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IVADAS

Tiriamoji problema ir aktualumas

Retos ligos yra plati sveikatos sutrikimy grupe, kuriai budingas didelis
heterogeniskumas keliais aspektais: geografiniu paplitimu, ligos etiologija ir
fenotipiniy bruozy jvairove bei jy sunkumo laipsniu. DaZniausiai Sios ligos
pasireiSkia ankstyvame amziuje, sukelia létines sveikatos bikles, neretai
paveikia nervy sistema ir varijuoja priklausomai nuo individualiy serganciojo
biologiniy ypatybiy [1, 2]. Visas retas ligas vienijantis bruozas yra mazas jy
paplitimas. Europoje reta liga yra laikoma ta, kuria serga reciau nei vienas i$
2000 asmeny bendrojoje populiacijoje (Orphanet duomeny bazé). Mazas Siy
ligy daznis yra viena i§ pirminiy priezas¢iy, apsunkinusiy jy paZinimo
procesa, kadangi 1émé nevieningas pastangas pasaulyje, skirtas istirti rety
sutrikimy priezastis ir vystymasi, kurti naujus gydymo budus ir sveikatos
prieziiiros strategijas, taip siekiant palengvinti serganciojo diagnostinj kelia,
neretai trunkantj apie penkerius metus [2]. Vis délto skaiciuojama, kad Siuo
metu 48-iose Europos Salyse reta biikle ar liga gali sirgti apie 30 mln. asmeny
[2]. Taigi, retos ligos individualaus serganciojo asmens ir visuomeneés
Lietuvos sveikatos prieziiiros sistemai, nes reikalauja gausiy finansiniy, laiko
ir zmogiskyjy iStekliy. Be to, ilgas kelias iki diagnozés patvirtinimo kelia
emociniy sunkumy serganciajam ir jo artimiesiems.

Per pastargjj dvideSimtmet] vystytos ir toliau tobuléjan¢ios molekulinés
genetikos (pavyzdziui, naujos kartos sekoskaita (NKS)) ir citogenetikos
(pavyzdziui, lyginamoji genomo hibridizacija (LGH)) technologijos i§ esmés
pakeité biologijos, genetikos ir medicinos mokslus. Tai sukélé neabejotinai
reikSminga proverzj ir rety ligy srityje: paskatino jy genetinio
charakterizavimo tyrimus, pritrauké daugiau ne tik mokslininky, bet ir
visuomenés susidoméjimo. Remiantis disertacijos raSymo metu analizuota
literattira, 72—80 proc. rety ligy ar biikliy yra nulemti genetiniy (paveldimy)
priezaséiy [2, 3]. Didzioji dalis rety paveldimy ligy yra monogeninés, t. y. jas
lemia konkretaus geno vieno nukleotido variantai (VNV), re€iau nustatomos
nedidelés iSkritos/intarpai ar struktiriniai variantai (SV), taip pat kopijy
skaiCiaus pokyciai (KSP) [4, 5]. Remiantis Tarptautinio rety ligy tyrimy
konsorciumo (/RDiRC) duomenimis, su retomis paveldimomims buklémis jau
susieta apie 4500 geny, tadiau didZiosios dalies Siuose genuose nustatyty
varianty jtaka geno koduojamo baltymo funkcijai ir su juo susijusiems
biologiniams procesams yra neistirta. Todél daznai susiduriama su problema,
kai nustacius unikaly ir retg DNR sekos pokytj, jo klinikiné reikSmé arba
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patogeniskumas yra nejrodytas. Sis procesas yra dinamiskas ir atlickamas
vadovaujantis Amerikos medicininés genetikos ir genomikos kolegijos
(ACMG) apraSytomis gairémis, kurios remiasi bioinformatine analize,
sukauptomis ziniomis apie populiacijy ir ligy genetine jvairove, skirtingais
biologiniy procesy moksliniais tyrimais [6]. Nors NKS, kai taikinys yra
egzomas ar genomas, leidzia pasiekti 24—50 proc. diagnostinj efektyvuma,
mazdaug 22 proc. nustatyty varianty priskiriami neaiskios klinikinés reikSmés
varianty klasei [7-9]. Tai dazniausiai lemia Ziniy apie genetinés srities
funkcionaluma, taip pat gene nustatyto varianto sukeliamg molekulinj
patogenezés mechanizma stoka. Verta pabrézti, kad i§ esmés pagrista
molekuliné diagnozé gaunama tik nustacius DNR poky¢ius, kurie priskirtini
patogeniniy varianty klasei. Todél, net ir galimai patogeniniy ar galimai
nepatogeniniy varianty, nustatyty zinomuose ligos genuose, atveju yra
aktualis ir vertingi papildomi funkciniai tyrimai, kuriais siekiama nuodugniau
patikrinti DNR varianto poveikj molekuliniams ir biologiniams procesams.

Taigi, pazangiausios molekulinés genetikos ir citogenetikos technologijos
sudaré salygas pla¢iu mastu tyrinéti rety paveldimy ligy genetines
charakteristikas, taip pat patikslinti Siy ligy klasifikacija. Vis délto tik
sekoskaita (egzomo, genomo) ir bioinformatiné rezultaty analizé neuztikrina
galutinés diagnozés. Kombinuojant geneting, bioinformatine ir funkcing
analize dazniau gaunama patvirtinta molekuliné diagnoze, kuri yra svarbi
efektyviam genetiniam konsultavimui ir pacientui. Ligos patogenezés
mechanizmo supratimas leidzia ne tik patvirtinti ar atmesti reto jgimto
sutrikimo diagnoze, bet yra svarbus epistemiologiniu poziiiriu. Rety genetiniy
ligy tyrimai gali suteikti ziniy ir jzvalgy apie sudétingus molekulinius
procesus, kurie aktualis ir labiau paplitusiy ar daugiaveiksniy ligy bei jprasty
pozymiy atzvilgiu. Platesnis ir gilesnis rety paveldimy sutrikimy vystymasi
lémusiy procesy pazinimas svarbus naujoms biologinéms terapijoms kurti $iy
patologijy gydymo srityje.

Tyrimo naujumas ir reik§mé

Siame darbe, lyginant su panaSaus pobiadZio moksliniais tyrimais
Lietuvoje, genetinei jtariamos retos paveldimos patologijos kilmei nustatyti
taikyta ne tik LGH, geny grupiy ir egzomo sekoskaita ar egzomo duomeny
reanalizé — kai kuriems tiriamiesiems atlikta genomo sekoskaita. Taikytos
sekoskaitos strategijos leido nustatyti anksciau literatiiroje neaprasyty KSP,
SV ir VNV Zinomuose ligos genuose. Uzsienio mokslininky neapraSytiems,
galimai patogeniniams ar neaiSkios klinikinés reikSmés KSP, SV ir VNV,
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nustatyti galimai jtaka kity geny raiSkai turin¢iuose genuose naudotas ne tik
kiekybinés PGR metodas, bet taikyta transkriptomo sekoskaita, kuri néra
pladiai naudojama rety genetiniy ligy srityje Lietuvoje. Sie tyrimai leido
platesniu mastu analizuoti molekulinius procesus ir iStirti mazai literatiiroje
aprasSytus patogenezés mechanizmus, kuriuos lémé Siame darbe nustatyti
konkreciy geny DNR pokyciai. DNR sekos pokyCiy analizéje taikytos
skirtingos funkciniy tyrimy strategijos, kuriose pasitelkiami metodai,
leidziantys analizuoti jvairius molekulinius procesus lgstelése (konfokaliné
mikroskopija, tekmés citometrija, imunoblotingas, geny raiskos mazinimas
naudojant siRNR) — tai, turimomis Ziniomis, Lietuvoje anksciau netaikyta rety
genetiniy ligy srityje.

Darbe atliktas retais paveldimais sutrikimais serganciyjy genotipinis ir
atrinkty geny sekos poky¢iy molekulinis ir/ar funkcinis charakterizavimas yra
indélis | Siy sutrikimy genetinés jvairovés ir molekulinés biologijos
kompleksiskumo pazinimg. ApraSytas mokslinis tyrimas parodo rety
paveldimy ligy funkciniy tyrimy galimybes mokslinés produkcijos atzvilgiu,
kurios dar néra visiSkai iSnaudojamos Lietuvoje. Fundamentinis reta
paveldima liga lémusio patogenezés mechanizmo iStyrimas yra testinis
procesas, kuris gali tapti pagrindu naujiems moksliniams tyrimams, naujos
kartos gydymo strategijoms ir vaistams kurti bei toks tyrimo modelis gali biti
pritaikytas ir kity rety ligy tyrimams.

Tyrimo tikslas — jvertinti su tiriamyjy retomis ligomis sicjamuose genuose
nustatyty DNR sekos pokyCiy patogeniSkumg, reikSme¢ RNR, baltymy ir
lastelése  vykstanCiy procesy lygmeniu atliekant bioinformatinius,
molekulinius ir/ar funkcinius tyrimus.

Tyrimo uzdaviniai:

1. Atlikti naujos kartos sekoskaitos tyrimais nustatyty DNR sekos pokyc¢iy
patogeniSkumo vertinima naudojant duomeny baziy, literatiiros
Saltiniy, in silico analiz¢ ir baltymy struktiiros modeliavimag bei atrinkti
genus kandidatus funkciniams tyrimams.

2. ISanalizuoti genomo struktiirinius persitvarkymus ir jy reikSme¢ genams
kandidatams nustatyti.

3. Nustatyti atrinkty DNR sekos pokyciy reikSme¢ baltymo lygmeniu
taikant bioinformatiniy ir molekuliniy tyrimy metodus.

4. Jvertinti atrinkty DNR sekos poky¢iy jtaka lasteléje vykstanéiy procesy
lygmeniu atliekant molekulinius ir/ar funkcinius tyrimus.
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Ginamieji teiginiai:

1. Geny kandidaty atrankai funkciniams tyrimams didele jtaka turi
analizuotuose ligos genuose nustatyty varianty patogeniSkumo
jvertinimas, DNR pokyc¢io naujumas ir fundamentalios Zinios bei
apraSyty funkciniy tyrimy rezultatai apie geno koduojama baltyma, jo
vaidmen] lastelése.

2. Genomo struktiriniai persitvarkymai derinant su tiriamojo klinikiniu
fenotipu reik§mingai susiaurina geny kandidaty paieskos lauka, taip pat
potencialiai nusako reguliaciniy genomo elementy jtaka paveldimos
ligos patogenezei.

3. DNR sekos varianty, keicianciy aminoriig§¢iy seka ar lemianciy jy
praradima, salygota baltymo netaisyklinga susilankstymg ar
degradacija jvertinti tikslinga taikyti bioinformatinius metodus, tokius
kaip baltymo struktiiros modeliavimo jrankius ir konservatyvumo
analizés algoritmus, bei molekulinius metodus baltymo kiekiui ir
funkcijai nustatyti, kadangi jy kombinacija jgalina atskleisti DNR
varianty biologing reikSme ir galima patogenezés mechanizmg.

4. Molekuliniai ir funkciniai DNR varianty tyrimai, pavyzdziui, raiskos
analizé RNR ir baltymy lygmeniu bei molekuliniy procesy, kuriuose
dalyvauja pakite baltymai, tyrimai in vitro sudaro galimybe jvertinti
unikalius patogenezés mechanizmo aspektus lastelése.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Retas paveldimas ligas lemianciy geny kandidaty atranka

Remiantis Orphanet duomeny baze, kurios duomenis seka ir naudoja
IRDiRC (angl. The International Rare Diseases Research Consortium),
kasmet aprasoma keliasdesimt naujy rety ligy ir daugiau nei Simtas naujy geny
yra susiejama su retomis paveldimomis ligomis (duomenys nuo 2016 m. iki
2022 m.). Si statistika iliustruoja didelj rety jgimty ligy genetinj
heterogeniskuma. Be to, vieng ligg gali lemti keliuose skirtinguose genuose
nustatyti variantai arba tame paciame gene, tik kitose jo pozicijose nustatyti
variantai lemia skirtingus fenotipus. Todél supratimas ir geb&jimas taikyti
jvairius biidus genams kandidatams atrinkti yra neabejotinai svarbus bei
tampriai susijes procesas su liga lemian¢iy DNR poky¢iy nustatymu rety
paveldimy sutrikimy srityje.

Retos liges daznis Aprasyta
Europoje > 6400 >. v.§.V. :
< 1% 2000 rety ligy su3|et§ su r‘etomls
ligomis
Pasaulyje reta liga Genetine prieZzastj 4 8(.) r.etq_
serganciyjy turi 72-80 % genet'lnvll.; ‘llgq
~ 350 mln. rety ligy TR C

ankstyvame amziuje

1.1 paveikslas. Pagrindiniai retas ligas apibiidinantys statistiniai
duomenys. Parengta remiantis Orphanet duomeny baze ir Lee et al. 2020 [1].

Taikant $iuolaikinius metodus ir tyrimo strategijas, ligos geny atradimo
mastai ir greitis neabejotinai skiriasi nuo naudoty iki 2003-iyjy, kai buvo
uzbaigtas Zmogaus genomo projektas ir pirma karta nusekvenuotas zmogaus
genomas. Genetinés sankibos analizé, kurios principas yra nepriklausomas
pozymiy paveldéjimas ir rekombinacija, buvo vienas i$ pagrindiniy genetinio
kartografavimo buidy. Paremtas statistiniais skaiCiavimais ir sudétinga
laboratoriniy tyrimy dalimi, Sis metodas sudaro galimybe susieti tiriamojo
fenotipa su specifine chromosomine vieta, kurioje, tikétina, slypi ligos genas
[10, 11]. Norint atlikti rezultatyvig ir statistiSkai reikSmingg sankibos analize,
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reikalingas iSankstinis ligos paveldéjimo ir genomo regiono numatymas
(iSankstiné hipotez¢e), bitina surinkti ir iStirti bent kelias, patikimiau dideles
Seimas, kuriose yra ne vienas specifinj fenotipg turintis Seimos narys — tai itin
sudétinga rety paveldimy ligy atzvilgiu. Net ir surinkus pakankamg tiriamyjy
grupe, genetinei sankibai nustatyti turi biiti parinkti genetiniai zZymenys
(pavyzdziui, restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmai), kuriy molekuling ir
statistiné analizé leisty susieti fenotipg su specifine vieta chromosomoje,
toliau atlikus smulkesnj genotipavima ir pozicinj klonavimg patikimai
susiaurintj regiong [12]. Genetinés sankibos analiz¢é yra istoriskai itin svarbus
ir reikSmingas, bet kartu sudétingas biidas genams kandidatams atrinkti,
turintis nemazai trilkumy, pavyzdziui, néra tikslinga taikyti ne pagal Mendelio
désnius ir ne monogeninéms ligoms tirti bei esant nepilnam penetrantiSkumui.
Taip pat Sios analizés mastas genomo atzvilgiu yra nedidelis ir atliekamas
serganciyjy Seimose, todél néra pilnai jvertinamas genetinis heterogeniskumas
— néra atskleidZiamas visas ligos etiologijos vaizdas [12].

NKS technologijos, kuriomis vienu metu galima analizuoti koduojancia
genomo dalj (egzomas), geny rinkinius, mitochondring DNR (mtDNR) arba
visa genoma bei epigenomg ar net transkriptoma, yra populiarus ir placiai
taikomas metodas naujausiuose tyrimuose atliekant geny kandidaty paiesSka
be iSankstiniy hipoteziy apie ligos paveldéjimg ar genoming pozicijg [13].
Vieno tiriamojo egzomo sekoskaitos duomenyse gali biiti nustatyti apie 40—
60 tikst. DNR pokyc¢iy, o genomo sekoskaitos duomenyse sugeneruojama
apie 4-5 mIn. DNR varianty [14, 15]. Todél biitina tikslingai pasirinkti ir
atsakingai atlikti Zingsnius bei strategijas, kuriomis galima bty efektyviai ir
patikimai atrinkti konkrecius genomo regionus (genus) ir DNR pokycius,
sietinus su tiriamojo retu klinikiniu fenotipu. Mazy (<1000bp) KSP analizg,
taikant chromosominj mikrogardeliy (angl. chromosomal microarray) metoda
viso genomo mastu, leidzia ne tik nustatyti geneting retos ligos priezastj
Zinomuose genuose, bet ir prisideda nustatant naujus, su liga nesusietus genus
[16]. Viena i§ ligos geno nustatyma lengvinanciy strategijy yra kartu tirti
serganciojo Seimos narius, pavyzdziui, triada, tetrada. Taip kartu atliekama ir
segregacijos Seimoje analizé, leidzianti nustatyti de novo variantus, kurie yra
dazna rety ligy kilmés priezastis, gaunama informacija apie cis ir trans
varianto padétj recesyvaus paveldéjimo atveju, taip pat sveiki Seimos nariai
gali biiti kaip atskira kontroliniy asmeny grupé [13]. Neretai taikoma strategija
yra egzomo ir genomo duomeny analiz¢ pagal galimus paveldéjimo tipus.

Retas jgimtas patologijas lemiantys variantai daugeliu atveju bendrojoje
populiacijoje yra reti (daznis <1 proc.), todél svarbus zingsnis yra populiacijy
tyrimy duomeny analizé, siekiant patikrinti nustatyto varianto daznj
neserganciy asmeny grupése ir, esant galimybei, daznj nustatyti tiriamojo
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kilmés populiacijoje. Tai svarbu, nes demografiniai, istoriniai ir evoliuciniai
veiksniai turi jtakos varianty pasiskirstymui ir dazniui skirtingose
populiacijose [1]. Geny kandidaty atrankoje susiaurinti paieSka padeda turimy
Ziniy apie genoming srit] surinkimas ir bioinformatiniy jrankiy taikymas.
Pastarieji sudaro galimybe vertinti varianto pozicijos evoliucinj
konservatyvuma geno koduojamame produkte, poveikj produkto sekai ir
struktirai, konformacijos dinamikai, sgveikai su kitomis molekulémis [17].
Yra sukurti algoritmai, kuriais analizuojant struktiiriSkai ir funkciSkai
panaSius baltymus, sudarancius kompleksus, galima nustatyti komplekso
baltyminj elementg (taigi ir jj koduojantj geng), kuris gali turéti jtakos fenotipo
vystymuisi, taip nustatyti nauja, sieting su reta liga geng [18]. Nustatyti genus
kandidatus pasitelkiama ir transkriptomo bei metilomo sekoskaita. Tai viso
transkriptomo (ang. Transcriptome-wide Association Studies) ir geno lygmens
metilomo asociacijy analizés (angl. Gene-level Methylome-wide Association
analysis) tyrimai, kurie prisideda prie retus ir labiau paplitusius sutrikimus
galimai lémusiy geny paieskos [19, 20]. Kadangi rety paveldimy ligy daznis
yra labai mazas, surinkti pakankama tiriamyjy grupe, kurios pakakty padaryti
reikSminga geno su tiriamojo fenotipiniais bruozais s3gsaja, yra sudétinga.
Todél neabejotinai svarbu bendradarbiauti su kity Saliy tyré¢jais ir dalintis
informacija tam specialiai skirtose duomeny bazése, siekiant efektyviai
patvirtinti geno kandidato reikSmg tiriamojo retam sutrikimui [21].

Svarbu pabrézti, kad siekiant patikimai nustatyti geno sgsaja su tiriamojo
fenotipu gali biiti atliekami integraciniai tyrimai — kombinuojami skirtingi
analizés metodai ir strategijos. Pavyzdziui, Seimy analize pagristi genomo
asociacijy tyrimai, kuriuose surenkama ne tik didelé tiriamyjy grupé, bet
itraukiamos Seimos, o analiz¢ atliekama kombinuojant asociacijy analizg su
genetinés sankibos jvertinimu. Tokiu btidu nustatomi ne tik dazni, bet ir reti
variantai, turintys poveikj specifiniam tiriamojo fenotipui vystytis [22].
Egzomo ir genomo sekoskaita kartu su genetinés sankibos analize, suteikia
galimybe egzomo arba genomo mastu efektyviai nustatyti konkrety gena
kandidata, kuris turi statistiskai stiprig geneting sankiba esant didelei tiriamyjy
grupei, taip pat iSvengiama sekoskatos procese susidariusiy klaidy, kai
analizuojami giminystés rysiais nesusij¢ tiriamieji [22]. Taciau bet kokiu bidu
ar strategija nustacius geng kandidata, jo reikSmeé tiriamojo fenotipui
patvirtinama tik atlikus funkcinius tyrimus [23]. Tai atskiras geny kandidaty
atrankos etapas, kuriuo pereinama j in vitro ir in vivo tyrimy lygmenis. Siame
etape siekiama iStirti geno kandidato jtaka molekuliniams, biologiniams
procesams lastelése, fiziologiniams, morfologiniams ir anatominiams
pokycCiams organizme [23]. Verta atkreipti démesj, kad Siandien geny atranka
yra pagrista DNR poky¢iy nustatymu placiu mastu (egzomo, genomo,
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transkriptomo, metilomo), todél tikslinga funkciSkai iStirti ir konkretaus
varianto reikSm¢ geno kandidato koduojamam produktui. Tai svarbu, nes
reik§me gali skirtis priklausomai nuo poky¢io dydzio, tipo, pozicijos, kuri gali
lemti skirtingus (net prieSingus) fenotipus. Be to, kaip minéta anksciau,
varianto fenotipiniam pasireiSkimui jtakos turi ir paties individo genetiniai
ypatumai. Todél net ir su paveldimomis ligomis susietuose genuose nustatyty
varianty iSsamesné funkciné analizé yra itin vertinga ir reikSminga siekiant
pilnai suprasti galima geno vaidmenj rety paveldimy ligy patogenezés
mechanizmuose (funkciniai tyrimai placiau apraSyti tolesniuose disertacijos
poskyriuose).

1.2 Naujos kartos sekoskaitos metodai / strategijos retos ligos genetinei
kilmei nustatyti, jy pranasumai ir trilkumai

Iki naujos kartos sekoskaitos (NKS) iSradimo tyréjams reikédavo
nepalyginti daugiau laiko ir finansiniy resursy nustatyti retos ligos jgimta
priezast], kadangi pagrindinis jrankis buvo Sangerio sekoskaita. NKS
technologijy, pagristy trumpy (keliasdesimties ar keliy Simty) DNR fragmenty
sekoskaita, spartus tobuléjimas, galimybé vienu metu nuskaityti didelj kiekj
paveldimos informacijos ir palaipsniui maz¢janti iy metody taikymo kaina
moksliniuose tyrimuose ir diagnostikoje suteiké galimybe greitai ir efektyviai
nustatyti rety sutrikimy genetine kilme.

