (aukSCiau jstrizainés) tarp tirty SeSiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy

PA RA VA SZ VZ PZ
PA 0 0,0009 0,7916 0,7415 0,0065 0,6282
RA 0,0152 0 0,0002 0,0002 0,0002 0,0003
VA -0,0208 0,0132 0 0,2349 0,0745 0,1782
SZ -0,0195 0,0258 -0,0209 0 0,0289 0,8319
VZ -0,0160 0,0302 -0,0210 -0,0209 0 0,0005
PZ -0,0225 0,0232 -0,0240 -0,0258 -0,0218 0
3 2,5 2 1,5 -1 0,5 0 0,5 1
1
\4 PA
° RA 0,5
VA
PZ 0
-0,5
-1
S7 1,5

-2

451 pav. MDS, remiantis poriniais skirtumais pagal 6 939 autosomy VNP aleliy
pasiskirstyma tirtose Sesiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, rezultatai

Atlikus PKA, remiantis poriniais skirtumais pagal 6 939 autosomy vieno
nukleotido pakaity aleliy pasiskirstyma, nustatyta, kad PK1 apraso 75,53 %,
PK2 — 9,30 % variacijos tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy.
Vizualizavus PKA rezultatus, matyti, kad PK1 aprasoma variacija dél Ryty
Aukstaitijos, PK2 — Vakary AuksStaitijos aleliy jvairovés skirtumy nuo kity
etnolingvistiniy grupiy (4.52 pav.).
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4.52 pav. PK analizés, remiantis poriniais skirtumais pagal 6 939 autosomy VNP aleliy
pasiskirstyma tirtose SeSiose Lietuvos etnolingvistinése grupése, rezultatai

4.53 pav. Egzomo autosomy sekos varianty (6 939) aleliy jvairovés barjerai tarp tirty
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Kair¢je SeSiy Lietuvos etnolingvisitiniy grupiy
schema pagal pateiktas koordinates (2 priedo 1 lentelé) ir barjerai (raudona linija,
eiliSkumo tvarka nurodyta skai€iais). Analizei naudota Fst atstumy matrica

Nustatyti egzomo autosomy sekos varianty aleliy jvairoveés barjerai tarp tirty
SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Pirmas barjeras atskiria Ryty Aukstaitija,
antras barjeras — Siaurés Zemaitija, tre¢ias barjeras — Piety Aukstaitija nuo kity

etnolingvistiniy grupiy (4.53 pav.).
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4.54 pav. Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis Fst atstumy matrica
pagal 6 939 egzomo autosomy sekos varianty aleliy pasiskirstyma, sudaryta SeSiy
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy dendrograma. Paveikslo deSingje linijomis atskirti
dendrogramoje matomi etnolingvistiniy grupiy klasteriai

Hierarchinio klasterizavimo UPGMA metodu, remiantis poriniais
skirtumais pagal 6 939 egzomo autosomy sekos varianty aleliy pasiskirstyma,
sudaryta tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy dendrograma. Gautos dvi
grupés: (1) Piety, Vakary Aukstaitija, Vakary, Piety, Siaurés Zemaitija; (2) Ryty
Aukstaitija. Pastaroji grupé (Ryty Aukstaitija) nutolusi didZiausiu atstumu nuo

kity etnolingvistiniy grupiy (4.54 pav.).

APTARIMAS

S. Giannatassio kartu su kitais mokslininkais aprasé¢ dazniausiy CFTR geno
mutacijy paplitimg Lietuvos populiacijos cistine fibroze serganciy pacienty
grupéje (Giannattasio et al. 2006). O. Tighe kartu su kitais mokslininkais
iSanalizavo dazniausios PAH geno mutacijos paplitimg Lietuvos populiacijos
fenilketonurija serganéiy pacienty grupéje (Tighe et al. 2003). Sis miisy darbas
pirma karta analizuoja Lietuvos populiacijos etnolingvistiniy grupiy geneting
struktiirg pagal egzomo autosomy genetiniy zymeny aleliy pasiskirstyma.

Tirtoje Lietuvos populiacijos grup¢je vienam asmeniui nustatyta
vidutiniskai ~28 890 (+6 528) DNR sekos pakaity, i§ kuriy ~64 %

heterozigotinio genotipo. Vidutinis tranzicijy ir transversijy santykis Zzmogui yra
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2,7. Nustatyti sekos variantai priskirti penkioms grupéms: (1) 3° NTS — 3,5 %j;
(2) 5° NTS — 1,2 %; (3) intronuose — 36,2 %; (4) koduojancioje dalyje
sinoniminiai — 23,8 %,; (5) koduojancioje dalyje nesinoniminiai — 24,4 %, kurie
sudaro ~89 % visy vienam asmeniui nustatyty pakaity.

Tirtoje Lietuvos populiacijos grupéje nustatytos 163 203 skirtingos vieno
nukleotido pakaitos, i§ kuriy 58 865 (~36 %) vienetiniai atvejai, t. y. tik vienam
asmeniui i§ visos tirtos imties. Nustatytas pastaryjy pakaity netolygus
pasiskirstymas tarp Auk3taitijos ir Zemaitijos (po 26 asmenis) santykiu 5:3.
Rasti statistiSkai reik§mingi skirtumai tarp nustatomo ir tikétino DNR sekos
vienetiniy pakaity (angl. Singleton) skaiiaus zmogui tarp etnolingvistiniy
grupiy: (1) daugiau Vakary Zemaitijoje; (2) maZiau Vakary ir
Ryty Aukstaitijoje. Vienetinés DNR sekos pakaitos sudaro didziaja dalj (~60 %)
rety varianty (MAF < 5 %). Reti sekos variantai (MAF < 5 %) sudaro didziaja
dalj (~60 %) nustatyty visy skirtingy DNR sekos varianty. Matomas nevienodas
skirtingy vieno nukleotido pakaity, nustatyty dvejose ir daugiau etnolingvistiniy
grupiy, pasiskirstymas tarp AukStaitijos ir Zemaitijos. Zemaitijai, kuriai
biidingas ir didesnis vienetiniy DNR sekos pakaity skai¢ius (33 008 pakaitos),
budingas didesnis pakaity, nustatomy tarp visy trijy etnolingvistiniy grupiy,
skaicius. Mazesnis — Aukstaitijai, kuriai biidingas ir mazesnis vienetiniy DNR
sekos pakaity skai¢ius (25 860 pakaitos). Zemaitijai biudingas didesnis skirtingy
pakaity skaiCius lyginant su Aukstaitija — atitinkamai 133 777 ir 117 292
pakaitos. Rezultatams reik§mingos jtakos galéjo turéti netolygus gauty duomeny
pasiskirstymas.

Rety varianty skaicius tarp skirtingy populiacijy yra nevienodas. Skirtumy
priezastis gali buiti gamtiné atranka arba populiacijos demografiniai jvykiai.
Gamtiné¢ atranka veikia tam tikrus funkcinius regionus, 0 demografiniai jvykiai
turi jtakos visam genomui. Sudarius tiesinés regresijos modelj tarp gene
nustatyty visy ir rety pakaity, kuriy MAF < 5 %, tiesés nuolydis atspindi
populiacijos demografinius jvykius (Raska, Zhu 2011). Matyti, kad Ryty ir
Vakary Aukstaitijai budinga daugiau rety DNR sekos varianty gene, palyginti su

kitomis Lietuvos etnolingvistinémis grupémis. Vakary Zemaitijai badingi
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daznesni sekos variantai gene, Kitomis grupéms biidingas panasus santykis.
Gauti rezultatai rodo galimas skirtingas Lietuvos etnolingvistiniy grupiy istorijas
ir demografinius jvykius. Genai, nutole nuo regresijos tiesés, rodo galimg
gamtinés atrankos poveikj. Nustatyti genai, kuriems biidingas didesnis rety
(MUC4, MUCS5B, TTN) arba dazny (MUC16, ZNF717, HLA-DRB1, PKD1L2,
MAP2K3, DYNC2H1) DNR sekos varianty skaic¢ius. Muciny (angl. MUC gene
family) geny Seimos nariai koduoja epitelio lgsteliy pavirSiaus glikoproteinus,
reguliuojancius patogeny patekimg ] lastele. Titino genas (TTN) Siuo metu
zinomas kaip ilgiausig koduojancia dalj turintis genas. Didesnis sekos varianty,
turinCiy retus alelius (MAF <5 %), skaiCius gene galimas dél gamtinés atrankos
poveikio geno produktams, dalyvaujantiems specifinése organizmo apsaugos
funkcijose, t. y. susiduriant su skirtingais iSorés patogenais, ar dél fizinio geno
ilgio. HLA-DRB1 (angl. Major Histocompatibility Complex, Class Il, DR Beta
1) geno produktas dalyvauja imuninéje sistemoje. ZNF717 (angl. Zinc Finger
Protein 717) geno produktas — transkripcijos veiksnys. PKD1L2 (angl.
Polycystic Kidney Disease 1-Like 2) geno produktas — katijony kanalo
sudedamoji dalis. MAP2K3 (angl. Mitogen-activated Protein Kinase Kinase 3)
geno produktas — MAP kinaziy reguliuojamo signalinio kelio narys. DYNC2H1
(angl. Dynein, Cytoplasmic 2, Heavy Chain 1) geno produktas — dineinas,
dalyvaujanti pernasSoje lastelés viduje. Didesnis sekos varianty, turin¢iy daznus
alelius (MAF > 5 %)), skaiCius gene galimas dél gamtinés atrankos poveikio geno
produktams, kurie sgveikauja su daugeliu kity geny produkty ir dalyvauja
bendrinése organizmo funkcijose.

Siekiant iSvengti triikkstamos informacijos jtakos analizés rezultatams, buvo
atrinkti egzomo DNR sekos variantai (6 939), kurie nustatyti >80 % asmeny. Siy
egzomo autosomy zymeny pasiskirstymas pagal MAF yra tolygus. Zymenys,
kuriy MAF <5 %, sudaro 12,8 %. Remiantis apskaiciuotais poriniais skirtumais
pagal 6 939 autosomy VNP aleliy jvairove, sudaryta MDS ir dendrograma,
atlikta PKA analiz¢, nustatyti genetinés jvairoveés barjerai.

Vizualizavus MDS metodu gautus rezultatus, Aukstaitijos etnolingvistinés

grupés formuoja glaustg Kklasterj, Kitos Lietuvos etnolingvistinés grupés
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(Zemaitijos) i§sidésto atokiau. Toliausiai nuo Aukstaitijos klasterio ir viena kitos
issidesto Siaurés ir Vakary Zemaitija, ar¢iausiai Aukstaitijos klasterio — Piety
Zemaitija.

PKA vizualizuoti rezultatai skiriasi nuo rezultaty, gauty MDS metodu. PK
analize nevertinta vidinés jvairovés variacija. PK1 (75,53 %) apraso Ryty
Aukstaitijos jvairovés skirtumus nuo kity etnolingvistiniy grupiy. PK2 (9,30 %)
apraso Vakary Aukstaitijos jvairovés skirtumus nuo kity etnolingvistiniy grupiy.

Pirmas genetinés jvairoveés barjeras atskiria Ryty AuksStaitija nuo kity
etnolingvistiniy grupiy. Sis rezultatas patvirtina PKA rezultatus. Antras
genetinés jvairovés barjeras atskiria Siaurés Zemaitija, tretias — Piety
Aukstaitija nuo kity etnolingvistiniy grupiy. Dendrogramoje Ryty Aukstaitija
1$sidésto atokiausiai nuo kity grupiy, kurios sudaro bendrg glausta Saka.
Pirmiausia susijungia Siaurés ir Piety Zemaitija, prie ju prisijungia Vakary
Aukstaitija — visos trys grupés i§ Siaurés Vakary ir Vidurio Lietuvos. Vakary
Zemaitija ir Piety Aukstaitija prisijungia prie Vidurio Lietuvos grupés pamato.

Skirtingais analizés metodais gauti rezultatai pagal egzomo autosomy
zymenis Yyra netolygis. Vizualizavus rezultatus, gautus taikant MDS, matomas
Aukstaitijos etnolingvistiniy grupiy iSskirtinis homogeniskumas, taciau PKI1
apraSoma variacija yra dé¢l Ryty AukStaitijos jvairovés skirtumy nuo kity
etnolingvistiniy grupiy. Ryty AukStaitijos genetinés jvairoves skirtumai
suformuoja pirmiausig barjera, kuris atskiria ja nuo kity etnolingvistiniy grupiy.
Dendrogramoje Ryty AukStaitija taip pat formuoja atskirg Saka nuo kity
etnolingvistiniy grupiy suformuoto glaudaus klasterio. Daugelis rezultaty
patvirting Ryty Aukstaitijos jvairovés skirtumus nuo kity etnolingvistiniy
grupiy. Naudoti analizés metodai neleidzia nustatyti genetinés jvairoves

skirtumy tarp kity etnolingvistiniy grupiy.

4.5. Apibendrinimas

Pirmieji skirtumai tarp Lietuvos populiacijos atskiry geografiniy regiony
nustatyti remiantis fenetiniais atstumais — pirSty ir delny dermatoglifiniai

pozymiai (Klevcova, Kuc¢inskas 1987). Skirtumai tarp etnolingvistiniy grupiy
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taip pat nustatyti tiriant ABO ir Rh(D) kraujo grupiy pasiskirstymg Lietuvos
populiacijoje. Remiantis gautais rezultatais, matyti, kad Zemaitijai budingas
didesnis homogeniskumas negu Aukstaitijai (Kucinskas et al. 1994). Pastarieji
rezultatai aiSkinami Zemaitijos autochtoniskumu, o Aukstaitijos populiacijos
vélesniu atsikraustymu (Ryty baltai) (Kucinskas 2004). Kraujo grupiy sistemy
(ABO, Rh, MNS, P, LU, KELL, Co, LE, FUT2, FY, JK, LW) aleliy dazniy
pasiskirstymo analizés rezultatai parodé¢ Piety Aukstaitijos statistiSkai
reikSmingus skirtumus nuo visy kity etnolingvistiniy grupiy, remiantis P1 ir
LWP® aleliy daZniais. Tiriant serumo baltymy genetinius polimorfizmus (TF, GC,
Pl) statistiSkai reikSmingy skirtumy nerasta. Analizuojant Alu sekas, nustatyti
statistiskai reik§mingi skirtumai tarp Siaurés Zemaitijos ir Piety Aukstaitijos,
remiantis Alu TPA25 pasiskirstymu tirtoje Lietuvos populiacijoje (Kucinskas
2001). Pirmy mtDNR restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo (RFIP) tyrimy
rezultatai parodé minimalius skirtumus tarp Aukstaitijos ir Zemaitijos
(Kucinskas 1994). Tolesnius tyrimus 1émé metody ir technologijy vystymasis.
Tai leido detaliau jvertinti Lietuvos populiacijos geneting jvairove naudojant
analizuota ne tik Lietuvos populiacijos vidiné genetiné struktiira, bet ir padétis
kity populiacijy atzvilgiu, remiantis skirtingy zymeny pasiskirstymu. Dalies
zymeny nustatytas daznis Lietuvos populiacijoje atitinka daznio gradientg
Europoje, t. y. geografing padétj, tac¢iau esama ir isim¢iy (Kucinskas 2004).
Nustatyta Lietuvos populiacijos padétis, remiantis mtDNR ir Y chromosomos
jvairovés pasiskirstymu, atitinka geografing padétj, t. y. ji artimiausia
kaimyninéms populiacijoms (Kasperavic¢iaté et al. 2004).

Detalesné Zymeny analizé suteikia daugiau informacijos apie tiriamos
populiacijos geneting struktiira, haplotipy, haplogrupiy pasiskirstyma
geografinéje teritorijoje, leidzia tiksliau jvertinti populiacijos ar filogenetiniy
linijy amziy (Gunnarsdottir et al. 2011; Underhill et al. 2010; Underhill et al.
2014; Wei et al. 2013). Nustatytas ne tik Y chromosomos ar mtDNR, taip pat ir
autosomy, zymeny aleliy netolygus pasiskirstymas tarp populiacijy (Menozzi et

al. 1978). Naujy metody ir technologijy kiirimas leido populiacijy tyrimus
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iSplésti nuo keliy iki keliy Simty tiikstan¢iy zymeny genotipavimo vienu metu ar
stambiy genomo sric¢iy sekoskaitos (IHC 2003; Lander et al. 2001). Skirtingi
zymenys leidZia analizuoti atskirus populiacijy evoliucijos aspektus.

Siame darbe Lietuvos populiacijos etnolingvistiniy grupiy struktiira ir
padétis kity populiacijy atzvilgiu analizuota remiantis keturiomis genomo
zymeny grupémis. Tai: (1) Y chromosomos haplogrupés ir haplotipai;
(2) mtDNR haplogrupés ir haplotipai; (3) tolygiai po visg genoma pasiskirste
VNP; (4) egzomo DNR sekos variantai.

Aiskiausi skirtumai matomi analizuojant SeSias Lietuvos etnolingvistines
grupes pagal Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy jvairovés pasiskirstyma.
Gauti panasis rezultatai analizuojant skirtingo tipo zymenis: (1) haplogrupés,
kuriy nustatoma jvairové susidaré dél sukauptos genetinés variacijos salyginai
ilgesniu laikotarpiu; (2) haplotipai, kuriy jvairové susidaré sglyginai trumpesniu
laikotarpiu. Matomas pagrindiniy haplogrupiy Nlcl, R1lala ir Rlalalg Siaurés—
piety aSies gradientas tirtoje Lietuvos populiacijoje. Pastaryjy haplogrupiy
paskirstymas ir lemia gautus Sio darbo rezultatus. Analizuojant Y chromosomos
haplogrupiy ir haplotipy pasiskirstyma, galima manyti, kad genetinés jvairoves
skirtumus tarp tirty Sesiy etnolingvistiniy grupiy 1émé ne kalbinés ar kulttrinés
priezastys, bet geografiné padétis Lietuvos teritorijoje. Gauti rezultatai rodo, kad
Lietuvos etnolingvistiniy grupiy Y chromosomos genetinés jvairoves
pasiskirstymas pagal geografing padéti gal¢jo susidaryti dél genetinio fondo
judéjimo Siaurés—piety asSimi Lietuvos teritorijoje. Naudojant Y chromosomos
haplotipy duomenis ir pasirinktag modelj apskai¢iuotas dazniausiy haplogrupiy
amzius yra artimas, tik Rlala haplogrupés amzius Siek tiek didesnis. Sie
duomenys neleidzia daryti iSvady apie skirtingg pastaryjy haplogrupiy
formavimosi pradzia, bet leidzia manyti, kad formavimosi istorijos buvo
skirtingos.

Mazesni, taciau tolygiis skirtumai matomi analizuojant SeSias Lietuvos
etnolingvistinés grupes pagal tolygiai po visg genoma pasiskirs¢iusiy VNP aleliy
jvairove. Naudojami tolygiai po genoma pasiskirstg Zymenys, kuriy MAF > 5 %,

leidzia analizuoti ilgesniu laikotarpiu susidariusiga populiacijos struktiira.
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Nustacius grieztus kokybés jveréius turimiems duomenims, tolesnei analizei
jtraukti negiminingy asmeny VNP, kuriems nustatyta pusiausvira sankiba su
kitais VNP. Skirtingais analizés metodais gauti rezultatai rodo genetinés
jvairovés skirtumus Siaurés vakary—pietry¢iy asimi. Galima skirtumy priezastis
yra ne kalbiné ar kultiiriné, bet geografiné padétis. Nustatyta etnolingvistiniy
grupiy iSsidéstymo asis artima, bet netapati etnolingvistiniy grupiy padéciai
pagal Y chromosomos jvairovés skirtumus. Nustatytas gradientas rodo galimg
pirmyjy gyventojy genetinio fondo pagrinding judéjimo dabartingje Lietuvos
teritorijoje a$j. Minimalius skirtumus tarp gauty rezultaty, naudojant
Y chromosomos ir tolygiai po genomag iSsidésCiusius Zymenis, gal¢jo lemti
imties sudarymo paklaidos. Paskutinis i$ tirty trijy genetinés jvairovés barjery
matomas tarp Aukstaitijos ir Zemaitijos, ta¢iau jis yra labiau dél geografinés
grupiy padéties nei kalbiniy ar kulttriniy skirtumy. Taip pat matyti, kad
Zemaitija yra homogeniska, o asmenis i§ Aukstaitijos, nors ir esant didelei
paklaidos tikimybei, galima priskirti etnolingvistinei grupei. Sie rezultatai
patvirtina ankstesnius kraujo grupiy tyrimus (Kucinskas et al. 1994).

Dalis rezultaty rodo skirtumus tarp tirty SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy
grupiy pagal mtDNR haplogrupiy ir haplotipy pasiskirstymg. Taciau rezultatai,
gauti analizuojant skirtingais metodais, néra tolygiis. Nenustatytas mtDNR
haplogrupiy gradientas tarp tirty Lietuvos etnolingvistiniy grupiy. Siame darbe
nustatytas filogenetinés linijos U netolygus pasiskirstymas nebuvo pastebétas
ankstesniuose tyrimuose (Kasperavicitité et al. 2004) ir gali bati dél imties
sudarymo paklaidos. Dazniausiy filogenetiniy linijy H (45,3 %) ir U (19,2 %)
pasiskirstymas neturi aiSkios gradiento aSies, ir skirtingy analizés metody
rezultatai priklauso nuo daugelio haplogrupiy pasiskirstymo tarp tirty SeSiy
etnolingvistiniy grupiy. AMOVA rezultatai rodo mtDNR haplogrupiy ir
haplotipy pasiskirstymo vakary—ryty asj. Vizualizavus rezultatus, gautus MDS
metodu ar atlikus PKA, etnolingvistinés grupés iSsidésto atokiai viena nuo kitos
arba sudaro klasterius, kurie nepatvirtina AMOVA rezultaty. Pirmas mtDNR
jvairovés barjeras atskiria Siaurés vakary etnolingvistines grupes (Vakary ir

Siaurés Zemaitija), antras — Ryty Aukstaitija, tre¢ias Aukstaitija ir Zemaitija.
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Nustatyti mtDNR jvairovés barjerai artimi AMOVA nustatytai vakary—ryty
asiai. Filogenetiniy linijy H ir U filogenetiniai medziai, sudaryti pagal
koduojancios dalies, kuriai biidingas maZzesnis mutacijy daznis, haplotipus
(577-16 023 np), rodo haplogrupés H1 augimg. Gauti rezultatai iSnyksta
sudarius filogenetinj medj pagal visos mtDNR haplotipy (16 564 np) jvairove.
mtDNR haplotipy (16 564 np) jvairové leido jvertinti atskiry haplogrupiy amziy.
Gauti rezultatai neprieStarauja galimam filogenetinés linijos U dominavimui tarp
pirmyjy gyventojy dabartinéje Lietuvos teritorijoje ir vélesniam filogenetinés
linijos H populiacijos atsikraustymui.

Egzomo autosomy DNR sekos varianty apibendrinimui turi jtakos duomeny
trikumas (angl. Missing data) dél netolygaus gauty duomeny pasiskirstymo
genome. Nustatyty skirtumy patvirtinimui reikalinga isplésta tiriamyjy imtis ir
tolygus duomeny pasiskirstymas. Norint iSvengti pastarosios problemos, atrinkti
egzomo autosomy DNR sekos variantai, kurie nustatyti maziausiai 80 % tirty
asmeny. Siy DNR sekos varianty pasiskirstymas pagal MAF yra tolygus ir
nelieka rety sekos varianty (MAF <5 %) dominavimo (12,8 %). Rezultatai, gauti
naudojant skirtingus analizés metodus, néra tolyglis ir matomi tik
Ryty Aukstaitijos genetinés jvairoveés skirtumai nuo kity etnolingvistiniy grupiy,
kurie pasikartoja atlikus analize keliais metodais. Rety varianty (MAF < 5 %),
kurie genome susidaré palyginti nesenai ir leidzia jvertinti vélesnius populiacijos
evoliucijos etapus, pasiskirstymo lietuviy populiacijoje jvertinimas reikalauja

didinti tolygios apimties duomeny imt;.
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5. ISVADOS

1. Remiantis Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy jvairovés pasiskirstymu:

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Tirta lietuviy populiacija pasizymi homogenisSkumu, skirtumai tarp
grupiy, sudaryty remiantis geografine Lietuvos etnolingvistiniy grupiy
padétimi, sudaro <2 %.

Nustatyti genetinés jvairovés skirtumai, nulemti pagrindiniy
haplogrupiy (N1c1, Rlala, Rlalalg) gradiento Siaurés—piety aSimi.
Galimos skirtingos pagrindiniy haplogrupiy Nlcl, Rlala populiacijy
formavimosi Lietuvos teritorijoje istorijos.

Tirta lietuviy populiacija yra artimiausia Pabaltijo populiacijoms
(Latvija ir Estija) ir padétis kity analizuoty populiacijy atzvilgiu

priklauso nuo geografiniy atstumy.

2. Remiantis mtDNR haplogrupiy ir haplotipy jvairovés pasiskirstymu:

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

Tirtoje lietuviy populiacijoje didziausia dalj sudaro vidiné genetiné
Jvairove, t. y. tarp tirlamy asmeny etnolingvisitiniy grupiy viduje, kuri
siekia ~99 %.

Nustatyti genetinés jvairovés vakary—ryty asimi skirtumai, kuriuos
lemia pagrindiniy (H ir U) ir kity filogenetiniy linijy (A, HV, I, J, K, M,
N, T, V, W) haplogrupiy pasiskirstymas tirtoje lietuviy populiacijoje.
Filogenetin¢ linija U galéjo dominuoti tarp pirmyjy dabartingje Lietuvos
teritorijoje gyventojy, kuriuos galéjo pakeisti filogenetinés linijos H
paplitimas vélesniu laikotarpiu.

Tirta lietuviy populiacija issidésto tarp analizuoty slavy ir Vidurio

Azijos populiacijy.

3. Remiantis tolygiai po genoma pasiskirs¢iusiy VNP aleliy jvairove:

3.1.

3.2.

Zemaitijos etnolingvistinés grupés yra homogeniskesnés, t. y. nustatyti
mazesni skirtumai, palyginti su Aukstaitijos etnolingvistinémis
grupémis.

Nustatyti Siaurés vakary—pietryCiy aSimi genetinés jvairovés skirtumai

tirtoje lietuviy populiacijoje.
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3.3. Tirta lietuviy populiacija, kuriai nustatyta maziausia Azijos genetinio
fondo dalis, yra artima HapMap3 Europos populiacijy grupei.

4. Remiantis egzomo autosomy DNR sekos varianty aleliy jvairove tarp tirty
SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy, nustatytas Ryty AuksStaitijos
genetinés jvairovés skirtumas nuo kity penkiy Lietuvos etnolingvistiniy
grupiy.

5. Genetinés jvairovés skirtumai tarp tirty Lietuvos etnolingvistiniy grupiy
matomi pagal tolygiai po genomg pasiskirsé¢iusiy VNP aleliy, mtDNR,
Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy pasiskirstymg, 0 didZiausi

skirtumai btidingi Y chromosomos genetinei jvairovei.
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1 PRIEDAS. TYRIMO METODAI

Genominés DNR i§skyrimas fenolio ir chloroformo misiniu

Protokolas skirtas genominés DNR (gDNR) iSskyrimui i§ veninio kraujo
leukocity lgsteliy éminiy.

Genominés DNR i$skyrima atliko VU MF ZMGK darbuotojai.

Protokolas parengtas remiantis:
Diagnostikos protokolu ,,DBR isskyrimas i§ periferinio kraujo leukocity fenolio-
chloroformo-izoamilo alkoholio metodu®, patvirtintu VS] VUL SK Generalinio

direktoriaus jsakymu Nr. 461, 7 priedas.

Reagentai ir cheminés medziagos:

e 10 % natrio dodecilsulfatas [Ci2H25sNaO4S] (angl. SDS — solution 10%,
gamintojas AppliChem GmbH, Vokietija);

e 2 % proteinazé K (angl. Proteinase K, gamintojas Thermo Fisher
Scientific, Inc., JAV);

e 3 M natrio acetatas, pH = 5,2 [C2H302Na] (angl. Sodium acetate —
Solution, gamintojas AppliChem GmbH, Vokietija);

o 70 % etanolis (20 °C); 96 % etanolis [C2HO];

¢ Branduoliy perneSimo buferis (ruoSiamas laboratorijoje, sudétis: 10 mM
Tris — HCI, pH = 10,5; 1 mM EDTA,; 0,15 mM NaCl);

e Chloroformas [CHCIs] (angl. Trichlormethan/chloroform, gamintojas Carl
Roth GmbH + Co.KG, Vokietija);

e Chloroformo — izoamilo alkoholio misinys (24:1) (angl. Roti®-C/I,
gamintojas Carl Roth GmbH + Co0.KG, Vokietija);

e ddH>O - didejonizuotas vanduo;

e Fenolis [CsHsO] (angl. Roti®-Phenol, gamintojas Carl Roth GmbH +
Co.KG, Vokietija);

e Lizuojantis buferis (ruoSiamas laboratorijoje, sudétis: 0,32 M sacharozés;
5 mM MgClz; 1 % Triton X —100; 10 mM Tris—HCI, pH = 7,5);
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TE buferis, pH = 8 (angl. TE buffer, gamintojas Invitrogen™ Life
Technologies Corp., JAV);
Vakuuminis mégintuvélis su EDTA [CioH16N20sg], kuriame 3-10 mi

veninio kraujo.

Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

Centrifuga (50 ml);

Latekso pirstinés;

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

Mikrocentrifuga (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml);

Mikropipetés, vienkanalés (2-20 ul, 10-100 ul, 100—1000 pl);

Sterilios Pastero pipetés (3 ml);

Steriliis antgaliai (20 pl, 100 pl, 1000 pl);

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

Termostatas (angl. Amersham Hybridization Oven / Shaker, gamintojas GE

Healthcare, General Electric Corp., Jungtiné Karalysté).

Darbo eiga:

1)

)

©)

(4)

Q)

Veninj kraujg i§ vakuuminio mégintuvélio (3—10 ml) su antikoaguliantu
EDTA perpilti i sterily 50 ml tirio mégintuvelj.

Ipilti lizuojancio buferio iki galutinio 35 ml tiirio, centrifuguoti 10 °C
temperatiiroje 3000 aps./min 10 min.

Virsnuosédinj skystj nupilti, nuosédas sumaisSyti Pastero pipete ir jpilti
lizuojancio buferio iki galutinio 5 ml tirio, centrifuguoti 10 °C
temperatiiroje 3000 aps./min 10 min.

VirSnuosedinj skysti nupilti, nuosédas sumaiSyti Pastero pipete ir jpilti
lizuojanc¢io buferio iki galutinio 5 ml tirio, centrifuguoti 10 °C
temperatiiroje 3000 aps./min 10 min.