Klinikingje praktikoje neretai taitkomas NKS btidas tirti retos ligos geneting
priezastj yra geny grupiy sekoskaita (zr. 1.2 schemg). Sis metodas yra
efektyvesnis laiko, kainos ir duomeny apdorojimo poziiiriu, lyginant su VES
ir VGS [24]. Geny grupés sudaromos i§ zinomy ligos geny, sietiny su tam
tikromis rety paveldimy ligy grupémis ar atskiromis ligomis (pavyzdziui,
neurovystymosi sutrikimai, paveldimos Sirdies ir kraujagysliy ligos,
paveldima spastiné paraplegija). Verta atkreipti démesj, kad geny grupiy
tyrimo atveju dazniausiai sekvenuojami tik geny egzonai, re¢iau jtraukiami
specifiniai reguliaciniai regionai, netransliuojamos sritys [25]. Dél Sios
priezasties pasiekiamas itin didelis egzony taikiniy sekoskaitos padengimas,
leidziantis nustatyti ne tik VNV ar nedideles iSkritas/intarpus, bet ir KSP bei
mozaikinius variantus [25]. Didelis duomeny padengimas ir tik atrinkty,
konkreciy geny analizé sudaro sglygas re¢iau nustatyti atsitiktinius radinius,
nesusijusius su tiriamojo ligos fenotipu, taip pat sumazina tikimybe gauti
klaidingai teigiamus/neigiamus rezultatus [26]. Diagnostinis geny grupiy
tyrimo efektyvumas gali biiti panaSus ar net pranokti VES efektyvuma, taciau
jam stiprig jtaka daro tikslinga tiriamyjy atranka ir iSankstiné jzvalga apie
genus, lemiancius tiriamojo fenotipg, t. y., stipri sgsaja tarp tiriamojo
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fenotipiniy ypatybiy ir j grupe jtraukty geny. Tai iliustruoja Jiman ir kolegy
[27] atlikta serganciyjy paveldimomis akiy tinklainés ligomis analizé taikant
geny grupiy sekoskaita. Bendrai genetiné diagnozé nustatyta 49 proc.
tiriamyjy. Taciau i8skyrus dvi tiriamyjy grupes — pirmoji, kuriai priskirti
tiriamieji su klinikine diagnoze, ir antroji, kuriai priklauso tiriamieji tik su
preliminaria klinikine diagnoze, — diagnostinis efektyvumas pirmosios grupés
atveju buvo 71 proc., antrajai nustatytas tik 25 proc. efektyvumas. Vis délto
akivaizdus geny grupiy sekoskaitos tritkumas — nauji ligos genai ir genomo
sri¢iy pokyciai néra nustatomi, nes analizuojama nedidelé (Zymiai mazesné
nei 1 proc. genomo) koduojancios genomo srities dalis, susieta su retomis
paveldimomis ligomis. Taciau $iuo tyrimu yra nustatomi nauji neapraSyti
zinomy ligos geny variantai, kuriy klinikiné reikSmé neretai turi biti
patvirtinama funkciniais tyrimais. Be to, kasmet nustatoma bent keliasdeSimt
naujy, retus jgimtus sutrikimus lemian¢iy geny, todél geny grupés sudétis turi
biiti reguliariai perzitrima ir atnaujinama (Orphanet duomeny baz¢). Tad
atlikus geny grupiy NKS ir nenustacius molekulinés ligos priezasties, turi biiti
atlickama pakartotiné ar kity geny grupiy sekoskaita arba pereinama prie VES
ar VGS tyrimo.

Analizuojami

3 Geny grupiy —>  specifiniai

tyrimas . .
GENAS GENAS ligos genai
GENAS
E st Analizuojama
——) FEgzomosekoskalta 5 gqupjanti DNR -
Intronas Intronas (VES) ~1% genomo
Egzonas Egzonas
GENOMAS Analizuojama
_) Genomo sekoskaita é koduojanti ir
(VGs) nekoduojanti DNR
EPIGENOMAS Analizuojami
1 i ; Metilomo ; genomo
sekoskaita epigenetiniai
Zymenys
iRNR
Transkriptomo Analizuojamos
) sekoskaita (TS) ﬁgenus koduojancios
RNR sekos

1.2 schema. DazZniausiai pasitelkiami NKS metodai rety ligy kilmés
prieZastims nustatyti.

Vienas populiariausiy NKS metody yra viso egzomo sekoskaita (VES) (zr. 1.2
schemag), kuri yra pranasesné uz viso genomo sekoskaitg dél mazesniy laiko ir
finansiniy resursy, paprastesnés bioinformatinés analizés ir mazesnio kiekio
duomeny saugojimo. VES tyrimo objektas grindziamas Ziniomis apie

18



apraSytas genetines zmogaus ligas, kuriy didzigja dalj (apie 85 proc.) lemia
baltymus koduojanciose genomo sekose (egzonuose) nustatyti DNR pokyciai
[28]. Egzomas sudaro apie 1 proc. Zzmogaus genomo (apie 30 Mb), todél
sekvenuojant Siuolaikinémis technologijomis galima pasiekti didesnj
sekoskaitos vertikaly padengima biutent aminoriigStis koduojanciuose
egzonuose ir kanoninése sukirpimo vietose [29]. Kadangi viso egzomo
sekoskaitos taikinys yra koduojancios genomo sritys, viso genomo atzvilgiu
(horizontalus) padengimas yra nedidelis, todél §iuo tyrimu neanalizuojamos
jvairios reguliacinés dalys, kurios gali turéti jtakos geny raiskai ir retos
paveldimos ligos patofiziologijai. Taip pat VES pasiekiamas pakankamas
padengimas, leidziantis analizuoti KSP geny srityse ir Igsteliy mozaikiskumo
nulemtus variantus, taip pat sukurti algoritmai, sudarantys galimybe Siuo
metodu jtarti didesnius nei 50 baziy pory struktiirinius variantus (SV) [30, 31].
Remiantis literatiira, egzomo sekoskaitos diagnostinis efektyvumas gali skirtis
priklausomai nuo tiriamos ligy grupés, tiriamyjy populiacijos, pasirinktos
tyrimo strategijos, detalaus fenotipinio aprasymo ir iStyrimo bei
bioinformatinés analizés, tac¢iau daugeliu atveju jis yra 20-50 proc. ribose.
Tiong Yang Tan ir kolegos [32] VES atliko vaikams (2-18 m. amziaus),
kuriems buvo jtarta monogening liga ir kurie nebuvo tirti kitais NKS metodais.
Nustatyti geneting diagnozg pavyko 52 proc. tiriamyjy. Tam jtakos galéjo
turéti tiriamyjy atrankos kriterijjai ir egzomo duomeny vertinimas tik
zinomuose ligos genuose. Kitas tyrimas, atliktas Retterer ir kolegy [33],
parodé, kad siekiant nustatyti ligos geneting priezastj efektyviau yra tirti triada
nei vieng probanda, kadangi molekulinés diagnozés nustatymas skyrési 7
proc. (atitinkamai 31 proc. ir 23,6 proc.). I[domus ir reikSmingas tyrimas
publikuotas 2023 m., atliktas JAV mokslininky [34]. Jame siekta nustatyti
VES diagnostinio efektyvumo skirtumus tarp dviejy grupiy, sudaryty i§ vaiky
ir prenataliniy atvejy: vieng sudaro tiriamieji, priskiriami populiacijoms,
turin¢ioms bendra Europos protévi ir daugiausiai analizuotoms didelio masto
sekoskaitos projektuose, kitg sudaro tiriamieji i§ tautiniy mazumy ar maziau
Mokslininkai, tirdami Sias dvi serganéiyjy grupes, nenustaté reikSmingy
genetinés diagnozés skaiciaus skirtumy.

Zmogaus genomo sekoskaita NKS technologijomis (Zr. 1.2 shemg) jgauna
vis didesng reikSme¢ ne tik moksliniuose tyrimuose, bet ir klinikinéje
praktikoje. Tai didelis zingsnis personalizuotos medicinos link, kadangi
nuskaiéius tiriamojo genomg gaunama informacija ne tik apie retos ligos
geneting priezastj, bet galima analizuoti tiriamojo farmakogenetinius,
metabolizmo ypatumus, nustatyti rizikg sirgti tam tikromis ligomis [35].

Genomo NKS duomeny padengimas yra skirtingas, neretai gaunamas
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mazesnis nei pasiekiamas atliekant VES ir geny grupiy tyrima, taciau jis yra
vientisesnis ir padengiantis visg genoma, tod¢l sudaro salygas nustatyti KSP,
mtDNR, SV ir analizuoti baltymy nekoduojancia genomo dalj [26]. ENCODE
(angl. Encyclopedia of DNA Elements) projektui paskelbus pirmosios fazés
rezultatus, daugelis tyréjy buvo nustebinti, jog apie 80 proc. zmogaus genomo
gali turéti funkcine reikSme [36], todél tiriamyjy analizé VGS metodu yra
neabejotinai reikSminga rety paveldimy ligy srityje. Daugelj mety moksliniai
ir diagnostiniai resursai buvo nukreipti j baltymus koduojancias genomo sritis
(genus), taciau vis dazniau atkreipiamas démesys, jog retos paveldimos ligos
gali turéti geneting priezast] maziau analizuotose genomo srityse. Pavyzdziui,
Bagnall ir kolegos [37] keturioms Seimoms, kuriy nariams diagnozuota
hipertrofiné kardiomiopatija, VGS metodu nustaté tolimus introninius
variantus, lémusius tiriamyjy liga. Sis tyrimas sufleruoja ir apie sudétingg
duomeny analizés procesa, kuris yra neatsiejamas nuo genomo sekoskaitos.
Illgalaikis dideliy duomeny laikymas bei dideliy pajégumy informacinés
technologijos ir vis tobulé¢jancios bioinformatinés analizés sistemos yra
svarblis ir neretai sunkumy keliantys poreikiai norint atlikti VGS analizg.
Gausus duomeny kiekis vienam tiriamajam lemia daugiau nustatomy geny
kandidaty, kuriuos tyréjas turi atmesti arba patvirtinti, taip pat atsitiktiniy
radiniy, sukelianciy papildomy etiniy klausimy [38]. Vis délto diagnostinio
efektyvumo atzvilgiu genomo sekoskaita yra jrankis, neretai pranaSesnis uz
geny grupiy ir egzomo sekoskaitg, taip pat apimantis ne tik iy, bet ir kai kuriy
citogenetiniy tyrimy galimybes (KSP, SV nustatymas). Tiriant paveldimas
akiy ligas VGS metodu, mokslininkams pavyko nustatyti geneting sutrikimo
kilme daugiau nei 57 proc. tiriamyjy [39]. Verta atkreipti démesj, kad Siame
tyrime beveik 13 proc. sudaré SV ir DNR poky¢iai nekoduojanciose genomo
srityse. Genomo NKS neretai taikoma tiriamiesiems, kuriems VES metodu
genetiné diagnozé nenustatyta. Tokiais atvejais patogeninius pokycius
pavyksta nustatyti 34 proc. tiriamyjy, serganciy jtariama Mendelinio
paveldéjimo liga [40]. Kitas svarbus genomo sekoskaitos aspektas yra
finansinés iSlaidos. Ewans ir kolegos [40] palygino, kiek skiriasi sagnaudos
taikant tik genomo sekoskaita, VES ir VGS, arba VES ir egzomo duomeny
peranalizavimg po keleriy mety. Tyrimas atliktas Mendelinio paveldéjimo
ligomis serganciyjy grupéje ir nustatyta, kad genomo NKS tyrimas, taikant jj
kaip pirmajj genetinj testa, yra optimalus tyrimas kainos atzvilgiu, siekiant
didziausio diagnostinio efektyvumo. Vis délto, jei tinkamai jvertinama
genetinés diagnozés nenustatymo rizika, optimaliausias kainos atzvilgiu yra
VES tyrimas su egzomo duomeny peranalizavimu po keleriy mety [40].
IStyrus visg serganciojo genoma, ne visada pavyksta nustatyti, kas 1émé
jtartg retg paveldima ligg ar pagrjsti, kad literattiroje neaprasytas DNR pokytis
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yra patogeninis. Tai viena i$ pagrindiniy priezas¢iy, skatinanciy tyréjus ieskoti
ligos priezasties kituose lygmenyse, turin¢iuose jtakos genetinés informacijos
nuraSymui ir pasireiSkimui. Transkriptomo NKS (Zr. 1.2 schemg) leidzia tirti
visg organizmo informacija RNR lygmeniu, t. y. nustatyti geny raiskos
poky¢ius, transkripty jvairove ir jy seky pokycius, taip pat analizuoti mazas ir
ilgas nekoduojancias RNR. Be to, tiriant genoma ir transkriptoma kartu
atsiranda galimybé ne tik nustatyti pokycius RNR molekuliy atzvilgiu, bet ir
sieti nustatytus genomo pokycius su funkcine reikSme [41]. Taip gali biiti
patvirtinamas neaprasyty DNR pokyciy, nustatyty jvairiose genomo srityse,
patogeniskumas, todél pagristy molekuliniy diagnoziy skaicius gali iSaugti.
Lee ir kolegos [41] publikavo tyrima, kuriame nustaté, kad atliekant genomo
ir transkriptomo sekoskaitg pasiekiamas 38 proc. diagnostinis efektyvumas,
kuris yra 7 proc. mazesnis atliekant tik VES arba VGS retomis paveldimomis
ligomis serganciyjy grupéje. Nors diagnostinio efektyvumo atzvilgiu indélis
néra didelis, transkriptomo sekoskaitos reikSmé yra ypac svarbi siekiant
veiklinti funkciniy tyrimy dalj tiek diagnostikoje, tiek mokslingje veikloje ir
prisidéti prie patogenezés mechanizmo iSaiskinimo.

Epigenetinis genomo lygmuo yra kitas, labai svarbus organizmo
mechanizmas, reguliuojantis geny raiska, todél neabejotinai darantis jtaka
retiems paveldimiems sutrikimams vystytis. Poky¢iy DNR metilinimo
lygmeniu nustatymui naudojama NKS technologijomis pagrista viso
metilomo arba jo dalies sekoskaita [42] (zr. 1.2 schema). Retas ligas lemiantys
epigenetiniai pokyciai dazniausiai yra somatiniai variantai, paveldimi mitozes
btdu ir neperduodami i§ kartos j karta, todél jy poveikis fenotipui priklauso
nuo organizmo vystymosi laikotarpio, kuriame jie susidaré [43]. Epigenome
susidare pakitimai gali prisidéti prie retos paveldimos ligos vystymosi arba
tiesiogiai ja lemti [43, 44]. Literatiroje aprasyta rety atvejy, kai tiriamojo
fenotipas sufleruoja apie recesyvaus paveldéjmo liga, taciau nustatomas tik
vienas pakites alelis, — tokiu atveju galima jtarti epigenetinj pokyti kitame
alelyje [45, 46]. Epigenetiniai poky¢iai gali lemti fenokopija, t. y. fenotipa,
kurj jprastai lemty konkreciame gene nustatomi DNR pokyciai, lemia DNR
metilinimo pokytis Sio geno reguliacinéje, dazniausiai promotoriaus
pozicijoje [47, 48]. Be to, metilomo sekoskaita yra svarbi siekiant nustatyti ir
pagristi varianty patogeniSkumg genuose, kurie koduoja DNR metilinimui
svarbius baltymus, ir lemia su jais siejamas retas jgimtas ligas [43]. NKS
metilomo tyrimas néra daznai taikomas klinikingje praktikoje, taciau jis turi
jitakos diagnostiniam efektyvumui. Sadikovic ir kolegos [49] aprasé tyrima,
parodantj, kad beveik 11 proc. tiriamyjy, kuriems kitais genetiniais metodais
nebuvo nustatyta molekuliné diagnoze, metilomo sekoskaitos metodu
nustatyti epigenetiniai pokyciai, sietini su tiriamyjy fenotipu.
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Apibendrinant, NKS technologijos pakeité rety paveldimy ligy moksliniy
tyrimy ir diagnostikos sritis: sutrumpino laika nuo jtarimo iki genetinés
diagnozes, praplété galimybes vienu metodu analizuoti didelj kiekj
paveldimos informacijos ir nustatyti jvairius DNR sekos pokycius tiek
koduojanciose, tiek nekoduojanciose sekose bei suteiké galimybe genomo
mastu analizuoti galimg poky¢iy funkcing reikime. Sios technologijos paneigé
Isisenéjusia prielaidg, kad vienas genas lemia vieng fenotipg. NKS tyrimai
atskleideé, kad ta pacCig reta geneting liga gali lemti skirtinguose genuose
nustatyti variantai, kelis fenotipus gali lemti tame paciame gene nustatyti
skirtingo tipo variantai. Taip pat nustatyti atvejai, kai tiriamajam patvirtintos
kelios diagnozés, nes identifikuoti DNR variantai keliuose skirtinguose
genuose, lemianciuose skirtingas ligas. Be to, epigenomo ir transkriptomo
sekoskaita parode, kokios kompleksiskos gali biiti ne genominés priezastys,
lemiancios vieno fenotipo pasireiskimg. IS esmés NKS leidzia tiksliau
klasifikuoti ir kategorizuoti ligas, remiantis jy genetine, transkriptomine ir
epigenetine architektiira. Vis délto NKS technologijos dar néra itin tikslios
sekvenuojant GC turtingas sritis, taip pat homologiniy genomo regiony ir seky
analizé yra komplikuota, nes atliekant Siy sri¢iy bioinformating analizg Sios
sekos neretai paSalinamos dél labai maZzos kokybés, kuria lemia jy
prilygiavimas daugelyje genomo viety [50, 51]. Todél populiaréjancios trecios
kartos sekoskaitos technologijos, kuriomis nuskaitomi ilgi (keliy ar keliolikos
tikstanciy baziy pory) DNR fragmentai be polimerizacijos zingsnio ir neretai
realiu laiku, yra biidas, leidziantis iSvengti NKS spragy ir gerinantis tyréjy
galimybes nustatyti retas genetines ligas lemiancius genomo, transkriptomo ir
metilomo poky¢ius [52].

1.3 DNR sekos varianty patogeniskumo nustatymo problematika

Nustatyti retus DNR variantus taikant NKS yra pirmas ligos prieZasties
jvertinimo etapas. Kitas kritiSkai svarbus zingsnis yra nustatyty varianty
interpretacija arba jy patogeniSkumo vertinimas, kai siekiama jrodyti, kad
nemazai laiko resursy ir patirties, nes tikimasi i§ tiriamojo egzome arba
genome nustatyty atitinkamai keliasdesimties tukstanciy ar milijony varianty
atrinkti tuos DNR poky¢ius (dazniausiai vieng), kurie galimai 1émé tiriamojo
ligos pasireiskima.

Niehaus ir kolegos 2019 m. [53] publikavo apklausos rezultatus, kurioje
97 proc. dalyvavusiy molekulinius tyrimus atliekanciy laboratorijy JAV ir
kitose pasaulio Salyse nurodé, kad vadovaujasi Amerikos medicininés
genetikos ir genomikos kolegijos (angl. American College of Medical
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Genetics and Genomics (ACMG)) bei Molekulinés patologijos asociacijos
(angl. Association of Molecular Pathology (AMP)) sukurtomis gairémis
variantams interpretuoti ir klasifikuoti [6]. Sios gairés sukurtos siekiant
palengvinti interpretavimg ir suvienodinti genetiniy tyrimy rezultatus, todél
apibrézia varianty patogeniskumo vertinimo procesg ir sudaro salygas
tarptautiniu mastu standartizuotai vertinti molekulinés genetikos ir
citogenetikos rezultatus. Gairése pateikiami konkretis kriterijai ir jy taikymo
budai, kuriy laikydamiesi tyréjai visame pasaulyje gali uztikrinti sklandy
informacijos dalijimgsi ir rezultaty atkuriamuma. Remiantis ACMG/AMP
rekomendacijomis, DNR variantai pagal klinikine reik§me klasifikuojami j 5-
ias pagrindines klases: nepatogeniniai, galimai nepatogeniniai, neaiSkios
klinikinés reik§més (angl. variant of uncertain significance, (VUS)), galimai
patogeniniai, patogeniniai (Zr. 1.3 schema). Variantas priskiriamas vienai i$
klasiy tuo atveju, jei atitinka kriterijus, sudarytus i§ jrodymy, kurie
patogeniniy ir galimai patogeniniy varianty atzvilgiu skirstomi j labai stiprius,
stiprius, vidutinio stiprumo ir palaikancius, o nepatogeniniy ir galimai
patogeniniy varianty atzvilgiu — | savarankiskus, stiprius ir palaikancius [6].

5-ta 4-ta 3-ia 2-a 1-a
klasé klasé klasé klasé klasé
. Galimai Nt?a.ls.kn:)s Galimai .
Patogeninis L klinikinés . Nepatogeninis
patogeninis nepatogeninis

reik§ més (VUS)

Turi klinikine Turi klinikine Klinikiné iSraiska Neturi klinikinés Neturi klinikinés
israiska israiska neZinoma idraiSkos israiskos

1.3 schema. DNR varianty Kklasifikavimas atsiZvelgiant | ACMG
rekomendacijas. Parengta remiantis Richards et al. 2015 [6].

Taigi, interpretuojant variantus yra svarbis jrodymai, kurie surenkami
analizuojant literatiira, naudojant in silico jrankius ir jvairias duomeny bazes.
Vienas pirmyjy filtry, kuris leidzia tyréjams sumazinti gausy genomo varianty
skai¢iy pirminiuose duomenyse, yra jy daznio nustatymas pasitelkiant
duomeny rinkinius vie$ai prieinamose populiacijy tyrimy duomeny bazése.
Pirmoji duomeny bazé, kurioje talpinta informacija apie bendrg populiacijy
genetine variacijg, buvo 1000 Genomy projekto, ta¢iau Siuo metu pagrindiné
ir didZiausia duomeny bazé, talpinanti DNR varianty informacija i§ daugiau
nei 195 tikst. tiriamyjy egzomo ar genomo sekoskaitos duomeny, yra
Genomo agregacijos duomeny bazé (angl. Genome Aggregation Database
(gnomAD)) [54]. Duomeny bazés kaip gnomAD padeda atskleisti kliniskai
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nereik§mingus genetinius skirtumus tarp populiacijy ir atskiry individy bei
parodyti DNR poky¢iy jvairove, kuri, tikétina, neturi jtakos ligy vystymuisi.
[Sanalizavus turimg gnomAD duomeny rinkinj, parodyta, kad varianto
retumas yra ne visada tinkamas jo patogeniskumo jrodymas, kadangi vieno
individo genomo koduojancioje sekoje vidutiniskai nustatoma apie , varianty,
kuriy daznis itin mazas (<0,1 proc.), taciau pabréztinai ne visi turi reikSme
fenotipui [55]. Kita vertus, nustatoma dazny varianty (=5 proc.), kurie turi
itakos retos ligos pasireiskimui, taciau dél jy Zzemo penetrantiSkumo daZnis
gali buti klaidinantis [56]. Svarbu jvertinti, kad gnomAD duomeny bazéje
egzomo ir genomo sekoskaitos duomenys yra sveiky tiriamyjy, taciau ne
visiems buvo atlikta i§sami sveikatos apziiira, todél sunku uztikrinti, jog visi
tiriamieji yra iSskirtinai sveiki [55]. Nors gnomAD talpina apie 200 tiikst.
individy genomo duomenis, jie vis dar neatskleidzia visy galimy, kliniskai
jtakos neturin¢iy DNR pokyciy, todél tikslinga toliau plésti neserganciy
tiriamyjy genetiniy duomeny rinkinius, kartu didinant tiriamyjy demografing
ir geografing jvairove.

Variantams interpretuoti taip pat reikalingos duomeny bazés, talpinancios
informacija apie kliniskai reikSmingus variantus, t. y. tos, kuriose skirtingos
tyréjy grupés DNR pokyciui priskyré patogeniSkumo vertinimo kriterijus ir
susiejo su konkrecia liga ar fenotipiniais bruozais, pavyzdziui, ClinVar,
Human Gene Mutation Database (HGMD), LOVD duomeny bazés.
Remiantis disertacijos raSsymo metu ClinVar duomeny bazéje pateikta
statistika, joje talpinama apie 2,5 mln. unikaliy DNR sekos poky¢iy (HGMD
apie 0,5 miIn.) ir Sis skaicius kasmet didéja. Taciau svarbu tai, kad apie 36
proc. pateikty skirtingo tipo varianty yra priskiriama VUS klasei [57]. | ja
patenka variantai, kuriy klinikinei reikSmei patvirtinti ar atmesti neuZtenka
jrodymy, todél tokie DNR pokyc¢iai ypac¢ apsunkina diagnostinj darbg ir
mazina diagnostinj efektyvuma. Taip pat 5 proc. ClinVar varianty yra
vertinami prieStaringai, néra priskirti vienai i§ ACMG/AMP pasiilyty
varianty klasiy [57]. Tai tik paryskina, kad varianty patogeniskumui jvertinti
tyréjui reikalingi papildomi jrankiai ir buidai.

Duomeny bazés pabrézia informacijos dalijimosi, tiriamyjy skaiciaus
didinimo ir informacijos atnaujinimo svarbg. GeneMatcher yra unikalus
internetinis jrankis, skirtas dalintis informacija apie retus ligas lemiancius
genetinius pokyc¢ius (genus ar variantus), kurie domina tyréjus ir apie juos
nepakanka Ziniy bei publikuoty tyrimy uZtvirtinti geno ar varianto sgsaja su
tiriamojo fenotipu. Todél kity tyréjy pasaulyje patirtis ir jy nustatyti panasis
atvejai (nepublikuoti literatiiroje) reikalingi siekiant nustatyti geneting
diagnoze [58]. Siuo jrankiu taip pat gali naudotis modelinése organizmy
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sistemose tyrimus atlickantys mokslininkai, todél sudaroma galimybé
prisijungti prie DNR poky¢iy funkcinés reikSmés tyrimy [58].

Variantams interpretuoti ir vertinti jy galimg jtaka molekuliniu lygmeniu
padeda bioinformatiniai jrankiai. Tai matematiniai skai¢iavimo metodai,
kompiuteriniai algoritmai, kurie gali jvertinti, pavyzdziui, varianto, nustatyto
koduojancioje genomo sekoje, jtaka baltymui remiantis jo pozicijos
evoliuciniu konservatyvumu ir baltymo struktirinémis savybémis (SIFT,
PolyPhen-2, MutationTaster jrankiai) [59]. Kadangi reguliaciniai ir
nekoduojantys regionai gali biiti susij¢ su paveldimy ligy vystymusi, kuriami
pazangus jrankiai juose nustatytiems variantams jvertinti. Sukirpimo vietose
nustatyty pokyciy jtaka informacinés RNR (iRNR) sukirpimo procesui
vertinama pasinaudojant giliu mokymusi (dirbtinio intelekto poaibis) pagristu
jrankiu SpliceAl [60]. Parodyta, kad Sio jrankio specifiSkumo ir jautrumo
rodikliai yra geresni, lyginant su kitais neretai naudojamais jrankiais
sukirpimo varianty jtakai modeliuoti [61]. Sis pavyzdys pabrézia poreikj
naudoti naujausius kompiuterinius modelius, tobulinant ir kuriant naujus in
silico tyrimy jrankius genetiniy varianty patogeniSkumo vertinimui. Vis délto
bioinformatiniai jrankiai néra visiSkai patikimi, jy rezultatai apie varianto
reikSme turi biiti vertinami tikslingai ir kritiSkai, todél rekomenduojama
i8vadas daryti pasitelkiant ne vieng in silico jrankj, skirta tam tikro tipo
(aminortigst] kei¢ianciam ar sukirpimo vietos) variantui vertinti. Be to, jog yra
sukurti paieskos varikliai, jrankiai, tokie kaip Varsome, kurie apjungia daugelj
anksciau paminéty duomeny baziy ir bioinformatiniy jrankiy bei literatiiros
Saltiniy analize, yra patogiis ir parankiis tyréjo atzvilgiu, kadangi
patogeniskumo vertinimui biitina informacija pateikiama vienoje vietoje [62].
Varsome jrankyje integruota ir automatiné varianty klasifikacijos sistema,
kuri, remdamasi turimais jrodymais apie DNR pokytj, pateikia klase, kuriai
variantas galéty buiti priskirtas [62]. Taciau net ir tokiu atveju tyréjas priima
galutinj sprendima apie genetinio varianto funkcing reikSme remdamasis ne
tik surinktomis ziniomis, publikuotais tyrimais ir jrankiy rezultatais, bet ir
savo profesine patirtimi.

Apibendrinant ankstesniuose ir Siame poskyryje pateikta informacija
galima teigti, kad skirtingomis NKS technologijomis nustatyty DNR pokyciy
reikSmés fenotipui vertinimas yra sudétingas ir dinamiskas procesas,
reikalaujantis tarpdisciplininiy ziniy ir patirties. Né vienas NKS metodas
nepasiekia Simtaprocentinio diagnostinio efektyvumo, kuriam didelg jtaka turi
ir patogeniskumo vertinimo etapas. Nors populiacijy tyrimy duomeny bazés
pleciasi, integruojami naujausi skai¢iavimo modeliai kuriant bioinformatinius
jrankius ir publikuota naujy geny ir juose nustatyty varianty funkcing reikSme

analizuojanc¢iy tyrimy, daugiau nei tre¢dalis licka VUS klaséje (remiantis
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ClinVar duomeny baze). Pavyzdziui, DYNCIHI gene (MIM# 600112), kuris
sigjamas su neurovystymosi ir neuroraumeniniais sutrikimais (MIM# 614228,
MIM# 614563, MIM# 158600), ClinVar duomeny bazéje daugiau nei 36 proc.
(1425/3919) varianty yra VUS. Svarbu atkreipti démesj, kad tiek galimai
patogeniniai, tiek galimai nepatogeniniai variantai Zinomuose ligos genuose
taip pat reikalauja papildomy jrodymy, siekiant juos priskirti konkreciai
patogeniniy arba nepatogeniniy varianty klasei. Taigi, neabejotinai iSryskéja
funkciniy tyrimy, kaip galutinio varianty patogeniskumo interpretacijos etapo,
svarba, siekiant patvirtinti varianto vaidmen] patogenezés mechanizme ar
suteikti naujy, fundamentiniy ziniy apie tam tikrus biologinius procesus. Kita
svarbi funkciniy tyrimy misija personalizuotos medicinos atzvilgiu yra
nustatyti varianto jtakg ne tik molekuliniu, lgsteliy lygmeniu, bet ir individo
lygmeniu, kadangi ne visada konkretus variantas turés ta pati poveiki
skirtingiems individams. Visa tai yra ir didziulé paskata kurti Siuolaikines
biologinés terapijos metodus ir jrankius, kurie suteikty galimybe
sergantiesiems retomis paveldimomis ligomis pagerinti gydymo bidus ir
tobulinti sveikatos prieziliros strategijas.

1.4 Funkciniai tyrimai DNR varianty patogeniskumui patvirtinti

Empiriniai jrodymai yra reikSmingi, taciau nelengvai surenkami siekiant
patvirtinti varianto patogeniSkumg — tai pabréziama ir ACMG/AMP
rekomendacijose. Sie jrodymai gaunami tik eksperimentiskai iStyrus
koduojanc¢iose ar nekoduojanCiose sekose nustatytus DNR pokycius ar
kandidatinius genus ir jiems priskyrus (arba atmetus) funkcine reikSme. Todél
funkciniai tyrimai ir platesne apimtimi funkciné¢ genomika yra pagrindinis
jrankis siekiant atskleisti DNR poky¢iy sasaja su molekuliniais poky¢iais,
signaliniais keliais ar procesais lastelése, kuriy sutrikimas galimai lemia
tiriamojo reto sutrikimo fenotipiniy bruozy vystymasi [13]. Pasaulyje ryskéja
tendencija funkcing genomo varianty analize, kuri dazniausiai atlickama
moksliniy tyrimy srityje, taikyti klinikingje praktikoje, taip skatinti moksliniy
ir diagnostiniy padaliniy glaudesnj bendradarbiavimg ir didinti diagnostinj
efektyvuma. Australy mokslininkai [63] publikavo nacionaliniu lygiu atlikta
tyrima, kuriuo sieké parodyti integraciniy tyrimy nauda, siekiant efektyviau
diagnozuoti retomis ligomis sergancius naujagimius ir vaikus. Atlikus
genomo sekoskaita, pasiektas 47 proc. diagnostinis efektyvumas, taCiau
pritaikius papildomus transkriptomo, proteomo ir mazesnio masto, labiau
specializuotus funkcinius tyrimus $is rodiklis padidéjo iki 54 proc. [63]. Sis
tyrimas dar kartg parodo funkciniy tyrimy verte tiek epistemiologiniu, tiek
pritaikomumo aspektais, kurie yra reikSmingi tobulinant mokslingje ir
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sveikatos prieziliros sistemoje taikomus rety paveldimy ligy tyrimus ir
diagnostikos strategijas.

1.4.1 Tyrimai molekuliniu lygmeniu

Molekuliniy tyrimy mastas ir naSumas, analizuojant retomis paveldimomis
ligomis serganc¢iyjy DNR, RNR ar baltymus, gali skirtis priklausomai ne tik
nuo finansiniy ir laiko resursy, bet ir paties iStyrimo tikslo. Tuo atveju, kai
nustatomas variantas RNR sukirpimui svarbioje genomo vietoje, tikslas yra
jvertinti §io varianto jtaka iRNR sekos struktiirai, kurios pokyc¢iai sutrikdyty
normaly sukirpimo procesa, toliau geno raiskai ar net galimai prieslaikinio
baigmés kodono sukeltai iIRNR degradacijai (angl. Nonsense-mediated mRNA
decay (NMD)). Sis procesas aptinkamas visuose eukariotiniuose
organizmuose ir atlieka tiek nepakitusiy tranksripty kiekio reguliacijg arba
adaptacija esant aplinkos pokyciams, tiek prieslaikinés baigmés kodona
turin¢iy tranksripty paSalinimg [64, 65]. Kopijinés DNR (kDNR), kuri
susintetinama pagal tiriamojo RNR, Sangerio sekoskaita, naudojant sukirpimo
vietos pokyt] apimancius pradmenis, panaudota siekiant nustatyti, kokj
poveikj CAPN3 iRNR sekai turi heterozigotinis akceptorinés sukirpimo vietos
variantas ¢.2440-1G>A [66]. Sia tyrimo strategija mokslininkai nustaté
CAPN3 24-to egzono iskrita, todél padaryta iSvada, kad geno koduojamas
baltymas sutrumpéja ir, tikétina, sutrinka jo funkcija. Atlik¢ kiekybing PGR
(kPGR), nustaté¢ dvigubai mazesn¢ CAPN3 geno iRNR raiskg lyginant su
kontroliniais asmenimis, tad $iuo atveju tikétina, kad aktyvuojamas NMD
kelias ir sutrumpéjusi iRNR yra suskaidoma [66]. Sie rezultatai jrodo varianto
patogeniskuma, bet neatskleidzia viso patogenezés mechanizmo vaizdo.
Panasi strategija pasirinkta analizuojant PHF2I4 gene nustatyty
heterozigotinj donorinés sukirpimo vietos variantg c.153+1G>C [67]. Tik $iuo
atveju tiriamajam ir jo tévams pirmiausia buvo atlikta transkriptomo
sekoskaita, kuria nustatytas pakites PHF21A transkriptas be 6-to egzono. Sis
radinys patvirtintas atliekant KDNR Sangerio sekoskaitg ir in silico nustatyta,
kad ji lemia vidugenine delecija, dél kurios geno koduojamas baltymas
praranda aminortig§tis, koduojancias funkcinj leucino uztrauktuko domeng
[67]. ]domu tai, kad 6-to egzono iSkrita nelemia rémelio poslinkio ir
prieslaikinés baigmés kodono susidarymo, todél tikétina, kad NMD
mechanizmas neaktyvuojamas, taiau kPGR tyrimo rezultatai parodé du
kartus sumazéjusia 6-to egzono raiska tiriamojo RNR méginyje [67]. Taigi,
tyréjai, taikydami pasirinkta tyrimo strategija, pademonstravo sutrikusj
sukirpimo procesa, jo jtakg RNR raiSkai ir galimus baltymo funkcija
sutrikdancius pokycius. Beje, sukirpimo vietos variantams analizuoti neretai
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pasirenkamas ir in vitro minigeny sukirpimo tyrimas (angl. In vitro Minigene
splicing assay), kuris leidzia modeliuoti sukirpimo vietos variantus pasirinkto
tipo lastelése, todél neretai taikomas, kai tiriamo geno raiSka nevyksta
prieinamuose méginiuose, pavyzdziui, kraujyje. Taikant §] metoda, nustatyta,
kad NAAI5 geno heterozigotinis donorinés sukirpimo vietos variantas
¢.1410+5G>C lemia 12-o introno dalies (224 bp) intarpg [68]. Tai leido
tyréjams jrodyti, kad variantas lemia sutrikusj iRNR sukirpimo procesg ir,
tikétina, pakitusig baltymo funkcija, todél yra susijgs su reto sutrikimo
vystymusi [68].

Verta pabrézti, kad viena pakitusi kanoniné sukirpimo vieta gali lemti keliy
pakitusiy transkripty raiska. Sanoguera-Miralles ir kolegos [69] pritaiké
minigeny sukirpimo analize, siekiant funkciSkai jvertinti CHEK2 gene
nustatytiems sukirpimo vietos variantams. Tyréjams pavyko nustatyti, jog
c.319 + 5G>T lémé galimai 11-kos skirtingy transkripty susidaryma, kuris i8
dalies parodo dar neatskleistas genomo koduojamos informacijos reikSmes,
kurios yra svarbios sukirpimo procese dalyvaujantiems molekuliniams
kompleksams [69]. Taip pat svarbu paminéti, kad aminoriigst] keiCiantys
vieno nukleotido pokyc¢iai gali turéti jtakos sukirpimo procesui. Naudojant
minigeny tyrima, Dionnet ir kolegos [70] iStyré 21-3 aminorugsties pokyti
sukeliantj DNR variantg, esantj toliau nuo 5° ir 3 egzono galy, ir nustaté, kad
8-1 variantai lemia jvairius iRNR sukirpimo poky¢ius: egzono iskrita, introno
dalies intarpa, alternatyvios splaisingo vietos susidaryma. Siy varianty galima
itaka sukirpimo procesui nebuvo nustatyta naujausiais bioinformatiniais
jrankiais. Visi anks¢iau paminéti molekuliniai tyrimai pabrézia nauda
klinikinéje praktikoje ir jrodo svarba fundamentiniy ziniy aspektu, kadangi
atskleidzia sudétingus molekulinius procesus, darancius jtaka pre-iRNR
sukirpimui ir tolesniam apdorotos iRNR jveiklinimui — transkripcijai ir
transliacijai.

Skirtingi molekuliniai metodai taikomi siekiant jvertinti DNR varianty
jtakg ir baltymo lygmeniu. Neretai Siuo biidu pasirenkama analizuoti
aminoriigst] keiciancius, rémelio poslinkj ar prieslaikinés baigmés kodono
susidarymg lemiancius genomo sekos pokyCius. CHM gene nustatyta
aminoriigst] keiCiant] variantg p.(Leud457Pro) analizuojant Western blot
metodu, serganciojo fibroblastuose tyréjai nustaté pakitusio baltymo raiskos
sumazgjimg 86 proc., lyginant su sveiky asmeny nepakitusio baltymo raiska
fibroblasty kultirose [71]. Sis kiekio pasikeitimas jrodo neigiama varianto
jtakg geno koduojamam baltymui, kuris, tikétina, yra suardomas [71]. Chen ir
kolegos [72] sieké nustatyti vienos aminoriigsties iSkrita p.(Thr312del)
lemiancio varianto reikSm¢ KCNQ! koduojamo kalio jony kanalo funkcijai,

taciau pritaik¢ Western blot analize, transfekuotose zmogaus embriono inksty
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lastelése Sio baltymo raiskos skirtumy nenustaté, lyginant nepakitusio baltymo
ir pakitusio baltymo raiska turinCiose lastelése. Tai leido jrodyti, jog variantas
neturi didelés jtakos kalio kanalo geno raigkai arba transliacijai [72]. Siuo
atveju pritaikyta ir koimunoprecipitacija, siekiant nustatyti, ar KCNQI
baltymo vienos aminoriigsties iskrita neturi jtakos jo saveikai su partneriu
KCNEI baltymu — skirtumy taip pat nenustatyta [72]. Sis tyrimas pabrézia
baltymo kiekybinés analizés svarbg net ir nustacius iskrita lemiantj genomo
pokyti. Tokio tipo pokycio jtaka molekuliniams procesams ne visada
pasireiskia neigiamai raiskos ar molekuliy tarpusavio sgveikos atzvilgiu — tai
dar karta parodo patogenezés mechanizmy sudétingumg ir skirtingumag
kiekvieno varianto atveju. Hemizigotiné duplikacija (3,8 Mb), apimanti RLIM
gena, taip pat analizuota taikant Western blot metoda, kuriuo jrodyta, jog tiek
RNR, tiek baltymo lygmeniu RLIM geno koduojamo produkto kiekis
reikSmingai iSauga lyginant serganciyjy ir kontroliniy asmeny lasteles [73].
Taip patvirtinta nustatyto genomo poky¢io jtaka kitu genomo koduojamos
informacijos pasireiskimo lygmeniu, todél gaunamas papildomas funkcinés
reik§més jrodymas. Anksc¢iau aprasyty tyrimy atvejais analizuojamas vienas
arba keli baltymai, kuriuos koduoja DNR pokytj turintis genas ar geno
koduojamo produkto sgveikos partneriai. Taciau rety paveldimy ligy srityje
taikomi ir plataus masto protecomo ar metabolomo tyrimai (kaip skysCiy
chromatografija — masiy spektrometrija (LC-MS)), kurie sukuria galimybe
analizuoti baltymy ar metabolity pokycius neturint iSankstinés fenotipo kilmés
hipotezés tam tikry ligy grupése, pavyzdziui, paveldimy metabolizmo
sutrikimy ar mitochondriniy ligy, siekiant pirmiausia nustatyti fiziologinius
tiriamojo individo pokycius, toliau genetinius variantus, galimai 1émusius
lgimta tiriamojo fenotipa [74-76]. Tai strategija, kuri gali biiti taikoma siekiant
nepraleisti genomo varianty, kuriy analizé molekuliniais ar funkciniais
tyrimais nepagrindzia jy klinikinés reik§més, taciau proteomo ar metabolomo
lygmenimis jy funkcin¢ jtaka gali baiti atskleista [75, 76]. Vis délto,
analizuojant RNR, baltymus ir metabolitus molekuliniais metodais, neretai
gaunamos tik jzvalgos ir gairés apie galimas funkcines pasekmes ir tam
tikriems baltymams, kompleksams, ar mechanizmus, sukeliancius pokycius
organizmo lastelése vykstantiems procesams, todél susidaro poreikis detaliau
paanalizuoti atrinkty taikiniy lemiamg patogenezés kelig, taikant
eksperimentinius tyrimus Igstelése.