VirSnuosédinj skysti nupilti, ] mégintuvelj jpilti 400 pl 1gsteliy branduoliy

perneSimo buferio.
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(6) Visa turj sterilia Pastero pipete perkelti i naujg sterily 2 ml tdrio
mégintuvelj, jpilti 20 ul 10 % natrio dodecilsulfato tirpalo ir 10 ul 2 %
proteinazes K tirpalo.

(7) Meégintuvélj su miSiniu inkubuoti termostate 37 °C temperatiiroje 16 val.
arba 55 °C temperatiiroje 3 val.

(8) Po inkubavimo j mégintuvélj jpilti 400 ul fenolio, mégintuvélj su misiniu
vartyti 10 min, véliau centrifuguoti 5 000 aps./min 2 min.

(9) Virsutinj sluoksnj nusiurbti ir jpilti j naujg sterily 2 ml tiirio mégintuvélj.

(10) Ipilti 200 pl chloroformo ir 200 ul fenolio, mégintuvélj su miSiniu vartyti
5-10 min, véliau centrifuguoti 5 000 aps./min 2 min.

(11) Virsutinj sluoksnj nusiurbti ir jpilti j naujg sterily 2 ml tiirio mégintuvél;.

(12) Ipilti 500 pl chloroformo ir izoamilo alkoholio miSinio, mégintuvélj su
misiniu vartyti 5 min, véliau centrifuguoti 5 000 aps./min 2 min.

(13) Virsutinj sluoksnj nusiurbti ir jpilti j naujg sterily 2 ml tiirio mégintuvél;.

(14) Ipilti 400 pl chloroformo, mégintuvélj su miSiniu vartyti 5 min, véliau
centrifuguoti 5 000 aps./min 2 min.

(15) Virsutinj sluoksnj nusiurbti, visg miSinio tirj padalinti j 2 lygias dalis,
kurias jpilti ] naujus sterilius atitinkamai 0,5 ml ir 1,5 ml tdrio
megintuvélius. [ kiekvieng 1§ mégintuveéliy jpilti po 20 ul 3M natrio acetato
tirpalo ir 500 pul 96 % etanolio.

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

(17) Virsnuosédinj skystj nusiurbti, jpilti po 500 ul 70 % etanolio, centrifuguoti
10 000-13 000 aps./min 5 min.

(18) Virsnuosédinj skystj nusiurbti, jpilti po 500 ul 96 % etanolio, centrifuguoti
10 000-13 000 aps./min 5 min.

(19) 0,5 ml tiirio mégintuvélj su etanolyje iSsodinta gDNR laikyti —20 °C arba
—80 °C temperatiiroje.

(20) Nusiurbti 1,5 ml tirio mégintuvélio virSnuosédinj sluoksnj, gDNR

liofilizuoti 30 °C temperaturoje.
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(21) I mégintuvélj su liofilizuota gDNR jpilti 100 ul TE buferio ir laikyti 4 °C

temperatiiroje ne maziau nei 24 val.

Automatizuotas DNR i§skyrimo, naudojant magnetines daleles, metodas

(TECAN Freedom EVO®200)

Protokolas skirtas automatizuotam genominés DNR (gDNR) iSskyrimui is$

veninio kraujo leukocity lasteliy éminiy gDNR prijungimo prie magnetiniy

daleliy metodu, naudojant TECAN Freedom EVO® 200 sistemg. gDNR

isskyrima atliko VU MF ZMGK darbuotojai.

Protokolas parengtas remiantis:

e DNR isskyrimo rinkinio techniniu aprasu (angl. MagneSil® Genomic, Large
Volume System, Instructions For Use of Products A4080, A4082, A4085
Technical Bulletin).

Reagentai ir cheminés medziagos:
e 96 % etanolis;
e ddH20 — didejonizuotas vanduo;
e DNR isskyrimo (angl. MagneSil® Genomic, Large Volume System,
gamintojas Promega Corp., JAV) rinkinys:
o Magnetinés dalelés (angl. MagneSil® Paramagnetic Particles);
o Plovimo buferis etanolio pagrindu (angl. Alcohol wash);
o Lizuojantis buferis (angl. eLysis Buffer (Large Volume System);
o ISplovimo buferis (angl. Elution Buffer);
e lzopropanolis (2-propanolis) [CsHsO] (angl. 2-propanol, iso-propyl
alcohol, gamintojas Sigma-Aldrich Co., JAV);
o Lasteliy lizés tirpalas (angl. Cell Lysis Solution (Genomic Purification),
gamintojas Promega Corp., JAV);
e NaOH, 0,25 M (ruoSiamas laboratorijoje).
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Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

e DNR i$skyrimo automatizuota sistema (angl. TECAN Freedom EVO® 200,
gamintojas Tecan Schweiz AG, Sveicarija);

e Kaitinimo blokas su adapteriu (angl. VWR™ Digital Heatblock, gamintojas
VWR International LLC, JAV; angl. Heat Block Adapter, gamintojas
Promega Corp., JAV);

e Latekso pirstinés;

e Magnetinis stovas (angl. MagnaBot® Large Volume Magnetic Separation
Device, gamintojas Promega Corp., JAV);

e Meégintuvéliy (50 ml) stovas (angl. Tube Holder, 50 ml Tubes, gamintojas
Promega Corp., JAV);

e NALGENE® indas, 1 | indas (angl. NALGENE® 1000 ml PP jar, gamintojas
Nalge Nunc International Corp., JAV);

e Purtyklé su adapteriu (angl. IKA® KS 130 control, gamintojas IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Vokietija; angl. Shaker Top Adapter, gamintojas Promega
Corp., JAV);

e Sterilis mégintuvéliai (1,5 ml);

e Sterilis mégintuvéliai (50 ml) (angl. Corning 50 ml Centrifuge Tube,

gamintojas Corning Inc., JAV).

Eiga:

Reagenty ir jrangos paruoSimas

(1) Paruosti reagentus pagal veninio kraujo éminio torj (ml) ir kiekj (8, 16
arba 24) (1 lentelé, 2 lentelé).

(2) Paruosti plovimo buferj etanolio pagrindu, j buferio tirpalg (500 ml) jpilti
250 ml izopropanolio ir 250 ml 96 % etanolio.

(3) Lasteliy lizés tirpalg skiesti ddH>O santykiu 1:4 (1 dalis Igsteliy lizés
tirpalo, 4 dalys ddH20).

(4) Magnetines daleles inkubuoti termostate 37 °C temperattiroje 35 min.

(5) Istustinti, esant skys¢io, atlieky indus (angl. Waste bottle).
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(6) Prietaiso skys¢iy sistemos (angl. Liquid System) indg pripildyti ddH20.

(7) ] prietaiso 10—14 pozicijas jstatyti tris NALGENE® 1 | talpos indus.

(8) Patikrinti prietaiso $virkstus, esant vandens lasy, nuvalyti beplause
servetele.

(9) Jjungti 62—69 pozicijoje kaitinimo bloka su adapteriu, nustatyti 95 °C
temperaturag.

(10) Jjungti 50-60 pozicijoje purtykle su adapteriu.

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

(12) | prietaiso 1720 pozicija jstatyti magnetinj stova.

(13) ] prietaiso 1 ir (ar) 2 pozicijas jstatyti sterilius 1,5 ml mégintuvélius,
atsizvelgiant | kraujo éminiy skaiciy.

(14) T prietaiso 34-39 pozicijas jstatyti stovg su astuoniais mégintuvéliais
(50 ml), pripildytais magnetiniy daleliy.

(15) I prietaiso 3 ir (ar) 4 pozicijas jstatyti vakuuminius mégintuvélius be
dangteliy su veniniu krauju (10 mm/3 ml arba 16 mm/10 ml su EDTA).

(16) I prietaiso 42—43 pozicija jstatyti du indus: vieng su lasteliy lizés tirpalu,
kitg su eliucijos buferiu.

(17) 1 prietaiso 28-29 pozicija jstatyti indg su lizuojanciu buferiu.

(18) I prietaiso 30-31 pozicijg jstatyti indg su paruostu plovimo buferiu etanolio

pagrindu.

1 lentelé. Reagenty kiekiai, reikalingi i§skirti gDNR i§ 3 ml veninio kraujo éminio

- Plovimo Lasteliy
Eminiai | Lizuojantis buferis ISplovimo Magnetinés lizés
(3ml) | buferis (ml) etanolio buferis (ml) dalelés (ml) tirpalas
pagrindu (ml) (2:4)
8 140 350 25 9(9/8=11) 200
16 280 700 50 18 (18/8 = 2,25) -
24 420 1050 75 27 (2718 = 3,375) -
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2 lentelé. Reagenty kiekiai, reikalingi iSskirti gDNR i§ 10 ml veninio kraujo éminio

) Plovimo Lasteliy
Eminiai | Lizuojantis buferis ISplovimo | Magnetinés lizés
(10 ml) | buferis (ml) etanolio buferis (ml) | dalelés (ml) tirpalas
pagrindu (ml) (1:4)
8 270 350 25 24 (24/8 = 3) 200
16 540 700 50 48 (po 3 ml) -
24 810 1050 75 72 (po 3 ml)

Prietaiso ir programos aktyvavimas
(19) Uzdaryti apsauginj stikla, jjungti prietaisg (mygtukas ON).

(20) Jjungti programa Freedom EVOware® Standard 2.3 (EVOware 2.3).

(21) Pasirinkti Run an existing script.

(22) Spausti piktograma Start your selection (zalia rodyklé).

(23) Kataloge Favorite pasirinkti dokumentg
NEW_Tecan_gDNA_XL_16_mm_tubes.

(24) Spausti piktograma Run.

(25) Fill up system liquid!!!: spausti OKk.

(26) Volume in waste: jvesti 30.

(27) Volume in cleaner: jvesti 30.

(28) Start recovery mode? (0 = no; 1 = yes): jvesti 0.

(29) Read barcode (1 = yes; 0 = no): jvesti 0.

(30) How many samples would you like to process?: jvesti 8, 16 arba 24.

(31) Start with blood in 50 ml processing tube (0 = no; 1 = yes): jvesti 0.

(32) All required racks, plates and buffers correctly prepared on to worktable?
spausti Ok.

(33) Is the heat block turned on and set up 95 °C? spausti OKk.

(34) Would you like 1 or 2 elution to be performed? jvesti 1.

DNR isskyrimas

(35) Eminio lasteliy lizavimas lasteliy lizés tirpalu.

(36) gDNR prijungimas prie magnetiniy daleliy.

(37) gDNR plovimas tris kartus lizuojancio ir plovimo buferio etanolio

pagrindu misiniu.
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(38) gDNR plovimas tris kartus plovimo buferiu etanolio pagrindu.

(39) gDNR pasalinimas nuo magnetiniy daleliy iSplovimo buferiu.

Prietaiso priezitura

(40) Po kiekvieno gDNR isskyrimo atlikti prietaiso priezilirg: prietaiso iSorinius
ir vidinius pavirSius nuvalyti ir dezinfekuoti.

(41) ] prietaiso 42 pozicija jstatyti du indus, vieng su 96 % etanoliu, kita su
0,25 M NaOH.

(42) Jjungti EVOware 2.3.

(43) Pasirinkti Run maintenance, pasirinkti Clean_Fix_Tips_Inside, spausti

piktograma Start your selection (zalia rodyklé), spausti piktogramag Run.

Genominés DNR koncentracijos ir Svarumo matavimas

Protokolas skirtas genominés DNR koncentracijai ir S$varumui nustatyti
spektrofotometru. Protokolas parengtas remiantis:

e DNR koncentracijos ir §varumo nustatymo spektrofotometru vartotojo

vadovu (angl. NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer User Manual).

Reagentai ir cheminés medzZiagos:

e ddH20 — didejonizuotas vanduo;

e ODNR, genominés DNR tirpalas;

e TE buferis, pH = 8 (angl. TE buffer, gamintojas Invitrogen™ Llife
Technologies Corp., JAV).

Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

o Latekso pirstinés;

e Mikrocentrifuga (0,5 ml, 1,5 ml);

e Mikropipetés, vienkanalés (2-20 pl, 10-100 pl);

e Purtyklé (angl. Vortex-Genie 2, Model G560, gamintojas Scientific
Industries Inc., JAV);
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e Spektrofotometras (angl. NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer,
gamintojas NanoDrop Technologies Inc., JAV);
e Steriliis antgaliai (20 pl, 100 pl);

e Steriliis mégintuvéliai (0,5 ml, 1,5 ml).

Darbo eiga:

(22) Jjungti programg ND-1000 v3.5.2.

(23) Pasirinkti Nucleic Acid.

(24) Pakelti svirtele (angl. Sampling arm), nuvalyti apatinj ir vir§utinj matavimo
pavirsius (angl. Lower and Upper Measurement Pedestal).

(25) Mikropipete uzlasinti 2 ul ddH20 méginio ir pateiktoje informacinéje
lenteléje spausti OK, aktyvuojamas prietaisas.

(26) Pasibaigus prietaiso aktyvacijai su ddH>O méginiu, spausti Blank.

(27) Pakelti svirtele ir Svaria beplause servetéle nuvalyti apatinj ir virSutinj
matavimo pavirSius.

(28) Mégintuvélj su iSskirtos gDNR tirpalu supurtyti ir nucentrifuguoti.

(29) Mikropipetei uzlasinti 1 pl gDNR tirpalo méginio ir spausti Measure.

(30) Ivertinti iSskirtos gDNR tirpalo koncentracijg (gDNR tirpalo sugertis esant
260 nm bangos ilgiui; Ao = ng/ul) ir Svaruma (gDNR tirpalo sugerties
reikSmiy santykis esant 260 ir 280 nm bangos ilgiams; Azso2s0 = 1,7-1,9).

(31) Pakartotinai spausti Measure ir nustatyti gauty reikSmiy vidurkj.

(32) Esant poreikiui, i$skirtos gDNR tirpalg skiesti ddH>O arba TE buferiu iki

reikiamos darbinés koncentracijos.

Y chromosomos vieno nukleotido polimorfizmy genotipavimo TagMan®
zondais protokolas

Protokolas skirtas Y chromosomos vieno nukleotido polimorfizmy (VNP) aleliy
TagMan® zondais tyrimui naudojant 7900HT Fast Real-Time PCR System
prietaisa.

Darbg atliko dokt. Ingrida Uktveryté Populiacinés genetikos laboratorijoje,

Rusijos medicinos moksly akademijos Medicininés genetikos tyrimy centre

165



RAMN (Maskva, Rusijos Federacija) nuo 2010 m. spalio 18 d. iki 2010 m.

lapkri¢io 19 d. Darbui vadovavo dr. Oleg Balanovsky, prof. Elena Balanovska.

Protokolas parengtas remiantis:
e Aleliy 7900HT Fast Real-Time PCR System prietaisu nustatymo
vartotojo vadovu (angl. Applied Biosystems 7300/7500/7500 Fast Real-
Time PCR System Allelic Discrimination Getting Started Guide).

Reagentai ir cheminés medziagos:

e ddH20 - didejonizuotas vanduo;

e ODNR, genominés DNR méginys (konc. 2 ng/ul);

e Nekomerciniy pradmeny ir zondy misiniai (angl. Custom primers and
probes labeled FAM™ VIC® dye, gamintojas Applied Biosystems® Life
Technologies Corp., JAV);

e TagMan® universalus PGR misinys (angl. TagMan® Universal PCR
Master Mix, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies Corp.,
JAV).

Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

e 96 Sulinéliy optiné plokstelé (angl. ABI PRISM ® 96-Well Optical Reaction
Plate with Barcode, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies
Corp., JAV);

e 96 Sulinéliy optinés plokStelés dengimo plévelé (angl. MicroAmp™
Optical Adhesive Film, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies
Corp., JAV);

e Centrifuga (96 sulinéliy ploksteléms);

o Latekso pirstinés;

e Mikrocentrifuga (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml);

e Mikropipetés, vienkanalés (0,2-2,5 ul, 2-20 pl, 10-100 ul, 20-200 pul,
100-1000 pl);
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e Purtyklé (angl. Vortex-Genie 2, Model G560, gamintojas Scientific
Industries Inc., JAV);

e RL-PGR sistema, realaus laiko PGR sistema (angl. 7900HT Fast Real-
Time PCR System, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies
Corp., JAV);

e Sterilais antgaliai (10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl);

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

Darbo eiga:

Optinés plokStelés su gDNR méginiais paruoSimas

(1) Ipiltipo 5 ul gDNR (2 ng/ul) i kiekviena i$ 90 optinés plokstelés Sulinéliy.

(2)  Palikti opting plokstele su méginiais 4 °C temperatiiroje 48 val.

(fakultatyvus).
(3)  Paruosti RL-PGR reakcijos misinj (3 lentelé).
3 lentel¢é. RL-PGR reakcijos miSinys

. Tiris (ul)/ reakcijai Taris (ul)/
Reagental (iSdFiovintas DNR méginys) |  reakcijai
ddH.0 4.8 -
TagMan® universalus PGR misinys (angl. 5 5
TagMan® Universal PCR Master Mix)
Pradmens ir zondo miSinys 0,2 0,2
IS viso 10 5,2

(4) Ipilti po 5 pl gDNR k+ (teigiama kontrolé, 1 Sulinélis), kO (nuliné
kontrol¢, 1 Sulinélis) ir 5 ul ddH>O — NTC (neigiama RL-PGR kontrolé,
4 Suliné¢liai);

(5) Ipilti po 10 pl arba 5 pl (JDNR méginiai liofilizuoti/neliofilizuoti)
paruosto PGR reakcijos misinio (3 lentel¢) | kiekvieng optinés plokstelés
Sulinelj su gDNR méginiu;

(6)  Ipilti 5 pl paruosto PGR reakcijos misinio (3 lentelé) j kiekvieng optinés
plokstelés Sulinelj su k+, kO.

(7)  Ipilti 10 pl paruosto PGR reakcijos misinio (3 lentelé) j kiekvieng optinés
plokstelés Sulinelj su NTC.
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(8)

(9)

Paruosta plokstele kruopsciai uzdengti optinés plokstelés dengimo
plevele.

Paruostg opting plokstele centrifuguoti 3 500 aps./min 1 min.

Aleliy nustatymo protokolo kiirimas

(10)

11)
(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)
(19)

Aktyvuoti programa Sequence Detection Systems version 2.3 Software
(SDS 2.3).

Pasirinkti File>New Plate Wizard.

Etape Select assay type pasirinkti Allelic discrimination (AD), spausti
Next.

Etape Enter Plate Information skiltyje Plate Type pasirinkti 96 wells,
skiltyje Create Document From pasirinkti Blank Document, laukelyje
Barcode jvesti plokstelés pavadinima, pavyzdziui, 2010-X-20-Y-M170-
LIT-179-267, spausti Next.

Etape Enter Samples and Detectors to Use in Plate skiltyje Samples to
Use in Plate jvesti visus gDNR méginiy, k+, kO ir NTC pavadinimus,
skiltyje Markers to Use in Plate spausti Detector Manager i§ esamo
saraso pasirinkti Y-M170, spausti Copy to Plate Document, pasirinkus
visus zymenis spausti Done, spausti Next.

Etape Assign Samples and Markers to Wells uzpildyti virtualig plokstelés
reprezentacija, susiejant suvestus gDNR méginius, teigiama, neigiama
kontroles, NTC su detektoriumi ir jy padétimi ploksteléje. Skiltyje Plate
Layout pasirinkti laukelius su pirmu gDNR méginiu, skiltyje Add
Samples and Markers sarase Markers in selected Wells pazyméti Y-M170
ir detektoriaus stulpelyje Task pasirinkti Unknown;

15 etapa kartoti su likusiais gDNR méginiais, k+, kO, NTC — detektoriaus
stulpelyje Task pasirinkti NTC, uzpildzius protokolg spausti Finish.
ISsaugoti sukurtg protokola pasirenkant File > Save (D:\\ (Barcode)
scan.sds), iskelti protokolo informacija pasirenkant File > Export
(D:\\Temp (Barcode) scan.txt).

Programoje SDS 2.3 pasirinkti File > New Plate Wizard.

Etape Select Assay Type pasirinkti Standard Curve (AQ), spausti Next.
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(20)

(21)

(22)

(23)

Etape Enter Plate Information skiltyje Plate Type pasirinkti 96 wells,
skiltyje Create Document From pasirinkti Blank Document, laukelyje
Barcode jvesti plokstelés pavadinima, pavyzdziui, 2010-X-20-Y-M170-
LIT-179-267, spausti Next.

Programoje SDS 2.3 iSsaugoti sukurtg protokolg pasirenkant File > Save
(D:\\ (Barcode) trxn.sds), iskelti protokolo informacijg pasirenkant File >
Export (D:\\Temp (Barcode) trxn.txt).

Programa MS Office Excel atsidaryti skurtus dokumentus ,,Temp
(Barcode) scan.txt“ ir ,,Temp (Barcode) trxn.txt*.

Perkelti laukeliy B12-B107 informacijg i§ dokumento ,,temp (Barcode)
scan.txt” j laukelj B7 dokumente ,,Temp (Barcode) trxn.txt“, iSsaugoti

abu pakeistu dokumentus spaudziant File > Save.

Gausinimo RL-PGR sistema protokolo kiirimas

(24)

(25)

(26)

(27)

Programoje SDS 2.3 pasirinkti File > Open i§ esamo sgraso pasirinkti
dokumentg ,,Temp (Barcode) trxn.sds".

Etape Enter Samples and Detectors to Use in Plate skiltyje Samples to
Use in Plate pasirinkti Existing Plate i§ esamo sgraSo pasirinkti
dokumenta ,,Temp (Barcode) trxn.txt“, skiltyje Markers to Use in Plate
spausti Detector Manager, i§ esamo sgraso pasirinkti VIC ir FAM dazus,
spausti Copy to Plate Document, pasirinkus visus Zymenis spausti Done,
spausti Next.

Etape Assign Samples and Markers to Wells uzpildyti virtualig plokstelés
reprezentacija, susiejant suvestus gDNR meéginius, teigiamg, neigiama
kontroles su detektoriumi ir jy padétimi ploksteléje. Skiltyje Plate Layout
pazyméti visus Sulinélius su gDNR méginiais, k+, kO skiltyje Add
Samples and Markers lenteléje Markers in selected Wells pazyméti abu
dazus (VIC ir FAM), detektoriaus stulpelyje Task pasirinkti Unknown.
Etape Assign Samples and Markers to Wells uzpildyti virtualig plokstelés
reprezentacijg, susiejant suvestus NTC su detektoriumi ir jy padétimi
plokstel¢je. Skiltyje Plate Layout pazyméti visus Sulinélius su NTC

skiltyje Add Samples and Markers lenteléje Markers in selected Wells
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pazyméti abu dazus (VIC ir FAM), detektoriaus stulpelyje Task pasirinkti
NTC, spausti Finish.

(28) Pasirinkti skiltj Instrument > Thermal Cycler > Standard > Thermal
Profile (4 lentelé).

4 lentelé. RL-PGR salygos

Etapas Temperatiira (°C) | Trukmé (min) | Cikly sk.
Pirminé denatiiracija 95 10:00 1
Denatiiracija 95 00:15 50
Pradmeny, zondy prijungimas/sintezé 60 01:00

(29) Laukelyje Volume (u/) jrasyti 10, laukelyje Cycles jrasyti 50.

(30) Issaugoti protokolg spaudziant File > Save.

Optinés plokStelés nuskaitymas iki gausinimo (bazinés emisijos
nustatymas)

(31) Programoje SDS 2.3 pasirinkti File > Open, pasirinkti dokumenta
,,(Barcode) scan.sds*.

(32) Pasirinkti skiltj Instrument > Plate Read spausti Connect, spausti
Open/Close ir laukti kol optinés plokstelés platforma sustos plokstelés
Istatymo pozicijoje.

(33) Istatyti paruostg opting plokstele | RL-PGR sistema.

(34) Spausti Open/Close ir laukti kol optinés plokstelés platforma grjs j
prading padétj sistemoje.

(35) Spausti Pre-read.

(36) Po skenavimo uzdaryti informacing lentele, nurodancia, kad skenavimas
1vykdytas sekmingai, spaudziant OK. Skenavimo data ir laikas jraSomas
laukelyje Date Collection Stamp.

(37) Optinés plokstelés platforma sustos plokstelés jstatymo pozicijoje.

Gausinimas 7900HT Fast Real-Time PCR System

(38) Programoje SDS 2.3 pasirinkti laukelj ,,(Barcode) trxn.sds®.

(39) Pasirinkti skiltj Instrument > Real Time, spausti Open/Close, laukti, kol
optinés ploksteleés platforma grj$ | prading padét sistemoje.

(40) Spausti Start Run.

(41) Pasibaigus reakcijai spausti Analysis.
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(42) Issaugoti duomenis spaudziant File > Save.

Optinés plokstelés nuskaitymas po gausinimo (pagausinty méginiy emisijos

nustatymas)

(43) Programoje SDS 2.3 pasirinkti dokumentg ,,(Barcode) scan.sds®.

(44) Spausti skiltj Instrument > Plate Read > Connect.

(45) Spausti Post-read.

(46) Po skenavimo uzdaryti informacine lentele, nurodancia, kad skenavimas
jvykdytas sékmingai, spaudziant OK. Skenavimo data ir laikas jraSomas
laukelyje Date Collection Stamp.

(47) Issaugoti duomenis spaudziant File > Save.

(48) Pasalinti optine plokstelg iS sistemos pasirenkant skiltj Instrument >
Plate Read, spausti Open/Close.

Y chromosomos trumpy tandeminiy kartotiniy seky genotipavimas Applied
Biosystems® AmpFISTR® Yfiler™ rinkiniu

Protokolas skirtas 17 Y chromosomos trumpy tandeminiy kartotiniy seky
(TTKS) zymeny genotipavimui Applied Biosystems® AmpFISTR® Yfiler™
rinkiniu vykdant kapiliaring elektroforezg ABlI PRISM™ 3]130xI genetiniu
analizatoriumi.

Darbg atliko dokt. Ingrida Uktveryté Populiacinés genetikos laboratorijoje,
Rusijos medicinos moksly akademijos Medicininés genetikos tyrimy centre
RAMN (Maskva, Rusijos Federacija) nuo 2010 m. spalio 18 d. iki 2010 m.
lapkri¢io 19 d. Darbui vadovavo dr. Oleg Balanovsky, prof. Elena Balanovska.
(*) etapai atlikti Populiacinés genetikos laboratorijos tyréjos Svetlanos Frolovos.

Optimizuotas protokolas jdiegtas VU MF ZMGK dokt. Ingridos Uktveryteés.

Protokolas parengtas remiantis:

e Y chromosomos 17 TTKS zymeny nustatymo rinkinio vartotojo vadovu
(angl. Applied Biosystems® AmpFISTR® Yfiler™ PCR Amplification Kit,
User Guise, Publication Number 4358101 Rev. H).
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Reagentai ir cheminés medziagos:

10x genetinio analizatoriaus buferis (angl. 3130 Running Buffer (10x)

with EDTA, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies Corp.,

JAV);

ddH20 — didejonizuotas vanduo;

Hi-Di™ formamidas (angl. Hi-Di™ Formamide, gamintojas Applied

Biosystems® Life Technologies Corp., JAV);

Molekulinis ilgio standartas (angl. GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard,

gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies Corp., JAV);

POP-7™ polimeras (angl. POP-7™ Performance Optimized Polymer,

gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies Corp., JAV);

Y chromosomos 17 TTKS Zzymeny nustatymo rinkinys (angl. Applied

Biosystems® AmpFISTR® Yfiler™ kit, gamintojas Applied Biosystems® Life

Technologies Corp., JAV):

o PGR miSinys (angl. AmpFISTR® Yfiler™ PCR reaction Mix);

o Pradmeny rinkinys (angl. AmpFISTR® Yfiler™ Primer Sef);

o DNR polimerazé¢ (angl. AmpFISTR® kit AmpliTag Gold® DNA
Polymerase);

o Y chromosomos TTKS Zymeny aleliy rinkinys (angl. AmpFISTR®
Yfiler® Allelic Ladder).

Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

96 Sulinéliy optiné sekoskaitos plokstelé (angl. MicroAmp™ Optical 96-
Well Reaction Plate, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies
Corp., JAV);

96 Sulinéliy optiné sekoskaitos plokstelés dengimo guma (angl. Plate
Septa 96-Well, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies Corp.,
JAV);

Centrifuga (96 sulinéliy ploksteléms);
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Genetinius analizatorius, 16 kapiliary (angl. ABI PRISM™ 3]30x!/ Genetic
Analyzer, gamintojas Hitachi High-Technologies Corp., Japonija);
Latekso pirstinés;

Mikrocentrifuga (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml);

Mikropipetés, vienkanalés ir daugiakanalés (0,2-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2-20 ul,
10-100 pl);

PGR mikromégintuvéliai, juostelé po 8 (angl. Tubes 8-strips);

Purtyklé;

Steriliis antgaliai (10 pl, 20 pl, 100 pl);

Steriliis mégintuvéliai (0,5 ml, 1,5 ml);

Termocikleris.

Darbo eiga:

1)

Paruosti 17 TTKS Zymeny gausinimo misinj (5 lentel¢) n+1 reakcijoms

(n — tirlamy méginiy, neigiamos kontrolés skaicius).

5 lentelé. PGR miSinys

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai
PGR misinys (angl. AmpFISTR® Yfiler™ PCR reaction Mix) 4,6
Pradmeny rinkinys (angl. AMpFISTR®™ Yfiler™ Primer Set) 2,5
DNR polimerazé (angl. AmpFISTR® kit AmpliTaq Gold® 04
DNA Polymerase) ’
IS viso 7,5
(2)  Ipilti po 7,5 ul 17 TTKS Zymeny gausinimo miSinio (5 lentelé) | PGR
mikromeégintuvélius.
(3) I kiekvieng PGR mikromégintuvélj jpilti po 2 ul gDNR méginio (konc.
2 ng/ul).
(4) Ivieng PGR mikromégintuvélj jpilti 2 pl ddH2O.
(5) PGR mikromégintuvélius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.
(6)  ParuoS$tus miSinius inkubuoti termocikleryje naudojant i§ anksto paruostg

programa (6 lentelé).
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6 lentelé. PGR salygos

Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min) Cikly skai¢ius
Pirminé denatiiracija 95 11:00 1
Denatiiracija 95 1:00
Pradmeny prijungimas 61 1:00 30
Sintezé 72 1:00
Galutiné sintezé 60 80:00 1
@) *Paruosti kapiliarinés elektroforezés misinj (7 lentelé) n+1 reakcijoms

(n — tiriamy méginiy, neigiamos kontrolés, Y chromosomos TTKS

zymeny aleliy rinkinio skaicius).

7 lentelé. Kapiliarinés elektroforezes misSinys

Reagentai Taris (ul)/
reakcijai
Hi-Di™ formamidas (angl. Hi-Di™ Formamide) 8,7
Molekulinis ilgio standartas (angl. GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard) 0,3
I3 viso 9,0

(8)

(9)

(10)

11)

(12)

(13)

(14)

(15)

*Ipilti kapiliarinés elektroforezés misinio (7 lentelé) j kiekvieng optinés
sekoskaitos plokstelés Sulinelj, skirtg tiriamiems méginiams, neigiamai
kontrolei ir Y chromosomos TTKS zymeny aleliy rinkiniui.

*Ipilti po 0,5 pl kiekvieno pagausinto meéginio, neigiamos kontrolés ir
1 pl'Y chromosomos TTKS Zymeny aleliy rinkiniui.

*Paruosta opting sekoskaitos plokstele centrifuguoti 1 500 aps./min
1 min.

*Jjungti kompiuter] ir genetinj analizatoriy.

*Pakeisti, jei reikia, vandens ir sekoskaitos buferio indus atitinkamai
nauju ddH20 ir 1x genetinio analizatoriaus buferiu, jsitikinti uztektinu
POP-7™ polimero tiiriu.

*Aktyvuoti programg Data Collection Software v3.0 (DCSv3.0).
*Kairéje programos lango puséje pasirinkti Plate Manager, spausti
New.

*Etape New Plate Dialog laukelyje Name jvesti kapiliarinés
elektroforezés pavadinima, laukelyje Application pasirinkti pritaikyma
fragmenty ilgiams nustatyti, laukelyje Plate type pasirinkti 96-Well,
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(16)

17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

laukelyje Owner jvesti genetinio analizatoriaus savininko pavadinima,
laukelyje Operator jvesti tyréjo pavadinimg, spausti OK.

*Etape Plate Editor stulpelyje Sample name jvesti tiriamy méginiy,
neigiamos kontrolés, Y chromosomos TTKS Zymeny aleliy rinkinio
pavadinimus atsizvelgiant 1 jy vietg optin¢je sekoskaitos ploksteléje,
stulpelyje Sample type: pasirinkti Sample arba Allelic ladder, stulpelyje
Size standard pasirinkti molekulinj ilgio standarta, atitinkantj 500 np
pazymétg LIZ dazu, stulpelyje Panel pasirinkti tyrimo panele, stulpelyje
Analysis method pasirinkti Y chromosomos 17 TTKS Zymeny
nustatymo rinkinio rezultatams analizuoti pritaikyta metoda, stulpelyje
Result pasirinkti kapiliarinés elektroforezés rezultaty saugojimo vieta,
stulpelyje Instrument protocol pasirinkti genetinio analizatoriaus
kapiliarinés elektroforezés protokola, skirta Y chromosomos 17 TTKS
zymeny analizei, spausti OKk.

*Optiné¢ sekoskaitos plokstel¢ jtvirtinama j dviejy daliy adapter;.
*Paspaudus Tray mygtuka genetinio analizatoriaus korpuse optinés
sekoskaitos plokstelés platforma nukreipiama j plokStelés jstatymo 1
genetinj analizatoriy pozicija.

*Atidaryti genetinio analizatoriaus duris, jstatyti adapteryje itvirtintg
plokstele 1 skirtg vietg platformoje.

*Uzdaryti genetinio analizatoriaus duris ir sulaukti platformos grjzimo
1 prading padét].

*Programos DCSv3.0 kairéje lango puséje spausti View Run, spausti
Find all ir pateiktame sgraSe pazyméti sukurtg kapiliarinés
elektroforezés protokola, spausti deSiniu klaviSu ant deSingje puséje
pavaizduotos plokstelés, susiejant sukurtg protokolg su jstatyta paruosta
optine sekoskaitos plokstele.

*Spausti Run, pateiktoje informacinéje lenteléje spausti Ok patvirtinant
kapiliarinés elektroforezés vykdyma.

*Pasibaigus kapiliarinei elektroforezei, aktyvuoti programa
GeneMapper® Software v4.0 (GMSv4.0).
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(24)  *Ikelti gautus kapiliarinés elektroforezés duomenis spaudziant File >
Add Samples to Project, pateiktame lange pasirinkti sukurtg katalogg su
gautais duomenimis, spausti Add to List > Add.

(25)  *Atlikti jkelty méginiy analiz¢ spaudziant piktograma Analyze,
pateiktame lange laukelyje Project Name jrasyti projekto pavadinima.

(26)  *Pazyméti neigiamg kontrole i§ pateikto sgraSo ir spausti piktograma
Size Match Editor, jvertinti molekulinio ilgio standarto kokybe ir
priskirtus ilgius, esant biitinybei atlikti taisymus, spausti Save.

(27)  *Pazymétos neigiamos kontrolés su jvertintu molekulinio ilgio
standartu i$ pateikto saraso perzitirai spausti piktogramag Display plots,
nenustacius Y chromosomos 17 TTKS Zymeny fragmenty, atlikti
likusiy méginiy analize.

(28)  *26—27 etapus kartoti su likusiais méginiais ir Y chromosomos TTKS
zymeny aleliy rinkiniu.

(29)  * Iskelti i8analizuoty Y chromosomos 17 TTKS zymeny ilgiy ir aleliy
rezultatus spaudziant piktogramg Genotype Table, pasirenkant File >

Export Table.

Mitochondrijy genomo sekoskaitos Illumina GAIl, GAIl genetiniu

analizatoriumi protokolas

Protokolas skirtas vienu metu nustatyti daugelio tiriamyjy viso mitochondrijy
genomo (mtDNR) nukleotidy seka, atrenkant tikslines sekas hibridizacijos budu,
naudojant naujos kartos Illumina Genome Analyzer 1l genetinj analizatoriy.

Darbg atlikto dokt. Ingrida Uktveryté Makso Planko evoliucinés antropologijos
institute (Leipcigas, Vokietija) nuo 2011 m. rugséjo 4 d. iki 2011 m. spalio 1 d.
Darbui vadovavo prof. Mark Stoneking. (*) etapai atlikti Makso Planko

evoliucinés antropologijos instituto darbuotojy.
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Protokolas parengtas remiantis:

Makso Planko evoliucinés antropologijos instituto parengtu mtDNR
sekoskaitos protokolu (angl. Mitochondrial DNA (mtDNA) Sequencing
Library Preparation.doc);

Bioanalizatoriaus rinkinio vartotojo vadovu (angl. Agilent DNA 1000 Kit
Guide, Manual P/N G2938-90014);

Klasteriy formavimo sistemos vartotojo vadovu (angl. Cluster Station User
Guice, Part#15018818Rev.D);

Maricic, T., Whitten, M., and Paibo, S. (2010). Multiplexed DNA sequence
capture of mitochondrial genomes using PCR products. PLoS One 5,
e14004;

Meyer, M., and Kircher, M. (2010). lllumina sequencing library preparation
for highly multiplexed target capture and sequencing. Cold Spring Harb
Protoc 2010, pdb prot5448;

Meyer, M., Stenzel, U., and Hofreiter, M. (2008). Parallel tagged sequencing
on the 454 platform. Nat Protoc 3, 267-278.

Reagentai ir cheminés medZiagos:

1x BWT buferis (angl. 7/ x BWT buffer, ruosiamas laboratorijoje, sudétis: 5
mM Tris-HCI, pH = 8.0; 0.5 mM EDTA,; 1 M NaCl, 0,05 % Tween 20);
10x Tango buferis (angl. Tango Buffer 10x, gamintojas Thermo Fisher
Scientific Baltics UAB, JAV);

2x BWT buferis (angl. 2x BWT buffer, ruoSiamas laboratorijoje, sudétis:
10 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 1 mM EDTA; 2 M NacCl, 0,1 % Tween 20);

2x Phusion® PGR misinys kartu su DMSO (angl. Phusion® Hot Start Flex
2x Master Mix, gamintojas New England Biolabs, Inc., JAV);

3x/6x DNR jleidimo dazas (angl. DNA Loading dye, 3x/ 6x; gamintojas
Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, JAV);

99,96 % etanolis (angl. Ethanol Absolute, gamintojas Sigma-Aldrich Co.,
JAV);
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Agarozes (0,8 %; 2 %) gelis (100 ml), siaurais Sulinéliais (ruoSiamas
laboratorijoje, sudétis: agarozés 0,8 g arba 2 g, 1 x TBE buferio 100 ml, 2 pl
etidzio bromido, 10 mg/ml);

Blokuojantys zondai (angl. Blocking Oligos, 1—-10);

Bst DNR polimerazé kartu su 10x ThermoPol® reakcijos buferiu ilgiems
fragmentams gausinti (angl. Bst DNA Polymerase, Large Fragment;
supplied with 10x ThermoPol® Reaction Buffer, gamintojas New England
Biolabs, Inc., JAV);

Dalelés, padengtos streptavidinu (angl. Dynabeads® M-270 Streptavidin,
10 mg/ml, gamintojas I/nvitrogen™ Life Technologies Corp., JAV);

dATP, deoksiadenozintrifosfatas (angl. dATP, 100 mM Solution, gamintojas
Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, JAV);

DNR molekulinis ilgio ir masés standartas 50 np, DNR 0,5 mg/mi
(angl. GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, gamintojas Thermo Fisher
Scientific Baltics UAB, JAV);

DNR molekulinis ilgio ir masés standartas 100 np, DNR 0,5 mg/ml
(angl. GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, gamintojas Thermo Fisher
Scientific Baltics UAB, JAV);

DNR molekulinis ilgio ir masés standartas 500—-10 000 np, DNR
20 mg/ml (angl. FastRuler™ High Range DNA Ladder, 500-10 000 bp,
gamintojas Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, JAV);

dNTP miSinys, deoksinukleotidtrifosfaty misinys (angl. ANTP Mix, 25 mM
each, gamintojas Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, JAV);

EBT buferis (angl. EBT buffer, ruosiamas laboratorijoje, sudétis: 10 mM
Tris-Cl, pH = 8,0; 0,05 % Tween 20);

Fragmenty galy bukinimo rinkinys (angl. Quick Blunting™ Kit, gamintojas
New England Biolabs, Inc., JAV):

o dNTF misinys, 1 nM (angl. Deoxynucleotide Solution Mix, 1 mM);

o Galy bukinimo reakcijos buferis 10x (angl. /0% Blunting Buffer);

o Galy bukinimo fermenty misinys (angl. Blunting Enzyme Mix);
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gDNR, genominés DNR méginys (konc. 10 ng/ul, turis 80—90 ul, DNR

kiekis ~850 ng);

Hibridizacijos rinkinys (angl. Agilent Oligo aCGH Hybridization Kit (25),

gamintojas Agilent Technologies, Inc., JAV):

o 2x Hibridizacijos tirpalas (angl. 2x Oligo aCGH Hybridization

Solution);

o 10x Blokuojantis veiksnys (angl. 10x Blocking Agent);

H-O, tinkamas HPLC;

HWT buferis (angl. HWT buffer, ruosiamas laboratorijoje, sudétis: 2,5 mM

MgClz; 50 mM KCI; 15 mM Tris-HCI, pH = 8,0; 0,1% Tween-20);

Ligavimo rinkinys (angl. Quick Ligation™ Kit, gamintojas New England

Biolabs, Inc., JAV):

o 2x ligavimo reakcijos buferis (angl. Quick Ligation Reaction Buffer

2x);

o T4 DNR ligazé (angl. Quick T4 DNA Ligase);

Magnetinés dalelés (angl. Agencourt® AMPure® XP, gamintojas Beckman

Coulter, Inc., JAV);

Oligonukleotidai (angl. Oligonucleotides, gamintojas Sigma-Aldrich Co.

LLC, JAV);

PGR miSinys ilgy fragmenty gausinimui (angl. Expand Long Range

dNTPack, gamintojas Roche Applied Science, JAV):

o 5x Reakcijos buferis be MgCl, (angl. Expand Long Range Buffer
without MgCly);

o 5x Reakcijos buferis su MgCl. (angl. Expand Long Range Buffer with
12.5 mM MgCly);

o DMSO, 100 % (angl. DMSO 100 %);

o dNTF miSinys, kiekvieno 10 mM (angl. PCR Nucleotide Mix, each
10 mM);

o Fermenty misinys (angl. Expand Long Range Enzyme Mix);

o MgCltirpalas, 25 mM (angl. MgCl. Stock Solution, 25 mM);
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PGR produkty valymo kolonélés (angl. MinElute PCR Purification Kit,

Qiaquick PCR Purification Kit, gamintojas QIAGEN, JAV);

RL-PGR DNR standartas, realaus laiko PGR DNR standartas (angl. gPCR

Standard, ruosiamas laboratorijoje);

SYBR Green kiekybinés RL-PGR rinkinys (angl. DyNAmo Flash SYBR

Green gPCR Kit, gamintojas New England Biolabs, Inc., JAV):

o ROX dazas (angl. ROX Reference Dye);

o Kiekybinés RL-PGR miSinys (angl. SYBR Green qPCR Master Mix
2x);

T4 DNR ligazé, 5 U/ul, kartu su 10x T4 DNR ligazés buferiu ir 50 % PEG-

4000 tirpalu (angl. T4 DNA Ligase, 5 U/ul; supplied with 10x T4 DNA

Ligase Buffer, 50 % PEG-4000 Solution, gamintojas Thermo Fisher

Scientific Baltics UAB, JAV);

T4 DNR polimeraze, 5 U/ul (angl. T4 DNA polymerase, 5 U/ul, gamintojas

Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, JAV);

T4 PNK, T4 polinukleotido kinazé 10 U/ul (angl. T4 polynucleotide kinase,

10 U/ul, gamintojas Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, JAV);

TE buferis (angl. TE buffer, ruosiamas laboratorijoje, sudétis: 1 mM EDTA,

pH = 8,0; 10 mM Tris-ClI, pH = 8,0; dH.0);

Teigiama DNR kontrolé, 200—300 np ilgio PGR produktai, 200—500 ng

(angl. Positive Control DNA, 200—300 bp fragment, generated via PCR

using unmodified primers and polymerase with terminal transferase activity,

200—-500 ng);

TET buferis (angl. TET buffer, ruoSiamas laboratorijoje, sudétis:

TE buferis, 0,05 % Tween 20);

Tween® 20 (angl. TWEEN® 20, gamintojas Sigma-Aldrich Co., JAV).

Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

96 Sulinéliy ploksteliy dengimo plévelé (angl. MicroAmp™ Optical
Adhesive Film, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies Corp.,
JAV);
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Centrifuga (96 sulinéliy ploksteléms);

Geliy analizavimo sistema (angl. Herolab E.A.S.Y 442 K, gamintojas
Herolab GmbH Laborgeraete, Vokietija);

Genetinis analizatorius (angl. Genome Analyzer Il, gamintojas Illumina,
Inc., JAV);

Horizontalios elektroforezés sistema su maitinimo Saltiniu
(angl. Midicell® EC350 Electrophoretic Gel System, gamintojas E-C
Apparatus Corp., JAV);

Latekso ir nitrilo pirstinés;

Magnetinis stovas 96 Sulinéliy ploksteléms (angl. SPRI Plate 96R-Ring
Super Magnet Plate gamintojas Agencourt®, Beckman Coulter, Inc., JAV);
Mikrocentrifuga (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml);

Mikropipetés, vienkanalés ir daugiakanalés (0,2-2,5 pl, 2-20 pl,
10—100 pl, 20—200 ul, 100—1000 pl);

PGR plokstelés (96 sulinéliy, 0,2 ml);

PGR ploksteliy dangteliai, juostelés po 8;

Purtyklé (angl. Vortex-Genie 2, Model G560, gamintojas Scientific
Industries Inc., JAV);

Reagenty lovelis, daugiakanaléms pipetéms (angl. Tip-Tube, gamintojas
Eppendorf AG, Vokietija);

RL-PGR sistema, realaus laiko PGR sistema (angl. Mx3005P QPCR
System, gamintojas Stratagene, Agilent Technologies, Inc., JAV);
Skaidymo ultragarsu sistema su vésinimu (angl. DNA shearing device,
Bioruptor UCD-200, gamintojas Diagenode Inc., JAV);
Spektrofotometras (angl. NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer,
gamintojas NanoDrop Technologies Inc., JAV);

Sterilas antgaliai (2,5 pul, 20 pl, 100 pl, 200 pul, 1000 pl);

Steriliis mégintuvéliai (0,5 ml);

Steriliis PGR mégintuvéliai, juostelés po 8 (0,2 ml);

Sterilus optiniai dangteliali, juostelés po 8;
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e Saldymo stovelis arba griistas ledas;
e Termocikleris (angl. DNA Engine Tetrad® 2, gamintojas Bio-Rad
Laboratories, Inc. JAV).

Darbo eiga:

*mtDNR ilgy fragmenty gausinimas

(1)  Paruosti ilgy mtDNR fragmenty gausinimo misinj (8 lentel¢), pradmuo
P1 (H2986, L12279, produkto ilgis 7 276 np), pradmuo P2 (H12336,
L2594, produkto ilgis 9 742 np).

8 lentelé. Ilgy mtDNR fragmenty gausinimo misinys

Reagentai Tiris (u)/ reakcijai

dH:0 29,3
5x Reakcijos buferis su MgCl, (angl. Buffer with 12.5 mM MgCl,) 10,0
dNTF misinys (angl. PCR Nucleotide Mix, each 10 mM) 2,5
P1/P2 H pradmuo 3,0
P1/P2 L pradmuo 3,0
Fermenty misinys (angl. Enzyme Mix) 0,7

Is viso 48,5

(2)  Paruos$ta miSinj iSpilstyti po 48,5 ul j kiekvieng 0,2 ml tirio mégintuvélj
su 1,5 pl méginio.

(3)  Mégintuveélius su misiniu purtyti 2 s ir centrifuguoti 5 s.

(4)  Paruostus misinius inkubuoti termocikleryje naudojant i$ anksto paruostg
programa (9 lentelé).

9 lentelé. mtDNR ilgy fragmenty gausinimo salygos

Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min) Cikly skaicius
Pirminé denatiiracija 92 02:00 1
Denatiracija 92 00:10
Pradmeny prijungimas 57 00:15 10
Sintezé 68 08:00
Denatiiracija 92 00:10
Pradmeny prijungimas 57 00:15 27
Sintezé 68 08:00 (+ 00:20 ciklui)

Galutiné sintezé 68 07:00 1
Meéginiy laikymas 7 o0 1

(5)  Atlikti pagausintos mtDNR jvertinimg (33—38 etapai) 0,8 % agarozés
gelyje, naudojant 4 ul pagausinto mtDNR produkto, sumaiSyto su 2 ul
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(6)

(1)

(8)

(9)

3x jleidimo dazo, 4 pul DNR molekulinio ilgio ir masés standarto
500—10 000 bp.

I du naujus 1,5 ml tirio mégintuvélius sujungti atitinkamai P1 ir P2
MtDNR pagausinty produkty visus tiirius.

Atlikti P1 ir P2 mtDNR pagausinty produkty valyma magnetinémis
dalelémis (52—68 etapai).

Jvertinti P1 ir P2 mMIDNR pagausinty produkty koncentracija
spektrofotometru (Zr. Genominés DNR koncentracijos ir Svarumo
matavimas).

I naujg 1,5 ml tiirio mégintuvélj sujungti paruostus P1 ir P2 mtDNR
produktus iki galutinio 3 ug kiekio, po 1,5 ug atitinkamai P1 ir P2
produkto.

*Tlgu mtDNR fragmenty skaidymas ultragarsu

(10)

(11)

(12)

(13)
(14)
(15)
(16)

Ipilti 80 pl paruosto P1 ir P2 mtDNR produkty misinio (kiekis 3 pg)
1 nauja 0,5 ml tiirio meégintuvelj.

Perkelti 0,5 ml mégintuvélj su miSiniu j jjungta ir paruosta skaidymo
ultragarsu sistema (angl. Bioruptor UCD-200), jsitikinus uZtektinu griisto
ledo kiekiu vésinimo sistemoje.

Nustatyti skaidymo parametrus: galingumas 200 W (padétis HIGH),
ultragarso veiklos/pauzés trukmeé po 30 s, ciklo trukmé 5 min.
Pasibaigus ciklui mégintuveélj centrifuguoti 7 000 aps./min 5 s.

12—13 etapus kartoti vieng kartg (i$ viso du ciklai).

Fragmenty ilgiy pasiskirstymas tarp 400—800 np, vidurkis 600 np.
Atlikti skaidyty mtDNR produkty jvertinimg 2 % agarozés gelyje
(33—38 etapai).

*Skaidyty mtDNR produkty galy bukinimas

(17)

Paruosti skaidyty mtDNR produkty galy bukinimo miSinj 1,5 ml tario

mégintuvélyje (10 lentelé).
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10 lentelé. Skaidytos mtDNR fragmenty galy bukinimo misinys

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai
Galy bukinimo reakcijos buferis 10x (angl. 10x Blunting Buffer) 10,0
dNTF misinys, 1 nM (angl. Deoxynucleotide Solution Mix, 1 mM) 10,0
Galy bukinimo fermenty misinys (angl. Blunting Enzyme Mix) 4,0
Skaidytas mtDNR produktas (< 20 pg) 76,0
15 viso 100,0

(18)
(19)

(20)

Meégintuvélius su misiniu purtyti 2 s ir centrifuguoti 5 s.

Paruos$tus mégintuvélius su misinius inkubuoti kambario (20-25 °C)
temperattroje 30 min.

Atlikti reakcijos valymg PGR produkty valymo kolonélémis
(angl. MinElute PCR Purification Kit; Qiaquick PCR Purification Kit)
pagal gamintojo pateikta protokola.

*Adapteriy prijungimas prie skaidyty mtDNR produkty

(21)

Paruosti adapteriy prijungimo prie skaidytos mtDNR fragmenty miSinj

(11 lentelé) 1,5 ml thirio mégintuvélyje.

11 lentelé. Adapteriy prijungimo prie skaidytos mtDNR fragmenty galy miSinys

Reagentai Taris (ul)/
reakcijai
2x ligavimo reakcijos buferis (angl. Quick Ligation Reaction Buffer) 20,0
50 mM adapteriai (Sol-MP) 1,0
T4 DNR ligazé (angl. Quick T4 DNA Ligase) 4,0
Skaidytas mtDNR produktas po galy bukinimo reakcijos (< 5 ug) 15,0
IS viso 40,0

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

Mégintuvélius su misiniu purtyti ir centrifuguoti 5 s.

Paruostus misinius inkubuoti kambario (20-25 °C) temperatiiroje 15 min.
Atlikti reakcijos valymg PGR produkty valymo kolonélémis MinElute
PCR Purification Kit arba Qiaquick PCR Purification Kit pagal
gamintojo pateiktg protokola.

Ivertinti paruoSty MtDNR produkty koncentracija spektrofotometru
(Zr. Genominés DNR koncentracijos ir Svarumo matavimas).

Laikyti —20 °C temperatiiroje iki naudojimo.

gDNR skaidymas ultragarsu
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(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)
(33)

Ipilti po 85 pl gDNR (10 ng/ul, kiekis ~850 ng) i naujus 0,5 ml tiirio
meégintuvélius.

Istatyti j adapter; dvylika 0,5 ml mégintuveliy su gDNR.

Adapter] jstatyti j jjungtg ir paruoSta skaidymo ultragarsu sistema
(angl. Bioruptor UCD-200), jsitikinus uztektinu griisto ledo kiekiu
veésinimo sistemoje.

Nustatyti skaidymo parametrus: galingumas 200 W (padétis HIGH),
ultragarso veiklos/pauzes trukme po 30 s, ciklo trukmé 7 min.
Pasibaigus ciklui mégintuvélj centrifuguoti 7 000 aps./min 5 s.

28—29 etapus kartoti keturis kartus (i$ viso penki ciklai).

Fragmenty ilgiy pasiskirstymas turi biiti tarp 100—500 np, vidurkis
200 np.

Skaidytos gDNR ivertinimas

(34)

(35)
(36)
(37)

(38)
(39)

Paruosta 2 % agarozés gelj jleisti | horizontalios elektroforezés vonele,
pripildyta 1x TBE buferio.

10 pl skaidytos gDNR tirpalo sumaisyti su 5 pl 3% jleidimo dazu.

15 pl misinio jleisti j suformuotus Sulinélius.

IS abiejy pusiy skaidytos gDNR ir 3% jleidimo dazo miSinio j Sulinélius
jleisti po 3,5 ul DNR molekulinio ilgio ir masés standarto 100 np.
Elektroforeze vykdyti 25 min, jtampa 100 V.

Genominés DNR méginiy kokybe jvertinti naudojant geliy analizavimo

sistemg esant 302 nm bangos ilgiui (ultravioletas, UV).

Skaidytos gDNR 96 Sulinéliy plokstelés paruoSimas

(40)

(41)

(42)
(43)

Ipilti ; atskirus plokSteleés Sulinelius po 20 pl kiekvieno tiriamojo
skaidytos gDNR méginio, nustacius didelj méginio kiekj.

Ipilti 1 atskirus plokSteles Sulin¢lius po 25 pl kiekvieno tiriamojo
skaidytos gDNR méginio, nustacius maza meginio kiekj.

Ipilti 20 pl teigiamos DNR kontrolés i vieng plokstelés Sulinél;.

Ipilti 20 pl H20, neigiamos kontrolés, j vieng plokstelés Sulinél;.

Skaidyty gDNR galy bukinimas
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(44)

Paruosti skaidytos gDNR galy bukinimo miSinj reagenty lovelyje
(12 lentelé).

12 lentelé. Skaidytos gDNR fragmenty galy bukinimo miSinys

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai
dH,0 6,6
10x Tango buferis (angl. Tango Buffer) 4,0
BSA (10 mg/ml) 1,0
dNTP misinys, 2,5 mM (angl. ANTP Mix) 1,6
dATP, 10 mM (angl. dATP Solution) 4,0
T4 DNR polimerazé, 5 U/ul (angl. T4 DNA polymerase) 0,8
T4 PNK, 10 U/ul (angl. T4 polynucleotide kinase) 2,0
IS viso 20,0
(45) Ipilti po 20 ul paruosto misinio j kiekvieng gDNR plokstelés Sulinélj.
(46) Paruosta plokstele kruopsciai uzdengti dengimo plévele.
(47) Plokstele purtyti 2 s ir centrifuguoti 1000 g 30 s.
(48) Paruosta plokstele su miSiniu inkubuoti termocikleryje 12 °C

temperatiiroje 15 min, véliau 25 °C temperatiiroje 15 min, po inkubacijos
misinius nedelsiant valyti magnetinémis dalelémis (53—69 etapai) arba

laikyti 4 °C temperatiiroje.

Magnetiniy daleliy aktyvumo patikrinimas

(49)

(50)
(51)

(52)

Ipilti 1 ul Tween®20 j 2 ml magnetiniy daleliy tirpalg iki galutinés 0,05 %
koncentracijos.

Ipilti 35 ul DNR molekulinio ilgio ir masés standarto 50 np j 245 pl dH20.
Paruo$ty magnetiniy daleliy jpilti skirtingomis dalimis (1,0; 1,4; 1,8; 2,2;
2,6; 3,0) 1 40 pl skiesto DNR molekulinio ilgio ir masés standarto 50 np.
Atlikti jvertinima 2 % agarozés gelyje (34—39 etapai).

MiSinio valymas magnetinémis dalelémis

(53)
(54)

(55)

(56)

IS naujo paruosti 70 % etanolio.

Magnetines daleles supurtyti ir palikti susilti tamsoje iki kambario (20—
25 °C) temperatiiros.

I kiekvieng plokstelés Sulinélj jpilti 88 ul (220 % méginio tirio) gerai
supurtyty magnetiniy daleliy.

Plokstele kruopsc¢iai uzdengti dengimo plévele.
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(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)
(63)

(64)

(65)

(66)
(67)

(68)
(69)

Paruosta plokstele purtyti 10 s ir palikti kambario (20-25 °C)
temperatiiroje 5 min.

Plokstele centrifuguoti 2000 g 15 s.

Plokstele su miSiniu perkelti ] magnetinj stova, laukti maZziausiai 3—5 min,
kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelieciant ant Sulinéliy
sieneliy susirinkusiy daleliy ir pasalinti.

Pakartotinai iSsiurbti tirpalg nelie¢iant ant Sulinéliy sieneliy susirinkusiy
daleliy, ir pasalinti.

] magnetiniame stove jstatytos plokstelés kiekvieng Sulinélj jpilti po
150 ul naujai paruosto 70 % etanolio, laukti maziausiai 1 min, kol mi$inys
pasidarys skaidrus, etanolj, nelieCiant ant Sulinéliy sieneliy susirinkusiy
daleliy, i$siurbti ir pasalinti.

61 etapg Kartoti dar karta.

Pakartotinai iSsiurbti likusj etanolj nelie¢iant ant Sulinéliy sieneliy
susirinkusiy daleliy, ir paSalinti.

Meégintuvélius su magnetinémis dalelémis atidaryti ir palikti dziditi
kambario (20-25 °C) temperatiiroje 20—30 min.

I kiekvieng plokstelés Sulinelj su iSdZiovintomis magnetinémis dalelémis
ipilti 22 pl EBT buferio.

Plokstele kruopsciai uzdengti dengimo plévele.

Paruosta plokstele purtyti 10 s purtykle ir palikti kambario (20-25 °C)
temperatiiroje 1 min.

Plokstele centrifuguoti 2000 g 15 s.

Plokstele su buferio ir daleliy miSiniu perkelti j magnetinj stova ir laukti
maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, bufer] iSsiurbti
nelieCiant ant Sulineliy sieneliy susirinkusiy daleliy ir perkelti | nauja

96 Sulin¢liy plokstelg.

Adapteriy MP-P5 ir MP-P7 paruosSimas

(70)

Ipilti 1x TE buferio iki adapteriy (13 lentel¢) galutinés 500 uM

koncentracijos.
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13 lentelé. MP-P5 ir MP-P7 adapteriai

G*T*G*A*CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG*A*T*C*T

Adapteris Nukleotidy seka
Sol-MP-P5 A*C*A*C*TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG*A*T*C*T
Sol-MP-P7 Biotinas-

Sol-MP-P5P7-comp

A*G*A*T*CGGAA*G*A*G*C

(71) Paruosti 10x Hibridizacijos buferj, jpilant 100 ul 5 M NaCl j 900 ul

1x TE bufer.