1.4.2 Tyrimai lgsteliy lygmeniu

Lastelés yra vienas i§ nedaugelio prieinamy, funkcinei analizei ir
eksperimentinéms manipuliacijoms naudojamy objekty ligoms modeliuoti,

29



kuris leidzia in vitro arba in vivo tirti rety genetiniy ligy patogenezés procesus,
nulemtus pokyciy genome. Tiriamojo pirminés fibroblasty kultiros,
kultivuojamos i§ odos dermos bioptaty, neretai pasirenkamos tyrimams dél
palyginti su kitomis Zmogaus lgstelémis ne itin sudétingos prieziiiros, taip pat
tada, kai Zinoma, jog juose vyksta analizuojamo geno raiska [77-80]. Be to,
tiriamyjy fibroblastai sudaro galimybe analizuoti DNR pokycius unikalioje
individo genetinéje ir epigenetinéje aplinkoje, kuri gali turéti jtakos
fenotipiniams bruozams pasireiksti. Goldzio komplekso mikroskopiné
atsikirimo analiz¢ po poveikio nokodazolu tiriamyjy pirminiuose
fibroblastuose leido jrodyti, kad DYNCIHI gene nustatyti aminoriagst]
kei¢iantys heterozigotiniai variantai (c.3581A>G p.(GIn1194Arg) ir
c.9142G>A p.(Glu3048Lys)) 1émé létesnj Goldzio komplekso atsikiirima
lyginant su kontroliniy asmeny lastelémis [81]. Siuo eksperimentu
mokslininkai parodé, kad atlickant nesudétingas manipuliacijas Iastelése
galima patvirtinti analizuojamy varianty patogeniSkuma ir atskleisti tam tikrus
patogenezés mechanizmo aspektus — sutrikusj Goldzio komplekso membrany
judéjima, uz kurj lastelése atsakingas citoplazminis dineinas, o pastarojo
sunkioji grandiné koduojama DYNCIHI geno [81]. Analizuojant Vernerio
sindromu serganciyjy fibroblastus, tyréjai nustaté, kad WRN geno VNV,
lemiantys prieslaikinés baigmés kodono susidarymg ir vienos aminoraigsties
pokyti (atitinkamai p.(GIln748Ter) ir p.(Phel074Leu)), lémé reikSmingai
sulétéjusj lasteliy dalijimasi, padidéjusj oksidacinj stresa dél Siose lastelése
sumazgjusio aktyviy deguonies formy nukenksminimo [82]. Molekulinés ir
lastelés biologijos metodais analizuojant tiriamyjy fibroblastus, pavyko
identifikuoti molekulinius kelius, kurie sukelia patofiziologinius pokycius
serganciajam.

Esama skirtingy priezasciy, dél kuriy tiriamojo Igsteliy kulttiros gali bti
neprieinamos: asmeninés, medicininés, techninés, etinés, logistinés. Taip pat
ne visada analizuojamo geno raiSka nustatoma prieinamuose lasteliy
éminivose (kaip fibroblastuose). Tokiais atvejais eksperimentams
naudojamos iSvestos lasteliy linijos, kurios neabejotinai pranasesnés uz
pirminiy lasteliy kultiras nemirtingumu — gebéjimu neribotai dalintis
nepereinant | senéjimo biiseng [83]. Taciau net kai analizuojamo geno raiska
lastelése nenustatoma arba reikalinga pakitusio geno koduojamo baltymo
raiSka tam tikrose lasteliy linijose, pasitelkiama transfekcija ar transdukcija,
kuriy pagalba galima vykdyti norimo produkto raiSka. Atliekant pakitusio
kalio kanalo (turin¢io p.Thr312del pokytj), koduojamo KCNQI geno,
funkcing analize, | HEK293 (zmogaus embrioninés inksty) ir CHO (kiny
ziurkéno kiausidziy) lasteles cheminés transfekcijos biidu buvo jvestos
plazmidés, koduojancios nepakitusj ir pakitusj KCNQ1 baltymus [72]. Po
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manipuliacijos lgsteléms atlikti elektrofiziologiniai tyrimai ,,patch-clamp‘
metodu leido nustatyti, jog vienos aminortigsties delecija lemia kalio kanalo
disfunkcijg — kalio jony srové nustatyta reikSmingai maza arba nenustatyta is
viso [72]. Taip pat pastebéta, kad §is pokytis, tikétina, turi dominuojantj
neigiamg efekta, kadangi lastelése, kuriose vyko abiejy plazmidziy raiska,
kalio jony srové sumazéjo daugiau nei 50 proc., — vadinasi, pakinta kalio
kanalo laidumas [72]. Taikant $ig tyrimo strategija, mokslininkai taip pat
gebéjo lastelése sukelti ir KCNQI1 subvieneto KCNE1, reikalingo kanalo
funkcijai, rai$ka — taip nustaté, jog saveika tarp jy sutrinka [72]. Sis tyrimas
pabrézia ir tai, kad Siuolaikiniais transfekcijos metodais jmanoma tirti itin
specifiniams audiniams (pavyzdziui, Sirdies audiniui, jj sudarantiems
kardiomiocitams) budingus baltymus kaip jony kanalus, kuriy analizé
izoliuotomis ir kontroliuojamomis salygomis pasirinktose lasteliy linijose
sudaro galimybe specifiskai tirti vieno baltymo ar keliy jo partneriy veikla,
funkcija, molekulinius patogenezés kelius, sukeltus tiriamo varianto.
Specifiniams audiniams (Sirdies, nerviniam) budingy baltymy analizé
jiems jprastoje lastelinéje aplinkoje gali buti pasiekta taikant indukuoty
pliuripotentiniy kamieniniy lasteliy (angl. induced Pluripotent Stem Sells
(iPSC)) technologijas. Perprogramavus tiriamojo lasteles j iPSC, skirtingy
transkripcijos veiksniy, cheminiy reagenty ir kity veiksniy bei aplinkos
manipuliacijy pagalba galima diferencijuoti lasteles i skirtingus tipus [84].
TaCiau perprogramavimo procese gali buti prarandamos unikalios
epigenetinés Zymés, budingos tiriamojo genomui. Kadangi retos ligos neretai
paveikia ne vieng organizmo sistema, naudojant tiriamojo iPSC galima
specifinj reta sutrikimg ir jj lémusj genomo pokytj tirti keliy audiniy atzvilgiu.
Liu ir kolegos [85] panaudojo serganciyjy Hutchinson—Gilford progerija
pirminiy fibroblasty kultiiras, siekiant nustatyti LMNA geno VNV
p.(Gly608Gly) sukeliamg ligos patogenezés mechanizmg. Pritaike
retrovirusing transdukcija, tiriamyjy fibroblastai perprogramuoti j iPSC ir
toliau specifiniais transkripcijos veiksniais diferencijuoti j lygiyjy raumeny
Iasteles [85]. Siame tyrime mokslininkams pavyko nustatyti, kad genetinis
pokytis lemia greitesnj lygiyjy raumeny lasteliy senéjima, kuris pasireiskia per
baltyma progering [85]. Kartu tirdami iPSC bei pirmines Igsteles, nustaté tam
tikrus neapraSytus molekulinius sené¢jimo mechanizmus, bidingus
kamieninéms ir diferencijuotoms sveiky asmeny lasteléms [85]. Verta
atkreipti démesj, kad anksCiau apraSytuose tyrimuose tiriamas genetinis
pokytis, esantis serganciojo lgstelése, arba pokytis jvedamas mutagenezés
metodu j plazmides, o pastarosios transfekuojamos (ar transdukuojamos) j
lasteles, taip pat laikinai tiriamo geno produkto raiSkai sumazinti taikomos ir

mazos interferuojanc¢ios RNR (angl. small interfering RNA (siRNR)). Tac¢iau
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tobuléjant geny inzinerijos technologijoms, norimg geny raiSkos pokyc¢io
efekta galima gauti jvedant DNR pokyti | pasirinkty lgsteliy genoma
naujausiais geny redagavimo metodais [86]. Viena i§ itin populiariy ir
dazniausiai taikomy technologijy yra CRISPR-Cas9 sistema [87-89]. Si
technologija leidzia tiriamy lgsteliy genome sukurti VNV, intarpus, iSkritas
bei didesnius struktiirinius variantus naudojant Cas9 baltyma, atliekantji DNR
grandinés kirpimg, atitinkamg giding RNR (gRNR), kuri Cas9 baltymui
nurodo kirpimo vieta, ir esant poreikiui donoring DNR, reikalinga siekiant
iterpti naujg ar pakeisti buvusia DNR seka genome [87, 88]. Ward ir kolegos
[90] CRISPR-Cas9 technologija j izogeniniy iPSC lasteliy genoma jterpé
NAAI5 geno heterozigotinj varianta, lemiant] aminortigsties pokytj (p.
Arg276Trp). Istyre tiek redaguotas iPSC, tiek i§ §iy lasteliy diferencijuotus
kardiomiocitus, nustaté, kad sutrinka NAA1S5 baltymo saveika su ribosominiu
kompleksu, todél sutrinka tam tikry baltymy transliacija ir raiska, taip pat
sutrinka specifiniy baltymy N-galo acetilinimas, kuriame dalyvauja NAA1S,
ir kai kurie i§ pakitusios raiSkos baltymy susieti su paveldimomis Sirdies
ligomis [90]. Siekiant jrodyti keturiy aminoriigsties pokyciy (p.Pro587Arg,
p.Arg599Cys, p.Tyr356Cys, p.Arg387Cys), nustatyty su X susieta intelektine
negalia serganciyjy RLIM genuose, Siuos pokycius lémusius DNR variantus
jvedé | pelés embrioniniy kamieniniy lasteliy genomus (angl. mouse
Embryonic Stem Cells (mESC)) [91]. Mokslininkai nustaté sumazéjusj RLIM
(E3 ubikvitino ligazé) baltymo katalizinj aktyvuma, atsiradusj dél skirtinguose
domenuose nustatyty varianty, taip pat atskleidé¢ Sio baltymo svarba mESC
lasteliy diferenciacijai j nervines lasteles — neurony vystymuisi [91].

Taigi, pasitelkiant jvairias Igsteliy manipuliacijos technikas tyréjai turi
galimybe atkurti reto paveldimo sutrikimo modelj lastelése arba istirti
tiriamojo serganciy lasteliy linijas ir skirtingy DNR pokyciy tipy sukeltus
patofiziologinius procesus. ISaiSkintas patogenezés mechanizmas yra svarbus
biologinéms terapijoms kurti, naujiems vaisty taikiniams nustatyti, taip pat
fundamentinéms Zzinioms pagilinti ar papildyti. Be to, mokslinis geny
redagavimo taikymas kuriant reto paveldimo sutrikimo modelj zinduoliy
lastelése prisideda ir kaip $ios sistemos terapinis taikymas, kadangi CRISPR-
Cas9 technologija galima ne tik jvesti, bet ir iStaisyti genomo pokytj
sutrikusiose lastelése [89]. Tai itin perspektyvi sistema tokiy rety ligy atvejais,
kuriose pazeidziamos specifiniy audiniy Igstelés arba yra jmanomos ex vivo
serganciojo lasteliy manipuliacijos, po kuriy atlickama autologiné lasteliy
transplantacija [92]. Nors tyrimai lgstelése neabejotinai reik§mingi siekiant
atskleisti molekuliniy procesy ypatybes ir jrodyti funkcing genomo poky¢iy
reikSme, taciau 2D lasteliy kultiiros neleidzia susidaryti pilno patogenezés

mechanizmo vaizdo audiniy, organy ar viso organizmo atzvilgiu. Dél to
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funkciniai geny kandidaty ar DNR poky¢iy Zinomuose ligos genuose tyrimai
atliekami ir yra reikalingi 3D Igsteliy kultGrose, audiniuose ar modeliniuose
organizmuose. Sis poreikis yra svarbi paskata tolesniems moksliniams
tyrimams, kurie padéty uztikrintai jvertinti genetiniy varianty jtakg jvairiais
gyvo organizmo genetinés informacijos jgyvendinimo lygmenimis ir turéty
reikSminga bei teigiama jtakg retais jgimtais sutrikimais serganciyjy
diagnostingje odiséjoje ir efektyvaus gydymo perspektyvoje.
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2. METODAI
2.1 Tyrimo pagrindas ir tiriamieji

Pagrindinis disertacijos tyrimas atliktas Lietuvos moksly tarybos
finansuoto mokslinio projekto ,,Rety paveldimy ligy genetiniy priezZasCiy
integraciniai tyrimai* pagrindu (akronimas ATGC; sutartis Nr. S-MIP-21-15;
projekto biudzetas 149994 EUR; projekto vad. prof. Eglé Preiksaitiené). Dalis
Sio darbo tyrimo atlikta naudojant duomenis i§ mokslinio projekto
»intelektinés negalios ir jgimty anomalijy genetinés architektiiros
identifikavimas* (akronimas INGENES; sutarties Nr. S-MIP-17-19/LSS-
150000-1179; projekto biudzetas 99918 EUR; projekto vad. prof. Eglé
Preik3aitien¢). Kai kurie INGENES projekto tiriamieji pakviesti dalyvauti
ATGC moksliniame projekte papildomiems arba tolesniems molekuliniams
ir/ar funkciniams tyrimams. Taip pat, nedidelé disertacinio darbo tyrimo dalis
finansuota VU Mokslo skatinimo fondo, laiméjus konkursa, skirta jaunyjy
mokslininky idéjoms finansuoti (projektas ,,Genomo ir transkriptomo analizé
rety paveldimy ligy patogenezés tyrimuose*; Nr. MSF-JM-2/2020; projekto
biudzetas 9970,24 EUR; projekto vad. dokt. Gunda Petraityt¢). Tyrimas
vykdytas VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedroje bei VU
GMC BI Biochemijos ir molekulinés biologijos katedroje. Tyrimams atlikti
buvo gauti Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
leidimai (INGENES Nr. 158200-17-962-469 ir ATGC Nr. 2021/9-1373-849).
I tyrimg jtraukti tiriamieji yra pasiras¢ Informuoto asmens sutikimo formas
dalyvauti INGENES ir ATGC biomedicininiuose moksliniuose tyrimuose.

I mokslinj tyrima jtraukti tiriamieji, konsultuoti gydytojy genetiky VUL
Santaros kliniky Medicininés genetikos centre ir atitinkantys vieng pagrindinj
kriterijy: pagrindiniam tiriamajam — probandui — jtariama reta genetiné
patologija. Vadovaujantis Siuo kriterijumi, j tyrimg jtraukta 70 probandy ir
125 turintys arba neturintys ligos poZymiy jy Seimos nariai, t. y., jei yra
galimybé, abu tévai ir broliai/seserys (sibsai), taigi i§ viso 195 tiriamieji.
Molekuliniams ir funkciniams tyrimams atlikti j tyrima jtraukti negiminingi,
ligos pozymiy neturintys sveiki asmenys (n=22).

2.2 Tyrimo metodai

Disertacinio darbo tyrimo tikslui jgyvendinti atlikti molekuliniai ir/ar
funkciniai eksperimentiniai tyrimai taikant jvairius metodus (iSsamiau
apraSyti Siame poskyryje). Tyrimy taikymo strategijos (eiga) nurodytos 2.2
paveiksle. Disertacijos autorés indélis atliktuose darbuose nurodytas 1-ame
priede.
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2.2 paveikslas. Tyrimy taikymo strategiju schema.
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2.2.1 DNR gryninimas

Tiriamyjy genominé DNR gryninta i§ periferinio kraujo leukocity taikant
standartinj fenolio—chloroformo—izoamilo alkoholio metoda [93]. DNR
koncentracijai ir Svarumui nustatyti naudotas spektrofotometras NanoDrop®
2000 (ThermoFisher Scientific, JAV).

2.2.2 Laisvai cirkuliuojancios DNR gryninimas

IS DNMT3A geno variantg turinciy tiriamyjy kraujo plazmos gryninta lasivai
cirkuliuojanti DNR (IcDNR). Gryninimui naudotas MagMAX™ Cell-Free
DNA Isolation Kit (AppliedBiosystems, JAV) rinkinys pagal pateikta gamintojo
protokola. DNR  koncentracijai ir Svarumui nustatyti naudotas
spektrofotometras NanoDrop® 2000 (ThermoFisher Scientific, JAV).

2.2.3 RNR gryninimas

Didziosios dalies tiriamyjy suminés RNR gryninta i§ periferinio kraujo
éminiy, surinkty | RNR stabilizuojantj reagenta turincius Tempus™ Blood
RNA Tube (ThermoFisher Scientific, JAV) mégintuvélius. Gryninimas atliktas
naudojant Tempus™ Spin RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific, JAV)
rinkinj pagal pateikta gamintojo protokola. RNR koncentracija ir Svarumas
nustatyti naudojant spektrofotometra NanoDrop® 2000 (ThermoFisher
Scientific, JAV).

Dalies tiriamyjy suminé RNR gryninta i§ pirminiy fibroblasty kultiiry.
RNR gryninimui surenkama 1-3x10° lIgsteliy. Lastelés surenkamos jy
monosluoksnj praplaunant 0,02% EDTA tirpalu, toliau lastelés atkeliamos
0,05% tripsino tirpalu, surinktos lgstelés centrifuguojamos (7 min, 1000xg
4°C). Nusédusios lastelés karta praplaunamos PBS tirpalu ir dar karta
centrifuguojamos (7 min, 1000xg 4°C). Toliau RNR gryninimas atliekamas
naudojant RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Vokietija) rinkin] pagal pateiktg
gamintojo protokola. RNR koncentracija ir §varumas nustatyti naudojant
spektrofotometrg NanoDrop® 2000 (ThermoFisher Scientific, JAV).

2.2.4 Kopijinés DNR sintezé

Kopijiné DNR (kDNR) sintetinta i§ suminés RNR méginiy naudojant High
Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (ThermoFisher Scientific, JAV) rinkinj pagal
gamintojo pateikta protokolg ir taikant jame nurodytas atvirksStinés
transkripcijos PGR (angl. Reverse transcription PCR (AT-PGR)) salygas.
Kopijinés DNR sintezei naudota 500 ng RNR. AT-PGR vykdyti naudotas



ProFlex PCR System (ThermoFisher Scientific, JAV) arba Mastercycler
(Eppendorf, Vokietija) termociklerio kaitinimo blokai.

2.2.5 Fibroblasty kulttiros kultivavimas ir uzsaldymas

Tiriamyjy pirminiai fibroblastai gauti i§ odos bioptaty. Sios lastelés
kultivuojamos sudaro monosluoksnj. Fibroblastai kultivuojami DMEM tipo
terpéje su 10% FBS (angl. Fetal Bovine Serum; Gibco, JK), pridedant 0,4%
amfotericino B (Gibco, JK), arba AmnioMAX C-100 terpéje su 14,2%
AmnioMAX C-100 terpés priedu (Gibco, JK), pridedant 0,4% amfotericino B.
Kultivuojama 37°C temperatiiroje, 5% CO, ir 95% drégmés atmosferoje.
Lastelés perséjamos du arba tris kartus per savaitg, kai kultiira pasiekia 90—
100% konfluencijg. Perséjimui lastelés pirmiausia praplaunamos 0,02%
EDTA tirpalu, toliau atkeliamos 0,05% tripsino tirpalu ir praskiedziamos 1:2
santykiu.

Ilgalaikiam fibroblasty saugojimui skysto azoto diuaruose ruosta Saldymo
terpé, sudaryta i§ 90% FBS ir 10% DMSO (angl. Dimethyl Sulfoxide; OriGen
Biomedical, JAV). Lastelés Saldomos 1 ml Saldymo terpés, saugomos
kriomégintuvéliuose (ThermoFisher Scientific, JAV).

2.2.6 PGR

Pradmenys PGR sukurti naudojant vieSai prieinama Primer-BLAST jrankj
[94]. Sukurty pradmeny poros, naudotos DNR ir kDNR fragmentams
pagausinti, nurodytos 2-ame priede.

DNR ir kDNR fragmentai gausinti PGR metodu naudojant polimerazés
miSinj 2x Phusion Flash High-Fidelity PCR MasterMix (ThermoFisher
Scientific, JAV). ] reakcijos miSinio sudétj taip pat jeina dejonizuotas vanduo,
pradmeny pora ir DNR/KDNR méginys. PGR miSinys daugeliu atveju atitiko
gamintojo protokola, kai kuriais atvejais miSinio sudétis optimizuota
(pakeitimai nurodyti 3-iame priede). PGR salygos nustatytos remiantis
polimerazés gamintojo rekomendacijomis, kai kuriais atvejais salygos
optimizuotos (pakeitimai nurodyti 4-ame priede). PGR vykdyti naudotas
ProFlex PCR System termociklerio kaitinimo blokas (ThermoFisher
Scientific, JAV).

PGR produkto ilgiui, kiekiui ir specifiSkumui jvertinti taikyta
elektroforezé. Produktams i$frakcionuoti naudotas 1,5% agarozés Top Vision
Agarose (ThermoFisher Scientific, JAV) gelis su 10mg/ml etidzio bromidu
((EtBr) Roth, Vokietija; 2-3 pl EtBr 100 ml agarozés gelio), 3% uzne§imo
dazas DNA LoadingDye (ThermoFisher Scientific, JAV) ir DNR molekulinés
masés ir dydzio standartas /00 bp GeneRuler (ThermoFisher Scientific, JAV).
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Elektroforezé atlikta EC 105 horizontalios elektroforezés sistemoje (E-C
Apparatus Corporation, JAV). Gelis vizualizuotas UV transiliuminatoriuje
(E.A.S.Y. 442K, Herolab, Vokietija), fotografuotas EasyWin 32 (Herolab,
Vokietija) geliy analizés programa.

2.2.7 PGR produkto gryninimas i§ agarozes gelio

PGR produktai i§ agarozés gelio gryninti DYNCIHI geno tyrimo atveju
naudojant GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoFisher Scientific, JAV) rinkinj
pagal gamintojo pateikta protokolg ir laikantis nurodyty saugumo
rekomendacijy.

2.2.8 Sangerio sekoskaita

PGR produkty paruoSimas sekoskaitai i§samiai apraSytas 5-ame priede.
Sangerio sekoskaita atlikta naudojant BigDye® Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific, JAV) rinkinj pagal gamintojo
pateikta protokola. Kapiliariné elektroforeze atlikta genetiniu analizatoriumi
ABI PRISM® 3130x! Genetic Analyzer (Hitachi, JAV). Elektroforegramos
analizuotos programa Sequence Analysis v.5.1 (Thermo Fisher Scientific,
JAV), toliau gautos elektroforegramos vizualizuotos ir analizuotos naudojant
Chromas v.2.4.4 (Technelysium Pty Ltd) programa. ExPASy LALIGN [95]
bioinformatinis jrankis naudotas nuskaitytoms sekoms palyginti su
referentinémis geny sekomis.