(72) Paruosti atskirai MP-P5 ir MP-P7 adapteriams hibridizacijos miSinj

(14 lentelé).
14 lentelé. MP-P5 ir MP-P7 hibridizacijos mi$inys

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai
Sol-MP-P5/ Sol-MP-P7 (500 uM) 20,0
Sol-MP-P5P7-comp (500 uM) 20,0
10x Hibridizacijos buferis 5,0
1x TE buferis 5,0
IS viso 50,0

(73) Paruostg misinj inkubuoti termocikleryje 95 °C temperatiiroje 1 min,

toliau mazinant temperatirg 0,1 °C/s grei¢iu iki galutinés 14 °C

temperaturos.

(74)  Po hibridizacijos sumaiSyti MP-P5 ir MP-P7 adapterius santykiu 1:1 iki

galutinés kiekvieno adapterio 100 pM koncentracijos, meégintuvel;

pazyméti Sol-MP.
Adapteriy prijungimas prie gDNR

(75) Paruosti adapteriy prijungimo reakcijos misinj (15 lentelé).

15 lentelé. Adapteriy prijungimo prie gDNR miSinys

Reagentai ];,:;lksc(i;lg/ Galutiné konc.
dH,O 10,0
10x T4 ligazés buferis (angl. T4 Ligase buffer) 4,0 1x
PEG-4000 (50 %) 4,0 16 %
T4 DNR ligazé, 5 U/ul (angl. T4 Ligase) 1,0 0,125 U/ul
IS viso 19,0

(76) Ipilti po 19 pl paruosto misinio j kiekvieng plokstelés su gDNR, teigiama,

neigiama kontrolémis Sulinélj.
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(77)

(78)
(79)

(80)

Ipilti po 1 pl paruosto Sol-MP adapteriy miSinio j kiekvieng plokstelés su
gDNR, teigiama, neigiama kontrolémis Sulinélj.

Paruosta plokstele kruopsSciai uzdengti dengimo plévele.

Paruosta plokstele purtyti 10 s ir inkubuoti termocikleryje 22 °C
temperattiroje 60 min.

Atlikti reakcijos miSinio valyma magnetinémis dalelémis, santykis 1:2,2

(53-69 etapai).

Prijungty adapteriy galy pildymo reakcija

(81) Paruosti adapteriy galy pildymo reakcijos miSinj (16 lentelé).
16 lentelé. Adapteriy galy pildymo reakcijos miSinys
Reagentai Tiris (ul)/ reakcija Galutiné konc.
dH,O 10,5

10x ThermoPol® reakcijos buferis (angl. 70x
ThermoPol® Reaction Buffer)

4,0 1x

dNTF miSinys, 2,5 mM (angl. dNTP Mix) 4,0 250 uM kiekvieno

Bst DNR polimerazé, 8U/ul (angl. Bst DNA
Polymerase, Large Fragment)

1,5 0,3 U/ pl

IS viso 20,0

(82)

(83)
(84)

(85)

(86)

Ipilti po 20 pl paruosto reakcijos misinio  kiekvieng plokstelés su gDNR,
teigiama, neigiama kontrolémis Sulinél;.

Paruosta plokstele kruopsciai uzdengti dengimo plévele.

Paruosta plokstele purtyti 10 s ir inkubuoti termocikleryje 22 °C
temperattiroje 60 min.

Atlikti reakcijos miSinio valymg magnetinémis dalelémis, santykis 1:2,2
(53—69 etapai).

Atlikti adapteriy prijungimo ir pildymo reakcijy efektyvumo jvertinimag
(3439 etapai) 2 % agarozés gelyje.

Kiekybiné RL-PGR

(87)

(88)

Skiesti astuonis gDNR méginius (Sulin¢lius, patenkancius ] plokstelés
jstrizaing nuo Al iki H8) ir neigiama kontrole i§ paruostos plokstelés,
jpilant 1 pl gDNR } naujus 0,2 ml meégintuvéelius su 9 pl TE buferio
(skiedimas 1:9).

Paruostus mégintuvélius su misiniu purtyti 10 s ir centrifuguoti 5s.
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(89)

Skiesti paruostus gDNR méginius (87 etapas) ir neigiamg kontrole,
jpilant 1 pl gDNR ] naujus 0,2 ml mégintuvélius su 9 pl TE buferio
(galutinis skiedimas 1:99).

(90) Paruostus mégintuvélius su miSiniu purtyti 10 s ir centrifuguoti 5s.
(91) Skiesti koncentruota RL-PGR DNR standarta (konc. 10°) (17 lentel¢)
17 lentelé. Kiekybinés RL-PGR DNR standarty skiedimai
DNR Skiedimas .
o Komponentai Galutiné
standar_to (is koncg. DNR Koncentracija
numeris 10°)
1 1:9 1 ul konc. DNR + 9 ul TE buferis 108
2 1:99 1 ul DNR standarto 1 + 9 ul TE buferis 107
3 1:999 1 ul DNR standarto 2 + 9 ul TE buferis 108
4 1:9 999 1 pl DNR standarto 3 + 9 pl TE buferis 10°
5 1:99 999 1 ul DNR standarto 4 + 9 ul TE buferis 10*
6 1:999 999 1 ul DNR standarto 5 + 9 ul TE buferis 10°

(92) Paruosti kiekybinés RL-PGR misinj, atsizvelgiant j visy méginiy, DNR

standarty, neigiamos kontrolés trijy kartotiniy skai¢iy 1,5 ml tdrio

mégintuvéliuose (18 lentelé).

18 lentelé. Kiekybinés RL-PGR misinys

Reagentai Taris (ll D/ Galutiné konc.
reakcijai
dH.0 7,0
Pradmuo F (Sol_iPCR-P5) 10 uM 1,0 500 nM
Pradmuo R (Sol_iPCR-P7) 10 uM 1,0 500 nM
2x Kiekybinés RT-PGR misinys (angl. SYBR 10.0 I
Green qPCR Master Mix) ’
IS viso 19,0

(93) Ipilti po 19 pl paruosto RL-PGR misinio (18 lentelé¢) j kiekvieng

(94)

(95)

96 Sulineliy optinés plokSteles Sulinelj, kur  kiekvieng bus jpilta trys
kartotiniai méginio, neigiamos kontrolés, DNR standarto.

Ipilti tik po 19 pl paruosto RL-PGR misinio (18 lentelé) j kiekvieng
96 sulinéliy optinés plokstelés Sulinélj su neigiama RL-PGR kontrole —
NTC (angl. No Template Control).

Ipilti po 1 pl (trys kartotiniai) paruoSty gDNR meéginiy, neigiamos
kontrolés, RL-PGR DNR standarto.

(96) Paruostg optine plokstele kruopsc¢iai uzdengti optiniais dangteliais.
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(97)
(98)

(99)

(100)
(101)

(102)

(103)

(104)

(105)

(106)

Paruosta plokstele purtyti 10 s ir centrifuguoti 1000 g 1 min.

Jjungti RL-PGR sistema, aktyvuoti programga Mx3005P Real-Time PCR
System Software (Mx3005P Software).

Programoje Mx3005P Software pasirinkti Instrument > Lamp On 20 min
iki RL-PGR pradzios.

Spausti File > New.

Etape New Experiment Options skiltyje Real-time pasirinkti SYBR Green
(with Dissociation Curve), spausti OK.

Etape Setup skiltyje Plate Setup uzpildyti paruostos optinés plokstelés
protokola.

Pazyméti virtualioje ploksteléje laukelius (Sulinélius) su tiriamais
méginiais, deSinéje programos lango puséje laukelyje Well Type
pasirinkti Unknown, skiltyje Collect Fluorescence data pazyméti SYBR
ir ROX, laukelyje Reference Dye pasirinkti ROX.

Pazyméti virtualioje plokstel¢je laukelius (Sulin¢lius) su neigiama RL-
PGR kontrole, deSinéje programos lango puséje laukelyje Well Type
pasirinkti NTC, skiltyje Collect Fluorescence data pazyméti SYBR ir
ROX, laukelyje Reference Dye pasirinkti ROX.

Virtualioje plokstelés reprezentacijoje pazyméti laukelius (Sulinélius) su
RL-PGR DNR standartu, deSinéje programos lango puséje laukelyje Well
Type pasirinkti Standard, skiltyje Collect Fluorescence data pazyméti
SYBR ir ROX, laukelyje Reference Dye pasirinkti ROX, laukelyje
Standard Quantity pasirinkti ROX ir jrasyti kopijy skai¢iy 108, pasirinkti
Auto-decrement 10x. Virtualioje plokstelés reprezentacijoje pazyméjus
kito DNR standarto trijy kartotiniy laukelius, priskiriami nustatyti
parametrai, sumazinant kopijy skai¢iy iki 10,

Skiltyje lIdentify Replicates laukelyje Replicate Symbol pasirinkti 1,
spausti mygtuka Auto-Increment ir virtualioje plokStelés reprezentacijoje
pazyméti pirmus kartotinius laukelius (Sulin¢lius), kuriems bus priskirtas
kartotinio numeris 1, etapa kartoti su visais likusiais gDNR méginio,

DNR standarto, neigiamos RL-PGR kontrolés kartotiniais.
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(107) Uzpildzius plokstelés protokola, spausti Next.

(108) Etape Setup skiltyje Thermal Profile Setup uzpildyti RL-PGR salygas
(19 lentelé).

19 lentelé. Kiekybinés RL-PGR salygos

Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min) Cikly skai¢ius
Pirminé denatiiracija 95 15:00 1
Denatiiracija 94 00:30
Pradmeny prijungimas 58 00:30 40
Sintezé 72 01:00

(109) Pazyméti disociacijos etapg ir programos deSinéje skiltyje Selection
spausti Delete.

(110) Istatyti paruosta opting plokstele | RL-PGR sistema, uzdaryti duris.

(111) Spausti programos desinéje Start Run, langelyje Run Status spausti Start.

(112) Pasibaigus reakcijai, etape Analysis, jvertinti gautus rezultatus.

(113) Ivertinti unikaliy DNR seky prijungimui reikalingy cikly skaiciy,
nustatant C; verte pries RL-PGR reakcijos plato arba plato stadijoje.

(114) Atlikti kiekybinés RL-PGR pagausinty gDNR méginiy, DNR standarto,
neigiamos RL-PGR kontrolés (skiedimai 1:9, 1:99) tiksliniy produkty
jvertinimg (34—39 etapai) 2 % agarozés gelyje, 5 ul méginio tirpalo
sumaisyti su 1 pl 6x jleidimo dazu, 3 ul DNR molekulinio ilgio ir masés
standarto 50 np.

Unikaliy DNR seky prijungimas prie gDNR

(115) Paruosti dviejy unikaliy DNR seky prijungimo prie gDNR reakcijos
misinj (20 lentelé).

20 lentelé. Unikaliy DNR seky prijungimo prie gDNR miSinys

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai Galutiné konc.
dH:0 14,5
2x Phusion™ PGR miginys (angl. Phusion® 250 1x
Hot Start Flex Master Mix) ’
I$ viso 39,5

(116) Ipilti po 39,5 ul paruosto unikaliy seky prijungimo misinio (20 lentelé) j

kiekvieng 96 Sulin¢liy plokstelés Sulinél;.
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(117) Ipilti po 1,5 ul P5 unikalios DNR sekos adapterio j kiekvieng 96 Sulinéliy
plokstelés Sulinél;.

(118) Ipilti po 1,5 ul P7 unikalios DNR sekos adapterio j kiekvieng 96 Sulinéliy
plokstelés Sulinél;.

(119) Paruosta plokstele purtyti 10 s ir centrifuguoti 1000 g 1 min.

(120) Paruosta plokstele inkubuoti termocikleryje pagal i§ anksto paruostg
programg (21 lentelé), cikly skai¢iy nustacius i§ RL-PGR (113 etapas).

21 lentelé. Unikaliy DNR seky prijungimo reakcijos saglygos

Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min) Ciklu skaifius
Pirminé denatiiracija 98 00:30 1
Denatiiracija 98 00:10 16/17
Pradmeny prijungimas 60 00:20 (113 etapas)
Sintezé 72 00:20
Galutiné sintezé 72 10:00 1

(121) Atlikti dviejy unikaliy DNR seky prijungimo reakcijos jvertinimg
(3439 etapai) 2 % agarozés gelyje, 5 ul gDNR tirpalo sumaisyti su 1 pl
6% jleidimo dazu, 2,5 ul DNR molekulinio ilgio ir masés standarto 50 np.

(122) Atlikti reakcijos miSinio valyma magnetinémis dalelémis, santykis 1:2,2
(5369 etapai), 64 etape jpilti 25 ul EBT buferio.

(123) Ivertinti gDNR méginiy koncentracijg spektrofotometru (zr. Genominés
DNR koncentracijos ir §varumo matavimas).

g¢DNR méginiy, Zyméty unikaliomis DNR sekomis, sujungimas

(124) Ipilti kiekvieno méginio i§ paruostos plokstelés turj (ul) su galutine
200 ng gDNR mase | nauja sterily 0,5 ml tiirio sumazintos adhezijos
mégintuvelj.

Yr_ m;
(125) Vyiprigizacijai (W) = 2000 ng/ S

i=1Vi
Paruosty ilgy mtDNR produkty prijungimas prie daleliy, padengty
streptavidinu
(126) Paruosti mtDNR fragmenty miSinj (22 lentelé) prijungti prie daleliy,
padengty streptavidinu.
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22 lentelé. mtDNR fragmenty miSinys prijungti prie daleliy, padengty streptavidinu

Reagentai Tiaris (_p_tl}/ Galutiné
reakcijai konc.
mtDNR fragmenty miSinys (~139 ng/ul) 5,0 ~700 ng
2x BWT buferis 10,0 1x
dH20 5,0
I viso 20,0
(127) Paruosta miSinj inkubuoti termostate 95 °C temperatiiroje 1 min,

(128)
(129)
(130)

(131)
(132)
(133)

(134)

(135)

(136)

(137)

(138)
(139)

po inkubavimo nedelsiant perkelti j Saldymo blokg arba griista leda.
Ipilti 7 pl daleliy, padengty streptavidinu, j naujg 0,5 ml tirio mégintuvélj
Ipilti 200 pl 1x BWT buferio.

Meégintuvelj su miSiniy purtyti 5 s, centrifuguoti 1 s, perkelti mégintuvélj
1 magnetinj stova, laukti maZiausiai 1 min, kol tirpalas pasidarys skaidrus,
tirpalg i$siurbti nelie¢iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.
Ipilti 200 pl TET buferio.

130 etapg kartoti vieng kartg.

Ipilti 20 pl denatiiruoto mtDNR fragmenty miSinio j magnetiniame stove
jstatytg mégintuvélj su dalelémis, dengtomis streptavidinu.

Mégintuvel] su miSiniu perkelti i§ magnetinio stovo, miSin] sumaiSyti
pipetuojant, inkubuoti kambario (20-25 °C) temperatiiroje 20 min.
Meégintuvél] su miSiniu perkelti | magnetinj stova, laukti maziausiai
1 min, kol tirpalas pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelie¢iant
magnetinio stovo pus¢je susirinkusiy daleliy.

Ipilti 200 pl 1x BWT buferio.

130 etapg kartoti vieng kartg.

136—137 etapus kartoti vieng karta.

Ipilti 50 pl TET buferio, mégintuvél] su miSiniu purtyti 5 s, centrifuguoti

1's, laikyti 4 °C temperatiiroje iki naudojimo.

Hibridizacija

(140)

(141)

Ivertinti gDNR bibliotekos, sudarytos i§ sujungty gDNR méginiy,
koncentracijg spektrofotometru (zr. Genominés DNR koncentracijos ir

§varumo matavimas).

Faktorius = ( 2000 g )/17,8

Konc. (126 etapas)
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(142)

Paruosti hibridizacijos miSinj (23 lentel¢) naujuose 0,5 ml tiirio

mégintuvéliuose kiekvienai gDNR bibliotekai.

23 lentelé. Hibridizacijos miSinys

Taris (ul)/
. Tiris (ul)/ reakcijai
Reagental reakcijai Faktorius
(141 etapas): 3
BO1 (angl. Blocking Oligos 1) 0,5 1,5
BO2 0,5 1,5
BO3 0,5 1,5
BO4 0,5 15
BO5 0,5 1,5
BOG6 0,5 1,5
BO7 05 1,5
BO8 0,5 1,5
BO9 0,5 1,5
BO10 0,5 1,5
10x blokuojantis veiksnys (angl. Blocking Agent) 5,2 15,6
2x hibridizacijos tirpalas (angl. Hybridization Solution) 26,0 78,0
2DNR biblioteka (2 pg) 178 53,4
I$ viso 54,0 162,0

(143) Paruosta mégintuvél] su miSiniu inkubuoti termostate 95 °C
temperattiroje 3 min.

(144) Misinj perkelti | naujg 1,5 ml tirio mégintuvélj, inkubuoti termostate
37 °C temperatiiroje 30 min.

(145) Mégintuvélj su misiniu centrifuguoti 1 s.

(146) Mégintuvélj su prie daleliy prijungtais mtDNR fragmentais ir TET
buferio miSiniu perkelti ] magnetinj stova, laukti maziausiai 1 min, kol
tirpalas pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelieciant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy.

(147) Ipilti visa torj hibridizacijos miSinio (142 etapas), mégintuvélj purtyti 1S,
centrifuguoti 1 s.

(148) Mégintuvélius kruopsciai uzdaryti, apvynioti parafino juostelémis.

(149) Paruostus mégintuvélius inkubuoti i§ anksto jjungtame termostate 65 °C

temperatiiroje 48 val.

MiSinio valymas po hibridizacijos

(150)

HWT buferj inkubuoti 60 °C temperatiiroje 30 min iki naudojimo.
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(151)

(152)
(153)

(154)
(155)
(156)

(157)
(158)

(159)

(160)
(161)

(162)

Meégintuvélius su hibridizacijos miSiniu perkelti | magnetinj stova, laukti
maziausiai 1 min, kol tirpalas pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti
nelie€iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

Ipilti 200 ul 1x BWT buferio.

Meégintuvelj su miSiniy purtyti 5 s, centrifuguoti 1 s, perkelti mégintuveélj
1 magnetinj stova, laukti maZiausiai 1 min, kol tirpalas pasidarys skaidrus,
tirpalg i$siurbti nelie¢iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.
152—153 etapus kartoti tris kartus.

Ipilti 200 pl 60 °C temperatiiros 1x HWT buferio (150 etapas).
Méegintuvel] su miSiniu perkelti i§ magnetinio stovo ] termostatg ir
inkubuoti 60 °C temperattroje 2 min.

Ipilti 200 pl 1x BWT buferio.

153 etapa kartoti vieng kartg.

sumazintos adhezijos tirio mégintuvelj.

153 etapa kartoti vieng kartg.

Ipilti 30 ul EBT buferio, inkubuoti termostate 95 °C temperatiiroje 3 min,
po inkubavimo nedelsiant perkelti j $aldymo blokg arba griista leda.
Visag miSinio tir} jpilti ;] naujg 0,5 ml sumaZintos adhezijos tiirio

meégintuvelj.

Kiekybiné RL-PGR

(163)

(164)

(165)

Atlikti visy gDNR biblioteky kiekybing RL-PGR, naudojant pradmenj F
(Sol_bridge_P5) 10 uM, pradmenj R (Sol bridge P7) 10 uM (87-112
etapas).

Atlikti kiekybinés RL-PGR pagausinty gDNR méginiy, DNR standarto,
neigiamos RL-PGR kontrolés (skiedimai 1:9, 1:99) tiksliniy produkty
jvertinimg (34—39 etapai) 2 % agarozés gelyje (114 etapas).

lo 2 x1012
82 konc.(148 etapas)x10

Cikly skaiCius =

gDNR bibliotekos gausinimas

(166)

Paruosti gDNR bibliotekos gausinimo reakcijos misinj (24 lentelé).
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24 lentelé. gDNR bibliotekos gausinimo misinys

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai | Galutiné konc.
dH:0 12,5
Pradmuo F (Sol bridge P5) 10 uM 1,25 250 nM
Pradmuo R (Sol bridge P7) 10 uM 1,25 250 nM
2x Phusion® PGR miginys (angl. Phusion® Hot 250 1x
Start Flex Master Mix) ’
IS viso 40,0

(167) Ipilti po 40 ul paruosto gDNR gausinimo mis$inio (24 lentelé).

(168) Ipilti 10 pl paruostos gDNR bibliotekos i kiekvieng mégintuvélj su

misiniu.

(169) Mégintuvélius su misiniu purtyti 10 s ir centrifuguoti 5 s.

(170) Paruosta mégintuvélj su miSiniu inkubuoti termocikleryje pagal i§ anksto

paruostg programg (25 lentel¢), nustacius i§ RL-PGR jvertintg cikly

skaiciy (165 etapas).
25 lentelé. gDNR bibliotekos gausinimo salygos
Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min) Cikly skaicius
Pirminé denatiiracija 98 00:30 1
Denatiiracija 98 00:10 12/13
Pradmeny prijungimas 60 00:30 (165 etapas)
Sintezé 72 00:30
Galutiné sintezé 72 05:00 1
Meéginiy laikymas 4 0 1

(171) Atlikti reakcijos miSinio valymg magnetinémis dalelémis, santykis 1:1,4

(53—69 etapai), 65 etape jpilti 22 ul EBT buferio.

(172) Atlikti pagausintos gDNR bibliotekos jvertinimg bioanalizatoriumi pagal

gamintojo pateiktas rekomendacijas (angl. Agilent DNA 1000 Kit Guide),

nustatyti paruoStos gDNR bibliotekos moling koncentracija.
(173) Atlikti paruostos gDNR bibliotekos skiedimg Tris-Cl 10 mM, pH = 8,5;

0,1 % Tween® 20 iki galutinés 2 nM koncentracijos.

(174) Testi protokolg pagal Illumina Klasteriy formavimo sistemos vartotojo

vadova.
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Zmogaus genominés DNR vieno nukleotido polimorfizmy genotipavimas

Illumina Infinium® HD technologijos lustais

Protokolas skirtas Infinium® HD technologija genotipuoti vieno nukleotido
polimorfizmus ant lusty, naudojant //lumina HiScan™SQ sistema. Protokolas jdiegtas
VU MF ZMGK dokt. Ingridos Domarkienés, dokt. Ingridos Uktverytés, dr. Laimos
Ambrozaitytés.

Protokolas parengtas pagal gamintojo pateiktas rekomendacijas:

e Naudotojo vadovas (angl. Infinium® HD Assay Ultra Manual Experienced User
Card);

e I3pléstinio protokolo vadovas (angl. Infinium® HD Assay Ultra Protocol Guide);

e Laboratorijos paruo§imo ir procediiry aprasas (angl. lllumina Infinium® Assay
Lab Set Up and Procedures).

Protokolo vykdymo metu pildoma gamintojo rekomenduojama protokolo eigos forma:

e  Protokolo eigos vykdymo forma (angl. Infinium® HD Assay Ultra Lab tracking
Form).

Dirbant laikomasi geros laboratorinés praktikos, laboratorijos prieziuros,

parengimo darbui laboratorijoje ir protokoluy reikalavimuy.

Reagentai ir cheminés medZiagos:

e 2-propanolis (izopropanolis), 100 % (angl. 2-propanol, iso-propyl alcohol,
gamintojas Sigma-Aldrich, Co., JAV);

e Baliklio tirpalas, 99,6 % natrio hipochlorito tirpalas (Kometa Pelésiy valiklis,
gamintojas Pufas Werk KG, Vokietija);

e ddH:20 — didejonizuotas vanduo;

e Detergento tirpalas, 1 % (angl. Alconox® Powdered Precision Cleaner,
gamintojas Alconox, Inc., JAV);

e Etanolis, 100 % (angl. Absolut Ethanol, gamintojas Sigma-Aldrich, Co., JAV);

e FA/EDTA tirpalas (95 % formamidas, 1 mM EDTA);

e gDNR, genominés DNR méginys (konc. 50 ng/ul, tiris 4 ul, DNR kiekis 200 ng);

e Infinium® HD Assay Kit WGS-Pre LV1 rinkinys:
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o MAL reagentas, daugiau nei vieno méginio gausinimo miSinys 1 (angl. Multi-
Sample Amplification 1 Mix, gamintojas Illumina Inc., JAV);

o MAZ2 reagentas, daugiau nei vieno méginio gausinimo misinys 2, pradmenys
(angl. Multi-Sample Amplification 2 Mix, gamintojas Illumina Inc., JAV);

o MSM reagentas, pagrindinis daugiau nei vieno méginio gausinimo miSinys
(angl. Multi-Sample Amplification Master Mix, gamintojas Illumina Inc.,
JAV);

Infinium® HD Assay Kit WG-Post 1 LV1 rinkinys:

o ATM reagentas, dvispalvis reagenty miSinys, fluoroforo Zymei sustiprinti
(angl. Anti-Stain Two-Color Master Mix, gamintojas Illumina Inc., JAV);

o FMS reagentas, fragmentavimo tirpalas (angl. Fragmentation Solution,
gamintojas lllumina Inc., JAV);

o STM reagentas, pagrindinis dvispalvis dazymo reagenty misinys (Zymeéjimui
fluoroforais) (angl. Superior Two-Color Master Mix, gamintojas Illumina Inc.,
JAV);

o TEM reagentas, dvispalvis vieno nukleotido pratesimo reakcijos reagenty
misinys (angl. Two-Color Extension Master Mix, gamintojas Illumina Inc.,
JAV);

o XC1 reagentas, VNP lusty dazy tirpalas 1, blokuojantis (angl. Xstain
BeadChip Solution 1, gamintojas Illumina Inc., JAV);

o XC2 reagentas, VNP lusty dazy tirpalas 2, buferio keitimui (angl. Xstain
BeadChip Solution 2, gamintojas Illumina Inc., JAV);

Infinium® Assay Kit Post 2 LMV rinkinys:

o RALl reagentas, resuspendacijos, hibridizacijos ir plovimo (stipraus suri§imo)
tirpalas (angl. Resuspension, hybridization and wash solution, gamintojas
Illumina, Inc., JAV);

Infinium® Assay Kit Single Post 3 LV rinkinys:

o PB2 reagentas, drégme palaikantis hibridizacijos buferis (angl. Humidifying
buffer used during hybridization, gamintojas Illumina, Inc.,JAV);

o PML1 reagentas, nusodinimo tirpalas (angl. Precipitation solution, gamintojas
[llumina, Inc., JAV);

Infinium® Assay Kit Post 4 LV rinkinys:
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o PB1 reagentas, paruoSiamasis VNP lusty hibridizacijos reagentas, silpno
suriSimo plovimui (angl. Reagent used to prepare BeadChips for
hybridization, gamintojas Illumina Inc., JAV);

o XC3 reagentas, VNP lusty dazy tirpalas 3 silpno suriS§imo plovimui (angl.
Xstain BeadChip Solution 3, gamintojas Illumina Inc., JAV);

o XC4 reagentas, VNP lusty dazy tirpalas 4 dazy apsaugojimui (angl. Xstain
BeadChip Solution 4, gamintojas lllumina Inc., JAV);

NaOH, 0,1 N (ruoSiamas laboratorijoje);

VNP lustai, Infinium® HD technologija (angl. BeadChip Array 12-sample HD

DNA Analysis BC HumanOmniExpress-12v1-1, gamintojas Illumina Inc., JAV).

Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

Beplausés servetélés (angl. lint-free wipes);

Beplausiai sugertukai (angl. lint-free absorbent pad);

Centrifuga 15 ml mégintuvéliams (angl. Hettich Zentrifugen Universal 32 R,
gamintojas Hettich Zentrifugen, VVokietija);

Daugiavietis VNP lusty talpiklis (angl. Multi-Sample BeadChip Alignment
Fixture, gamintojas lllumina Inc., JAV);

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

Hibridizacijos kameros (angl. Hybridization chambers, gamintojas Illumina Inc.,
JAV);

Hibridizacijos kameros guminis tarpiklis (angl. Hybridization chamber gasket,
gamintojas lllumina Inc., JAV);

Hibridizacijos kameros jdéklai (angl. Hybridization chamber inserts, gamintojas
[llumina Inc., JAV);

Hibridizacijos krosnis, hibridizacijos krosnis su lusty hibridizacijos padéklu,
modelis 5521 (angl. Illumina® Hybridization Oven, Model 5521 with BeadChip
Hyb Wheel, gamintojas Boehel Scientific, JAV);

HiScan™SQ sistema, genetinis analizatorius (angl. HiScan™SQ system,

gamintojas lllumina Inc., JAV);
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Laikiklis ant talpiklio (angl. Multi-Sample BeadChip Alignment Fixture
Alignment Bar, gamintojas Illumina Inc., JAV);

Mégintuvéliy stovai;

Mentelé gnybtukams nuimti (angl. dismantling tool, gamintojas Illumina Inc.,
JAV);

Mikropipetés, vienkanalés ir daugiakanalés (2—20 pl, 10—-100 pl, 20-200 pl,
30-300 pl, 100—1000 ul);

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

MSAZ3 plokstelé, 96 Sulinéliy polipropileno 0,8 ml mikrotitro plokstele (MIDI)
(angl. MSAS plate, gamintojas Thermo Scientific, JK);

MSA3 plokstelées 96 Sulinéliy dengiamoji guma (angl. 96-well cap mat,
gamintojas Thermo Scientific, JK);

MSA3 plokstelés dengiamoji folija (angl. Heat Sealing Foil Sheets, gamintojas
Thermo Scientific, JK);

NeSiojamas termometras OMEGA®, neSiojamas RTD termometras 869C
(angl. OMEGA® 869C Handheld RTD (resistance temperature detector)
Thermometer, OMEGA®, gamintojas OMEGA Engineering Inc., JAV);

Pincetas stikleliy perkélimui (angl. Self-locking tweezers 6 % *, gamintojas Aven
Inc., JAV);

Plastikiniai antgaliai su filtrais (20 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul);

Plastikiniai loveliai, reagenty lovelis daugiakanaléms pipetéms (angl. Tip-tubes,
gamintojas Eppendorf AG, Vokietija);

Ploksteliy centrifuga (angl. Heraeus Multifuge 3L, gamintojas Thermo Electron
Corp., Vokietija);

Ploksteliy purtyklé, didelio greic¢io 230V skaitmeniné ploksteliy purtyklé (angl.
Illumina® High Speed Microplate Shaker Digital 230V, gamintojas Henry
Troemer, LLC, JAV);

Pratekamosios kameros, Te-Flow™ pratekamosios kameros su juodais
rémeliais, tarpinémis, dengiamaisiais stiklais ir gnybtukais (angl. Te-Flow™
Flow-Through Chambers with black frames, spacers, glass backplates, and

clamps, gamintojas Illumina Inc., JAV);
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Pratekamyju kamery laikiklis, 48 viety (angl. Tecan Te-Flow™ Module
Chamber Rack 48 Pos., gamintojas Tecan Schweitz AG, Sveicarija);

Steriliis mikromégintuvéliai (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml);

Stikliniai ir plastikiniai indai plovimui (angl. Wash dish, gamintojas Illumina
Inc., JAV);

Suspaustas oras nupiisti dulkéms nuo dengiamyjy stikly (angl. Air pressure
cleaner (Laboratory air gun), gamintojas UAB ACME® Europe, Lietuva);
Termostatas su vandens cirkuliacijos sistema, pazangus programuojamas
temperatiros reguliatorius su cirkuliacijos sistema (angl. Advanced
Programmable Controller Refrigerated/ Heated Circulating Baths, gamintojas
VWR® International, LLC, JAV);

Vakuuminé dZiovyklé, vakuuminé dziovyklé ,,Space Saver< (angl. Vakuum
Desiccator "Space Saver", gamintojas Scienceware® Bel-ART products, JAV);
VNP lusty laikiklis plovimui po dazymo, plastmasinis (angl. Staining rack,
gamintojas lllumina Inc., JAV);

VNP lusty laikiklis plovimui prie§ dazyma, metalinis (angl. Wash rack,
gamintojas lllumina Inc., JAV);

Zirklés tarpinéms perkirpti (gamintojas Illumina Inc., JAV).