2.2.9 Kiekybiné PGR

Kiekybinés PGR (kPGR) metodui atlikti naudoti komerciniai
oligonukleotidiniai hidrolizés Zymenys TagMan™ (ThermoFisher Scientific,
JAV). Specifiniams ir namy ruoSos genams naudoty Zymeny s3araSas
pateikiamas 6-ame priede. kKPGR miSiniui naudotas universalus reakcijos
miSinys TagMan™ Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific,
JAV). Reakcijos misinio sudétis paruosta ir reakcijos sglygos nustatytos pagal
gamintojo pateikta protokola. kPGR atlikti naudotas instrumentas StepOne™
Real-Time PCR System (Applie Biosystems™, JAV). To paties instrumento
programing jranga naudota kPGR duomeny analizei. Geny raiskos skirtumai
nustatyti taikant standartinj AACt skai¢iavimo metoda. kPGR rezultatai
pateikiami kaip geny raiSkos pokycCiai kartais (angl. Fold Change),
normalizuojant pagal namy ruoSos gena GAPDH (arba ACTB) ir palyginus su
tiriamo geno raiska sveiky kontroliniy asmeny lgstelése.

38



CFLIP/CFLAR geno raiSkos sumazinimo efektyvumas tikrintas kPGR
metodu, naudojant Maxima SYBR Green/ROX qPCR MasterMix (2X)
(Thermo  Fisher Scientific) reagenta pagal gamintojo nurodytas
rekomendacijas ir protokola. Sioje reakcijoje naudoti tiesioginiai ir
atvirkStiniai pradmenys pateikiami 2-ame priede. kPGR rezultatai
normalizuoti pagal namy ruoSos gena HPRT.

2.2.10 Naujos kartos sekoskaita

Tiriamyjy uzkoduoti DNR meéginiai viso Zmogaus egzomo ir/ar genomo
NKS siysti sekoskaitos paslaugy tiekéjui Novogene. Egzomo sekoskaitai
naudota platforma /llumina NovaSeq 6000, kuria atlikta poruoty galy, 150 bp
ilgio fragmenty sekoskaita su 50x% sekoskaitos padengimu. Genomo
sekoskaitai taip pat naudota [llumina NovaSeq 6000, kuria atlikta poruoty
galy, 150 bp ilgio fragmenty sekoskaita su 30x sekoskaitos padengimu.
Tiriamyjy uzkoduoti RNR meéginiai transkriptomo sekoskaitai (taikinys
iRNR) siysti tam paciam sekoskaitos paslaugy tiekéjui. Transkriptomo
sekoskaitai taip pat naudota [llumina NovaSeq 6000, kuria atlikta poruoty
galy, 150 bp ilgio fragmenty sekoskaita sugeneruojant > 20 milijony poruoty
fragmenty vienam RNR méginiui.

2.2.11 Western blot analizé

Baltymy kiekybiné analizé atlikta Western blot metodu pagal Ausubel et
al. (2003) [96]. Tikslus tyrime taikytas protokolas pateikiamas 7-ame priede.
Analizéje naudoty pirminiy antikiny sgraSas pateikiamas 8-ame priede.
Baltymai pernestoje membranoje nustatomi naudojant su krieny peroksidaze
konjuguota antrinj antikiing pries triusio 1gG (ThermoFisher Scientific, JAV),
arba pries pelés 1gG (ThermoFisher Scientific, JAV).

2.2.12 Lasteliy transfekcija mazomis interferuojanc¢iomis RNR

Geny raiskai laikinai nuslopinti naudotos mazos interferuojan¢ios RNR
(siRNR). Siy molekuliy transfekcijos efektyvumui vertinti kPGR metodu
Igstelés sétos j 6-iy Sulinéliy plokstele 1x10° Igsteliy/ml tankiu, o stebé&jimams
mikroskopu sétos j 24-iy Sulinéliy plokstelés vieno Sulinélio tiirj atitinkancig
8-iy Sulinéliy mikroskopijai skirtg plokstele 4x10*1gsteliy/ml tankiu. Lastelés
eksperimentui kultivuojamos mitybinéje terpéje be amfotericino B.

Transfekcijai atlikti naudotas transfekcijos reagentas Lipofectamine™
RNAIMAX  Transfection Reagent (ThermoFisher Scientific, JAV).
Transfekcija atlikta pagal gamintojo pateikta protokolg. Siekiant laikinai
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nuslopinti KIFC1 baltymo raiska lasteléje, naudota KIFC1 transkriptui savita
siRNR (s7907; ThermoFisfer Scientific, JAV). Siekiant laikinai nuslopinti
KIFC3 baltymo raiSka lastel¢je, naudota K/FC3 transkriptui savita siRNR
(s7843; ThermoFisfer Scientific, JAV). Abiem atvejais palyginimui naudota
siRNR (#4404021; ThermoFisher Scientific), kuri néra savita jokiam Zmogaus
transkriptui.

2.2.13 Lasteliy transfekcija plazmidémis

Lasteliy transfekcijai plazmidémis HEK293T/17 (ATCC) lastelés sétos |
24-iy Sulinéliy ploksteles (Biolite 24-well Multidish, Thermo Scientific) 80
tikst. lasteliy/ml tankiu dieng prie§ transfekcijg. Transfekcijai naudotas
reagentas Lipofectamine® 3000 (Thermo Fisher Scientific), remiantis
gamintojo pateiktomis rekomendacijomis ir protokolu. KCNE1 baltyma
koduojanti plazmidé pIRES EGFP GA KCNE1 (Addgene, #173160) ir
baltymg KCNQI koduojanti plazmidé pIRES(A7Mut) CyOFP1_KCNQI1
(Addgene, #173162), dovanotos Al George, transfekuotos skirtingomis
kombinacijomis (KCNQI WT; KCNQI MUT; KCNQ1 WT+KCNEI;
KCNQ1_MUT+KCNE]1) islaikant plazmidziy DNR kiekj, rekomenduota
transfekcijos reagento gamintojo. Po transfekcijos Igstelés inkubuotos (37°C,
5% CO2) 24-48 val. Toliau atlickami elektrofiziologiniai matavimai.

2.2.14 Tékmés citometrija

Citometrijai lastelés kultivuotos 12-os Sulinéliy plokstele 40 tuokst.
lasteliy/ml tankiu. Analizei citometru terpé kartu su lastelémis surenkamos |
meégintuvelj. Lastelés kartg praplaunamos PBS buferiniu tirpalu. Lasteliy
suspensija centrifuguojama 1000 aps./min 7 min 4 °C. Supernatantas
nusiurbiamas, o likusios Igstelés dazomos Tali™ Apoptosis Kit - Annexin V
Alexa Fluor™ 488 & Propidium lodide (Thermo Fisher Scientific) reagentu
pagal gamintojo pateikta protokolg ir rekomendacijas. Fluorescencija
matuojama 1000 lasteliy naudojant BDA FACSymphony™ Al Cell Analyzer
(BD Biosciences) tékmés citometrg ir BD FACSDiva " programine jranga.
Duomenys analizuoti Flowing Software 2.5.1 programine jrangg. Lastelés
klasifikuotos j Sias grupes: aneksino V ir propidzio jodido (PI) teigiamos,
aenksino V teigiamos ir PI neigiamos, aneksino V neigiamos ir PI teigiamos,
aneksino V ir PI neigiamos. Tarp méginiy vertintos Ztstancios Igstelés, kurios
patenka j aneksino V teigiamy ir PI neigiamy lgsteliy grupe.
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2.2.15 Fibroblasty sené&jimo tyrimas

Fibroblasty senéjimui nustatyti lastelés sétos j 60 mm skersmens léksteles
5x10° lgsteliy/ml tankiu. Senéjimui nustatyti naudotas rinkinys Senescence
Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich, JAV). Tyrimas atliktas
pagal gamintojo pateikta protokola ir rekomendacijas. Po nurodytos
inkubacijos, Igstelés mikroskopuotos invertuotu mikroskopu (Olympus
CKX41, naudojant 10x objektyva, NA 0.25), atsitiktine tvarka
nufotografuojant ne maziau kaip 10 vieno auginimo indo viety.

2.2.16 Imunofluorescenciné mikroskopija

Goldzio kompleksas buvo vaizdinamas naudojant konfokaline
mikroskopija po fibroblasty paveikio nokodazolu. Lastelés uzsétos |
mikroskopijai skirtas 8-iy Sulinéliy ploksteles (C8-1-N, Cellvis, Vokietija)
3x10° Igsteliy/ml tankiu. Po uZséjimo praéjus 24-ioms val., lastelés paveiktos
5 pg/ml koncentracijos nokodazolo tirpalu (Fisher Scientific, Vokietija).
Lasteliy kultiiros skirtinguose poveikiu nokodazolu laiko taskuose 20 min
fiksuotos 4% formaldehido tirpalu, po to plautos 3 kartus po 5 min PBS
tirpalu. Lasteliy membranos pralaidintos 15 min inkubuojant su 0,1% Tritono
X-100 tirpalu ir toliau 3 kartus po 5 min praplautos PBS tirpalu. Ant fiksuoty
ir permeabilizuoty lasteliy uZpiltas blokavimo tirpalas (2% BSA tirpalo
PBS‘e), laikyta 60 min. Po to Igstelés per naktj 4°C inkubuotos su blokavimo
tirpale praskiestu (santykiu 1:200) pirminiu antikiinu prie§ DYNCIHI1 arba
GM130 baltyma. Nusiurbus pirminio antiktino tirpala, lgstelés 3 kartus po 5
min plautos PBS tirpalu. Po plovimo lastelés inkubuotos 1 val. tamsoje
blokavimo tirpale, kuriame yra 1:200 santykiu praskiestas su Alexa Fluor®
647 konjuguotas antrinis antikinas prie$ triusio IgG (A21244; Invitrogen,
JAV). Nusiurbus antrinio antik@ino tirpalg Igstelés 3 kartus po 5 min praplautos
PBS tirpalu ir 15 min inkubuota su DAPI dazais, praskiestais 1:1000 santykiu
PBS tirpale. Po inkubacijos lgstelés 3 kartus po 5 min praplautos PBS tirpalu.
DYNCI1H! ir GMI130 imunofluorescencija registruota bei GM130
lokalizacija vertinta konfokaliniu mikroskopu Leica SP8, naudojant 63X
objektyva, skaitiné apertira (NA) 1.4, esant Asuz. = 604 — 644 nm, Aem. = 672 —
712 nm. FAS receptoriaus suzadinimo atveju apoptozé vertinta invertuotu
fluorescenciniu mikroskopu Olympus [X-81, naudojant 40% objektyva, NA
0,9, esant Asuz. = 480 nm, Aem.= 530 nm ir turin¢iu Hamamatsu ORCA-FLASH
4.0LT kamerg. Mikroskopijos vaizdai analizuoti ir vertinti Fiji 2.15.0
programa [97].
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2.2.17 Lasteliy elektrofiziologiniai matavimai ,,patch—clamp* metodu

Elektrofiziologiniai matavimai ,,patch—clamp* metodu atlieckami 2448
val. po transfekcijos. Ant stikliuky kultivuotos lastelés perkeltos j Nikon FN—
S2N mikroskopo registravimo kamerg (naudojant 40x objektyva, NA 0.80),
kuria parenkamos florescuojancios lastelés.

Elektros srovés registruotos kambario temperatiiroje naudojant Multiclamp
700B (Molecular Devices) stiprintuva, valdoma programine jranga pCLAMP
10.5 (Molecular Devices). Registravimo mikroelektrodai (,,patch®) iStraukti i§
borosilikatinio stiklo kapiliary, naudojant Flaming/Brown mikropipete (P-
1000; Sutter Instrument Co.), turin¢ig 2—4 MQ varzg ir uzpildyta specialiu
lasteliniu tirpalu (mM): 140 KCI1, 1 Na,-ATP, 2 EGTA, 10 HEPES, 0,1 CaCl.,
1 MgCl, ir 10 gliukozés, pH 7,4. Uzlastelinj tirpalg sudaré (mM): 140 NaCl,
4 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES ir 10 gliukozés, pH 7,4.

Lasteliy membrany srové fiksuota pradedant nuo —80 mV membrany
laikanciu potencialu iki depoliarizacijos potencialo ties +30 mV, toliau
registruota naudojant 2 s trukmés kas 20 mV (iki + 60 mV) didéjancias
potencialo komandas. Gautos vertés buvo apskaiiuotos normalizuojant
uzregistruotas sroves pagal Iastelés talpa (pA/pF).

2.2.18 Bioinformatiné analizé

Bioinformatiné analizé apémé pirminiy egzomo, genomo ir transkriptomo
duomeny paruo§ima intepretacijai. Si analizé taip pat apémé ir pirminj tiriamo
varianto patogeniskumo ir jtakos RNR bei baltymo lygmeniu jvertinima
taikant bioinformatinius jrankius, atlickant duomeny baziy, literatiiros analiz¢.
Disertacinio darbo metu naudotos duomeny bazés ir bioinformatiniai jrankiai
pateikti 9-ame priede.

Pirminiai egzomo ir genomo duomenys sulygiuoti pagal Zzmogaus genomo
referenting seka, pateikiamg UCSC (hg38) duomeny bazéje, naudojant BWA
(Burrows-Wheeler Aligner) programag [98]. NKS duomeny analizés
algoritmui naudotas jrankis GATK [99]. Nustatyty varianty anotacijai naudoti
ANNOVAR v.2018Apr16 [100] it VarAFT v.2.16 [101] jrankiai.

Pirminiai transkriptominiai duomenys buvo jvertinti naudojant FastQC
v0.11.9 [102], o Zemos kokybés bazés ir adapteriy sekos buvo apkarpytos
naudojant Trimmomatic v0.39 [103]. I8valytos sekos sulygiuotos pagal
zmogaus genoma (GRCh38, Ensembl 111 versija) naudojant STAR v2.7.11a
[104]. Geny lygmeniu sekoskaitos fragmenty skaic¢iavimai atlikti naudojant
featureCounts v2.0.6 [105]. Diferenciné geny raiSkos analiz¢ atlikta naudojant
DESeq2 v1.42.0 [106]. Sioje analizéje probandas 1 (P1) ir probandas 2 (P2)
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palyginti su amziy atitinkanciais vyr. lyties kontroliniais asmenimis (K), o
motinos (M) palyginimas atliktas su amziy atitinkanciais mot. lyties
kontroliniais asmenimis (K). Log?2 raiSkos pokyc¢iy korekcija atlikta naudojant
IfcShrink funkcijg su apeglm parinktimi DESeq2 jrankiu. Pakitusi geny raiska
nustatyta taikant riba: FDR pakoreguota p reikSmé < 0,1 ir raiSkos pokytis >
1,5. Geny ontologijos (GO) terminy praturtinimo analizé buvo atlikta
naudojant clusterProfiler v4.10.1 [107]. I GO analizg jtraukti visi pakitusios
raiSkos genai. GO terminy praturtinimo analizé atlikta naudojant enrichGO
funkcija clusterProfiler programoje. Parametrai buvo sukonfigtruoti
itraukiant visas tris pagrindines GO ontologijas: biologinj procesa, lasteliy
komponenta ir molekuling funkcija, nurodant ,ont = ‘'ALL".
»pAdjustMethod“ metodas pasirinktas Benjamini-Hochberg. ,,OrgDb*
parametras nustatytas kaip ,,org.Hs.eg.db®, kad atitikty zmogaus geny ID
ontologijos Zodyng. Kiti parametrai buvo numatytieji. GO terminai buvo
laikomi reikSmingais esant ,,pvalueCutoff maziau nei 0,05. Visos statistinés
analizés buvo atliktos naudojant R versija 4.3.2.

2.2.19 Statistiné duomeny analizé

Eksperimenty duomenys apdoroti ir dalis grafiky braizyta naudojant
SigmaPlot 14.0 programa (Systat Software), kita dalis — MS Office Excel
programg. Grafikuose pateikiami duomenys gauti i§ 2-3 nepriklausomy
biologiniy eksperimenty. Vertinant santyking geno raiska kiekviename
eksperimente naudoti >2 techniniai pakartojimai. Duomeny pasiskirstymas
pagal normalyjj skirstinj tikrintas taikant Shapiro-Wilk normalumo kriterijy.
Jei duomenys pasiskirste pagal normalyjj skirstinj, taikoma parametriné
statistika — ¢ kriterijus arba Kruskal-Wallis kriteirjus skirtumams palyginti. Jei
duomenys nepasiskirste pagal normalyjj skirstinj, taikoma neparametriné
statistika — Mann—Whitney U kriterijus. Geny raiskos, mikroskopijos vaizdy,
tekmés citometrijos ir elektrofiziologiniy matavimy duomenys laikyti
statistiSkai reik§mingais, kai p<0,05.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siekiant nustatyti genomo pokytj ir, esant galimybei, jvertinti nustatyto
pokycio pasireiskimg molekuliniu ir/ar Igstelése vykstanciy procesy funkciniu
lygmeniu, svarbu tinkamai suplanuoti tyrimo strategija, pasirinkti metodus,
kurie turimomis salygomis biity efektyviausi, bei jvertinti galimas tyrimo
rizikas. Tai pirminés §iame darbe atlikty eksperimentiniy tyrimy uzduotys,
kurias atliekant reikia jvertinti, ar keliami funkciniy tyrimy tikslai gali biiti
igyvendinti tiriamojo fibroblasty kulttroje, kadangi ne visy geny (ar baltymy)
raiSka aptinkama Siose lastelése. Taip pat reikia atsizvelgti, jog analizuojamas
lastelinis procesas ir jo reguliacija gali skirtis tarp lasteliy tipy (pvz.,
fibroblastuose ir nervinése lgstelése). Itin svarbu atsizvelgti | tai, kad
individualios genominés, epigenominés ir metabolominés tiriamyjy savybés
turi jtakos biologinei variacijai, kuri iSrySkéja atliekant kiekybinius (ar
kokybinius) tyrimus serganciyjy ir kontroliniy asmeny lastelése, todél
kontroliniai asmenys atrenkami pagal tiriamojo lytj ir amziy. Tai funkciniams
tyrimams specifinés sglygos, kurios apibrézia ne tik §iy tyrimy pasirinkimo,
bet ir jy vykdymo sudétinguma bei kompleksiskuma.

Sio tyrimo tikslas — jvertinti su tiriamyjy retomis ligomis siejamuose
genuose nustatyty DNR sekos pokyciy patogenisSkuma, reikSme¢ RNR,
baltymy ir lastelése vykstanciy procesy lygmeniu, atliekant bioinformatinius,
molekulinius ir/ar funkcinius tyrimus. Rezultatai Siame skyriuje yra
pateikiami pagal keturis i$sikeltus uzdavinius. Pirmiausia pateikiami NKS ir
Sanger sekoskaitos tyrimais nustatyti bei i§samia duomeny baziy, literatiiros
Saltiniy ir in silico analize atrinkti galimai patogeniniai ar patogeniniai DNR
sekos poky¢iai tolesniems molekuliniams ir/ar funkciniams tyrimams. Toliau
apibiidinami genomo struktiiriniai persitvarkymai ir genai kandidatai, kurie
galeéty biti susij¢ su klinikiniy pozymiy vystymusi. Siekiant gilesnio
supratimo apie atrinkty VNV poveikj baltymams ir jy funkcijoms, apraSyta
Siy pokyc¢iy jtaka baltymo struktiirai ir funkcijai, taikant bioinformatinius ir
molekulinés biologijos metodus. Galiausiai, atlikus molekulinius ir/ar
funkcinius tyrimus, jvertinama atrinkty VNV ar nedidelés iskritos reik§mé
lasteliniams procesams ir galimas patogenezés mechanizmas.

3.1 Tiriamyjy apibiidinimas ir atrinkti genai kandidatai tolesniems tyrimams

Disertacinio darbo vykdymo metu j tyrimg buvo jtraukta 70 tiriamyjy
(probandy). IS jy 36-iems tiriamiesiems (ir kai kuriais atvejais jy Seimos
nariams) atlikta molekuliniy, citogenetiniy ir/ar NKS tyrimy duomeny
analizé, siekiant nustatyti jtariamos retos paveldimos patologijos geneting
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priezastj. Projektas, kurio pagrindu atlikti $io darbo tyrimai ir duomeny
analiz¢, yra tesiamas, todél disertacijos raSymo metu ir po jo bus atlickama
kity i tyrima jtraukty 34-iy tiriamyjy (jy duomenys pateikti 10-ame priede)
NKS duomeny analizé.

I8 36-iy anksciau minéty tiriamyjy, kuriy 64 proc. (23/36) sudaro vyriskos
lyties asmenys ir 36 proc. (13/36) sudaro moteriskos lyties asmenys (zr. 3.1
grafikas), 20-Ciai (55 proc. tiriamyjy) nustatyti neaiskios klinikinés reikSmés,
galimai patogeniniai, patogeniniai VNV arba nedidelés iskritos/intarpai
zinomuose ligos genuose (zr. 3.1 lentelé ir 3.3 lentel¢). Sangerio sekoskaitos
biidu DNR poky¢iai buvo nustatyti dviems tiriamiesiems (2/20), geny grupiy
NKS metodu — dviems tiriamiesiems (2/20), o egzomo sekoskaita — likusiems
tiriamiesiems (16/20). DNR pokyc¢iai buvo nustatyti heterozigotinéje,
homozigotingje ir sudétingje heterozigotingje biiklése. VNV sudaro 43,5 proc.
visy nustatyty varianty (10/23), sukirpimo vietos variantai — 26 proc. (6/23),
o nedidelés iskritos/intarpai — 30,5 proc. (7/23) (zr. 3.1 grafikas).

Sesiems tiriamiesiems (17 proc.) nustatyti KSP (zr. 3.2 lentel¢ ir 3.3
lentelé), léme probandy klinikinio fenotipo pasireiskimg. VNP-LGH metodu
KSP nustatyti keturiems tiriamiesiems (4/6), VLGH metodu vienam
tiriamajam (1/6) ir genomo sekoskaita taip pat vienam tiriamajam (1/6). I$ viso
nustatyti septyni skirtingi KSP: du duplikacijy atvejai (2/7), keturi delecijy
atvejai (4/7) ir vienas chromotripsio atvejis (1/7) (zr. 3.1 grafikas). Sie
tiriamieji ir jiems nustatyti KSP placiau charakterizuojami 3.2.1 poskyryje.