Eiga:

gDNR gausinimas (MSA3 plokstelés paruosimas) pre-PGR patalpoje

(1)

)

3)

(4)

()
(6)

Atsizvelgiant ] tirlamy DNR meéginiy skai¢iy 1 naujg MSA3 plokstele
atitinkamai i8pilstyti po 20 pl MAT reagento.

I atitinkamus (pagal pildoma protokola) MSA3 ploksteles Sulinélius jpilti po
4 ul gDNR (~ 200 ng).

I kiekvieng Sulinél; su MA1 ir gDNR jpilti po 4 ul 0,1 N NaOH.

Uzdengti plokStele dengiamgja guma, purtyti plokSteliy purtykléje
1600 aps./min 1 min, centrifuguoti 280 g 1 min, inkubuoti plokstele kambario
(20-25 °C) temperatiiroje 10 min.

I kiekvieng Sulinélj su méginiais jpilti po 34 ul MA2 reagento;

I kiekvieng Sulinélj su méginiais jpilti po 38 ul MSM reagento;
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(7)

Uzdengus plokstele dengiamgja guma, purtyti plokSteliy purtykléje
1600 aps./min 1 min, centrifuguoti 280 g 1 min, inkubuoti plokstele
hibridizacijos krosnyje 37 °C temperatiiroje 20—24 val.

gDNR fermentinis skaidymas post-PGR patalpoje

(8)
(9)

(10)
(11)

I$émus i$ hibridizacijos krosnies MSA3 plokstele centrifuguoti 50 g 1 min.

I kiekvieng Sulinelj su méginiu jpilti po 25 pl FMS reagento, uzdengti plokstele
dengiamaja guma.

Purtyti plokstele 1600 aps./min 1 min, centrifuguoti 50 g 1 min.

Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje Hybex® 37 °C temperatiiroje
1 val.

gDNR nusodinimas

(12)

(13)
(14)

(15)
(16)

(17)
(18)

(19)

(20)

(21)

I kiekvieng Sulinélj su méginiu jpilti po 50 pl PM1 reagento, uzdengti plokstele
dengiamgja guma.

Purtyti plokstele 1600 aps./min 1 min.

Inkubuoti plokstele mikroploksteliy inkubatoriuje Hybex® 37 °C temperatiiroje
5 min.

Po inkubacijos plokstele centrifuguoti 50 g 1 min.

I kiekvieng Sulinélj su meéginiu jpilti po 155 pl 100 % 2-propanolio, uzdengti
plokstelg nauja dengiamagja guma, ~10 karty apversti plokstelg.

Inkubuoti plokstelg 4 °C temperatiiroje 30 min.

Po inkubacijos MSA3 plokstele centrifuguoti 4 °C temperatiiroje 3000 g
20-30 min.

NB! Po centrifugavimo plokstelés Sulinéliy su méginiais dugne turi biiti
matomas melsvos spalvos precipitatas.

Isémus plokstele i§ centrifugos, nedelsiant nuimti dengiamaja guma ir staigiu
judesiu apversti plokStele ant beplausiy sugertuky.

Neleidziant virSnuosédiniui skys¢iui paklitti j kitus Sulinélius, stipriai dauzyti
plokstele ant absorbuojanciy beplausiy sugertuky apie 1 min.

Apversta neuzdengta plokstele ant mégintuveliy stovo dziovinti kambario (20—
25 °C) temperatiiroje 1 val., neapvertus plokstelés jsitikinti, kad precipitatas

v —

isdziavo.

gDNR resuspendacija

(22)

I MSA3 plokstele su precipitatu jpilti po 23 ul atSildyto RA1 reagento.
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(23)

(24)
(25)

Uzlydyti dengiamosios folijos lapg ant plokstelés naudojant folijos uzlydytuva.
Uzlydytuva prispaudus prie folijos laikyti ~1,5-5 s.

Plokstele inkubuoti hibridizacijos krosnyje 48 °C temperatiiroje 1 val.

Po inkubacijos MSA3 plokstele purtyti 1800 aps./min 1 min, trumpai
centrifuguoti 280 g.

gDNR hibridizacija ant VNP lusty (tipas 12x1)

Hibridizacijos kameros paruoSimas

(26)

(27)

(28)

Surinkti hibridizacijos kamerg — j hibridizacijos kameros dugng tinkamai jdéti
guminj tarpiklj.

I hibridizacijos kameros dugne esancius rezervuarus jpilti po 400 pl PB2
reagento.

UZdengti hibridizacijos kameros dangciu.

gDNR hibridizacija ant lusty

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

Méginius MSA3 ploksteléje denatiiruoti mikroploksteliy inkubatoriuje Hybex®
95 °C temperatiiroje 20 min.

ISimti VNP lustus ir neatidarius pakuociy ir leisti susilti iki kambario (20—
25 °C) temperatiros.

MSA3 plokstele perkelti i§ mikroploksteliy inkubatoriaus ant stalo ir palikti
atvésti iki kambario (20-25 °C) temperatiiros 30 min, trumpai centrifuguoti
280 g.

ISpakuoti VNP lustus ir sudéti j hibridizacijos kameros jdéklus, kad VNP lusto
briik$ninis kodas biity arciau tyréjo.

I kiekvieng lusto laukelj jpilti po 15 pl paruosto DNR méginio, méginiy vieta
VNP luste ir VNP lusto briiksninj kodg pazyméti protokole.

Nedelsiant VNP lustus su hibridizacijos kameros jdéklais tinkamai jdéti j
hibridizacijos kamerg ir atsargiai uZdengti hibridizacijos kameros dang¢iu.
Dviem judesiais uzspausti hibridizacijos kameros uzraktus (po du prieSingose
pusése, jstrizai).

Hibridizacijos kamera padéti ant hibridizacijos krosnies padéklo, kad kameros
uzraktai biity nukreipti i kaire ir deSing krosnies sienas, hibridizacijos kameros
logotipas turi biiti nukreiptas j hibridizacijos krosnies virsy.

Inkubuoti jjungus 5 vienety hibridizacijos krosnies padéklo sitibavimo greit]

48 °C temperatiroje 16—24 val.
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XC4 reagento paruosSimas

(38)

(39)

I XC4 butel; jpilti 330 ml 100 % etanolio. Stipriai purtyti rankos judesiu 15 s.
Esant biitinybei purtyti ploksteliy purtykléje 1625 aps./min.

Palikti nusistovéti kambario (20-25 °C) temperatiiroje 24 val.

NB! XC4 yra daugkartinio naudojimo, galiojantis dvi savaites po pagaminimo

ir tinkamas 24 lustams padengti.

VNP lusty plovimas (parengimas dazymui)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)
(50)

Hibridizacijos kamerg iSimti i§ hibridizacijos krosnies, palikti atvésti iki
kambario (20-25 °C) temperatiros 25-35 min.
Ipilti po ~200 ml PB1 reagento j du stiklinius indus, VNP lusty laikiklj pamerkti
1 pirmajj stiklinj inda su PB1 reagentu.
I daugiavietj VNP lusty talpiklj ipilti ~150 ml PBI1 reagento, DNR lustai turi
bati visiSkai apsemti.
Paruosti dengiamuosius stiklus:
pirmg kartg ir kas septynis naudojimo kartus plauti stiklus 0,525 % baliklio
tirpalu pagal Laboratorijos paruosimo ir procediiry aprasa;
kiekvieng karta plauti 1 % detergento tirpalu (angl. Alconox) pagal
Laboratorijos paruosimo ir procediry aprasa.
[jungti termostatg ir vandens cirkuliacijos sistemg leidZiant nusistoveti 44 °C
temperatirai.
Atidaryti hibridizacijos kamerg ir i§imti jdéklus su VNP lustais.
IS jdéeklo 1Simti po vieng VNP lustg, laikant nuoZulniai briksniniu kodu ar¢iau
tyréjo, vienu létu jstrizu testiniu judesiu nuluptti VNP lusto plévele
(angl. IntelliHyb Seal) nelie¢iant lusto pavirSiaus.
VNP lustg palengva jstatyti | metalinj DNR lusty laikiklj, panardintg pirmame
inde su PB1 reagentu.
46-47 etapus kartoti su likusiais VNP lustais.
DNR lusty laikiklj aktyviai, bet Svelniai kilnoti kertant skyscio pavirsiy, ~1 min.
Perkelti laikikl] su VNP lustais ir panardinti i antrg inda su PB1 reagentu,

aktyviai, bet Svelniai kilnoti kertant skyscio pavirSiy ~1 min.

Pratekamyju kamery surinkimas

(51)

Juodus rémelius jdéti j skirtas vietas daugiavieCiame VNP lusty talpiklyje.
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(52)

(53)

(54)
(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

VNP lustus, nukreiptais bruksniniais kodais ] tyréja, panardinti ir jstatyti ]
rémelius, jsitikinti, kad VNP lustai visiskai panir¢ PB1 reagente.

Permatomas plastikines tarpines atskirti nuo balty apsauginiy pléveliy ir
tinkamai uzdéti ant panardinty VNP lusty.

Tinkamai uzdéti talpiklio laikiklj ant talpiklio.

Suspaustu oru nuptisti dulkes nuo detergentu nuplauty ir 70 % etanoliu nuvalyty
dengiamyjy stikly.

Nedelsiant, nukreipus stiklo nuozulnigja vieta ] apacig ir tyréja, stiklus
panardinti j PB1 reagento pripildytg talpiklj, jstatyti ant VNP lusty su
plastikinémis tarpinémis.

Kiekvienos surinktos pratekamosios kameros abiejuose galuose, 5 mm atstumu
nuo virSaus ir 5 mm atstumu nuo reagenty rezervuaro siauriausios dalies,
uzspausti gnybtukus.

Nukirpti  i8sikiSusias plastikiniy tarpiniy dalis abiejuose surinktos
pratekamosios kameros pusése.

Surinktas pratekamasias kameras déti j pratekamyjy kamery laikiklj, jsitikinus,
kad viskas paruosta dazymo procedirai.

Hibridizacijos kamera nedelsiant plauti ddH2O.

Pasiruosimas VNP lusty daZymui

(61)
(62)

(63)

(64)

Vartant pratekamy kamery laikiklj, paSalinti i§ sistemos burbulus.

Tinkamos 44 °C temperatiiros jvertinimui j pratekamyjy kamery laikiklj jstatyti
nesiojamg termometra OMEGA, jsitikinus esama temperatiira keliose vietose.
Atsildytus iki kambario (20-25 °C) temperatiros reagentus centrifuguoti
3000 g 1 min.

Pakartotinai supurtyti XC4 reagento butelj.

Vienos bazés pratesimo reakcija

(65)
(66)
(67)

(68)

I kiekvieng pratekamaja kamerg jpilti po 150 pl RA1 reagento, inkubuoti 30 s.
65 etapg kartoti penkis kartus.

I kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 450 pl XC1 reagento, inkubuoti
10 min.

I kiekvieng pratekamgja kamera jpilti po 450 pl XC2 reagento, inkubuoti

10 min.
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(69) [ kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 200 ul TEM reagento, inkubuoti
15 min.

(70)  Ikiekvieng pratekamaja kamerg jpilti po 450 ul FA/ EDTA reagento, inkubuoti
1 min.

(71) 70 etapg kartoti vieng kartg ir inkubuoti 5 min.

(72) Termostato ir vandens cirkuliacijos sistemoje nustatyti temperatiirg nurodyta
ant STM reagento buteliuko, 0 jei nenurodyta, nustatyti 37 °C temperatiira.

(73)  Ikiekvieng pratekamagjg kamera jpilti po 450 ul XC3 reagento, inkubuoti 1 min.

(74) 73 etapa kartoti vieng karta.

(75)  Laukti, iki pasickiama ant STM reagento pakuotés nurodyta temperatiira.

VNP lusty daZymas

(76) ] kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 250 ul STM reagento, inkubuoti
10 min.

(77)  ]kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 450 ul XC3 reagento, inkubuoti 1 min.

(78) 77 etapa kartoti vieng kartg, inkubuoti 5 min.

(79) I kiekvieng pratekamajg kamerg jpilti po 250 ul ATM reagento, inkubuoti
10 min.

(80) ] kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 450 ul XC3 reagento, inkubuoti 1 min.

(81) 80 etapg kartoti vieng kartg, inkubuoti 5 min.

(82) I kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 250 ul STM reagento, inkubuoti
10 min.

(83) ] kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 450 ul XC3 reagento, inkubuoti 1 min.

(84) 83 etapg kartoti vieng kartg, inkubuoti 5 min.

(85) [ kiekvieng pratekamajg kamerg jpilti po 250 ul ATM reagento, inkubuoti
10 min.

(86) ] kiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 450 ul XC3 reagento, inkubuoti 1 min.

(87) 86 etapa kartoti vieng kartg, inkubuoti 5 min.

(88) [ kiekvieng pratekamaja kamerg jpilti po 250 ul STM reagento, inkubuoti
10 min.

(89) Ikiekvieng pratekamaja kamera jpilti po 450 ul XC3 reagento, inkubuoti 1 min.

(90) 89 etapg kartoti vieng kartg, inkubuoti 5 min.

(91) Nedelsiant iSimti pratekamagsias kameras i§ pratekamyjy kamery laikiklio,

padéti horizontaliai ant darbastalio.
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HiScan™SQ sistemos paruoSimas

(92)
(93)

ljungti kompiuterj ir HiScan™SQ prietaisg

Aktyvuoti programg iScan Control Software (iScan CS).

NB! I$ anksto programa DMAP Client atsisiysti kiekvienam VNP lustui (pagal
kiekvieng unikaly brik$ninj kodg) unikaly dekodavimo (angl. Decode)

dokuments.

VNP lusty plovimas ir padengimas

(94)

(95)

(96)

(97)

(98)
(99)

(100)

(101)

(102)
(103)

(104)

(105)

(106)

Tinkamai panardinti plastikinj VNP lusty plovimui po dazymo laikiklj j
plastikinj plovimo indg pripildytag ~310 ml PB1 reagento.

Atsargiai iSardyti pratekamasias kameras, mentele atkabinant gnybtukus,
nelie¢iant VNP lusto méginiy zony nuimti dengiamuosius stiklus ir plastikines
tarpines.

Nedelsiant ;1 PB1 tirpale panardintg plastikinj laikikl;i jstatyti VNP lusta
briksniniu kodu nuo tyréjo, jsitikinti, kad lustai visiskai panardinti PB1
reagente.

Létai kertant PB1 reagento pavirSiy kilnoti plastikinj laikiklj su VNP lustais
aukstyn ir Zemyn 10 karty, palikti mirkti 5 min.

Pakartotinai supurtyti XC4 reagenta.

I plastikinj plovimo indg jpilti ~310 ml XC4 reagento, neleidZiant inde stovéti
ilgiau nei 10 min.

Plastikinj VNP lusty plovimui po dazymo laikiklj tinkamai panardinti j inda su
XC4 reagentu.

Letai kertant XC4 reagento pavirsiy kilnoti plastiking laikikl; su VNP lustais
aukstyn ir zemyn 10 karty, palikti mirkti 5 min.

Létai iStraukti plastikinj laikikli su VNP lustais i§ XC4 reagento indo.

Laikiklj su i virSy nukreiptais VNP lusty briikSniniais kodais padéti ant
meégintuvéliy stovo.

Atsargiai pincetu 1§ plastikinio laikiklio po vieng iStraukti VNP lustus ir padéti
ant mégintuvéliy stovo briksniniais kodais ] virsy.

VNP lustus dziovinti vakuumingje dziovykléje 50-55 min esant 508 mm Hg
(0,68 bar).

I8dZziovinty VNP lusty apatinése pusése esant] XC4 reagento pertekliy atsargiai

nuvalyti beplausémis servetélémis, suvilgytomis 70 % etanoliu.
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(107) Visus VNP lusty paruoSimui naudotus laboratorinius reikmenis nedelsiant
uzmerkti ir gerai iSplauti ddH20.

VNP lusty skenavimas Illumina iScan skeneriu HiScan™SQ sistema

(108) Programoje iScan CS spausti Start.

(109) Atsidarius prietaiso dureléms, j atitinkamas platformos vietas sudéti paruostus
VNP lustus.

(110) Paspausti platformos Sonuose juodus mygtukus, skirtus VNP lusty fiksatoriy
padéciai keisti, jsitikinti, kad VNP lustai jsistato ] taisyklinga skenavimui
padétj.

(111) Spausti Next, laukti VNP lusty briik$niniy kody nuskaitymo uzsidarius prietaiso
dureléms.

(112) Pasirodzius lentelei (3%4) su kiekvieno VNP lusto duomenimis (briksninis
kodas, lusto tipas, skenavimo protokolas ir skenavimo metu sukurty dokumenty
formatas), jei reikia atlikti nustatymy korekcijas spaudziant Settings mygtuka.

(113) Po lentele esanciuose laukeliuose nurodyti .dmap dokumenty katalogo vieta
kompiuteryje (Input path: D:/DMAPs) ir skenavimo metu sukurty dokumenty
vieta kompiuteryje (Output path: D:/Illumina/LITGEN Scans).

(114) Spausti Scan.

Zmogaus branduolio genomo visos koduojantios dalies nukleotidy
sekoskaitos protokolas

Protokolas skirtas nustatyti zmogaus branduolio genomo visos koduojancios
dalies (1,5 % genomo), egzomo, nukleotidy seka naujos kartos masiniu
lygiagrec¢iu sekoskaitos metodu naudojant 5500 SOLiD™ genetinj analizatoriy.
Optimizuotg protokola VU MF ZMGK jdiegé dokt. Ingrida Uktveryté, dr. Laima
Ambrozaityté, dokt. Ingrida Domarkiené.

Optimizuotas protokolas parengtas remiantis:

e DNR fragmenty bibliotekos ruosimo vartotojo vadovu (angl. Fragment
Library Preparation 5500 Series SOLiD™ Systems User Guide, Publication
Part Number 4460960 Rev. A);
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Tiksliniy DNR fragmenty atrinkimo vartotojo vadovu (angl. TargetSeq™
Exome Enrichment System User Guide, Publication Part Number
MANO0004396);

Daleliy emulsijos sudarymo sistemos vartotojo vadovu (angl. Applied
Biosystems SOLID® EZ Bead™ Emulsifier User Guide, Publication Part
Number 4441486 Rev. E);

Daleliy gausinimo sistemos vartotojo vadovu (angl. Applied Biosystems
SOLID® EZ Bead™ Amplifier User Guide, Publication Part Number
4443494 Rev. E);

Daleliy praturtinimo sistemos vartotojo vadovu (angl. Applied Biosystems
SOLID® EZ Bead™ Enricher User Guide, Publication Part Number
4443496 Rev. E);

5500 SOLiD™ genetinio analizatoriaus vartotojo vadovu (angl. 5500
Genetic Analysis System User Guide, Publication Part Number 4456991
Rev. L).

Reagentai ir cheminés medziagos:

1 mg/ml Zzmogaus DNR Cot-1 (angl. Human Cot-1 DNA®, gamintojas
Invitrogen™ Life Technologies Corp., JAV);

1x TBE buferis (89 mM Tris, 89 mM boro riigstis, 2 mM EDTA, pH (10x
TBE) = 8,3, gamintojas Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Lietuva);
1x TE buferis (0,1 mM EDTA), 1x TE buferis su sumazinta EDTA
koncentracija, (angl. SOLiD™ Buffer Kit 1< Low TE Buffer, gamintojas
Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

1x TEX buferis (angl. SOLiD™ Buffer Kit 1x TEX Buffer, gamintojas
Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

3x DNR jleidimo dazas (angl. DNA Loading dye, 3%/ 6x; gamintojas UAB
Thermo Fisher Scientific Baltics, JAV);

10x Sekoskaitos buferis Fv2 (angl. SOLID® Buffer F, Double V2 10X,
gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);
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99,96 % etanolis (angl. Ethanol Absolute, gamintojas Sigma-Aldrich Co.,

JAV);

Agarozés (2 %) gelis (100 ml), placiais Sulin¢liais (ruoSiamas

laboratorijoje, sudétis: agaroze 2 g, 1x TBE buferis 100 ml, 1,8 ul etidZio

bromido 10 mg/ml);

Butanolis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit — Buthanol,

gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Blokuojantys zondai 1-16 (angl. TargetSeq™ Blockers 1-16, 0.2 mM,

gamintojas Life Technologies Corp., JAV);

Blokuojantys zondai Pl (angl. TargetSeq™ Blockers Pl, 0.2 mM,

gamintojas Life Technologies Corp., JAV);

Dalelés padengtos streptavidinu (angl. Dynabeads® M-270 Streptavidin,

10 mg/ml, gamintojas Invitrogen™ Life Technologies Corp., JAV);

ddH20 — didejonizuotas vanduo;

DNR molekulinis ilgio ir masés standartas 100 np, DNR 0,5 mg/ml (angl.

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, gamintojas UAB Thermo Fisher

Scientific Baltics, JAV);

Egzomo zondy miSinys (angl. TargetSeq™ Exome Probe Pool, 4rxn,

gamintojas Life Technologies Corp., JAV);

Emulsijos alyvos rinkinys (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier Oil Kit,

gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV):

o Alyva (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier Oil Kit — Oil);

o Stabilizatorius 1 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier Oil Kit —
Stabilizer 1);

o Stabilizatorius 2 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier Oil Kit —
Stabilizer 2);

Emulsijos reagenty rinkinys 1 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier E120

Reagents Kit — Box1, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies

Corp., JAV):
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o Emulsijos miSinys vandens pagrindu (angl. SOLiD™ EZ Bead™
Emulsifier E120 — Aqueous Master Mix);

o P1 dalelés (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier E120 — P1 Beads);

Emulsijos reagenty rinkinys 2 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier E120

Reagents Kit — Box2, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies

Corp., JAV):

o BB tirpalas (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier E120 — BB
Solution);

o P1 reagentas (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier E120 — P1
Reagent);

o P2 reagentas (angl. SOLiID™ EZ Bead™ Emulsifier E120 — P2
Reagent);

gDNR, genominés DNR méginys (konc. 100 ng/ul, tiiris 20-30 ul, DNR

Kiekis 2-3 ug);

Gausinimo rinkinys (angl. 5500 SOLiD™ Fragment Library Amplification

Module, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV):

o Gausinimo miSinys (angl. Platinum® PCR, Amplification Mix);

gDNR bibliotekos ruoSimo fermenty rinkinys (angl. 5500 SOLiD™

Fragment Library Enzyme Module, gamintojas Applied Biosystems®, Life

Technologies Corp., JAV):

o 5x reakcijos buferis (angl. 5 x Reaction Buffer);

o Skaidymo buferis (angl. Shear Buffer);

o 10 mM dATP — deoksiadenozino trifosfatas (angl. dATP);

o 10 mM dNTP — deoksinukleozido trifosfatai (angl. dNTP);

o T4 DNR ligazé, 5U/nl (angl. T4 DNA Ligase);

o DNR fragmenty galy bukinimo fermentas 1 (angl. End Polishing E1);

o DNR fragmenty galy bukinimo fermentas 2 (angl. End Polishing E2);

o Adenozing prijungiantis fermentas I (angl. A-tailing Enzyme I);

gDNR bibliotekos unikalios DNR sekos adapteriai (angl. 5500 SOLiD™

Fragment Library Barcode Adaptors 1-16, gamintojas Applied Biosystems®,

Life Technologies Corp., JAV):
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50 uM unikalios DNR sekos adapteriai (angl. Barcode-T-001-016);
50 uM bendras DNR sekos adapteris (angl. P1-T-Adapter);

50 uM pradmuo 1 — gDNR bibliotekos PGR pradmuo 1 (angl. Library
PCR Primer 1);

50 uM pradmuo 2 — gDNR bibliotekos PGR pradmuo 2 (angl. Library
PCR Primer 2);

Hibridizacijos ir plovimo rinkinys (angl. TargetSeq™ Hybridization and

Wash Kit, gamintojas Life Technologies Corp., JAV):

o

2,5x magnetiniy daleliy plovimo tirpalas (angl. TargetSeq™
Magnetic bead Wash 2.5 X);

10x plovimo tirpalas A (angl. TargetSeq™ Wash Solution A 10x%),
10x plovimo tirpalas B (angl. TargetSeq™ Wash Solution B 10x);,
10x plovimo tirpalas C (angl. TargetSeq™ Wash Solution C 10x);
Hibridizacija skatinantis tirpalas B (angl. TargetSeq™ Hyb Enhancer
B);

Hibridizacijos tirpalas A (angl. TargetSeq™ Hyb Solution A);

10x suriS§imo tirpalas (angl. TargetSeq™ Stringent Wash Solution
10%);

Magnetinés dalelés (angl. Agencourt® AMPure® XP, gamintojas Beckman
Coulter, Inc., JAV);
Praturtinimo buferiy rinkinys 1 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer

Kit — Box1, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp.,
JAV):

o

Plovimo buferis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit —
Rinse Buffer);

Hibridizacijos buferis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit
— Hyb Buffer);

CS tirpalas 2 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit — CS
Solution 2);

CS tirpalas 3 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit — CS
Solution 3);
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Praturtinimo buferiy rinkinys 2 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer

Kit — Box2, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp.,

JAV):

o Sugavimo buferis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit —
Capture Buffer);

o Islaisvinimo buferis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit —
Release Buffer);

o CS tirpalas 1 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit — CS
Solution 1);

o CStirpalo 1 priedas (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Buffer Kit —
CS Solution 1 Additive);

Praturtinimo reagenty rinkinys 1 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher E120

— Box1, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV):

o Sugavimo dalelés (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher E120— Capture
Beads);

Praturtinimo reagenty rinkinys 2 (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher E120

— Box2, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV):

o Sugavimo zondai (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher E120 — Capture
Oligos);

Pries suleidima biitiny reagenty rinkinys (angl. SOLiD® Pre Deposition Plus

Kit Box1, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV):

o Daleliy jungiklio tirpalas (angl. SOLiD™ Bead Linker),

o 10x transferazés buferis (angl. SOLiD™ [0 x Transferase Buffer);

o 10x kobalto chloridas (angl. SOLiD™ [0 x Cobalt Chloride);

o Terminaliné¢ transferazé, 20U/ul (angl. SOLID® Terminal
Transferase);

DNR standartas, RL-PGR DNR standartas (angl. SOLiD™ Library gPCR

Standard, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV):

o 5nM DNR standartas (angl. SOLiD™ Library gPCR Standard, 5SnM);
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RL-PGR rinkinys, realaus laiko PGR rinkinys (angl. SOLiD™ Library

TagMan® gPCR Module, gamintojas Applied Biosystems®, Life

Technologies Corp., JAV):

o ROX dazas (angl. ROX Reference Dye, 500 ul);

o RL-PGR miSinys, realaus laiko PGR miSinys (angl. SOLiD™ Library
gPCR Mix, 250 rxn);

o 20x DNR pradmenys ir zondai (angl. Ac00010015_al TagMan Assay,
20x);

Sekoskaitos buferis A (angl. SOLiD™ Buffer A Kit, Double, gamintojas

Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Sekoskaitos buferis B (angl. SOLiD™ Buffer B Kit, Double, gamintojas

Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Sekoskaitos buferis C (angl. SOLiD™ Buffer C Double, gamintojas

Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Sekoskaitos buferis D (angl. SOLiD™ Buffer D, Double (reset), gamintojas

Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Sekoskaitos buferis E (angl. SOLiD™ Buffer E Kit, Double, gamintojas

Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Sekoskaitos buferis G (angl. SOLiD™ Buffer G, Double, gamintojas

Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Sekoskaitos DNR pradmeny rinkinys 1 (angl. SOLiD™ FWD1 SP KIT,

gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV ):

o Sekoskaitos DNR pradmeny rinkinys (angl. 3 SOLiD™FWD1 Seq.
Primers);

o Sekoskaitos unikaliy DNR seky pradmeny rinkinys (angl. 7
SOLiD™BA Primers);

o Sekoskaitos kokybés kontrolés rinkinys (angl. 4 SOLiD™Sequencing
QC);

o Meégintuvéliai sekoskaitos reagenty maiSymui (angl. 10a/b SOLiD™
Mixing Tubes);
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Sekoskaitos DNR pradmeny rinkinys 2 (angl. SOLiD™ FWD2 SP KIT,

gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV ):

o Sekoskaitos pradmeny rinkinys (angl. 2 SOLiD™ FWD2 Seq.
Primers);

o Sekoskaitos kokybés kontrolés rinkinys (angl. 4 SOLiD™Sequencing
QC);

Sekoskaitos reagenty rinkinys (angl. SOLiD® FWD SR S75 Kit, Single,

gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV ):

o Sekoskaitos reagenty rinkinys (angl. 6a/b SOLiD® FWD Seq S75
Reagents, Single);

Suleidimo buferis (angl. SOLiD™ FlowChip Deposition Buffer 1,

gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Tiesioginis sekoskaitos buferis (angl. SOLiD™ FWD Buffer, Double,

gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV).