Atlikus egzomo sekoskaitos duomeny analize, 10-Ciai tiriamyjy kliniskai
reikSmingi DNR poky¢iai, kurie galéty biiti reto genetinio fenotipo vystymosi
priezastimi nebuvo nustatyti (Zr. 3.4 lentele bei 3.1 grafika).

IS 36-iy tiriamyjy papildomi molekuliniai ir/ar funkciniai tyrimai
disertacinio darbo vykdymo metu atlikti septyniems tiriamiesiems, kuriems
nustatyti literatiiroje neapraSyti DNR pokyciai zinomuose ligos genuose (Zr.
3.3 lentelé). Sie tiriamieji, jiems nustatyti DNR poky¢iai ir atlikti tyrimai
i8§samiau aprasyti 3.3 ir 3.4 poskyriuose.
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3.1 paveikslas. Disertaciniame darbe analizuotiems tiriamiesiems nustatyti DNR poky¢iai. IS viso disertacinio mokslinio
darbo metu iSanalizuoti 36-i tiriamyjy DNR méginiai. Nustatyti 23-ys VNV ar nedidelés iskritos/intarpai, Sesi KSP. Likusiems
tiriamiesiems taikytais molekuliniais genetinés analizés metodais DNR poky¢iai nenustatyti.
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3.1 lentelé. Tiriamieji, kuriems nustatyti DNR variantai, lemiantys reta paveldima liga.

Pagrindiniai
Tiriamojo Ktirti  Varianto At.llktl . tlf‘li.ln‘.lo‘!o.
(probando) . . . papildomi Kklinikiniai
seimos nustatymo Genas Genotipas, nustatytas variantas . .. v ..
kodas, . . molekuliniai  poZymiai/retas
. nariai  metodas .. .
lytis tyrimai paveldimas
sutrikimas
IN17-39-P, Motina, Sangerio PDE4D Heterozigotinis - Akrodizostozé
vyr. tévas sekoskaita ~ MIM#600129 NM 001104631.2:¢.581G>C (MIM#614613)
IN17-03-P1, Motina, Egzomo SLC27A44 Homozigotinis Sangerio Ichtioze
mot. tévas sekoskaita MIM#604194 NM_005094.3:¢.1528C>T sekoskaita (MIM#608649),
prikurtimas, regos
sutrikimas
IN17-09-P1, Motina, Geny MASTI Heterozigotinis Sangerio Psichomotorinés
Vyr. tévas grupiy MIM#612256 NM_014975:¢.1549G>A sekoskaita raidos atsilikimas,
NKS, ventrikulomegalija,
€gzomo Dandy-Walker
sekoskaita anomalija
IN17-19-P1, Brolis Sangerio SLC6A8 Hemizigotinis - Intelektiné negalia
Vyr. sekoskaita MIM#300036 NM :c.1248C>A
IN17-15-P1, Motina, Egzomo CHD7 Heterozigotinis Sangerio CHARGE
mot. tévas sekoskaita MIM#608892 NC_000008.11(NM_017780.4):c.5535- sekoskita sindromas
1G>A (DNR, kDNR)  (MIM#214800)
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3.1 lentelé (tesinys). Tiriamieji, kuriems nustatyti DNR variantai, lemiantys reta paveldima liga.

Pagrindiniai
Tiriamojo Ktirti Varianto At.llktl . tlf‘li'ln}O_.] o
(probando) . . . papildomi Klinikiniai
Seimos nustatymo Genas Genotipas, nustatytas variantas o e . . .
kodas, . . molekuliniai poZymiai/retas
nariai metodas .. .
lytis tyrimai paveldimas
sutrikimas
IN17-22-P1, Motina, Egzomo GLI3 Heterozigotinis Sangerio Greig
mot. tévas, sekoskaita MIM#165240 NC _000007.14(NM_000168.6):c.473+  sckoskaita cefalopolisindaktili-
mociuté 3A>T (DNR, kDNR)  jos sindromas
(MIM#175700)
IN17-37-P,  Motina, Egzomo ARIDIB Heterozigotinis Sangerio Coffin-Siris
mot. tévas sekoskaita MIM#614556 NC_000006.12(NM_020732.3):¢.5025  sckoskaita sindromas (1-o tipo;
+2T>C (DNR, kDNR)  MIM#135900)
IN17-47-P,  Motina, Geny grupiy CAPN3 Sudétinis heterozigotinis Sangerio Galtiniy—juosmens
Vyr. tévas NKS MIM#114240 NM_000070.2:¢.598 612delTTCTGG  sekoskaita raumeny distrofija
AGTGCTCTG (1-o tipo;
NC_000015.10(NM_000070.2):c.1746- MIM#253600)
20C>G
IN17-48-P,  Motina, Geny grupiy TGFBR2 Heterozigotinis Sangerio Loeys-Dietz
vyr. tévas NKS MIM#190182 NC_000003.12(NM_001024847.2):c.1  sekoskaita, sindromas (2-o tipo;
600-2A>G kPGR MIM#610168)
IN17-54-P, Motina, Egzomo PCCA Sudétinis heterozigotinis Sangerio Propiono acidemija
mot. tevas sekoskaita MIM#232000 NG_008768.1(NM_000282.4):c.300+2  sekoskaita (MIM# 606054)
dup (DNR, kDNR)

NG_008768.1(NM_000282.4):c.(1746
+1_1747-1)_(1845+1 _1846-1)del
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3.1 lentelé (tesinys). Tiriamieji, kuriems nustatytas DNR variantai, lemiantys reta paveldima liga.

Pagrindiniai
Tiriamojo v . Atlikti tiriamojo
IStirti Varianto . . e Lyt
(probando) v . Genotipas, nustatytas papildomi klinikiniai
Seimos nustatymo Genas . o . v . .
kodas, . . variantas molekuliniai poZymiai/retas
. nariai metodas .. .
lytis tyrimai paveldimas
sutrikimas
IN17-44-P, Motina, Egzomo POMK Homozigotinis Sangerio Distroglikanopatija
Vyr. tévas sekoskaita MIM#615247 NM 032237.5:¢c.136C>T sekoskaita su smegeny
anomalijomis
(MIM# 615249)
IN17-55-P, - Egzomo PHF214 Heterozigotinis Sangerio Intelektiné negalia,
Vyr. sekoskaita MIM#608325 NM _016621.3:¢.959 967delinsTT  sekoskaita elgesio sutrikimai
ACA (MIM# 618725)
ATGC21-1-P,  Motina, Egzomo NAAIS Heterozigotinis Sangerio Intelektiné negalia,
Vyr. tévas sekoskaita MIM#608000 NM _057175.5:¢.382C>T sekoskaita, skeleto anomalijos
Western blot (MIM#617787)
analizé
ATGC21-35-P, Motina, Egzomo PIGN Sudétinis heterozigotinis Sangerio Jgimtos anomalijos,
Vyr. tévas, sekoskaita MIM#606097 NM 176787.5:c.1247 1251del sekoskaita hipotonija
sesuo NM 176787.5:¢.1942G>T (MIM# 614080)
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3.2 lentelé. Tiriamieji, kuriems nustatyti DNR variantai — KSP, lemiantys reta paveldima sutrikima.

. . . Atlikti Pagrindiniai
Tiriamojo wps gs . . .- s de er e . .
IStirti KSP papildomi tiriamojo klinikiniai
(probando) ‘. .. v ..
Kodas Seimos nustatymo KSP molekuliniai poZymiai/retas
Iytis ’ nariai metodas ir/ar funkciniai paveldimas
tyrimai sutrikimas
IN17-05-P1, - Vektoriné arr[hg19] 13q31.3(91,166,748- Egzomo Intelektiné negalia,
mot. LGH 92,010,901)x3 sekoskaita, aukstas tigis, skeleto
kPGR anomalijos, igimta Sirdies
yda
IN17-20-P1, Motina, VNP-LGH arr[hg19] 4q13.3(72,647,749— FISH Intelektiné negalia,
mot. tévas, dvi 74,208,199)x1 skeleto anomalijos,
seserys igimta Sirdies yda
IN17-21-P1, Motina, VNP-LGH arr[hg19] - Psichomotorinés raidos
Vyr. tévas, brolis 1921.1921.2(146,476,526- atsilikimas,
147,820,342)x3,4q12(53,531,672- kriptorchizmas,
56,238,263)x1 piebaldizmas
IN17-26-P1, - VNP-LGH arr[hg19] - Psichomotorinés raidos
mot. 16p13.11p12.3 (15,493,046- atsilikimas, autizmas,

18,069,465)x1
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3.2 lentelé (tesinys). Tiriamieji, kuriems nustatyti DNR variantai — KSP, lemiantys reta paveldima sutrikima.

Tiriamojo IStirti Seimos KSP KSP Atlikti papildomi Pagrindiniai
(probando) nariai nustatymo molekuliniai ir/ar tiriamojo klinikiniai
kodas, metodas funkciniai tyrimai poZymiai/retas
lytis paveldimas
sutrikimas
IN17-28-P1, VNP-LGH arr[hg19] Sangerio sekoskaita MEDI3L
Vyr. 12924.21(116,523,305- (kDNR), kPGR, haplonepakankamumo
116,621,185)x1 redagavimas, taikant sindromas
CRISPR-Cas9 (MIM#616789)
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3.3 lentelé. Tiriamieji ir jiems nustatyti DNR poky¢iai, atrinkti papildomiems molekuliniams ir/ar funkciniams tyrimams.

Pagrindiniai
- . DNR by . . . .
Tiriamojo wie s e Atlikti papildomi tiriamojo
IStirti  pokycio . c e e b .. .
(probando) v . . Genotipas, nustatytas molekuliniai ir/ar klinikiniai
Seimos nustaty-  Genas (-ai) . . . . o e .
kodas, . . variantas/KSP funkciniai poZymiai/retas
. nariail mo . . .
lytis tyrimai paveldimas
metodas .
sutrikimas
ATGC21-34-P, - Genomo - Chromotripsis Kariotipo Intelektiné negalia,
Vyr. sekoskaita nustatymas, FISH, epilepsija, regos
transkriptomo sutrikimas, auksStas
sekoskaita tgis, skeleto
anomalijos
ATGC21-3-P, Motina, Egzomo DYNCIHI Heterozigotinis Sangerio sekoskaita  Intelektiné negalia ir
Vyr. tévas, sekoskaita MIM# 600112 NC _000014.9(NM_001376.5):  (DNR, kDNR), smegeny zievés
brolis c.6405+1G>C kPGR, raiskos pakitimai
slopinimas siRNR,
fluorescenciné
mikroskopija,
Western blot analizé
ATGC21-4-P, Motina, Egzomo RLIM Hemizigotinis Sangerio sekoskaita, Tonne-Kalscheuer
Vyr. tévas sekoskaita MIM#300379 NM 016120.4:c.1721T>A baltymo struktiiros sindromas
modeliavimas, X (MIM#300978)
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3.3 lentelé (tesinys). Tiriamieji ir jiems nustatyti DNR poky¢iai, atrinkti papildomiems molekuliniams ir/ar funkciniams tyrimams.

Atlikti Pagrindiniai
Tiriamojo Itirti DNR papildomi tiriamojo
(probando) . . pokycio . Genotipas, nustatytas molekuliniai klinikiniai
Seimos Genas (-ai) . . v e .
kodas, . . hustatymo variantas/KSP ir/ar poZymiai/retas
. nariail « o . .
lytis metodas funkciniai paveldimas
tyrimai sutrikimas
ATGC21-12-P1, Motina, Egzomo DNMT3A4 Heterozigotinis Sangerio Tatton-Brown-
Vyr. tévas, sekoskaita MIM#602769 NM 022552.4:¢.2324C>A sekoskaita Rahmane sindromas
brolis (DNR, kDNR), (MIM#615879)
baltymo
struktiiros
modeliavimas,
transkriptomo
sekoskaita
ATGC21-15-P, - Egzomo WRN Homozigotinis Sengjimo Werner sindromas
Vyr. sekoskaita MIM#604611 NM _000553.6:c.1578del tyrimas, Western  (MIM#277700)
blot analizé
ATGC21-18-P, Motina, Egzomo FAS Heterozigotinis Sangerio Autoimuninis
mot. tévas sekoskaita MIM#134637 NC 000010.11(NM_000043.6):  sekoskaita limfoproliferacinis
c.16_30+1del (DNR, kDNR) sindromas (1A tipo;
MIM#601859)
ATGC21-19-P, Motina, Egzomo KCNQI Heterozigotinis Lasteliy Ilgo QT sindromas
Vyr. tévas sekoskaita MIM#607542 NM 000218.3:¢c.1111G>C transfekcija, (MIM#192500)
elektrofiziologi-
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3.4 lentelé. Tiriamieji, kuriems nenustatyti DNR pokyciai, galimai lemiantys jtariamg

citogenetinius, NKS ir/ar kitus molekulinius tyrimus.

retg paveldimg sutrikimg, atlikus

Tiriamojo Istirti Atlikti Genai Molekuliné Pagrindiniai tiriamojo
(probando) Seimos citogenetiniai, kandidatai diagnozé klinikiniai poZymiai/retas
kodas, nariai molekuliniai paveldimas sutrikimas
lytis tyrimai
IN17-01-P1, - VNP-LGH, HYLSI Kliniskai reikSmingi Intrauterinis augimo atsilikimas,
mot. Sangerio sekoskaita ~ POMK DNR pokyciai galvos smegeny centriniy struktiiry
nenustatyti jgimtos anomalijos
IN17-04-P1, - VNP-LGH, geny - Kliniskai reikSmingi Hipotonija, véluojanti motoriné raida,
Vyr. grupiy NKS, DNR pokyc¢iai skilveliy pertvaros defektas, atviras
egzomo sekoskaita nenustatyti arterinis latakas
IN17-06-P1, Motina, tévas ~ VNP-LGH, geny NRCAM Kliniskai reikSmingi Autizmas
Vyr. grupiy NKS, DNR pokyc¢iai
egzomo sekoskaita, nenustatyti
Sangerio sekoskaita
IN17-07-P1, Motina, tévas  Vektoriné LGH, RACI Kliniskai reikSmingi Psichomotorinés raidos atsilikimas,
vyr. FISH, DNR poky¢iai astigmatizmas
egzomo sekoskaita, nenustatyti
Sangerio sekoskaita
IN17-08-P1, Motina, tévas  VNP-LGH, egzomo  HERC?2 Kliniskai reikSmingi Kairés akies mikroftalmija,
Vyr. sekoskaita DNR poky¢iai koloboma, rankos 3-4 pirsty
nenustatyti sindaktilija
IN17-11-P, Motina, tévas  VNP-LGH, egzomo - Kliniskai reik§mingi Specifinis misrus raidos sutrikimas,
mot. sekoskaita DNR poky¢iai jgimtos galvos smegeny cistos,
nenustatyti toliaregysté
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3.4 lentelé (tesinys). Tiriamieji, kuriems nenustatyti DNR pokyciai, galimai lemiantys jtariamg retg paveldima sutrikima, atlikus
citogenetinius, NKS ir/ar kitus molekulinius tyrimus.

Tiriamojo IStirti Seimos Atlikti Genai Molekuliné diagnozé Pagrindiniai tiriamojo
(probando) nariai citogenetiniai, kandidatai klinikiniai
kodas, molekuliniai poZymiai/retas
lytis tyrimai paveldimas sutrikimas
IN17-14-P1, Motina, tévas Egzomo sekoskaita, ANKRDI1 Kliniskai reik§mingi DNR  Psichomotorinés raidos
Vyr. Sangerio sekoskaita poky¢iai nenustatyti vélavimas, kraujagysliniy
rezginiy cistos, saikinga
ventrikulomegalija, ptozé
IN17-30-P, Motina, tévas VNP-LGH, geny RIPK4 Kliniskai reikSmingi DNR  [gimta Sirdies yda, iSangés ir
Vyr. grupiy NKS, egzomo poky¢iai nenustatyti tiesiosios zarnos atrezija,
sekoskaita, Sangerio pasagos formos inkstas,
sekoskaita, KPGR regos sutrikimas,
mikrocefalija, nyksciy
aplazija
IN17-40-P, Motina, tévas, VNP-LGH, egzomo TENM1 Klinigkai reik§mingi DNR  Sunki intelektiné negalia
Vyr. sesuo sekoskaita, Sangerio poky¢iai nenustatyti
sekoskaita
IN17-42-P, Motina, tévas VNP-LGH, egzomo BLM, Kliniskai reikSmingi DNR  Aplastiné anemija
mot. sekoskaita, Sangerio =~ FANCD?2 pokyc¢iai nenustatyti

sekoskaita
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3.2 Genomo struktiiriniy persitvarkymy apibiidinimas

KSP (delecijos ar duplikacijos) identifikavimas molekuliniais genetiniais ar
citogenetiniais metodais yra reikSmingas zingsnis siekiant nustatyti, ar
sergandiojo klinikiniy poZymiy priezastis glidi jo genome. Siame skyriuje
placiau charakterizuojami moksliniame tyrime nustatyti KSP ir jy jtaka tiriamojo
fenotipiniy pozymiy pasireiSkimui. KSP nustatymas yra tik vienas i§ genominio
pokyc¢io charakterizavimo biidy. Kitas reikSmingas ir tolesniems nustatyto KSP
vertinimo zingsniams svarbus etapas, atliktas Siame darbe, yra geno kandidato (—
y) nustatymas, kai tiriamajam budingi fenotipiniai pozymiai siejami su ziniomis
apie konkrety gena, jo funkcija, sasaja su konkrec€iais Zzmogaus ir jo vystymosi
etapais bei fenotipiniais bruoZzais.

3.2.1 KSP charakterizavimas

Siame moksliniame darbe analizuota 4q12 (arr[hgl9] 4q12(53,531,672-
56,238,263)x1) srities 2,7 Mb dydzio Seiminé mikrodelecija, VNP
oligonukleotidy lusty metodu nustatyta vieneriy mety berniukui (IN17-21-P1,
zr. 3.2 lentelg) su jtariamu piebaldizmu (pagrindiniai pozymiai yra balty plauky
sruoga kaktos srityje, baltos odos démés liemens srityje). Mikrodelecija
probandas paveldéjo i§ piebaldizmo pozymiy turin¢io tévo. Sesers ir mamos
genome §i delecija nenustatyta. Tiek mama, tiek sesuo neturi probandui budingy
klinikiniy poZymiy [108].

Remiantis literatiira, 4ql2 srities delecijos, apimancios KIT gena
(MIM#164920), arba tik Sio geno patogeniniai variantai, siejami su piebaldizmu,
kuris budingas ir misy tiriamajam [109-112]. Piebaldizmas (OMIM#172800) yra
autosominio dominantinio paveldéjimo retas genetinis sutrikimas, kai tam tikrose
odos ir plauky srityse néra melanino pigmentg gaminanciy Igsteliy melanocity.

Orphanet duomeny bazéje pazymima, kad su piebaldizmu siejami du genai:
KIT ir SNAI2. Musy tiriamajam ir jo tévui nustatyta mikrodelecija i§ viso apima
38-is genus (zr. 3.2.1.1 paveikslg), i$ kuriy keturi yra ilgy nekoduojanc¢iy RNR
(inRNR) genai ir 15-a koduoja baltymus: LNXI, CHIC2, GSX2, PDGFRA, KIT,
KDR, SRD5A43, TMEMI165, CLOCK, PDCL2, NMU, EXOCIL, EXOCI,
CEP135, CRACD. Disertacijos raSymo metu (2024 m. kovas) DECIPHER
duomeny bazéje astuoni i§ $iy geny siejami su ligomis (angl. morbid genes):
CHIC2, PDGFRA, GSX2, KIT, KDR, SRD5A3, CEP135, TMEM165. Zemas
geno haplonepakankamumo rodiklis (pHaplo <0,55) reiskia, kad geno kopijy
skaiGiaus sumazéjimas, tikétina, neturi jtakos fenotipui. Siems genams priskirtini
CHIC2 (pHaplo 0,19), SRD5A3 (pHaplo 0,09), TMEM165 (pHaplo 0,32) ir



CEPI135 (pHaplo 0,27). Aukstesng haplonepakankamumo rodiklio vertg turintys

pozymiai néra biidingi tiriamajam ir jo tévui, todél, tikétina, jtakos fenotipui
neturi. Heterozigotiné KIT geno iskrita (pHaplo 0,87) OMIM duomeny bazgje ir
anksc¢iau minétuose literatiiros Saltiniuose siejama su piebaldizmu ir, tikétina,
lemia probando ir jo tévo klinikinj fenotipa.