Iranga ir laboratoriniai reikmenys:

96 Sulinéliy optiné plokstelé (angl. ABI PRISM ® 96-Well Optical
Reaction Plate with Barcode, gamintojas Applied Biosystems® Life
Technologies Corp., JAV);

96 Sulinéliy optinés plokstelés optiné dengimo plévelé (angl. MicroAmp™
Optical Adhesive Film, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies
Corp., JAV);

Centrifuga (15 ml);

Centrifuga (96 sulinéliy ploksteléms);

Daleliy emulsijos sudarymo sistema (angl. SOLiD™ EZ Bead™
Emulsifier, Bead Emulsification Station, gamintojas Applied Biosystems®,
Life Technologies Corp., JAV);

Daleliy gausinimo sistema (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Amplifier, Bead
Thermocycling Station, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies
Corp., JAV);
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Daleliy praturtinimo sistema (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher, Bead

Enrichment Station, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies

Corp., JAV);

Dideliy tariy skys¢iy automatiné pipeté (angl. Eppendorf EasyPet 4420,

gamintojas Eppendorf AG, Vokietija);

Emulsijos ruo$imo reikmeny rinkinys (angl. SOLiD™ EZ Bead™

Emulsifier E-Large Accessories Pack, gamintojas Applied Biosystems®, Life

Technologies Corp., JAV):

o Emulsijos indas (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier E-Large Jar
Pack);

o Emulsijos vandeninés fazés indas (angl. SOLiD™ EZ Bead™
Emulsifier E-Large AQ Tube Pack);

o Emulsijos ruoSimo vamzdelis;

Emulsijos alyvos ruos§imo rinkinys (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Emulsifier

Oil Accessories Kit, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies

Corp., JAV);

Gausinimo maiSelis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Amplifier E-Large

Accessories Kit, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp.,

JAV);

Gausinimo maiSelio laikiklis;

Geliy analizavimo sistema (angl. Herolab E.A.S.Y 442 K, gamintojas

Herolab GmbH Laborgeraete, Vokietija);

Genetinis analizatorius (angl. 5500 SOLiD™ Sequencer, gamintojas

Hitachi High-Technologies Corp., Japonija);

Horizontalios elektroforezés sistema su maitinimo Saltiniu (angl.

Midicell® EC350 Electrophoretic Gel System, gamintojas E-C Apparatus

Corp., JAV);

Latekso ir nitrilo pirStinés;

Liofilizatorius (angl. Eppendorf Concentrator 5301, gamintojas Eppendorf

AG, Vokietija);
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Magnetinis stovas 2 ml tirio mégintuvéliams (angl. DynaMag™-2,

gamintojas Life Technologies Corp., JAV);

Mégintuvéliai sekoskaitos reagenty maiSymui (angl. SOLiD™ Mixing

Strip Tube, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp.,

JAV);

Mikrocentrifuga (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml);

Mikropipetés, vienkanalés (0,2-2,5 ul, 2-20 ul, 10-100 pl, 20-200 pl,

100-1000 ul);

Parafino juostelés (angl. Parafilm® M, gamintojas Bemis Company, Inc.,

JAV);

Pildymo sistema (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Fill Station, gamintojas

UniSlide® Assemblies, Velmex, Inc., JAV);

Piltuvélis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Amplifier Funnel Pack, gamintojas

Applied Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV);

Praturtinimo reikmeny rinkinys (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher

Accessories Kit, gamintojas Applied Biosystems®, Life Technologies Corp.,

JAV):

o Praturtinimo kolonélé (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Column,
2 Blue-green);

o Emulsijos indas (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Input Tube, 8
Orange);

o Nepraturtinty daleliy indas (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher
Unenriched Bead Bottle, 4 Black);

o ISlaisvinimo mégintuvélis (angl. SOLID™ EZ Bead™ Enricher
Release Tube, 11 Purple);

o Kokybés kontrolés mégintuvélis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher
QC Output Tube, 5 Yellow);

o Sugavimo zondy mégintuvélis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher
Capture Oligo Tube, F Lime-green);
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o Daleliy iSeigos mégintuvélis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher
Bead Output Tube, 3 Red);

o Hibridizacijos mégintuvélis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher Hyb
Tube, 10 Tan);

o Filtras (angl. Acrodisc® Syringe Filter 0,45 um Supor® Membrane Low
Protein Binding Non-Pyrogenic, sterile, 7 Blue, gamintojas Pall Corp.,
JAV);

o Sugavimo daleliy mégintuvélis (angl. SOLiD™ EZ Bead™ Enricher
Capture Bead Tube, 9 Pink);

Purtyklé (angl. Vortex-Genie 2, Model G560, gamintojas Scientific

Industries Inc., JAV);

RL-PGR sistema, realaus laiko PGR sistema (angl. 7900HT Fast Real-

Time PCR System, gamintojas Applied Biosystems® Life Technologies

Corp., JAV);

Serologiné 25 ml ir (ar) 10 ml tario pipeté (angl. SpaceSaver™ 25 ml

Serological Pippet, gamintojas BD, JAV);

Skaidymo ir 1,5 ml tirio mikromégintuvéliy laikikliai (angl. MicroTUBE

holder 6 mm TUBE, MicroTUBE holder 1,5 ml Microfuge Tube, gamintojas

Covaris, Inc, JAV);

Skaidymo mikromégintuvélis (angl. microTUBE AFA Fiber Pre-Slit Snap

Cap 6*16 mm, gamintojas Covaris, Inc, JAV);

Skaidymo ultragarsu sistema su veésinimu (angl. Covaris™ §220,

gamintojas Covaris, Inc, JAV; VWR™ MM7, gamintojas VWR

International, JAV);

Sterilis 1 ml tario SvirkStai (angl. BD Plastipak™ 1 ml Syringe,

gamintojas BD, JAV);

Sterilas 3 ml tirio Svirkstai (angl. BD 3 ml Syringe, gamintojas BD, JAV);

Steriliis antgaliai (10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl);

Steriliis mégintuvéliai (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 50 ml);
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Sumazintos adhezijos mégintuvéliai (angl. DNA LoBind Tubes, 1,5 ml,
gamintojas Eppendorf AG, Vokietija);

Svarstyklés (angl. Kern Pls 310-3F, gamintojas Kern&Sohn GmbH,
Vokietija);

Termocikleris (angl. Eppendorf Mastercycler, gamintojas Eppendorf AG,
Vokietija);

Termopurtyklé 1,5 ml tario mégintuvéliams (angl. Eppendorf
Thermomixer comfort, gamintojas Eppendorf AG, Vokietija);

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

Tékmés lustas (angl. SOLiD™ ¢6-Lane FlowChip, gamintojas Applied
Biosystems®, Life Technologies Corp., JAV).

Darbo eiga:

gDNR skaidymas ultragarsu

1)

Paruosti 12 gDNR méginiy skaidymo misinius 1,5 ml tirio sumazintos

adhezijos mégintuvéliuose (26 lentelé).

26 lentelé. gDNR méginiy skaidymo misinys

Reagentai Tiris (ul)/ méginiui
gDNR (100 ng/pl; 2-3 pg) 20-30
1x TE buferis (0,1 mM EDTA), (angl. I x Low TE buffer) 88,8-98,8
Skaidymo buferis (angl. Shear buffer) 1,2
IS viso 120,0

)
©)
(4)

Q)

(6)

Paruostus misinius supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

Misinius perkelti j skaidymo mikromégintuvélus.

Skaidymo mikromégintuvélj jtvirtinti j skaidymo mikromégintuvéliy
laikiklj.

Laikiklj su skaidymo mikromégintuvéliu perkelti j i§ anksto jjungta ir
paruostg skaidymo ultragarsu sistema, jsitikinus, kad vésinimo blokas
pasiekes nustatytg 3 °C temperatirg.

Programoje SonoLab™ v7.1.0.5 pasirinkti i§ anksto paruosta programa
(27 lentele).
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27 lentelé. Skaidymo programa

Galia (W) Impulsy uzpildos Impulsy Ciklo Cikly
(angl. Peak faktorius (%0) vora/ciklui trukmé (s) | skaicius
Power) (angl. Duty Factor) | (angl. Cycle/Burst)
175 10 100 60 6
(7)  Laikiklj su skaidymo mikromégintuvéliu pasalinti i§ skaidymo ultragarsu
sistemos.
(8)  Skaidymo mikromégintuvélj pasalinti i$ laikiklio.
(9)  Misin;j perkelti j naujg 1,5 ml tGrio sumazintos adhezijos mégintuvélj.
(10) 4-9 etapus kartoti visiems gDNR méginiams.

gDNR jvertinimas

(11) Paruosta 2 % agarozés gelj jleisti j horizontalios elektroforezés vonele,
pripildyta 1x TBE buferio.

(12) 2 pl skaidytos gDNR tirpalo sumaisyti su 1 pl 3x jleidimo dazu.

(13) 3 pl misinio jleisti j suformuotus Sulinélius.

(14) Is abiejy pusiy skaidytos gDNR ir 3% jleidimo dazo miSinio j Sulinélius
ileisti po 1 pl molekulinio DNR ilgio ir masés standarto 100 np.

(15) Elektroforeze vykdyti 25 min, jtampa 100 V.

(16) 9gDNR méginiy kokybe jvertinti naudojant geliy analizavimo sistemg

esant 302 nm bangos ilgiui (ultravioletas, UV).

Skaidytos gDNR galy bukinimas

(17)

Paruosti skaidytos gDNR galy bukinimo misinj 1,5 ml tirio sumazintos

adhezijos mégintuvélyje (28 lentelé).

28 lentelé. Skaidytos gDNR galy bukinimo miSinys

Reagentai Tiris (ul)/
reakcijai

5x reakcijos buferis (angl. 5 x Reaction buffer) 40
10 mM dNTP (angl. dNTP) 8,0
DNR fragmenty galy bukinimo fermentas 1 (angl. End Polishing E1) 8,0
DNR fragmenty galy bukinimo fermentas 2 (angl. End Polishing E2) 10,0
ddH.0 14,0

Is viso 80,0
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(18)

Paruostag misinj iSpilstyti po 80 ul j kiekvieng 1,5 ml tiirio sumazintos

adhezijos mégintuvélj su 120 pl méginio.

(19) Mégintuvelius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

(20) Paruostus misinius inkubuoti kambario (20-25 °C) temperatiiroje 30 min.

Norimo ilgio fragmenty atrinkimas ir miSinio valymas magnetinémis

dalelémis

(21) I8 naujo paruosti 30 ml 70 % etanolio.

(22) Magnetines daleles supurtyti ir palikti susilti tamsoje iki kambario (20—
25 °C) temperatiiros.

(23) ] kiekvieng mégintuvélj jpilti 100 pl (50 % méginio tiirio) gerai supurtyty
magnetiniy daleliy.

(24) Paruosta misinj purtyti 10 s purtykle, centrifuguoti 5 s ir palikti kambario
(20-25 °C) temperatiiroje 5 min.

(25) Mégintuvéelius su misiniu perkelti | magnetinj stova, laukiama maziausiai
1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelieCiant
magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy ir perkelti j nauja 1,5 ml
tiirio sumazintos adhezijos mégintuvel;.

(26) I kiekvieng mégintuvélj jpilti 60 pl (30 % méginio tiirio) gerai supurtyty
magnetiniy daleliy.

(27) Paruosta misinj purtyti 10 s purtykle, centrifuguoti 5 s ir palikti kambario
(20-25 °C) temperattroje 5 min.

(28) Meégintuvélius su miSiniu perkelti j magnetinj stova ir laukti maziausiai 1
min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpalg issiurbti nelieciant
magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy ir pasalinti.

(29) I kiekvieng mégintuvélj jpilti po 200 ul naujai paruosto 70 % etanolio.

(30) Mégintuvélius su magnetiniy daleliy ir etanolio miSiniu supurtyti,
centrifuguoti 2 s, perkelti | magnetinj stova ir laukti maziausiai 1 min, kol
miSinys pasidarys skaidrus, nelieCiant magnetinio stovo puséje
susirinkusiy daleliy, etanol;j iSsiurbti ir pasalinti.

(31) 29-30 etapus kartoti dar du kartus.
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(32)

(33)

(34)

(35)

(36)

Meégintuvélius su magnetinémis dalelémis centrifuguoti 2 s, perkelti j
magnetinj stovag ir laukti maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys
skaidrus, nelieCiant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy pasalinti
likusj etanol;.

Mégintuvélius su magnetinémis dalelémis atidaryti ir palikti dzititi 28 °C
temperattiroje 5—10 min.

] mégintuvélj su iSdZiovintomis magnetinémis dalelémis jpilti 36 ul 1x
TE buferio (0,1 mM EDTA) arba ddH20.

Meégintuvélius su miSiniu purtyti 10 s, centrifuguoti 2 s, perkelti j
magnetinj stovag ir laukti maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys
skaidrus, nelie¢iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy tirpala
i§siurbti ir perkelti j naujg 1,5 ml tiirio sumazintos adhezijos mégintuvélj.

Atlikti gDNR jvertinimg (11-16 etapai) 2 % agarozés gelyje.

Deoksiadenozino monofosfato (dAAMP) prijungimas prie gDNR fragmenty

galy

37)

Paruosti misinj dAMP prijungimui prie gDNR fragmenty galy 1,5 ml

tirio sumazintos adhezijos mégintuvélyje (29 lentelé).

29 lentelé. dAMP prijungimo prie gDNR fragmenty galy miSinys

Reagentai Taris (ul)/
reakcijai
5x reakcijos buferis (angl. 5% Reaction buffer) 10
10 mM dATP (angl. dATP) 1,0
dAMP prijungiantis fermentas | (angl. A-tailing Enzyme ) 5,0
I3 viso 16,0

(38)

(39)
(40)

Paruostg misinj iSpilstyti po 16 ul j kiekvieng 1,5 ml tiirio sumazintos
adhezijos mégintuveli su 34 pl meéginio.

Meégintuvélius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

Paruostus misinius inkubuoti termostate 68 °C temperattroje 30 min, po

inkubacijos miSinius atvésinti iki kambario (20-25 °C) temperatiiros.

Unikaliy ir bendry adapteriu prijungimas
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(41)

Paruosti miSinj, iSskyrus unikalius adapterius, unikaliy ir bendry
adapteriy prijungimui prie gDNR fragmenty galy 1,5 ml tirio sumazintos

adhezijos mégintuvélyje (30 lentelé).

30 lentelé. Unikaliy ir bendry adapteriy prijungimo prie gDNR fragmenty galy misinys

Reagentai Taris (ul)/ reakcijai
5x reakcijos buferis (angl. 5 x Reaction buffer) 10
50 uM bendras adapteris (angl. P1-T-Adapter) 1,1/1,6
50 uM unikalios DNR sekos adapteriai (angl. Barcode-T-001-016) 1,1/1,6
T4 DNR ligazé, 5U/ul (angl. T4 DNA Ligase) 6,5
10 mM dNTP (angl. dNTP) 1,2
ddH20 5,0
IS viso 13,9/13,4

(42)

(43)

(44)

(45)
(46)

(47)

Bendry ir unikaliy adapteriy tiiris priklauso nuo pradinio gDNR kiekio,
esant 2 ug jpilti po 1,1 pl unikaliy ir bendry adapteriy vienam meéginiui,
esant 3 pg ipilti po 1,6 pl unikaliy ir bendry adapteriy vienam méginiui.
Paruostg miSinj priklausomai nuo pradinio gDNR kiekio (2 pg arba 3 pg)
iSpilstyti po 13,9 pl arba 13,4 pl | kiekvieng 1,5 ml tlirio sumazintos
adhezijos mégintuvelj su 50 pl méginio.

I kiekvieng mégintuvélj su skirtingu méginiu priklausomai nuo pradinio
gDNR kiekio (2 ug arba 3 pg) jpilti po 1,1 ul arba 1,6 ul unikalios DNR
sekos adapteriy.

Mégintuvélius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

Paruostus misinius inkubuoti termostate 20 °C temperatiiroje 30 min,
véliau 72 °C temperatiiroje 20 min, po inkubacijos miSinius atvésinti iki
4 °C temperatiiros.

Po inkubavimo atlikti miSinio valyma magnetinémis dalelémis (26—35
etapai), naudojant 26 etape 39 ul gerai supurtyty magnetiniy daleliy ir 34
etape 22 ul 1x TE buferio (0,1 mM EDTA) arba ddH-O.

gDNR gausinimas

(48)

Paruosti miSinj gDNR gausinimui 1,5 ml ttrio sumazintos adhezijos

mégintuvélyje (31 lentelé).
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31 lentelé. gDNR gausinimo miSinys

Reagentai Taris (ul)/
reakcijai
Gausinimo misinys (angl. Platinum® PCR, Amplification Mix) 100
50 uM pradmuo 1 (angl. Library PCR Primer 1) 2,5
50 uM pradmuo 2 (angl. Library PCR Primer 2) 2,5
IS viso 105

(49)

(50)
(51)

Paruosta miSinj iSpilstyti po 105 ul j kiekvieng 0,2 ml tiirio mégintuvélj
su 20 pl méginio.

Meégintuvélius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

Paruostus misinius inkubuoti termocikleryje naudojant i§ anksto paruosta

programa (32 lentelé).

32 lentelé. gDNR gausinimo salygos

Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min) Ciklu skaicius
Pirminé denatiiracija 95 05:00 1
Denatiiracija 95 00:15
Pradmeny prijungimas 62 00:15 6
Sintezé 70 01:00
Galutiné sintezé 70 05:00 1
(52) Po gDNR gausinimo atlikti mi§inio valyma magnetinémis dalelémis (26—
35 etapai), naudojant 26 etape 187,5 ul gerai supurtyty magnetiniy daleliy
ir 34 etape 30 pl 1x TE buferio (0,1 mM EDTA) arba ddH-O.
(53) Atlikti gDNR jvertinimg (11-16 etapai) 2 % agarozés gelyje.
gDNR koncentracijos nustatymas kiekybinés RL-PGR metodu
(54) Paruosti kiekvieno gDNR méginio 20 000 karty skiedima. Ruosti 20 karty
skiedimg (jpilti 2 ul gDNR | nauja mégintuvélj su 18 ul ddH.O), toliau
ruosti 1 000 karty skiedimg (jpilti 1 pl 20 karty skiestos gDNR | nauja
mégintuvélj su 999 ul ddH20).
(55) Paruosti RL-PGR DNR standarto skiedimus (33 lentelé).
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33 lentelé. Kiekybinés RL-PGR DNR standarty skiedimai

DNR Skiedimas Galutine
standarto (i$ 5 nM konc. Komponentai K .
. oncentracija
numeris DNR)
1 1:49 1 ul konc. DNR + 49 ul ddH,O 100 pM
2 1:499 5 ul DNR standarto 1 + 45 ul ddH.O 10 pM
3 1:4 999 5 ul DNR standarto 2 + 45 ul ddH.O 1pM
4 1:49 999 5 ul DNR standarto 3 + 45 ul ddH,O 0,1 pM
5 1:499 999 5 ul DNR standarto 4 + 45 ul ddH.O 0,01 pM

(56)

Paruosti kiekybinés RL-PGR miSinj, atsizvelgiant | visy méginiy, DNR
standarty, neigiamos kontrolés trijy kartotiniy skai¢iy 1,5 ml tirio

mégintuvéliuose (34 lentelé).

34 lentele. Kiekybinés RL-PGR miSinys

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai
RL-PGR miSinys (angl. SOLiD™ Library gPCR Mix) 10,0
20x DNR pradmenys ir zondai (angl. Ac00010015 al TagMan 1,0
Assay)
ROX dazas (angl. ROX Reference Dye) 0,4
ddH.0 3,6
IS viso 15,0
(57) Paruosta miSinj iSpilstyti po 15 ul j kiekvieng 96 Sulinéliy optinés

(58)
(59)
(60)

(61)

(62)

(63)

ploksteles Sulinélj, kur i kiekvieng bus jpilta trys kartotiniai 5 pl méginio,
neigiamos kontrolés, DNR standarto.

Paruosta 96 Sulinéliy opting plokstele kruopsciai uzdengti optine dengimo
plévele ir centrifuguoti 1500 aps./min 1 min.

Ijungti RL-PGR sistema, aktyvuoti programa SDS 2.3.

Pasirinkti File > New Plate Wizard;

Etape Select Assay Type skiltyje Quantification pasirinkti Standard Curve
(AQ), spausti Next.

Etape Enter Plate Information skiltyje Plate Type pasirinkti 96 well Clear
Plate, skiltyje Create Document From pasirinkti Blank Document, spausti
Next.

Etape Enter Samples and Detectors to Use in Plate skiltyje Samples to

Use in Plate suvesti visus skirtingus méginius, skiltyje For Markers to
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(64)

(65)
(66)

Use in Plate spausti Existing Plate pasirinkti anks¢iau sukurtag dokumenta
ir spausti Open, spausti Next;

Etape Assign Samples and Markers to Wells uzpildyti virtualig plokstelés
reprezentacijg, susiejant suvestus gDNR méginius, DNR standartus,
neigiamg kontrolg su detektoriumi ir jy padétimi ploksteléje. Skiltyje
Plate Layout pazyméti visus laukelius su trimis kartotiniais kiekvieno
skirtingo gDNR méginio, kiekvieno skirtingo DNR standarto, neigiamos
kontrolés, skiltyje Detectors in Selected Wells pazyméti detektoriy
FGFRS3 kartu su reporteriniu dazu (FAM), detektoriaus Task stulpelyje
pasirinkti atitinkamai Unknown (gDNR méginiui), Standard (DNR
standartui, jvedant koncentracija), NTC (neigiamai kontrolei); skiltyje
Samples in Selected Wells pazyméti konkrety méginj, §j zingsnj kartoti
kiekvienam skirtingam méginiui, spausti Finish.

Spausti Save, jvesti pavadinima ir i§saugoti sukurtg plokstelés protokola.
Pasirinkti paskyra Instrument > Thermal Cycler > Standard > Thermal
Profile (35 lentelé).

35 lentele. Kiekybinés RL-PGR gausinimo salygos

Temperatira Trukme Cikly
Etapas C) (min) skaicius
Pirminé denatiiracija 95 02:00 1
Denatiiracija 95 00:15 40
Pradmeny, zondy prijungimas/sintezé 60 01:00
(67) Laukelyje Volume (u!/) jrasyti 20.
(68) Pasirinkti paskyra Instrument > Real Time > Connect to Instrument, toliau
spausti Open/Close ir laukti optinés plokstelés platformos.
(69) 96 sulinéliy opting plokstele, uzdengus apsauginiu plokstelés dangalu,
jstatyti | RL-PGR sistemos platforma.
(70) Spausti Open/Close ir laukti, kol optinés plokstelés platforma gris j
pradine padétj RL-PGR sistemoje.
(71) Spausti Start Run ir laukti, kol bus vykdoma kiekybiné RL-PGR, kurios

rezultatus galima stebéti realiu laiku.
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(72)

Pasibaigus reakcijai spausti Analyze ir jvertinti gautus rezultatus, kuriuos

iSsaugoti pasirenkant File > Save.

(73) Gautus rezultatus iskelti .txt dokumento formatu, pasirenkant File >
Export Table.

(74) Remiantis RL-PGR  metodu  nustatytomis DNR  méginiy
koncentracijomis, apskaiciuoti kiekvieno gDNR meginio tiirj, reikalinga
sujungti po keturis gDNR méginius.

(75) V (ul) = 125 ng /(konc.(pM)XZO 000) x(f:i)(;;fragmento ilgis (bp))

Hibridizacija

(76) gDNR méginius sujungti po keturis, jpilant kiekvieno méginio protokolo
75 etape apskaiCiuotg turj, naujuose trijuose 1,5 ml tlrio sumazintos
adhezijos mégintuveliuose pagal unikaliy DNR seky adapteriy spalvinj
Zymejima.

(77)  Zmogaus DNR Cot-1 (1 mg/ml) skiesti iki 0,1 mg/ml, paruo$iant bendra
20 pl torj.

(78) ] tris mégintuvélius su Sujungtais gDNR méginiais jpilti 5 ul zmogaus
DNR Cot-1 (0,1 mg/ml), po 5 ul blokuojan¢iy zondy 1-16 ir
blokuojan¢iy zondy P1.

(79) Mégintuvelius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

(80) Misinius mégintuvéliuose dziovinti liofilizatoriuje 60 °C temperatiiroje
apie 3040 min.

(81) ] mégintuvélius su i8dziovintu miSiniu jpilti 7,5 ul hibridizacijos tirpalo A
ir 3 ul hibridizacija skatinancio tirpalo B.

(82) Mégintuvelius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

(83) Inkubuoti termostate 95 °C temperatiiroje 10 min.

(84) Mégintuveélius su misiniu centrifuguoti 5 s didziausiu greiciu.

(85) ] mégintuvélius su misiniu jpilti po 4,5 ul egzomo zondy misinio.

(86) Meégintuvelius su misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.
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(87) Meégintuvélius kruopsciai uzdaryti, apvynioti parafino juostelémis ir
inkubuoti termocikleryje 47 °C temperatiiroje, nusta¢ius termociklerio
dangtelio 57 °C temperatiirg, apie 72 val.

Méginiy valymas po hibridizacijos

(88) Valymo tirpalus skiesti iki 1x tirpaly (36 lentel¢).

36 lentelé. Valymo tirpalai

Reagentai Konc. tirpalo ddH:0 1x tirpalo
g tiiris (ul) tiiris (ul) | taris (ul)

2,5x magnetiniy daleliy plovimo tirpalas
(angl. Magnetic bead Wash 2.5x) 640 960 1600
10x plovimo tirpalas A
(angl. Wash Solution A 10x) 100 900 1000
10x plovimo tirpalas B
(angl. Wash Solution B 70x) 70 630 700
10x plovimo tirpalas C
(angl. Wash Solution C 10x) 0 630 700
10x suriSimo tirpalas
(angl. Stringent Wash Solution /0x) 130 1170 1300

(89) 300 pl 1x plovimo tirpalg A ir 1600 pl 1x surisimo tirpalg inkubuoti 47 °C
temperatiiroje 2 val. iki naudojimo.

(90) Daleles padengtas streptavidinu laikyti kambario (20-25 °C)
temperatiiroje 30 min iki naudojimo.

(91) I naujg 1,5 ml tirio sumazintos adhezijos mégintuvélj jpilti 300 ul daleliy
padengty streptavidinu (kiekvienam sujungtam gDNR miSiniui po
100 pl).

(92) Mégintuvélius perkelti | magnetinj stovg ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg issiurbti nelieCiant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy.

(93) Ipilti 600 pl 1x magnetiniy daleliy plovimo tirpalo.

(94) Misinj mégintuvélyje purtyti 10 s, centrifuguoti 5 s, perkelti j} magnetinj
stova ir laukti maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpala
18siurbti nelieCiant magnetinio stovo puseéje susirinkusiy daleliy.

(95) 93-94 etapus kartoti vieng kartg.

(96) Ipilti 300 pl 1x magnetiniy daleliy plovimo tirpalo, mégintuvélj su

misiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.
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(97) Ipilti po 100 ul daleliy, padengty streptavidinu, ir 1x magnetiniy daleliy
plovimo tirpalo j du naujus 1,5 ml tdrio sumazintos adhezijos
meégintuvelius.

(98) Mégintuvélius perkelti j magnetinj stovg ir laukti maziausiai 1 min, Kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpala iSsiurbti nelieciant magnetinio stovo
pus¢je susirinkusiy daleliy.

(99) [ kiekvieng atskirg mégintuvélj su dalelémis, padengtomis streptavidinu,
perkelti po 15 pl hibridizacijos miSinio (87 etapas).

(100) Misinj mégintuvéliuose supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

(101) Mégintuvélius su miSiniu inkubuoti 47 °C temperatiiroje 45 min, kas
15 min supurtyti 3 s ir centrifuguoti 5 s.

(102) Po inkubavimo ] kiekvieng mégintuvélj jpilti po 100 pl 47 °C
temperatiiros 1x plovimo tirpalo A.

(103) Mégintuvelius perkelti | magnetinj stovg ir laukti maziausiai 1 min, Kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpala iSsiurbti nelieciant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy.

(104) Meégintuvélius perkelti i§ magnetino stovo ir j kiekvieng mégintuvélj jpilti
po 200 pl 47 °C temperaturos 1x suriSimo tirpalo. Atlikti greitai, kad
misinys neatveésty.

(105) Meégintuvélius su misiniu supurtyti, centrifuguoti 2 s ir inkubuoti
termostate 47 °C temperatiiroje 5 min.

(106) Mégintuvélius perkelti | magnetinj stovg ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelie¢iant magnetinio stovo
puseje susirinkusiy daleliy.

(107) 104-106 etapus kartoti vieng karta.

(108) I kiekvieng mégintuvélj jpilti po 200 pl 1x plovimo tirpalo A.

(109) Mégintuvélius purtyti 2 min, centrifuguoti 5 s, perkelti j magnetinj stova
ir laukti maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpala iSsiurbti
nelieCiant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

(110) I kiekvieng mégintuvélj jpilti po 200 pl 1x plovimo tirpalo B.
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(111) Mégintuvélius purtyti 1 min, centrifuguoti 5 s, perkelti j magnetinj stova
ir laukti maziausiai 1 min, kol mi$inys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti
nelieCiant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

(112) ] kiekvieng mégintuvélj jpilti po 200 pl 1x plovimo tirpalo C.

(113) Mégintuvélius purtyti 30 s, centrifuguoti 5 s, perkelti j magnetinj stovg ir
laukti maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpalg issiurbti
nelieiant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

(114) ] kiekvieng mégintuvélj jpilti po 15 ul ddH20.

gDNR, prijungtos prie streptavidinu padengty daleliy, gausinimas

(115) Paruosti gDNR prijungtos prie streptavidinu padengty daleliy gausinimo
misinj 1,5 ml tiirio sumazintos adhezijos mégintuvélyje (37 lentelé).

37 lentelé. Prijungtos gDNR gausinimo miSinys

Reagentai Taris (ul)/
reakcijai

Gausinimo misinys (angl. Platinum® PCR, Amplification Mix) 200
50 uM pradmuo 1 (angl. Library PCR Primer 1) 5
50 uM pradmuo 2 (angl. Library PCR Primer 2) 5
ddH,0 25
gDNR prijungta prie padengty streptavidinu daleliy 15

I3 viso 250

(116) Paruosta misSinj iSpilstyti po 125 ul j du 0,2 ml tirio mégintuvélius
kiekvienam méginiui.
(117) Meégintuvélius su miSiniu supurtyti ir centrifuguoti 5 s.

(118) Paruostus misinius inkubuoti termocikleryje naudojant i$ anksto paruosta

programg (38 lentelé).
38 lentelé. gDNR, prijungtos prie streptavidinu padengty daleliy, gausinimo sglygos
Etapas Temperatiira (°C) Trukmé (min) Cikly skaidius
Pirminé denatiiracija 95 05:00 1
Denatiiracija 95 00:15
Pradmeny prijungimas 62 00:15 10
Sintezé 70 01:00
Galutiné sintezé 70 05:00 1
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(119) Po inkubavimo kiekvieno méginio miSinius i§ dviejy 0,2 ml tirio
mégintuvéliy sujungti j nauja 1,5 ml tdrio sumazintos adhezijos
meégintuvelj.

(120) Mégintuvélius perkelti j magnetinj stovg ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg i$siurbti nelie¢iant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy ir perkelti | naujg 1,5 ml tlirio sumazintos
adhezijos mégintuveél;.

(121) Atlikti miSinio valymg magnetinémis dalelémis (26—35 etapai), naudojant
26 etape 375 pl gerai supurtyty magnetiniy daleliy ir 34 etape 50 pl 1x
TE buferio (0,1 mM EDTA) arba ddH-O.

(122) Atlikti gDNR koncentracijos nustatyma kiekybinés RL-PGR metodu
(54—74 etapai), méginius skiesti 2 000 karty.

(123) V (ul) = ——=PX

(konc.(pM)x 2 000)

X 16,643

Daleliy emulsijos sudarymo sistema: alyvos ruoSimas

(124) 50 ml tario mégintuvélyje paruosti alyvos misinj (39 lentelé), reagentus
pilti pagal nurodyta tvarka. Stabilizatoriy 1 matuoti steriliu 3 ml turio
Svirkstu, stabilizatoriy 2 — steriliu 1 ml ttirio Svirkstu.

39 lentelé. Alyvos miSinys

Reagentai Tiris (ml)/ reakcijai
Stabilizatorius 1 (angl. Stabilizer 1) 1,8
Stabilizatorius 2 (angl. Stabilizer 2) 0,4
Alyva (angl. Oil) 37,8
I§ viso 40

(125) Misinj 50 ml tirio mégintuvélyje susidarius verpetui purtyti dar 15 s
purtykle, toliau miSinj intensyviai purtyti rankos judesiu 15 s.

(126) Misinj perpilti j emulsijos alyvos ruosimo reikmeny rinkinyje esantj
alyvos indg, neuzsuktu dangteliu laikyti tamsoje 30 min, kad pasisalinty
oras.

Daleliy emulsijos sudarymo sistema: sistemos paruoSimas

(127) Tjungti daleliy emulsijos sudarymo sistema ir pasirinkti programg E120.
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(128)

(129)

Emulsijos ruo$imo vamzdelj jstatyti j daleliy emulsijos sudarymo
sistemos pompos kasete, laikant vamzdelio galg su fiksatoriumi deSinéje
ir jterpiant vamzdelio vidurinius 2 ir 3 fiksatorius nuo deSinio krasto j
atitinkamai pompos kasetés briaung su verzimo mechanizmu (desing) ir
be verzimo mechanizmo (kair¢).

Paruosta pompos kasete istatyti 1 daleliy emulsijos sudarymo sistemg.

Daleliy emulsijos sudarymo sistema: P1 daleliy ruoSimas

(130)

(131)

(132)

(133)

(134)

(135)

P1 daleles supurtyti, centrifuguoti 5 s ir jpilti po 1430 ul P1 daleliy j du
naujus 1,5 ml tario sumazintos adhezijos mégintuvélius.

Meégintuvélius perkelti | magnetinj stovg ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelie¢iant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy.

I kiekvieng meégintuvel] jpilti po 1430 pl atSildyto BB tirpalo ir
mégintuvelius  su miSiniu  gerai  supurtyti, kad dalelés tolygiai
pasiskirstyty po tirpala.

Meégintuvel] su dalelémis jtvirtinti § 1,5 ml tlirio mikromégintuvéliy
laikiklj.

Laikiklj perkelti j i$ anksto jjungta ir paruosta skaidymo ultragarsu
sistemg, jsitikinus, kad vésinimo blokas pasiekes nustatytg 3 °C
temperaturg.

Programoje SonoLab™ v7.1.0.5 pasirinkti i§ anksto paruosta programa
(40 lentele).

40 lentel¢. Daleliy skaidymo programa

Galia (W) Impulsy uzpildos Impulsy Ciklo Cikly
(angl. Peak faktorius (%0) vora/ciklui trukmé (s) | skaicius
Power) (angl. Duty Factor) | (angl. Cycle/Burst)
175 1 50 5 1
175 5 100 60 1
(136) 133-135 etapus kartoti su kitu mégintuvéliu.

(137)

Mégintuvélius su misiniu centrifuguoti 2 s, perkelti | magnetinj stovg ir
laukti maziausiai 1 min, kol misinys pasidarys skaidrus, tirpalg i$siurbti

nelieCiant magnetinio stovo pus¢je susirinkusiy daleliy.
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(138) I kiekvieng mégintuvélj jpilama po 715 ul 1x TEX buferio ir
mégintuvéliai su miSiniu  gerai supurtomi, kad dalelés tolygiai
pasiskirstyty po tirpalg.

(139) Vieno mégintuvélio P1 dalelés su 715 ul 1x TEX buferiu perkeliamos j
kita megintuveli su P1 dalelémis.

(140) Mégintuvélius su misiniu centrifuguoti 2 s, perkelti | magnetinj stovg ir
laukti maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpala i$siurbti
nelie€iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

(141) ] mégintuvélj jpilti 1430 ul 1x TEX buferio ir mégintuvélj su miSiniu
gerai supurtyti, kad dalelés tolygiai pasiskirstyty po tirpala.

Daleliy emulsijos sudarymo sistema: alyvos perkélimas j sistemg

(142) Ipilti 67,9 g alyvos | emulsijos ruosimo inda, uzsukti dangtelj ir indg
jtvirtinti j daleliy emulsijos sudarymo sistemoje skirtg vietg (desinéje).

(143) Prijungti paruosto emulsijos ruoSimo vamzdelio deSinj galg su
fiksatoriumi prie jtvirtinto indo dangtelio.

Daleliy emulsijos sudarymo sistema: miSinio vandens pagrindu ruoSimas

(144) Ipilti kiekvieno i$ trijy Sujungty gDNR méginiy | nauja 1,5 ml tdrio
sumazintos adhezijos mégintuvelj pagal 123 etape apskaiciuoty tiirj.

(145) Ipilti 21 pl atitirpinto P1 reagento i nauja 1,5 ml tdirio sumazintos
adhezijos mégintuvélj su 189 ul 1x TE buferio (0,1 mM EDTA).

(146) Emulsijos vandeninés fazés inde, laikomame ant ledo, paruosti misinj
(41 lentelé), reagentus pilant pagal nurodytg tvarkg. Emulsijos miSinj
vandens pagrindu pilti naudojant dideliy tiiriy skys¢iy automating pipete
kartu su serologinémis pipetémis.

41 lentelé. Emulsijos misinys vandens pagrindu

Reagentai Tiris (ul)/ reakcijai
Emulsijos miSinys vandens pagrindu (angl. Aqueous Master Mix) 48000-n
Paruostas P1 reagentas (angl. P1 Reagent); 200
P2 reagentas (angl. P2 Reagent); 300
gDNR misinys (144 etapas) n
15 viso: 48500

(147) Inda su miSiniu uzsukti, sumaisyti rankos judesiu ir perkelti atgal ant ledo.
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(148)
(149)

(150)

(151)

Meégintuvélj su paruostomis P1 dalelémis supurtyti ir centrifuguoti 5 s.
Mégintuvel] su dalelémis jtvirtinti § 1,5 ml tiirio mikromégintuvéliy
laikiklj.

Laikiklj perkelti j i§ anksto jjungtg ir paruo$tg skaidymo ultragarsu
sistemg, jsitikinus, kad vésinimo blokas pasiekgs nustatytg 3 °C
temperaturg.

Programoje SonoLab™ v7.1.0.5 pasirinkti i§ anksto paruoSta programa
(42 lentelé).

42 lentelé. Daleliy skaidymo programa

Galia (W) Impulsy uzpildos Impulsy Ciklo Cikly
(angl. Peak faktorius (%0) vora/ciklui trukmé (s) | skaiius
Power) (angl. Duty Factor) | (angl. Cycle/Burst)

200 1,1 100 5 1

275 5 100 30 1

200 1,1 100 5 1

275 5 100 30 1

200 1,1 100 5 1

275 5 100 30 1

(152) Mégintuvelj su P1 dalelémis centrifuguoti 1 s ir visg miSinj skubiai jpilti

(153)

(154)

(155)

] paruosta emulsijos misinj vandens pagrindu.

Indg uzsukti, miSinj sumaiSyti rankos judesiu ir jtvirtinti i daleliy
emulsijos sudarymo sistemoje skirtg vietg (kair¢je).

Prijungti paruoSto emulsijos ruoSimo vamzdelio kairjjj galg be
fiksatoriaus prie jtvirtinto indo dangtelio.

Aktyvuoti pasirinktg E120 programg (trukmé 15 min).

Daleliy gausinimo sistema: gausinimo maiSelio paruoSimas

(156)

(157)
(158)

Naujg gausinimo maiSelj su atsuktais abiem kamsteliais jstatyti j pildymo
sistemga.

Naudojant piltuvelj jpilti 10 ml paruostos alyvos (124—126 etapai).
Uzsukti kamstelius ir gausinimo maiSelio vidinj pavirSiy gerai jtrinti
alyva, jos pertekliy, atsukus kamstelius ir apvertus gausinimo maiSelj,

ipilti ant vienkartiniy servetéliy.

Daleliy gausinimo sistema: gausinimo maiselio pripildymas
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(159) Gausinimo maiSelj perkelti j pildymo sistemg ir jpilti visg susidariusig
emulsijg (155 etapas).

(160) Pildymo sistema i$ gausinimo maiselio iSspausti kiek jmanoma daugiau
oro ir uzsukti kamstelius.

(161) Gausinimo maiselj jtvirtinti j plastikinj stovelj su magnetais ir jstatyti j
daleliy gausinimo sistema.

(162) Uzdaryti sistemos duris ir aktyvuoti i§ anksto pasirinktg E120 programa
(trukmé 3 h 36 min).

Daleliy praturtinimo sistema: sistemos paruosimas ir aktyvavimas

(163) Daleliy praturtinimo sistema, jei reikia, i$valyti.

(164) 1 sugavimo zondy mégintuvélj jpilti 1 ml sugavimo buferio ir 28 pl
atSildyty sugavimo zondy.

(165) Misinj mégintuvélyje sumaiSyti rankos judesiu.

(166) CS tirpalo 1 priedo visa tiirj supilti j CS tirpalg 1.

(167) Sugavimo daleliy mégintuvélio dangtelj persukti ant sugavimo daleliy
indo.

(168) Paruostus praturtinimo buferiy rinkinius 1 ir 2, butanolj ir praturtinimo
reikmeny rinkinio sudedamasias dalis, i§skyrus emulsijos inda, jtvirtinti
daleliy praturtinimo sistema ir sujungti su atitinkamais vamzdeliais pagal
spalvin] Zyméjima.

(169) Isvalyti atlieky inda.

(170) Ispilti emulsijg i§ gausinimo maiselio j emulsijos indg ir nustatyti
emulsijos mase sveriant.

(171) Emulsijos inda jtvirtinti j daleliy praturtinimo sistema, prijungti
atitinkamos spalvos vamzdel;.

(172) Sandariai uzdaryti daleliy praturtinimo sistemos duris ir aktyvuoti i$
anksto pasirinkta E120 programa, jvedant nustatyta emulsijos svorj
(trukme 4 val. 4 min).

(173) Atlikti daleliy praturtinimo sistemos valymo procediiras pagal gamintojo
pateiktas rekomendacijas.

Praturtinty daleliy koncentravimas
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(174) Ipilti 1 ml daleliy tirpalo i$ daleliy iSeigos mégintuvélio j naujg 1,5 ml
tlirio sumazintos adhezijos mégintuvélj.

(175) Meégintuvélj su daleliy tirpalu perkelti | magnetinj stova ir laukti
maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti
nelie€iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

(176) 174-175 etapus kartoti iki daleliy iSeigos mégintuvélyje liks 1 ml tirpalo.

(A77) Ipylus paskutinj 1 ml tirpalg, 1,5 ml tdrio sumazintos adhezijos
meégintuvélj perkelti i§ magnetinio stovo, supurtyti ir centrifuguoti 2 s.

gDNR meéginiy fragmenty 3¢ galy modifikavimas

(178) Paruosti 5 ml terminalinés transferazés misinio (43 lentelé).

43 lentelé. Terminalinés transferazeés miSinys

Reagentai Tiiris (ul)
10x terminalinés transferazés buferis (angl. 10x Terminal Transferase 550
Buffer)
10x kobalto chloridas (angl. 10x Cobalt Chloride) 550
ddH.0O 3900
IS viso 5000

(179) Ipilti 10 pl 50 mM daleliy jungiklio tirpalo (angl. Bead Linker) j nauja
1,5 ml tiirio sumazintos adhezijos mégintuvélj su 490 pl 1x TE buferio
(0,1 MM EDTA).

(180) Perkelti mégintuvélj su koncentruotomis dalelémis | magnetinj stova ir
laukti maziausiai 1 min, kol miSinys pasidarys skaidrus, tirpala i$siurbti
nelieCiant magnetinio stovo pus¢je susirinkusiy daleliy.

(181) Ipilti 600 pl terminalinés transferazés misinio j mégintuvélj su dalelémis.

(182) Mégintuvélj su miSiniu supurtyti ir centrifuguoti 2 s, perkelti | magnetinj
stova Ir laukti maziausiai 1 min, kol misinys pasidarys skaidrus, tirpala
iSsiurbti nelie¢iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

(183) Ipilti 600 pl terminalinés transferazés misinio ] mégintuvélj su dalelémis.

(184) Mégintuvélj su miSiniu supurtyti ir centrifuguoti 2 s.

(185) Ipilti po 150 pul terminalinés transferazés misinio su dalelémis j tris naujus
1,5 ml turio sumazintos adhezijos mégintuvélius (1§ viso keturi

meégintuveliai).
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(186)

(187)

(188)

(189)

(190)

(191)

(192)

(193)

(194)
(195)

Perkelti mégintuvélius | magnetinj stova ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelie¢iant magnetinio stovo
pus¢je susirinkusiy daleliy.

I kiekvieng mégintuvélj jpilti po 890 ul terminalinés transferazés misinio.
I kiekvieng mégintuvélj jpilti po 100 ul paruosto 1 mM daleliy jungiklio
tirpalo.

Mégintuvel] su dalelémis jtvirtinti § 1,5 ml tiirio mikromégintuvéliy
laikiklj.

Laikiklj perkelti j i§ anksto jjungtg ir paruo$tg skaidymo ultragarsu
sistemg, jsitikinus, kad vésinimo blokas pasiekgs nustatyta 3 °C
temperaturag.

Programoje SonoLab™ v7.1.0.5 pasirinkti i§ anksto paruosta programa
(42 lentelé).

Mégintuvél] su miSiniu centrifuguoti 1 s (dalelés neturi nusésti
mégintuvélio dugne ar Sonuose) ir jpilti 10 ul 20 U/ul terminalinés
transferazes.

Meégintuvélj su misiniu akimirksniu supurtyti ir centrifuguoti 1 s (dalelés
neturi nusésti mégintuvélio dugne ar Sonuose) ir perkelti ] termopurtykle.
189-193 etapus kartoti su kitais trimis meégintuvéliais.

Mégintuvélius su miSiniu inkubuoti termopurtykléje 37 °C temperatiiroje

1000 aps./min 150 min.

Tékmeés lusto kamery pripildymas paruostomis gDNR fragmenty

bibliotekomis

(196)

(197)

(198)

Mégintuvélius su misiniu centrifuguoti 1 s (dalelés neturi nusésti
mégintuvelio dugne ar Sonuose), du mégintuvélius perkelti | magnetinj
stova Ir laukti maziausiai 1 min, kol misinys pasidarys skaidrus, tirpala
iSsiurbti nelie¢iant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.

IS likusiy dviejy meégintuvéliy perpilti visg kiekvieno miSinio tiir]
atitinkamai ] du mégintuvélius, esancius magnetiniame stove.

Laukti maziausiai 1 min, kol misinys pasidarys skaidrus, tirpalg issiurbti

nelieCiant magnetinio stovo puséje susirinkusiy daleliy.
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(199)

(200)
(201)

(202)

(203)

(204)

(205)
(206)

(207)
(208)
(209)
(210)

(211)
(212)
(213)

(214)

(215)

I kiekvieng mégintuvélj jpilti po 500 pl 1x TEX buferio, akimirksniu
supurtyti ir centrifuguoti 1 s (dalelés neturi susirinkti mégintuvélio dugne
ar Sonuose).

Vieno mégintuvélio visg misinio tiir] perkelti j kita mégintuvélj.
Meégintuvélius perkelti | magnetinj stova ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg iSsiurbti nelie¢iant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy.

Ipilti 1000 pl 1x TEX buferio, mégintuvel; akimirksniu supurtyti ir
centrifuguoti 1 s (dalelés neturi nusésti mégintuvélio dugne ar Sonuose).
Ipilti po 166 pl miSinio su dalelémis j penkis naujus 1,5 ml tirio
sumazintos adhezijos mégintuvelius (i viso Sesi mégintuvéliai).

I kiekviena mégintuvélj jpilti po 334 ul suleidimo buferio.

Testi protokola su trimis mégintuvéliais.

Meégintuvélius perkelti | magnetinj stova ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg i$siurbti nelie¢iant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy.

I kiekviena mégintuvélj jpilti po 400 ul suleidimo buferio.
Mégintuvélius su misiniu akimirksniu supurtyti ir centrifuguoti 1 s.
206208 etapus kartoti dar du kartus.

Meégintuvélius perkelti j} magnetinj stovg ir laukti maziausiai 1 min, kol
misinys pasidarys skaidrus, tirpalg issiurbti nelie¢iant magnetinio stovo
puséje susirinkusiy daleliy.

Ipilti ant tékmés lusto pakuotés nurodyta suleidimo buferio turj (~30 pl).
Meégintuvélius su miSiniu akimirksniu supurtyti ir centrifuguoti 1 s.
Meégintuvel] su dalelémis jtvirtinti § 1,5 ml tiirio mikromégintuvéliy
laikiklj.

Laikiklj perkelti j i$ anksto jjungta ir paruosta skaidymo ultragarsu
sistema, jsitikinus, kad vésinimo blokas pasiekes nustatyta 3 °C
temperaturg.

Programoje SonoLab™ v7.1.0.5 pasirinkti i§ anksto paruosta programa
(44 lentele).
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44 lentele. Daleliy skaidymo programa

Galia (W) Impulsy uzpildos Impulsy Ciklo Cikly
(angl. Peak faktorius (%0) vora/ciklui trukmée (s) | skaicius
Power) (angl. Duty Factor) | (angl. Cycle/Burst)
200 2 100 5 3
275 5 100 30 1
(216) Mégintuvélj su misiniu akimirksniu centrifuguoti 1 s (dalelés neturi

(217)

(218)
(219)
(220)

nusésti mégintuvélio dugne ar Sonuose).

Nedelsiant visg miSinio tir} suleisti | paruosta (nulupti lipnias pléveles
Sonuose) adapteryje itvirtintg t¢kmes lusto kamera.

213-217 etapus kartoti su likusiais dviem mégintuvéliais.

206-218 etapus kartoti su likusiais trimis mégintuvéliais.

Paruosta tékmés lustg apvynioti parafino juostele ir inkubuoti termostate

37 °C temperatiiroje 90 min.

Genetinio analizatoriaus paruoSimas

(221)

(222)

(223)
(224)

(225)

(226)

(227)

[jungti genetinj analizatoriy (angl. 5500 SOLiD™ Sequencer) ir aktyvuoti
programa Instrument Control Software 1.2.1 (ICS 1.2.1).

[jungti lempa, ICS 1.2.1 programos virSuje spausti Lamp > Turn On,
valandg iki sekoskaitos pradZios.

Pripildyti skysciy sistemos (angl. System Fluid) inda nauju ddH-O.
[Stustinti, jeigu reikia, cheminiy atlieky (angl. Chemical Waste) ir
plovimo atlieky (angl. Rinse Waste) indus.

Skiesti 10x sekoskaitos bufer; Fv2, atsargiai jpilant 200 ml 10x
sekoskaitos buferio F j indg su 1800 ml ddH20, palikti nusistovéti,
nesudarant burbuly perpilti | genetiniam analizatoriui pritaikyta inda,
Jstatyti ] genetiniame analizatoriuje skirtg vieta.

Nesudarant burbuly perpilti sekoskaitos bufer; G ] genetiniam
analizatoriui pritaikytg indg ir jstatyti j genetiniame analizatoriuje skirtg
vietg.

Atsildyty sekoskaitos buferiy A, B ir E, susidedanciy 1§ dviejy daliy,
papildoma reagenty dalj supilti j pagrindinj kiekvieno buferio inda.
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(228) Paruostus sekoskaitos tiesioginj buferj, A, B, C, D, E buferius jstatyti j
genetinio analizatoriaus Saldymo bloke skirtg vieta.

(229) Atsildyti, centrifuguoti 500 aps./min 1 min ir | genetinio analizatoriaus
Saldymo bloke skirtg vieta jstatyti sekoskaitos reagenty rinkinj, pradmeny
rinkinius 1 ir 2, mégintuvélius sekoskaitos reagentams maisyti.

Sekoskaitos protokolo kiirimas

(230) ICS 1.2.1 programoje skiltyje Samples pasirinkti Create a Sample.

(231) Laukelyje Sample Name* jvesti tékmés lusto pirmos kameros méginiy
pavadinimg, pavyzdziui, ,,LITGEN 20140101 lanel®, skiltyje Library
Type pazyméti Fragment, pazyméti laukelj Barcoding, laukelyje Kit
pasirinkti BC Kit Module 1-16, skiltyje Tag Selection laukelyje F3 Tag
pasirinkti 75BP, laukelyje BC Tag pasirinkti 5BP, protokolo apacioje
pateikty unikaliy adapteriy saraSe paSalinti keturis gDNR méginiy
ruoSimo metu nenaudotus unikalius adapterius, pazymint eilutes su
unikaliais adapteriais ir spaudziant desSiniu klavisu Delete Library(ies),
likusiame saraSe jraSyti méginiy, kuriems buvo prijungtas unikalus
adapteris, pavadinimus, suvedus méginius spausti Done.

(232) 229 etapa kartoti su kitomis penkiomis tékmés lusto kameromis, ICS
1.2.1 programos kairéje juostoje matyti naujai kuriamy jrasy sgrasas.

(233) Skiltyje Run susieti kiekvieng sukurta sekoskaitos protokolg su tékmés
lusto kamera, tempiant protokolo pavadinimg i§ saraso kairéje puséje ant
virtualiai pavaizduotos tekmeés lusto kameros.

(234) 233 etapg kartoti su likusiais penkiais sekoskaitos protokolais ir virtualiai
pavaizduotomis tekmés lusto kameromis.

(235) Spausti Continue.

(236) [vesti sekoskaitos projekto pavadinimg paskyroje Run name.

(237) Spausti Continue.

Tékmés lusto jstatymas ir sekoskaitos vykdymas

(238) Po inkubacijos, iSardyti tékmés lusto adapterj ir nuvalyti lusto krastus
beplause servetéle suvilgyta ddH20.

(239) Paruostg tékmés lustg jstatyti j genetiniame analizatoriuje skirtg vieta.
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(240)

(241)
(242)

(243)

(244)

(245)

(246)

(247)

Uzdéti tékmés lusto dangtelj ir spaudziant tolygiai dviem rankomis vienu
judesiu uzsukti abu fiksatorius.

Virs tékmés lusto uzdéti apsauga nuo skysc¢iy (angl. Splash Guard).
Uzdaryti genetinio analizatoriaus duris ir ICS 1.2.1 programoje pazymeéti
Door > Lock Door.

Programoje ICS 1.2.1 skiltyje Run pazyméti varnele Loaded Flowchip,
esant tekmés lustui, jstatytam j genetiniame analizatoriuje skirtg vieta.
Pasirinkti programa Imager 1.2.1.

Paskyroje FlowChip FC1 laukelyje Lane pasirinkti t¢kmés lusto kameros
numerj, laukelyje Panel — tékmés lusto kameros skilties numerj, spausti
Find Focus Range.

Atsiradus informacinei lentelei su nustatyta fokusavimo z verte, kuri
turéty biiti 5 500—7 000, esant tinkamai reik§mei spausti Ok.

Pasirinkti programg ICS 1.2.1 ir spausti Start Run.
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2 PRIEDAS. PAPILDOMA MEDZIAGA

Lietuvos populiacijos genetiné struktira ir padétis kity populiacijy
atzvilgiu, remiantis Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy
pasiskirstymu

1 lentelé. Sesiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy geografinés koordinatés (desimtainiai
laipsniai) naudotos nustatyti genetinés jvairovés barjerus Barrier v2.2 (Manni et al.
2004)

Etnolingvistiné grupé Platuma llguma Artimiausias miestas
Ryty Aukstaitija 55,95 25,46 Rokiskis
Vakary Aukstaitija 54,73 23,18 Kazly Riida
Piety Aukstaitija 54,2 23,88 Seirijai
Siaurés Zemaitija 56,16 21,76 Mosédis
Piety Zemaitija 55,31 22,72 Erzvilkas
Vakary Zemaitij a 55,53 21,35 Priekulé

2 lentelé. Sediy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy geografiniy atstumy (km) matrica,
naudota vertinant koreliacijg tarp genetiniy ir geografiniy atstumy matricy (Mantelio
kriterijus R v3.0.3 (Ade4)

RA S7 PZ VZ VA PA
RA 0 230,9 74,58 112,3 182,5 256,1
S7 230,9 0 261,4 186,1 197,9 184,6
PZ 74,58 261,4 0 89,85 146,4 200,7
VZ 112,3 186,1 89,85 0 70,85 143,8
VA 182,5 197,9 146,4 70,85 0 74,29
PA 256,1 184.6 200,7 143,8 74,29 0

3 lentelé. Y chromosomos 15 TTKS mutacijy daznis, tirty mejoziy skai¢ius ir suteiktas
svertinis koeficientas haplogrupiy Nlcl, Rlala, Rlalalg filogenetinio medZio
sudarymui Network v4.6.1.2 (www.fluxus-engineering.com) (Ballantyne et al. 2010)

Zymuo (DYS) 393 390 19 391 | 439 | 3891 | 392 | 389ll
Kartotinio motyvo ilgis 4 4 4 4 4 4 3 4
Mutacijy skaicius 3 2 7 5 6 9 1 6
Mejoziy skaicius 1750 | 1758 | 1756 | 1759 | 1736 | 1751 | 1728 | 1743
Svertinis koeficientas 7 8 4 6 5 2 9 5
Zymuo (DYS) 458 | 437 | 448 H4 | 456 | 438 | 635 | Vid.
Kartotinio motyvo ilgis 4 4 6 4 4 5 4
Mutacijy skaicius 14 2 0 5 8 1 6 5
Mejoziu skaicius 1756 | 1760 | 1747 | 1755 | 1757 | 1751 | 1732 | 1749
Svertinis koeficientas 1 8 10 6 3 9 5
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4 lentel¢. Dazniausiy Y chromosomos haplogrupiy TMRCA skai¢iavimui naudoti
iSankstiniai parametrai programa BATWING (Wilson et al. 2003)

Mutacijy daznis — 8,5-10-3 mutacija/zymuo/karta (Ballantyne et al. 2010)

Haplogrupé | Imtis N prior? mu prior? alfa prior® beta prior*
Nicl 119 | gamma(1,0.001) gamma(5,1749) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)
Rlala 97 gamma(1,0.001) gamma(5,1749) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)

Rlalalg 25 | gamma(1,0.0025) | gamma(5,1749) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)
Mutacijy daznis — 6,9-10-4 mutacija/Zymuo/karta (Zhivotovsky et al. 2004)

Haplogrupé | Imtis N prior mu prior alfa prior beta prior
Nicl 119 | gamma(1,0.001) | gamma(1.47,2130) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)
Rlala 97 gamma(1,0.001) | gamma(1.47,2130) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)

Rlalalg 25 | gamma(1,0.0025) | gamma(1.47,2130) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)
Mutacijy daznis — 2-10-3 mutacija/zymuo/karta (Luca et al. 2007)

Haplogrupé | Imtis N prior mu prior alfa prior beta prior
Nicl 119 | gamma(1,0.001) gamma(2,1000) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)
Rlala 97 gamma(1,0.001) gamma(2,1000) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)

Rlalalg 25 | gamma(1,0.0025) | gamma(2,1000) | uniform(0,0.04) | uniform(0,1)

pradinis populiacijos dydis (N prior)

2Mutacijos daznis, mutacija/zymuo/karta (mu prior)
3Populiacijos augimo greitis (alfa prior)
“Populiacijos augimo pradzia (beta prior)

5 lentelé. Y chromosomos haplogrupiy pasiskirstymas Europos populiacijose

Rila R1b N3 11 J2 El G Saltinis
Latvija 0,389 | 0,097 | 0,416 | 0,071 0 0,009 0 (Lappalainen et al. 2008)
Estija 0,373 | 0,042 | 0,339 | 0,169 0,017 0,025 0 (Lappalainen et al. 2008)
Lenkija 0,57 0,116 | 0,037 | 0,173 0,025 0,005 0 (Kayser et al. 2005)
Baltarusija | 0,456 | 0,044 | 0,088 | 0,176 0,044 | 0,044 | 0,015 (Kharkov et al. 2005)
R. Suomija | 0,059 | 0,026 | 0,709 | 0,197 0 0 0 (Lappalainen et al. 2008)
V. Suomija | 0,087 | 0,052 | 0,413 | 0,413 0 0,009 0 (Lappalainen et al. 2008)
Rusija 0,483 | 0,068 0,14 0,159 0,014 0,048 0,012 (Malyarchuk, Derenko 2008)
Lietuva 0,4164 | 0,044 | 0,406 | 0,0478 | 0,01365 | 0,0273 | 0,0102 Darbo metu gauti rezultatai
Ukraina 0,397 | 0,208 | 0,057 | 0,038 0,076 0 0 (Varzari et al. 2013)
Svedija 0,244 | 0,131 | 0,144 | 0,375 0 0,013 0 (Lappalainen et al. 2008)
Vokietija 0,179 | 0,389 | 0,016 | 0,236 0,04 0,062 0 (Kayser et al. 2005)
Moldavija | 0,304 0,16 0,016 | 0,048 0,04 0,128 | 0,008 (Varzari et al. 2013)
Rumunija | 0,2037 | 0,1296 0 0,037 0,055 0,074 | 0,055 (Varzari et al. 2013)
Norvegija | 0,263 0,05 0,038 | 0,325 0,011 0,011 0 (Dupuy et al. 2006)
Graikija 0,113 | 0,133 | 0,0066 | 0,026 0,153 0,32 0,053 (King et al. 2011)
Turkija 0,055 | 0,1775 | 0,0475 | 0,025 | 0,2475 | 0,1075 | 0,115 (King et al. 2011)
Italija 0,12 0,233 0 0,0067 | 0,193 0 0,09 (Brisighelli et al. 2012)
Danija 0,165 | 0,361 | 0,005 | 0,387 0,026 0 0 (Sanchez et al. 2004)
Grenlandija | 0,088 | 0,199 0 0,167 0,019 0 0 (Sanchez et al. 2004)
Cekija 0,342 | 0,28 | 0,016 | 0,051 | 0,035 | 0,008 | 0,051 (Luca et al. 2007)
Britanija 0,054 0,59 0,009 | 0,172 0,009 0,009 0,036 (King, Jobling 2009)
Kroatija 0,339 | 0,156 0 0,376 0,018 0,055 | 0,009 (Barac et al. 2003)
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6 lentelé. Nei (D) atstumy matrica pagal Y chromosomos haplogrupiy (E1, G, 11, J2, N3, R1a, R1b) pasiskirstymg Europos populiacijose