KIT genas koduoja transmembraninj lastelés pavirSiaus tirozino kinazés
receptoriy, dar neretai vadinamg protoonkogenu c-Kit, kurio ligandas yra
kamieniniy lasteliy augimo veiksnys (angl. Stem Cell Growth Factor, SCF).
Geno reguliuojamas melanogenezés signalinis kelias ir jo veikla yra svarbi
melanoblasty, véliau ir melanocity gyvenimo ciklui (migracijai, homeostazei,
iSgyvenamumui) tiek vystantis organizmui, tiek ir suaugusiame organizme [113].
Idomu tai, kad piebaldizmo klinikiné iSraiska priklauso nuo varianto pozicijos
baltymo grandinéje. KIT baltymas sudarytas i$ trijy pagrindiniy domeny: N-galo
uzlastelinio regiono, sudaryto i§ 5-iy ] imunoglobuling panasiy domeny, viduryje
esan¢io transmembraninio domeno ir C-galo vidulastelinio tirozino kinazés
katalitinio domeno [114]. Variantai, nustatomi tirozino kinazés regione, lemia
sunkias piebaldizmo formas, o transmembraniniame ir uzlgsteliniuose baltymo
regionuose nustatyti variantai ar visa vienos KIT geno kopijos delecija lemia
Svelnesnius piebaldizmo pozymius [115]. Taigi, atlikta duomeny baziy ir
literatiiros analiz¢ leidZia daryti prielaida, kad KIT genas, patenkantis j nustatytos
4q12 srities mikrodelecijos sritj, lemia sutrikusj melanogenezés procesa dél
sumazéjusio geno kopijy skaiciaus ir yra pagrindiné tiriamojo klinikinio fenotipo
Vystymosi priezastis.
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3.2.1.1 paveikslas. Mikrodelecijos schema. A —mikrodelecija. B — genai, kuriuos apima nustatytas KSP. Baltymus koduojantys
genai yra paryskinti, zvaigzdutés zZymi fenotipo vystymuisi jtakos turinc¢ius genus. C — DECIPHER duomeny bazéje apraSytos
delecijos, persidengiancios su Siame tyrime nustatytu KSP (Probandas). Paveikslas pagal Arasimavicius et al. 2020 [108].
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Kita Siame darbe analizuota 1,56 Mb dydzio 4ql3.3 srities (arr [hgl9]
4q13.3(72,647,749 74,208,199)x1) Seiminé mikrodelecija VNP oligonukleotidy
lusty metodu nustatyta devyniolikos mety moteriai (IN17-20-P1, zr. 3.2 lentelg),
kuriai nustatyta mikrocefalija, mikrognatija, taip pat biidingi grubis veido
bruozai, trumpas kaklas, stuburo deformacijos, véluojantis brendimas, lengvas
neurosensorinis klausos sutrikimas, Sirdies struktiiros pokyciai ir lengva
intelektiné negalia. FISH analizé patvirtino ta patj KSP seseriai ir mamai. Tirta
ir sveika sesuo — $i mikrodelecija nebuvo nustatyta [116].
raidos atsilikimas, intelektiné negalia, netaisyklinga laikysena, trumpas kaklas,
grubis veido bruozai, mikrognatija, pirmo ir antro kojos pirsty klinodaktilija,
daznos virSutiniy kvépavimo taky infekcijos, anemija, taip pat nustatyta aortos
voztuvo anomalija, osteochondroze, cavum septi pellucidi, deSiniojo inksto
hipoplazija, abiejy akiy astigmatizmas ir Zvairumas bei lengvas neurosensorinis
klausos sutrikimas. Probandés motinai nuo vaikystés nustatyta stuburo
deformacija ir trumpesné desiné koja, intelektiné negalia, stebéti grubiis veido
bruozai, hipotelorizmas, netaisyklinga laikysena, plati kriting, arteriné
hipertenzija, hipertenziné kardiopatija, hemodinamiskai nereik§mingas
priesirdziy pertvaros defektas, neurosenrosinis klausos sutrikimas, $lapimo
puslés akmenys, osteochondrozé ir stenozé [116].

Remiantis mokslinés literatiros ir DECIPHER duomenimis, aprasyti kiti
keturi tiriamieji su persidengiancia 4q13.3 srities monosomija (iki 10 Mb;[117]).
Quintela ir kolegy (2015) [117] nustatyta 6,85 Mb delecija tiriamajam, kuriam
budingas psichomotorinés raidos atsilikimas, lengva intelektiné negalia, elgesio
sutrikimai, Zemas ugis, veido anomalijos. DECIPHER duomeny bazéje
jraSytiems tiriamiesiems su 4q13.3 srities delecija taip pat budinga intelektine
negalia, véluojantis kalbos vystymasis arba autizmas, taip pat vienam i§ aprasyty
Sioje duomeny bazéje (Zr. paveiksle 3.2.1.2) nustatytas zvairumas ir skeleto
nariy fenotipa. Sutampanti mikrodelecijos sritis i§ viso apima 7-is genus (Zr.
3.2.1.2 paveikslg), i§ kuriy trys koduoja baltymus: ADAMTS3, ANKRDI7,
COX18. Zemiausias haplonepakankamumo jvertis (pHaplo 0,19) yra COX1S8,
todél tikétina, kad Sio geno kopijy skaicius neturi reikSmingos jtakos tiriamojo
fenotipui.
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aprasytos delecijos, persidengiancios su Siame tyrime nustatytu KSP (Probandas). Paveikslas pagal MaldZien¢ et al. 2020 [116].
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ADAMTS3 genas (pHaplo 0,49; MIM#605011) koduoja ADAM
metalopeptidaze, turinéia 1-o tipo trombospondino 3-ia motyva. Sis baltymas
svarbus I-III tipo prokolageny apdorojimui jvairiose lastelése ir audiniuose
[118]. Sio geno raidka intensyvi kremzliniuose audiniuose tiek vystymosi metu,
tiek po gimimo, o peliy tyrimuose nustatyta, kad geno raiska vyksta ir
jungiamajame audinyje bei smegeny zievéje [119]. Mokslingje literattiroje
apraSyta, kad ADAMTS3 geno variantai lemia kaukolés ir veido pakitimus bei
sulétéjusj augimg, todél galima daryti prielaida, jog S§io geno
haplonepakankamumas turi jtakos tokiy klinikiniy pozymiy, kaip skeleto
anomalijos ir Zemas {gis bei intelektiné negalia, budingy tiriamiesiems,
vystymuisi.

ANKRD17 genas (pHaplo 0,99; MIM#615929) koduoja baltyma, priklausantj
ankirino pasikartojimo motyvus turin¢iy baltymy Seimai, svarby kraujagysliy
vientisumui palaikyti embriogenezés metu [120]. ApraSytas mokslinis tyrimas,
kuriame tyréjai nustaté, jog nutildzius Ankrdl7 gena peléms iSsivysto jvairQs
Sirdies defektai, hemoragijos ir sumazéja kraujagysliy lygiyjy raumeny lgsteliy
skaidius, galiausiai §ios pelés nugaista [120]. Sio geno koduojamas baltymas
svarbus DNR replikacijos procese, nes ANKRDI17 baltymo praradimas arba
sumazgjimas lemia Sio proceso sustojimg ir lgstelés ciklo progresavimo
slopinima [121]. Remiantis Chopra ir kolegy (2021) [122] straipsniu, kuriame
apraSyti 34-i tiriamieji su ANKRDI7 geno koduojamo baltymo funkcijos
praradimg lemianciais variantais, taip pat $j geng apimancia 1,16 Mb dydzio
mikrodelecija, teigiama, kad Sis genas yra pagrindiné su 4q13.3 sritimi siejamy
anksCiau aprasyty fenotipy (intelektiné negalia, augimo sutrikimai, epilepsija,
pasikartojancios infekcijos, oftalmologiniai sutrikimai, sagnariy hipermobilumas,
dismorfiniai veido bruozai) vystymosi priezastis. Taigi, Sio geno kopijy skaiciaus
sumazgjimas, tikétina, lemia intelektinés negalios, dismorfiniy veido bruozy,
oftalmologiniy sutrikimy bei Sirdies defekty, biidingy misy tiriamiesiems,
pasireiSkimg. Apibendrinant, atlikta duomeny baziy ir literatiiros analizé leidzia
jvardinti ADAMTS3 ir ANKRDI7 genus, patenkancius j 4ql3.3 srities
mikrodelecija, kaip kandidatus, Iémusius tiriamosios klinikinio fenotipo
vystymagsi. Vis délto, remiantis naujausia literatira, ANKRDI7 baltymo
praradimas, galimai lemiantis DNR replikacijos sutrikima, dél kurio sustoja
lgstelés ciklas, yra pagrindinis patogenezés mechanizmo dalyvis.

Siame darbe taip pat analizuota 97,88 kb dydZio mikrodelecija 12q24.21
srityje, nustatyta VNP—LGH metodu penkeriy mety berniukui (IN17-28-P1, Zr.
3.2 lentelé) su psichomotorinés raidos atsilikimu, kalbinés raidos vélavimu,
plagiocefalija, regos sutrikimu ir Zvairumu. Nustatytas KSP yra vidugeniné
MEDI3L (MIM#608771) geno mikrodelecija, kurios dydis, taikyto metodo
duomenimis, nebuvo tikslus — gali varijuoti nuo 97,880 bp iki 280,666 bp. Sio



KSP sritis, t. y. iSkrit¢ egzonai, patikslinti INGENES projekto vykdytojy [123].
Kiekybinés PGR ir Sangerio sekoskaitos metodais nustatyta, kad iSkrenta 3-9
egzonai MEDI3L gene (NG_023366.1(NM_015335.5):c.(310+1 _311-
1) (1280+1_1281-1)del). Nustatyta in silico, kad delecija lemia skaitymo
rémelio poslink] ir prieslaikinés baigmés kodono susidaryma, dél kurio baltymas,
tikétina, reikSmingai sutrumpéja (p.(Vall04Glyfs*5)) ir praranda savo funkcija
[123]. Nustatytas genomo pokytis yra de novo, tiriamojo tévai bei brolis ir sesuo
yra sveiki.

MEDI3L genas OMIM duomeny bazéje sicjamas su retu, autosominio
dominantinio paveldéjimo MEDI13L haplonepakankamumo sindromu (sutrikes
intelekto vystymasis su specifiniais veido bruozais su ar be Sirdies defekty;
MIM#616789), kurio fenotipiniai poZymiai biidingi ir tiriamajam. Remiantis
literatiira ir DECIPHER duomeny baze, MEDI3L geno delecijas turiniyjy ir
$iuo sindromu serganciyjy fenotipai gali varijuoti, tatiau visi (taip pat ir miisy
tiriamasis) turi intelekting negalia, psichomotorinés raidos atsilikimg ir kalbos
vystymosi vélavimg [124, 125].

MEDI3L genas koduoja mediatoriaus komplekso (angl. Mediator complex)
13L subvieneta. Mediatoriaus kompleksas yra evoliuciskai konservatyvus,
masyvus baltymy kompleksas, kuris zmogaus lgstelése veikia kaip II-osios RNR
polimerazés transkribuojamy geny transkripcijos koaktyvatorius [126]. Sio geno
raiSka vyksta daugelyje Zmogaus audiniy ir yra nustatyta, kad jo koduojamas
baltymas svarbus ankstyvam Sirdies, smegeny ir centrinés nervy sistemos
vystymuisi [127, 128]. Moksliniais tyrimais parodyta, kad MED13L subvienetas
svarbus Rb/E2F signaliniam keliui, kuris reguliuoja lgstelés ciklo progresavima
i§ G1 j S fazg. Aktyvi E2F veiksnio forma gali paskatinti lastelés ciklui svarbiy
geny raiska [129].

Siekdami patvirtinti nustatytos vidugeninés mikrodelecijos funkcine reikSme
fibroblastuose, INGENES projekto vykdytojai pritaiké CRISPR-Cas9
technologija ir sveiko asmens fibroblasty genome sékmingai sukélé
heterozigoting MEDI13L geno 2-o egzono iskrita, lemiancig skaitymo rémelio
poslinkj su prieslaikinés baigmés kodonu ir baltymo sutrumpéjima, biidingg ir
tiriamam probandui (p.(Ala25Cysfs*13)) [123]. Kontroliniy asmeny fibroblasty
kDNR méginiai po genomo redagavimo ir serganciojo asmens fibroblasty kKDNR
méginiai buvo tiriami kiekybinés PGR metodu, analizuojant pokycio jtaka
1astelés cikle dalyvaujanciy geny RBI, E2F1 ir CCNC raiskai. Nustatyta, kad Siy
geny raiska yra keliolika karty (kartais atitinkamai 22,3, 17,6, ir 11,6) sumazéjusi
serganciojo lastelése ir keliolika karty (kartais atitinkamai 12,9, 11,7 ir 19,8)
sumazéja redaguotose lgstelése, lyginant su kontroliniy asmeny neredaguoto
genomo lasteliy kultiiry tyrimo rezultatais [123]. Atlikto tyrimo duomenys rodo,

kad tripano méliu nusidaziusiy Zuvusiy lasteliy yra du kartus daugiau lasteliy,
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redaguotu genomu, kultiiroje, lyginant su to paties asmens neredaguotomis
lgstelémis, o senéjimo tyrimas atskleidé, kad tiriamojo probando fibroblastuose
yra trigubai daugiau senstanCiy lasteliy, lyginant su kontrolinio asmens
fibroblastais [123]. Sio disertacinio darbo mokslinio tyrimo metu uZbaigti
funkciniai MEDI3L gene nustatyto pokycio tyrimai atlikus imunofermentine
MEDI3L baltymo analiz¢ Western blot metodu, kuriuo nustatyta, kad
serganciojo probando fibroblastuose MED13L baltymo kiekis sumazéja beveik
penkis kartus, lyginant su sveiky asmeny lastelémis (zr. 3.2.1.3 paveiksla). Taigi,
atlikta literatliros analize bei molekuliniais ir funkciniais tyrimais parodyta, kad
MEDI3L geno 3-9 egzony delecija lemia MED13L baltymo kiekio sumazéjima.
Sis kiekio pasikeitimas tiek RNR, tiek baltymo lygmeniu, tikétina, turi neigiamos
jitakos baltymo funkcijai 1gstel¢je, del kurios sutrinka Mediatoriaus komplekso,
kaip transkripcijos koaktyvatoriaus, veikla, lemianti tiriamojo klinikinio fenotipo

vystymasi [130].
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3.2.1.3 paveikslas. MEDI3L baltymo kiekis serganciojo fibroblastuose.
Imunofermentinio metodo Western blot membranos vaizdas, kuriame K1, K2, K3 —
kontroliniy sveiky asmeny méginiai, P — probando méginys.

Moksliniame darbe analizuota VLGH metodu nustatyta 844 kb dydzio
mikroduplikacija 13q31.3 srityje septyniolikos mety mergaitei (IN17-05-P1, zr.

3.2 lentel¢), kurios pagrindiniai klinikiniai pozymiai yra hipotonija
naujagimystéje, hidrocefalija, Arnold—Chiari malformacija, psichomotorinés
raidos atsilikimas, kalbinés raidos vélavimas, regos nervo atrofija, mitralinio
voztuvo prolapsas, aukStas Ugis, pectus excavatum, skoliozé, hipermobilis
sgnariai, ilgi pirStai, SiurkStds plaukai, apatinio Zandikaulio asimetrija,
netaisyklingas danty sakandis. FISH tyrimu patvirtinta, jog $is pokytis yra de novo
[131].
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Nustatyta mikroduplikacija apima keturis inRNR genus (LINC0I049,
LINC00410, LINC00380, LINC00379), BRKIP2, PPIAP23 ir RNUG6-75P
pseudogenus bei MIR17HG gena, koduojant] mikro RNR (miRNR, miR) klasterj
miR-17 ~ 92, kuriame yra SeSios miRNR: MIRI17, MIRISA, MIR19A, MIR20A,
MIRI9BI, MIR92A1 (zr. 3.2.1.4 paveiksla). MIRI7HG genas (MIM#609415)
OMIM duomeny bazéje néra susietas su liga. Taciau literatliroje pazymima, kad
Sio geno koduojamas miRNR klasteris gali turéti jtakos augliams formuotis, taip
pat Sios srities hemizigotiné delecija susieta su monogeniniu antro tipo Feingold
sindromu (FGLDS2; MIM#614326; [132, 133]). Sio klasterio miRNR MIR96
(MIM#611606) heterozigotiniai variantai susieti su autosominiu dominantiniu
budu paveldimu kurtumu 50 (DFNAS0; MIM#613074), taip pat MIRI184
(MIM#613146) heterozigotiniai variantai siejami su endoteline distrofija, rainelés
hipoplazija, jgimta katarakta ir ragenos stromos iSplonéjimu (EDICT;
MIM#614303). Verta atkreipti démesj, kad | nustatyta mikroduplikacija nepatenka
telomerinéje pokyCio srityje esantis genas GPCS5 (MIM#602446). Siekdami
atmesti GPC5 geno jtaka tiriamosios fenotipo vystymuisi, INGENES projekto
vykdytojai atliko Sio geno raiskos analiz¢ kPGR metodu ir nustaté, jog raiska yra
nepakitusi, lyginant su kontroliniy sveiky asmeny RNR méginiais [131]. Taip pat,
probandui atlikta VES, kuria nenustatyti kliniSkai reikSmingi DNR poky¢iai [131].
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3.2.1.4 paveikslas. Mikroduplikacijos schema. A — 844 kb dydzio mikroduplikacijos vieta. B — genai, kuriuos apima KSP ir
aplinkinés sritys. C — DECIPHER duomeny bazéje apraSytos delecijos, persidengiancios su Siame tyrime nustatytu KSP.
Paveikslas pagal Siavriené et al. 2020 [131].
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Idomu tai, kad FGLDS2 sindromo kritine laikoma hemizigotinés delecijos
sritis apima tiek MIRI7HG gena, tick pirmuosius GPC5 geno egzonus, kurie,
manoma, lemia pagrindinius §io sindromo klinikinius pozymius: mikrocefalija,
zemg Ugj, pirSty anomalijas, Sirdies anomalijas ir lengva intelekting negalig
[133]. Vienos MIRI7HG geno kopijos iSjungimas peliy modelyje sukelia
FGLDS2 sindromui budingus pozymius [133]. PrieSingai, aprasyti keli
mikroduplikacijy, apiman¢iy MIR17HG gena ir GPC5 geno pirmuosius egzonus,
atvejai, 1§ kuriy vienam tiriamajam budingas vystymosi vélavimas, autizmo
pozymiai, augimo pagreitéjimas, makrocefalija ir postaksialiné A tipo
polidaktilija, o kitu atveju pasireiSké Zemas tigis ir brachidaktilija [134, 135].
Kadangi miusy tiriamajai buidingas aukstas tgis, makrocefalija, vystymosi
atsilikimas, skeleto ir pirSty anomalijos, tikétina, kad padidéjusi MIRI7HG srities
raiSka gali lemti minéty fenotipiniy pozymiy vystymasi. Remiantis analizuota
literatiira ir 13q31.3 srities mikroduplikacijos nustatymo faktu, teigiama, kad
pozymiai yra prieSingi 2-o tipo Feingold sindromui [131]. Taciau verta atkreipti
démesj, kad Hemmat ir kolegy (2014) [135] aprasytu, §j klaster] apimancios
duplikacijos atveju tiriamajam pasireiskia Zzemas Gigis, todél tikétina, kad veikia
dar neiStirtas molekulinis mechanizmas, dél kurio MIRI7HG geno kopijy
skaiCiaus padidéjimas gali lemti tiek auksta, tiek zemg tgj. Taigi, atlikta
duomeny baziy, literatiiros analizé bei molekuliniai tyrimai leidzia daryti
prielaidg, kad tiriamosios fenotipo vystymuisi didZiausig jtaka turi j 13q31.3
srities mikroduplikacija patenkantis MIRI7HG genas, kurio padidéjes kopijuy
skaiCius lemia sutrikusj, jo koduojamy miRNR geny raiskos veiklg.

Siame darbe analizuota 2,6 Mb delecija 16p13.11-p12.3 genominéje srityje,
nustatyta VNP-LGH metodu ketveriy mety mergaitei (IN17-26-P1, zr. 3.2
lentelg), kuriai budingas psichomotorinés ir kalbinés raidos atsilikimas,
dolichocefalija, sagitaliné kraniosintozé, smegenéliy kirmino hipoplazija,
pusiausvyros sutrikimai, mazosios veido anomalijos. Si mikrodelecija VNP—
LGH metodu nenustatyta sveiky tévy DNR méginiuose [136].

Remiantis DECIPHER duomeny baze, jvairaus dydzio mikrodelecijy,
apimanc¢iy 16p13.11 sritj, nustatyta daugiau nei 100-ui atvejy. Paskelbtuose
klinikiniuose  atvejuose  atsikartojantys  fenotipiniai = poZymiai  yra
psichomotorinés raidos atsilikimas, intelektiné negalia, epilepsija, autizmas,
mazosios veido ir jgimtos anomalijos, taip pat jvairios skeleto anomalijos (Zemas
agis, sindaktilija, kamptodaktilija, skolioz¢, kratinkaulio anomalijos). PrieSingai,
tiriamajai  buidinga  kraniosintozé apraSyta asmeniui su  16p13.11
mikroduplikacija [137].

Mikrodelecija i§ viso apima 21-3 gena (zr. 3.2.1.5 paveiksla), i§ kuriy keturi
koduoja miRNR (MIR484, MIR3179-2, MIR3180-2, MIR6770-2), $eSi yra



pseudogenai (PKDIPI1, RN7SL90P, RNUG6-213P, RPLI5P20, RPLI17P40,
RPL7P47) ir 11-ka koduoja baltymus: ABCCI, ABCC6, Cl6orf45, FOPNL,
KIAA0430, MPVI17L, MYHI11, NDEI, NOMO3, NPIPA7, XYLTI. Remiantis
DECIPHER duomeny baze, ABCC6, MYHI1, NDEI ir XYLTI genai yra
i§skiriami kaip, tikétina, turintys jtaka klinikinio fenotipo vystymuisi. Taciau
OMIM duomey bazéje su ABCC6 (MIM#603234), MYHI11 (MIM#160745) ir
NDEI (MIM#609449) siejami tiek autosominiu dominantiniu biidu, tiek
tiriamajai biidingy klinikiniy pozymiy.