Latvija Estija Lenkija | Baltarusija | R. Suomija | V. Suomija | Rusija Lietuva | Ukraina | Svedija | Vokietija
Latvija 0 0,003395 | 0,032796 | 0,022759 0,036619 0,037339 | 0,016834 | 0,000835 | 0,025829 | 0,033708 | 0,058159
Estija 0,003395 0 0,023638 | 0,012501 0,040461 0,026169 | 0,009374 | 0,003673 | 0,022454 | 0,018834 | 0,048798
Lenkija | 0,032796 | 0,023638 0 0,003885 0,128073 0,077964 | 0,003832 | 0,031576 | 0,010195 | 0,027803 | 0,041433
Baltarusija | 0,022759 | 0,012501 | 0,003885 0 0,096403 0,053715 | 0,000900 | 0,021101 | 0,009209 | 0,017312 | 0,036530
R. Suomija | 0,036619 | 0,040461 | 0,128073 | 0,096403 0 0,022714 | 0,089503 | 0,041407 | 0,106003 | 0,068989 | 0,113248
V. Suomija | 0,037339 | 0,026169 | 0,077964 | 0,053715 0,022714 0 0,053315 | 0,043067 | 0,070074 | 0,018480 | 0,056871
Rusija 0,016834 | 0,009374 | 0,003832 | 0,000900 0,089503 0,053315 0 0,015547 | 0,009420 | 0,019378 | 0,039043
Lietuva 0,000835 | 0,003673 | 0,031576 | 0,021101 0,041407 0,043067 | 0,015547 0 0,026782 | 0,038076 | 0,066102
Ukraina | 0,025829 | 0,022454 | 0,010195 | 0,009209 0,106003 0,070074 | 0,009420 | 0,026782 0 0,027337 | 0,021989
Svedija 0,033708 | 0,018834 | 0,027803 | 0,017312 0,068989 0,018480 | 0,019378 | 0,038076 | 0,027337 0 0,019735
Vokietija | 0,058159 | 0,048798 | 0,041433 | 0,036530 0,113248 0,056871 | 0,039043 | 0,066102 | 0,021989 | 0,019735 0
Moldavija | 0,032829 | 0,026009 | 0,017878 | 0,011239 0,105077 0,064886 | 0,012996 | 0,033013 | 0,005206 | 0,024890 | 0,018718
Rumunija | 0,037783 | 0,029969 | 0,027635 | 0,016955 0,098834 0,059468 | 0,020361 | 0,038359 | 0,009309 | 0,024844 | 0,018664
Norvegija | 0,039186 | 0,021810 | 0,020776 | 0,010904 0,088038 0,030958 | 0,015003 | 0,040996 | 0,022188 | 0,003250 | 0,022956
Graikija | 0,066976 | 0,057111 | 0,062146 | 0,043454 0,118917 0,080816 | 0,048675 | 0,066124 | 0,035072 | 0,050173 | 0,035154
Turkija | 0,061465 | 0,054055 | 0,064809 | 0,046109 0,102093 0,069609 | 0,052188 | 0,062974 | 0,030138 | 0,045583 | 0,029329
Italija 0,055093 | 0,049476 | 0,048755 | 0,037253 0,110480 0,073455 | 0,042236 | 0,057829 | 0,017637 | 0,039736 | 0,019895
Danija 0,070494 | 0,055085 | 0,047666 | 0,042461 0,116927 0,048067 | 0,046433 | 0,079822 | 0,035777 | 0,014032 | 0,004899
Grenlandija | 0,047928 | 0,036965 | 0,040273 | 0,028153 0,090817 0,042543 | 0,032480 | 0,052836 | 0,019471 | 0,014834 | 0,007985
Cekija 0,035168 | 0,031549 | 0,016658 | 0,015990 0,114951 0,073236 | 0,016596 | 0,037916 | 0,002460 | 0,027568 | 0,013575
Britanija | 0,094955 | 0,091646 | 0,086534 | 0,082770 0,143541 0,091088 | 0,084353 | 0,108044 | 0,049948 | 0,053730 | 0,010781
Kroatija | 0,049468 | 0,031071 | 0,017304 | 0,013127 0,113147 0,044525 | 0,016859 | 0,052443 | 0,022644 | 0,005766 | 0,017909




7 lentelé. TESINYS. Nei (D) atstumy matrica pagal Y chromosomos haplogrupiy (E1, G, 11, J2, N3, Rla, R1Db) pasiskirstymg Europos
populiacijose

Moldavija | Rumunija | Norvegija | Graikija | Turkija Italija Danija | Grenlandija | Cekija Britanija | Kroatija

Latvija 0,032829 | 0,037783 | 0,039186 | 0,066976 | 0,061465 | 0,055093 | 0,070494 | 0,047928 0,035168 | 0,094955 | 0,049468

Estija 0,026009 | 0,029969 | 0,021810 | 0,057111 | 0,054055 | 0,049476 | 0,055085 | 0,036965 0,031549 | 0,091646 | 0,031071

Lenkija 0,017878 | 0,027635 | 0,020776 | 0,062146 | 0,064809 | 0,048755 | 0,047666 | 0,040273 0,016658 | 0,086534 | 0,017304

Baltarusija | 0,011239 | 0,016955 | 0,010904 | 0,043454 | 0,046109 | 0,037253 | 0,042461 | 0,028153 0,015990 | 0,082770 | 0,013127

R. Suomija | 0,105077 | 0,098834 | 0,088038 | 0,118917 | 0,102093 | 0,110480 | 0,116927 | 0,090817 0,114951 | 0,143541 | 0,113147

V. Suomija | 0,064886 | 0,059468 | 0,030958 | 0,080816 | 0,069609 | 0,073455 | 0,048067 | 0,042543 0,073236 | 0,091088 | 0,044525

Rusija 0,012996 | 0,020361 | 0,015003 | 0,048675 | 0,052188 | 0,042236 | 0,046433 | 0,032480 0,016596 | 0,084353 | 0,016859

Lietuva 0,033013 | 0,038359 | 0,040996 | 0,066124 | 0,062974 | 0,057829 | 0,079822 | 0,052836 0,037916 | 0,108044 | 0,052443

Ukraina 0,005206 | 0,009309 | 0,022188 | 0,035072 | 0,030138 | 0,017637 | 0,035777 | 0,019471 0,002460 | 0,049948 | 0,022644

Svedija 0,024890 | 0,024844 | 0,003250 | 0,050173 | 0,045583 | 0,039736 | 0,014032 | 0,014834 0,027568 | 0,053730 | 0,005766

Vokietija 0,018718 | 0,018664 | 0,022956 | 0,035154 | 0,029329 | 0,019895 | 0,004899 | 0,007985 0,013575 | 0,010781 | 0,017909

Moldavija 0 0,002716 | 0,017980 | 0,015474 | 0,020637 | 0,014935 | 0,033492 | 0,012866 0,005500 | 0,048013 | 0,019967
Rumunija | 0,002716 0 0,017333 | 0,013084 | 0,011350 | 0,007407 | 0,031961 | 0,007266 0,007809 | 0,044040 | 0,023336
Norvegija | 0,017980 | 0,017333 0 0,041444 | 0,039653 | 0,033836 | 0,019078 | 0,012941 0,023593 | 0,062186 | 0,003654
Graikija 0,015474 | 0,013084 | 0,041444 0 0,011452 | 0,019882 | 0,055052 | 0,024304 0,032687 | 0,061538 | 0,047630
Turkija 0,020637 | 0,011350 | 0,039653 | 0,011452 0 0,004090 | 0,045198 | 0,016199 0,026935 | 0,046187 | 0,049300
Italija 0,014935 | 0,007407 | 0,033836 | 0,019882 | 0,004090 0 0,034537 | 0,010734 0,013680 | 0,033353 | 0,040240
Danija 0,033492 | 0,031961 | 0,019078 | 0,055052 | 0,045198 | 0,034537 0 0,012808 0,026883 | 0,019109 | 0,013350
Grenlandija | 0,012866 | 0,007266 | 0,012941 | 0,024304 | 0,016199 | 0,010734 | 0,012808 0 0,014208 | 0,025685 | 0,017945
Cekija 0,005500 | 0,007809 | 0,023593 | 0,032687 | 0,026935 | 0,013680 | 0,026883 | 0,014208 0 0,033317 | 0,021955
Britanija 0,048013 | 0,044040 | 0,062186 | 0,061538 | 0,046187 | 0,033353 | 0,019109 | 0,025685 0,033317 0 0,054925

Kroatija 0,019967 | 0,023336 | 0,003654 | 0,04763 0,0493 0,04024 | 0,01335 0,017945 0,021955 | 0,054925 0




Lietuvos populiacijos genetiné struktiira ir padétis kity populiacijy
atzvilgiu, remiantis mtDNR haplogrupiy pasiskirstymu

8 lentelé. Nei (D) atstumy tarp SeSiy Lietuvos etnolingvistiniy grupiy matrica. Auksciau
istrizainés — Nei (D) atstumai (23 grupés). Zemiau istrizaines — Nei (D) atstumai (69
grupes). Trumpiniai: SZ — Siaurés Zemaitija, PZ — Piety Zemaitija, VZ — Vakary
Zemaitija, VA — Vakary Aukstaitija, PA — Piety Aukstaitija, RA — Ryty Auktaitija

RA PA VA SZ PZ VZ
RA 0 0,002739 | 0,001627 | 0,001231 | 0,002881 | 0,000936
PA 0,000784 0 0,001554 0,0027 0,00207 0,001566
VA 0,000577 | 0,000789 0 0,002281 | 0,001921 | 0,001386
SZ 0,000353 | 0,000731 | 0,000635 0 0,003716 | 0,001123
PZ 0,000885 | 0,000823 | 0,000779 | 0,000846 0 0,002387
VZ 0,000592 | 0,000895 | 0,000695 | 0,000464 | 0,000881 0

9 lentelé. Poriniy skirtumy atstumy tarp Sesiy Lietuvos etnolingvisitiniy grupiy matrica.
AukS¢iau jstrizainés — poriniy skirtumy atstumai, naudojant haplotipus
(577—16 568 np). Zemiau jstrizainés — poriniy skirtumy atstumai, naudojant haplotlpus
(16 568 np). Kursyvu p = 0,07, parySkinta ir kursyvu p = 0,06. Trumpiniai: SZ —Siaurés
Zemaitija, PZ — Piety Zemaitija, VZ — Vakary Zemaitija, VA — Vakary Aukstaitija, PA

— Piety Aukstaitija, RA — Ryty AukStaitija

RA PA VA SZ. PZ VZ
RA 0 0,00242 | -0,00546 | 0,00101 0,0035 -0,00012
PA 0,00094 0 -0,00661 | 0,00139 0,01087 | -0,00849
VA -0,00438 | -0,00419 0 0,00198 | -0,00017 | -0,00237
S7Z. 0,00128 0,00285 0,00439 0 0,01244 | -0,00433
PZ 0,00236 0,00942 | -0,00057 | 0,00972 0 0,009
\7/ -0,00147 | -0,00732 | -0,00001 | -0,00325 | 0,00788 0
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10 lentelé. Europos populiacijy mtDNR haplotipai (16 569 np), naudoti Sio darbo metu

vykdytoms MDS ir PK analizéms

Populiacija Imtis db GenBank numeris Saltinis
. (Achilli et al. 2005; | ,
Samiai 17 AY882379, DQ902708 N yllensten 2007)
Baltarusija 33 KC867103 (Kushniarevich et al. 2013)
Kazanés totoriai 73 GU122975 (Malyarchuk et al. 2010)
.. JX307099, JX128041, N
Lenkija 26 IX266260 (Miglnik-Sikorska et al. 2013)
. JX307099, JX128041, S
Ukraina 7 IX266260 (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
.. JX307099, JX128041, S
Rusija 21 IX266260 (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
.. JX307099, JX128041, S
Slovakija 11 IX266260 (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
“ 1. JX307099, JX128041, e
Cekija 8 IX266260 (Mielnik-Sikorska et al. 2013)
Gruzija 28 HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Turkija 29 HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Arménija 30 HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Azerbaidzanas 30 HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Iranas 30 HM852756 (Schonberg et al. 2011)
Askenaziai® 72 KC878709, JX273243 (Schonberg et al. 2011)
Ispanija 11 AY882379 (Costa et al. 2013)
Italija 20 AY882379 (Achilli et al. 2005)
Sardinija 9 GQ129143 (Achilli et al. 2005)

'Duomenys prieinami db NCBI DNA&RNA PopSet

2Artimieji Rytai
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11 lentelé. Poriniy skirtumy (Zemiau jstrizaines) ir ®st (aukSCiau jstrizaines) atstumy matricos, pagal mtDNR haplotipai (577-16 023 np)
pasiskirstymg Europos populiacijose. Trumpiniai: AKZ — askenaziai, ARM — Arménija, AZR — Azerbaidzanas, BUY — Baltarusija, CZH — Cekija,
ESP — Ispanija, GEO — Gruzija, IRN — Iranas, ITA — Italija, LIT — Lietuva, PLN — Lenkija, RUS — Rusija, SAA — samiai, SLO — Slovakija,

SRD — Sardinija, TAT — Totoriai, TUR — Turkija, UKR — Ukraina. Paryskinti statistiskai reiksmingi (p < 0,05; 10 000 kéliniy) jverciai

AKZ ARM AZR BUY CZH ESP GEO IRN ITA
AKZ 0 0,0002 0,0002 0,01225 0,00022 0,00021 0,0002 0,00133 0,00273
ARM 0,38361 0 0 0,01236 0 0 0 0,00115 0,00259
AZR 0,36423 0,00312 0 0,01236 0 0 0 0,00115 0,00259
BUY 0,59565 0,26931 0,24261 0 0,0136 0,01315 0,01239 0,0135 0,01517
CZH 0,59314 0,13284 0,1354 0,44405 0 0 0 0,00126 0,00284
ESP 0,46992 0,15571 0,13799 0,4405 0,43708 0 0 0,00122 0,00274
GEO 0,36082 -0,0069 0,00328 0,24868 0,13948 0,13045 0 0,00115 0,00259
IRN 0,44062 0,01242 0,0119 0,23806 0,10874 0,19527 0,02597 0 0,00375
ITA 0,44296 0,18812 0,1741 0,45519 0,44039 -0,02004 0,16682 0,23161 0
LIT 0,39475 0,02431 0,06029 0,27173 0,05121 0,19551 0,04336 0,02932 0,22035
PLN 0,52225 0,1154 0,11778 0,33908 0,03756 0,30631 0,1276 0,07772 0,33917
RUS 0,61405 0,19384 0,20112 0,48309 0,0651 0,50884 0,20583 0,16924 0,49841
SAA 0,50439 0,13872 0,11078 0,37377 0,30169 0,16666 0,13456 0,11288 0,18456
SLO 0,60467 0,16367 0,16593 0,46706 0,03741 0,47725 0,17151 0,13913 0,47009
SRD 0,59411 0,3133 0,26542 0,57491 0,75291 0,13441 0,28425 0,33206 0,11124
TAT 0,3518 0,00223 0,01102 0,21615 0,092 0,13743 0,00734 0,00244 0,17063
TUR 0,40001 0,00317 0,00986 0,25891 0,10572 0,1494 0,01179 0,00572 0,18474
UKR 0,54835 0,10711 0,06681 0,34821 0,14995 0,31754 0,10803 0,037 0,35776




12 lentelé. TESINYS. Poriniy skirtumy (Zemiau jstrizainés) ir ®@st (auksCiau jstrizainés) atstumy matricos, pagal mtDNR haplotipai
(577-16 023 np) pasiskirstymg Europos populiacijose. Trumpiniai: AKZ — askenaziai, ARM — Arménija, AZR — Azerbaidzanas,
BUY — Baltarusija, CZH — Cekija, ESP — Ispanija, GEO — Gruzija, IRN — Iranas, ITA — Italija, LIT — Lietuva, PLN — Lenkija, RUS — Rusija,
SAA - samiai, SLO — Slovakija, SRD — Sardinija, TAT — Totoriai, TUR — Turkija, UKR — Ukraina. Paryskinti statistiSkai reik§mingi (p < 0,05;
10 000 keliniy) jverciai

LIT PLN RUS SAA SLO SRD TAT TUR UKR
AKZ 0,00157 0,00768 0,00479 0,05448 0,00021 0,04843 0,00134 0,00381 0,00022
ARM 0,0014 0,00765 0,00469 0,05642 0 0,04977 0,00116 0,00369 0
AZR 0,0014 0,00765 0,00469 0,05642 0 0,04977 0,00116 0,00369 0
BUY 0,01326 0,02005 0,01723 0,06881 0,01315 0,06288 0,01321 0,01605 0,01383
CZH 0,00152 0,00841 0,00515 0,0641 0 0,05654 0,00127 0,00405 0
ESP 0,00148 0,00813 0,00498 0,0615 0 0,0541 0,00123 0,00391 0
GEO 0,0014 0,00767 0,0047 0,05666 0 0,04996 0,00117 0,0037 0
IRN 0,00251 0,0088 0,00586 0,0576 0,00122 0,05101 0,00229 0,00484 0,00128
ITA 0,00393 0,01039 0,0074 0,06068 0,00274 0,05385 0,00372 0,00634 0,00289
LIT 0 0,00878 0,00595 0,05439 0,00148 0,04885 0,0025 0,00497 0,00155
PLN 0,07788 0 0,01249 0,06479 0,00813 0,05843 0,00864 0,01137 0,00855
RUS 0,09034 0,04201 0 0,06263 0,00498 0,05595 0,00577 0,00844 0,00524
SAA 0,15383 0,20189 0,37653 0 0,0615 0,11466 0,05544 0,06032 0,0654
SLO 0,07535 0,01402 -0,01279 0,3382 0 0,0541 0,00123 0,00391 0
SRD 0,3129 0,44151 0,72082 0,33237 0,76362 0 0,04944 0,05383 0,05779
TAT 0,02239 0,0812 0,13773 0,09933 0,11586 0,25855 0 0,00478 0,00129
TUR 0,0183 0,08655 0,16777 0,11016 0,13736 0,30432 0,00284 0 0,00411
UKR 0,09891 0,0336 0,24015 0,14466 0,20313 0,54435 0,04779 0,07329 0




Lietuvos populiacijos genetiné struktiira ir padétis kity populiacijy
atzvilgiu, remiantis autosomy VNP pasiskirstymu

13 lentelé. Naudoti plataus masto genotipavimo kokybés kontrolés jverciai

(GenomeStudio v2011.1)

KOKYBES VERTINIMAS
MEGINIU
Parametras Angl. Pastabos
terminas
. ) Intervalas [0,97—100] (visi méginiai);
Sa?':mkliz u kokybes Call rate 0,97 priimtina, jvertinus kitus kriterijus, kurie
Y atitinka geros kokybés reikalavimus
alrBalelo p95GM, | Raudonas [3 874-9 931];
oroc W p95Red Zalias [3 002—7 751]
GenCall reikSmiy 10GC >(),7 (visi méginiai);
10 procentilé P 0,4 LTG-1075 netinkamas
Paveldéjimo klaida P'P'Rgi”or Intervalas [0-0,07]
. Sample Visi méginiai tinkami;
Meéginiy grafikas graph LTG-1075 netinkamas
GENOTIPUOTU VNP
Call Intervalas [0,13—1];
Klasifikavimo frequenc Remiantis 1 % taisykle, visi, kurie <0,9845 yra
daznis Ca?l Frey, pasalinami,
9 | pasalinti 10 262 VNP
o Rep = 0 (tinkama);
Paveldéjimo klaida Hegﬁfg;“ty P-C KI.=0 (tinkama):
P-P-C kl. yra, ziiiréti pagal poreikj
VNP klasterio GenTrain e
Kokybes jvertis score Intervalas [0,35—0,98] (visi méginiai)
Heterozigot <(-0,3) — 31 VNP (tinkami);
ertekliu% & Het excess | >0,2 — 25 VNP (tinkami);
P (X, XY, Y, 0 chromosomos vertintos atskirai)
VNP genotipy <0,27 pasalinti arba jvertinus palikti kaip tinkamus;
klasteriy ClusterSep | 0,27<x<0,4 nustatyti 2 128 atvejai, perzitiréjus,
atsiskyrimas dalis koreguoti ir palikti, dalis anuliuoti
<0,3 — 2 209 VNP (tinkami);
AB Kklasterio centro <0,2 — 30 VNP (tinkami);
0 verte ABTMean | .7 _ 6722 VNP (tinkami),
>(),8 néra
AB klasterio centro Intervalas [0,16—4,85];
R verté ABRMean | _4 145 pazalinti
Retojo alelio daznis | Minor Freg Ili/elgRo’l autosomose — 140 839 VNP, MAF<0,001
Y chr. — 1 372 VNP, pakoreguoti visi VNP, kurie
netinkami;
X ir Y chr. vyry X chr. — 17 814 VNP, i3 jy 14 036 VNP AB # 0.
grupéje Rekomenduojama analizei eliminuoti
heterozigotines reikSmes.
XY (PAR) — 463 VNP (tinkami)

251




14 lentele. TESINYS. Naudoti plataus masto genotipavimo kokybés kontrolés jverciai

(GenomeStudio v2011.1)

GENOTIPAVIMO PROCESO

Parametras Angl. terminas Pastabos
Intensyvumas:
>3 000 (visi méginiai);
Dazymas Staining Control LTG-1075 netinkamas

>2 000 (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas

Nukleotidinés bazés
pratgsimas

Extension Control

Intensyvumas:

>3 000 (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas

>2 000 (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas

Taikinio pasalinimas

Target Removal
Control

Intensyvumas:

Vertinama tik green sistema

<200 (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas

Hybridization

Intensyvumas:

Vertinama tik green sistema

J ~2 000;

Hibridizacija Control M ~3-7 000:
7 ~ 5—12 000; (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas
Intensyvumas:

Atkiirimas Restoration Control Vertinama tik green sistema

<500 (visi méginiai); LTG-1075
netinkamas

Atitikimas, tikslumas

Stringency Control

Intensyvumas:

PM > 6 000;
MM < 1 000; visi méginiai;
LTG-1075 netinkamas

Vertinama tik red sistema

Specifiskumas

Non-Specific Binding
Control

Intensyvumas:

<500 (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas

<400 (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas

Polimorfiskumas

Non-Polymorphic
Control

Intensyvumas:

>3 000 (visi méginiai);
LTG-1388?; LTG-1075 netinkamas

>3 000 (visi méginiai);
LTG-1075 netinkamas
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Ln (tikétinumas), n-103

Grupiy skaicius (K)

-600

-700

-800

-900

-1000

-1100

-1200

1 pav. Lietuvos ir HapMap3 populiacijy struktiros modeliy su skirtingu grupiy

skai¢iumi (K = 1-9) tikétinumo pasiskirstymas
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15 lentelé. Fst atstumy matrica, pagal 106 545 autosomy VNP aleliy pasiskirstyma (zemiau jstrizainés) tarp tirty Lietuvos ir HapMap3 populiacijy.
PK1 (PK2) vektoriy dispersijos analizés p reik§més (auks¢iau jstrizainés). Paryskinti statistiSkai reik§mingi jverciai

LIT | CEU | ASW | MKK | MEX | CHD CHB IPT LWK | TSI GIH | YRI
LIT 0 0 0 0 0 0 LIES | 2,20E 0 | L11E® | 220E | 0
CEU | 0005 | o0 0 0 0 0 0 111E1 0 0 0 0
ASW | 0061 | 0,058 0 %F?Igg)z (PI%Z) 0 0 0 0 LIE® | 0 0
MKK | 0066 | 0062 | 0,013 0 0 0 0 LI1ES | 220E% | 0 0 0
MEX | 0020 | 0025 | 0058 | 0,063 0 0 0 0 0 9,61E° czpo}ig; 0
cHD | 008 | 0079 | 0088 | 0092 | 0054 0 0,155089 | 0,340182 0 0 0 0
CHB | 0079 | 0078 | 0088 | 0091 | 0053 | 0001 0 oégoKo;)l LUES | 0 0 0
T | 008l | 008 | 0089 | 0093 | 0054 | 0008 0,007 0 0 0 0 0
LWK | 0089 | 008 | 0008 | 0013 | 0082 | 0108 0,107 0,109 0 0o | L1E® | o
TSI 001 | 0003 | 0058 | 0059 | 0027 | 0079 0,078 0,08 0,084 0 0 0
GIH | 0033 | 003 | 006 | 0062 | 0033 | 0058 0,058 0,059 0082 | 003 0 0
YRI | 009 | 0093 | 0006 | 0022 | 0089 | 0114 0,114 0,115 0007 | 0092 | 0,089 0




Lietuvos populiacijos genetiné struktira, remiantis egzomo varianty
pasiskirstymu

16 lentelé. Egzomo sekoskaitos duomeny LifeScope™ Genomic Analysis Software v2.5
programa pirmings, antrings ir tretinés analiziy nustatymai

NUSTATYMAS IVERTIS PASTABOS
Analysis Assembly Name hg 19 (GRCh37 —2009-02)
Annotation dbSNP File dbSNP_b132_00-All.vcf Build132
Analysis Regions TargetSeq_exome_named_targets_hg19.bed/

SureSelect_regions2.bed
Analysis Space Auto Base/Color
Analysis Platform SOLiD
SAET
NUSTATYMAS IVERTIS
Update Quality Values True
Trusted Quality Values 25
Support Votes 3
Maximum Correction per Read 0
K-mer size 0
Genome Length 30 000 000
Position of Error Inflation Point 0
Disable Random Sampling for Large Data False
Trusted Frequency 0
On Target Ratio 0.5
Number of Recursive Runs 1
Fragment Mapping
NUSTATYMAS IVERTIS
Mapping QV Threshold 0
Create Unmapped BAM Files False
Reference Weight 8
Second Map Gapped Algorithm GLOBAL
Base Quality Filter Threshold 10
Map in Base Space False
Add Color Sequence True
BAM soft clip False
BAM Stats
NUSTATYMAS IVERTIS
Whether to combine Data from Both the Strands for Coverage 1
in WIG format
Bin Size for Coverage in WIG file format 100
Maximum insert size 100 000
Insert size bin 100
Primary Alignments only for Coverage in WIG file format 1
Maximum Coverage 500 000
Small Indel
NUSTATYMAS IVERTIS
Detail Level 3
Zygosity Profile Name Max-mapping
Genomic Region
Display Base Qvs False
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Number Alignment per Pileup 1000
Random Seed 94404
Min Num Evid 2
Max Num Evid -1
ConsGroup 1
Max Reported Alignments -1
Min Mapping Quality (MAPQ) 8
Min Best Mapping Quality 10
Min Anchor Mapping Quality -1
Ungapped BAM Flag Filter ProperPair, Primary
Gapped BAM Flag Filter Primary
Edge Length Deletions 0
Edge Length Insertion 0
Perform Filtering True
Indel Size Distribution Allowed Can-cluster
Remove Singletons True
Alignment Compatibility Filter 1
Max Coverage Ratio 12
Max Nonreds 4Fit 2
Min From End Position 9.1
Min Insertion Size 0
Min Deletion Size 0
Max Insertion Size 1 000 000 000
Max Deletion Size 1 000 000 000
Small Indel Annotation
NUSTATYMAS IVERTIS
Show Only Variants not in dbSNP False
Show only coding variants False
dbSNP concordance for dbSNP SNPs False
dbSNP Indel border slack 5
Show Only Variants in dbSNP False
dbSNP concordance for dbSNP Indels True
Show only variant in genes False
Enrichment
NUSTATYMAS IVERTIS
Extend Bases 0
Min Mapping Score 8
Minimum Target Overlap 0.0001
Minimum Target Overlap Reverse 0.0001
Summary Report True
Target Coverage Stats True
Coverage Frequency False
Coverage Bedgraph False
Genome Coverage Frequency False
SNP Finding Annotation
NUSTATYMAS IVERTIS
Show Only Variants not in dboSNP False
Show Only Coding Variants False
dbSNP Concordance for doSNP SNPs True
dbSNP Indel Border Slack 5
Show Only Variants in dbSNP False
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dbSNP Concordance for doSNP Indels False
Show Only Variant in Genes False
SNP Finding

NUSTATYMAS IVERTIS
Call Stringency Medium
Skip High Coverage Positions (Het) False
Minimum Mapping QV 8
Detect Adjacent SNPs False
Polymorphism rate 0.001
Include Reads with unmapped Mate False
Exclude Reads with Indels True
Require Only Uniquely Mapped Reads False
Ignore Reads with a Higher Mismatch Count to Alignment 10
Length Ratio '
Ignore Reads with a Lower Alignment Length to Read Length 0.0
Ratio '
Minimum Ratio of the Filtered Reads and Raw reads 0
Require alleles to be present in both strands False
Minimum Base QV a Read for a Position 28
Minimum Color QV of a Read for a Position 7
Min Base QV of the non-reference allele of the position 28
Minimum Unique Start Positions of Less Common Allele 0
The Less Common Allele on Both Strands False
Maximum Difference of Color QVs of the Most Common and

99
Less Common Alleles
Minimum Average Color QV of Less Common Allele 0
Minimum Allele Ratio (Het) 0.15
Minimum Coverage (Het) 2
Minimum Unique Start Positions (Het) 2
Minimum non-Reference Color QV (Het) 7
Minimum non-Reference Base QV (Het) 28
Minimum Ratio of Valid Reads (Het) 0.65
Minimum Valid Tricolor Count (Het) 2
Minimum Coverage (Hom) 1
Minimum Count of the Non-Reference Allele (Hom) 2
Minimum Average non-Reference Base QV (Hom) 28
Minimum Average non-Reference Color QV (Hom) 7
Minimum Unique Start Position of the non-Reference allele 9
(Hom)
Compress the Consensus File False
Output Consensus File True
Output FASTA File True
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