XYLTI genas (MIM#608124; pHaplo 0,93) koduoja fermenta
ksiloziltransferaze 1, kuris yra svarbus glikozaminoglikano grandiniy biosintezei
[138]. OMIM duomeny bazéje Sio geno homozigotiniai variantai siejami su
Desbuquois displazija 2, kuri pasireiskia skeleto anomalijomis. Aprasytas atvejis,
kai berniuko, kurio pagrindiniai pozymiai yra trumpy galtiniy skeleto displazija,
vLGH metodu viename alelyje nustatyta delecija, apimanti XYLT/ gena, o kitame
alelyje Sangerio sekoskaita nustatyta keliolikos nukleotidy delecija §io geno 7-o
introno ir 8-0 egzono jungties srityje [139]. Tikétina, kad XYLT1 genas gali turéti
jitakos ir miisy tiriamosios skeleto anomalijy vystymuisi. Vis délto tvirty geny
kandidaty, paaiskinanciy kitus tiriamosios klinikinius poZymius, jvardinti §iuo
metu néra galimybés. Tai tik signalizuoja apie galimus reguliacinius elementus
nustatyto KSP srityje, kurie galimai daro jtaka specifiniy geny raiskai. Taigi,
atlikta duomeny baziy, literatiros analizé bei molekuliniai tyrimai leidzia daryti
prielaida, kad XYLTI genas, patenkantis j 16p13.11-p12.3 srities mikrodelecija,
lemia bent dalies tiriamajai budingy klinikiniy pozymiy vystymasi dél sutrikusios
geno koduojamo baltymo fermentinés reakcijos, svarbios biosintezéje
glikozaminoglikany, biitiny jvairiy audiniy struktiirai ir funkcijai palaikyti.
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3.2.1.5 paveikslas. Mikrodelecijos schema. A — nustatyta mikrodelecija.
B — genai, kuriuos apima nustatytas KSP. ParyS§kinti baltymus koduojantys genai.
Paveikslas pagal Maldziené et al. 2019 [136].
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3.2.2 Chromotripsio charakterizavimas ir jo jtakos geny raiskai analizé

Siame moksliniame darbe analizuoti i§skirtinio tiriamojo (ATGC21-34—P, 7r.
3.3. lentele), kuriam diagnozuota intelektiné negalia, epilepsija, ataksija,
tremoras, skoliozé, arachnodaktilija, zvairumas, toliaregysté ir auksStas Tgis,
tyrimy duomenys. [tariant retg paveldima sutrikima, atliktas kariotipo tyrimas,
kuriuo nustatyta de novo subalansuota translokacija tarp antros ir dvyliktos
chromosomy trumpyjy peciy (t(2;12)(p16.2;p12.2)). Atlikus vLGH tyrima,
patvirtinta, kad translokacija yra subalansuota. Siekiant nustatyti, ar
translokacijos srityje néra pertraukty geny, atliktas tyrimas FISH metodu —
antroje chromosomoje, netoli citogenetiniu tyrimu nustatyty trikio tasky esantis
NRXNI1 (MIM#600565) genas nepakitgs. Nuspresta patikslinti chromosominio
poky¢io triikio taskus atliekant tiriamojo DNR méginio, gryninto i§ periferinio
kraujo éminio, viso genomo sekoskaita. Siuo metodu buvo nustatytas sudétingas
ir retas chromosominis persitvarkymas, vadinamas chromotripsiu (ang.
chromothripsis). Antros chromosomos trumpajame petyje nustatyti du triikio
taskai, tarp kuriy yra ~ 276 kb atstumas. Dvyliktos chromosomos trumpojo
peties ~ 4,11 Mb ilgio fragmente nustatyti Sesi triikkio taskai. Chromotripsio
procese susidariusiy fragmenty persitvarkymo, kuris apima translokacija,
inversijas ir insercijas, schema nurodyta 3.2.2.1 paveiksle. Persitvarkymy metu
nebuvo prarasta genetiné informacija — pokytis yra subalansuotas. Antros
chromosomos trumpojo peties fragmentas ir artimiausios sekos aplink triikkio
taSkus geny neapima. Taciau dvyliktos chromosomos trumpojo peties
persitvarkymo regione yra Siy geny sekos: LMO3, SKPIP2, LINC02378,
RERGL, PIK3C2G, PLCZI, PLEKHA5, AEBP2, LINC0239S. gioje
chromosomoje triikkio taskai pertraukia du genus: pirmasis trukio taSkas yra
MGSTI gene, o paskutinysis yra PDE3A (MIM#123805) gene. Vienas genas
(PDE34) OMIM duomeny bazéje yra Zinomas ligos genas. Kiti septyni koduoja
baltymus, taCiau néra susieti su zinomais sutrikimais, o dar du (LINC02378,
LINC02398) yra inRNR genai, kuriy jtaka sveikatos sutrikimams néra Zinoma.
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3.2.2.1 Chromotripsio schema. Chromosominiai persitavrkymai (translokacijos, insercijos, inversijos), jvyke tarp 2-os (2 chr) ir
12-0s (12 chr) chrmosomy. Antros chromosomos trumpajame petyje (2 pter) susidaré trys skirtingo ilgio fragmentai (2A-2C), o
12-0s chromosomos trumpajame petyje (12 pter) — septyni skirtingo ilgio fragmentai (12A—12G). Chromosomy ilguosiuose
peciuose (2 qter, 12 qter) persitvarkymy nenustatyta. Pilkos rodyklés Zemiau fragmenty zymi 5‘—3° kryptj. Eilutése der(2) ir

der(12) pavaizduotos derivatinés (pakitusios) 2-a ir 12-ta chromosomos.
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Siekiant nustatyti chromotripsj lémusiy persitvarkymy metu susidariusiy
trukio tasky ir fragmenty jtakg j regiong patenkanciy ir nepatenkanciy geny
raiSkai, kadangi regione, tikétina, lokalizuoti ir reguliaciniai genomo elementai,
atlikta tiriamojo RNR méginio (gryninto i§ periferinio kraujo éminio)
transkriptomo sekoskaita. Nustatyta, kad tiriamojo meéginyje statistiSkai
reikSmingai pakito 42-jy geny raiska, lyginant su trimis panaSaus amziaus
kontroliniy sveiky asmeny méginiais (Zr. paveiksla 3.2.2.2). SumaZzgjusios
raiSkos geny grupei priklauso 22 genai, o padidéjusios — 20 geny. IS 42-jy geny
trisdesimt koduoja baltymus, 11-a yra su ligomis nesusieti inRNR genai ir vienas
transkriptas jvardinamas naujo baltymo genu (zr. paveiksla 3.2.2.2,
ENSG00000285816). I8 baltymus koduojanciy geny 9-ni OMIM duomeny
bazéje yra susieti su ligomis: NUP210L, PRDM5, NTNG2, RNF213, CFD,
DYSF, CSF2RB, NADK2, SERPINAI. NUP210L geno raiska yra padidéjusi, o
visy kity iSvardinty geny raiska probando RNR méginyje — sumazéjusi (Zr.
3.2.2.3 paveiksla). Pastaryjy geny lemiami fenotipai yra autosominio recesyvaus
paveldéjimo. Chromotripsio procese dalyvavusiy 2-os ir 12-os chromosomy
trumpuosiuose peciuvose lokalizuojasi tik trys genai (DNAH6, SLC15A45, DYSF),
i$ jy DYSF (MIM#603009) yra Zinomas ligos genas. Su NTNG2 (MIM#618689)
genu susietam neurovystymosi sutrikimui (MIM#618718) budingi fenotipiniai
bruozai tik i§ dalies persidengia su misy tiriamojo ir galimai galéty buti
intelektinés negalios, tremoro, ataksijos priezastis. Tafiau NTNG2 gene
homozigotiniai variantai lemia bendrg augimo atsilikimg ir zema ugj, kai
tiriamasis pasizymi auktSu figiu. Kity geny lemiami fenotipai nepersidengia
tiriamojo.
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3.2.2.2 paveikslas. Genuy raiSkos poky¢iai tiriamojo, kuriam nustatytas
chromotripsis, kraujo RNR méginyje. Geny raiskos profilyje pazyméti
statistiSkai reikSmingg raiskos pokytj turintys genai. Kiekviena eiluté atitinka
geng, o stulpelis reprezentuoja tiriamajj. P — probandas, K1-K3 — kontroliniai
sveiki asmenys. Raudona — raiskos padidéjimas, mélyna — raiSkos sumazéjimas,
balta — vidutiné/nepakitusi raiSka. Grafikas sukurtas dr. A. Konovalovo.
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3.2.2.3 paveikslas. Chromotripsio poveikio tiriamojo geny raiskai analizé. A
— statistiskai reikSmingai pakitusios raiskos geny tarp tiriamojo su chromotripsiu
ir sveiky kontroliniy asmeny grafikas. X asis reprezentuoja geny raisSkos pokytj
kartais log2 skaléje, o Y aSis rodo FDR neigiama deSimtainj logaritmg.
ReikSmingai pakitusios raiSkos genai (FDR < 0,1) ir daugiau nei 1,5 karto
didesniu raiskos pokyc¢iu vaizduojami vir§ horizontalios briik$ninés linijos ir uz
vertikaliy briik§niy. B — statistiSkai reikSmingai padidéjusios raiskos geny GO
terminy praturtinimo taskinis grafikas. C — statistiSkai reik§mingai sumazéjusios
raiSkos geny GO terminy praturtinimo taskinis grafikas. Grafikai sukurti dr. A.

Konovalovo.
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Atlikus GO terminy praturtinimo analizg, padidéjusios raiSkos grupei
priklausantys genai daugiausiai susieti su Igstelés ir joje vykstanciu judéjimu
mikrovamzdeliais, su imunine sistema susijusia veikla ir keliais glutationo
apykaitos aspektais (Zr. 3.2.2.3 B paveiksla), o lyginant su kontroliniais sveikais
asmenimis, mazesn¢ raiSkg turintys genai praturtino su imunine sistema
susijusius GO terminus (zr. 3.2.2.3 C paveikslg). Atsizvelgiant j tiriamojo
klinikinius bruozus, imuninés sistemos veiklos sutrikimai tiesiogiai nesisieja su
serganciojo fenotipu, taciau lasteléje vykstantis judéjimas mikrovamzdeliais,
kuris yra svarbus jvairiy lastelés kroviniy pernasai, todél turi jtakos jvairiems
lastelés procesams, yra potenciali molekuliné sgsaja su tiriamajam biidingais
klinikiniais fenotipo poZymiais.

Siame darbe probandui nustatytas chromotripsis yra retas chromosominis
persitvarkymas, kadangi dazniausiai jis pasireiSkia vézinémis ligomis
sergantiesiems kaip somatinis pokytis Iastelése, o konstitucinio chromotripsio
atvejai nustatomi retai [140, 141]. Chromotripsiu apibiidinamas procesas, kai
daugybiniai triikkio taSkai suformuoja jvairaus ilgio fragmentus, kuriy
persitvarkymas apima skirtingus chromosominius pokycius: inversijas,
insercijas, translokacijas, delecijas [142]. Literatiiroje yra apraSyti Sio
molekulinio fenomeno, apimancio skirtingas chromosomas, jgimti atvejai
tiriamiesiems su jvairiomis jgimtomis anomalijomis ir/ar intelektine negalia,
neurologiniais sutrikimais ir pakartotiniais persileidimais [140, 141, 143-145].

Chromotripsio klinikiné reik§mé dazniausiai priklauso ir yra vertinama
atsizvelgiant j persitvarkymo regionuose esancius genus. Probando atveju vienas
i§ trukio tasky nustatytas PDE3A geno srityje, kurio dalis i§ dvyliktos
chromosomos translokuojama j antros chromosomos trumpagjj petj. OMIM
duomeny bazéje Sis genas yra siejamas su autosominio dominantinio
paveldéjimo hipertenzijos ir brachidaktilijos sindromu (MIM#112410). Siam
sindromui biidingi pagrindiniai fenotipiniai bruozai yra Zemas figis, anksti
pasireiSkianti hipertenzija ir trumpi bei stori plastaky ir pédy kaulai (E tipo
brachidaktilija). Sie klinikiniai poZzymiai neatitinka miisy probando fenotipo, taip
pat kai kurie i§ paminéty pozymiy (Zemas Gigis, trumpi pédy ir plaStaky pirstai)
yra prieSingi musy tiriamajam. Lik¢ chromotripsio regiony genai OMIM
duomeny bazéje néra susieti su specifiniais sutrikimais. | neaiskig klinikine
reikSme turin¢iy DNR seky grupe patenka ir dvi inRNR, kurios dar néra
funkciskai iStirtos. Todél galima daryti prielaida, kad trokio taSkai ir jvyke
chromosominiai persitvarkymai pazeidzia ar paveikia reguliacines genomo sekas
(pvz., geny promotorius, slopiklius, stipriklius ar nutolusius reguliacinius
elementus), kurios gali daryti jtaka specifiniams fenotipiniams pozymiams

Vystytis.
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Middelkamp ir kolegos (2017) [141] atliko tiriamojo su jvairiomis jgimtomis
anomalijomis (kraniosintoze, veido dismorfizmais, augimo atsilikimu) ir
intelektine negalia, kuriam nustatytas paveldimas chromotripsis, indukuoty
nerviniy lasteliy transkriptomo sekoskaita, siekiant jvertinti funkcing
chromosominio sutrikimo reik§Sme geny raiskai. Tyréjai sékmingai nustate
pakitusig chromotripsio persitvarkymo regionuose esanciy geny ir netolimose
aplinkinése sekose esanciy geny (i§ viso 67-iy baltymus koduojanciy geny) raiska
[141]. Atlikus miisy probando i$ kraujo grynintos RNR transkriptomo sekoskaita,
taip pat nustatyta, kad pakinta 42-jy geny raiska, i§ kuriy trisdeSimt yra baltymus
koduojantys genai, taciau tik devyni i§ jy yra zinomi ligos genai OMIM duomeny
bazéje. [domu tai, kad tik trys i§ OMIM geny patenka j tiriamojo chromotripsio
keliais NTNG2 geno siejamam neurovystymosi sutrikimui budingais pozymiais:
intelektine negalia, tremoru, ataksija. TaCiau pastarajam sutrikimui budingas
bendras augimo atsilikimas ir Zemas tigis, o tiriamasis yra auksto tigio. Taip pat
svarbu, kad Sio geno raiska miisy serganciojo RNR méginyje nustatyta mazesné
lyginant su sveikais asmeninims, o NTNG2 lemiamas sutrikimas yra autosominio
recesyvaus paveldéjimo tipo, todél tikétina, kad abejuose geno aleliuose
koduojamo baltymo funkcija turéty buti sutrikusi tam, kad pasireiksty daugelis
su NTNG2 susiety klinikiniy pozymiy, ypac isreiksta intelektiné negalia ir kalbos
vystymosi sutrikimas. Genas koduoja netring G2, kuris nurodo gaires aksonams,
yra svarbus sinapsiy formavimuisi ir jy plastiSkumo susidarymui centrinés nervy
sistemos vystymosi metu. Dias ir kolegy (2019) aprasytame moksliniame tyrime,
kuriame analizuoti NTNG2 homozigotiniai variantai, pabréziama, kad
pakankama geno raiSka yra reikalinga neurotipiniam vystymuisi [146]. Kai
kuriems mokslininky apraSytiems sergantiesiems, be anksc¢iau minéty pozymiy,
budinga ir epilepsija bei zvairumas — §iuos poZymius turi ir tiriamasis. Siekdami
iSsiaiSkinti patogenezés mechanizma, Dias ir kolegos siRNR molekulémis
sumazino NTNG?2 raiska (pasiekta du kartus mazesné raisSka, lyginant su
nepaveiktomis lgstelémis) peliy neuroblastomos N2A lgstelése ir nustaté, kad
mazesne geno raiska turinciose kultiirose neurity (dendrity ir/ar aksony pirmtaky)
kiekis, ilgis ir dendrity vystymosi lauko plotas yra sumazéje [146]. Idomu tai,
kad Pan ir kolegy (2010) aprasytame tyrime NTNG2 padidéjusi raiska nustatyta
epilepsija serganciy zmoniy temporalinés neozievés bioptatuose ir Ziurkiy
hipokampo bei greta esanfios smegeny zievés audiniy Igstelése [147], o
tirlamajam biidinga epilepsija ir su mazesne $io geno raiSka. ApraSyti tyrimai
leidzia daryti prielaidg, kad tiriamojo neurologiniai poZymiai galéty biiti nulemti
NTNG?2 koduojamo baltymo funkcijos sutrikimo. Taciau prielaidai pagristi geno
raiSkos pokytis turéty buti patvirtintas kitu metodu (kPGR) ir neturéty buti
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atmesta kity pakitusios raiSkos geny, kurie néra susieti su ligomis ar koduoja
inRNR, jtaka serganciojo klinikiniams poZymiams vystytis.

Jdomu tai, kad GO terminy praturtinimo analiz¢ sumazéjusios raiSkos genams
statistiSkai reikSmingai priskyré imuninés sistemos veiklas, o padidéjusios
raiSkos genams — net kelis su lastelés iSoriniu judéjimu ir plazmoje vykstanciu
kroviniy perneSimu susijusius procesus bei glutationo trasnsferazés, svarbios
lastelés dalijimuisi, apoptozés ir nekrozés procesuose, veikla. Vis délto,
atsizvelgiant | tiriamojo fenotipa, anksciau apraSyta galimg kandidatinj gena,
jzvelgti tiesioging sgsajg tarp pakitusiy geny raiskos profilio ir tiriamojo
klinikiniy pozymiy yra sudétinga, todél ja patvirtinti reikalingi papildomi
bioinformatiniai tyrimai, kuriais blity analizuojamos mazesnés padidéjusios ar
sumazéjusios raiskos geny grupés, siekiant tikslingai atsekti specifinius genus,
potencialiai lemiancius patogenezés mechanizma.

Atlikti bioinformatiniai ir molekuliniai tyrimai bei literatiiros analizé
pagrindzia probandui nustatyto chromotripsio klinikine ir funkcing reikSme.
Nustatyti geny raiskos poky¢iai leidzia jtarti 42-jy baltymy ir inRNR koduojanciy
geny jtaka tiriamojo fenotipo vystymuisi, pabréziant NTNG2 geno sumazéjusia
raiSka ir jo koduojamo neutrino G2 sumaz¢jima kaip galima gena kandidata ir jo
vaidmenj patogenezéje.

Siame tyrimo rezultaty ir jy aptarimo poskyryje pateikta KSP ir genomo
struktiirinio persitvarkymo chromotripsio charakterizavimas atliekant duomeny
baziy ir literatiiros analiz¢ leido jvardinti genus kandidatus, kaip patogenezés
mechanizmo dalyvius, lémusius tiriamyjy klinikinio fenotipo pasireiskimg. Kai
kuriais atvejais tikétina ir reguliaciniy genomo elementy jtaka, kadangi vieno
geno kandidato nepakanka pilnam fenotipui paaiskinti. Nustatytos 2,6 Mb
delecijos 16p13.11-p12.3 genominéje srityje, MEDI3L mikrodelecijos ir
chromotripsio atvejais atlikti papildomi molekuliniai ir/ar eksperimentiniai
tyrimai pagrindé genomo struktiiriniy poky¢iy klinikine reikSme bei padéjo i$
dalies atskleisti sudétingus nustatyty poky¢iy lemiamus molekulinius procesus,
dél kuriy sutrinka ne vieno geno koduojamo produkto veikla, kadangi i
patogenezés mechanizmg jtraukiami geny raiSkos reguliacijai svarbiis
molekuliniai veiksniai.

Vis délto kadidaty atranka néra galutinis KSP charakterizavimo zingsnis,
kadangi toliau kandidatu jvardintas genas turéty buti analizuojamas siekiant
patvirtinti arba atmesti jo funkcing reikSme fenotipui vystytis — tai jvairiy resursy
reikalaujanti, bet galimai naujy jzvalgy ar net atradimy zadanti sritis, kuri galéty
buti paskata ateityje atlikti jvairius funkcinius tyrimus tiek lastelése, tiek ir
audiniy modeliuose ar modeliniuose organizmuose.
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3.3 VNV jtakos baltymo lygmeniu nustatymas bioinformatiniais ir
molekuliniais tyrimais

Atrinktus vieno nukleotido DNR pokycius geny koduojamose sekose
pirminiam biologinés reikSmés jvertinimui bioinformatiniais jrankiais atlikta
baltymo struktiiros bei sgveikos analiz¢é ir taip numatytas potencialus jy poveikis
geno koduojamo produkto funkcionalumui. Siekiant pagristi Siy pokyciy
biologing reikSme, Siame darbe dviem tiriamiesiems taikyti papildomi
molekuliniai tyrimai, siekiant atskleisti konkretaus DNR varianto sukeltus
lasteliniy procesy sutrikimus ir detalizuoti galimus molekulinius mechanizmus.

3.3.1 RLIM gene nustatyto VNV jtakos baltymo—baltymo sgveikai ir X
chromosomos inaktyvacijai analizé

Moksliniame darbe analizuotas egzomo sekoskaita nustatytas hemizigotinis
variantas NM_016120.4:c.1721T>A  Zinomame ligos gene RLIM
(MIM#300379) tiriamajam (ATGC21-4-P, zr. 3.3 lentele) su intelektine negalia,
zvairumu ir kriptorchizmu. Tiriamojo mama ir jaunesnis brolis yra sveiki.
Sangerio sekoskaita patvirtinta mamos neSiotojos buklé. Kitas brolis miré
kiidikystéje dél dauginiy raidos defekty. OMIM duomeny bazéje RLIM genas
susietas su Tonne—Kalscheuer sindromu (MIM#300978), su X chromosoma
susijusio paveldéjimo. Sio sindromo fenotipiniai bruozai sutampa su miisy
tiriamojo.

Nustatytas VNV yra literatiiroje neapraSytas, retas variantas, neaptiktas
gnomAD duomeny bazéje. Remiantis PolyPhen-2, Sift, MutationTaster ir
AlphaMissense bioinformatiniy jrankiy jverCiais, Sis variantas prognozuotas
galimai patogeniniu. Nustatytas variantas baltymo lygmeniu lemia vienos
aminortigSties pokyti (NP _057204.2:p.(Ile574Asn)). Atlikus evoliuciskai
nutolusiy gyviny rusiy RLIM baltymo sekos palyginj, patvirtintas nustatyto
poky¢io pozicijos evoliucinis konservatyvumas (zr. 3.3.1.1 paveiksla).
Segregacijos ir in silico tyrimai leidZia teigti nustatyto varianto RLIM gene jtaka
tiriamojo klinikinio fenotipo pasireiSkimui.

Remiantis GTEx duomeny baze, RLIM geno raiSka vyksta beveik visuose
zmogaus audiniuose. RLIM (sinonimas RNF12) genas koduoja RING—H2 cinko
pirSteliy domeng turintj baltyma (angl. Ring Finger Protein, LIM Domain
Interacting). Tai didziausios baltymy ubikvitino ligaziy E3 Seimos narys, kuris
jungiasi prie LIM besijungiancio domeno 1 (LIMBDI1), sudaro dimerg ir toliau
reguliuoja LIM homeodomena turin¢iy transkripcijos veiksniy veikla, j kurig patenka
nerviniy struktiiry ir galtiniy vystymasis, lasteliy diferenciacija [148]. Taip pat
zinoma, kad RLIM dalyvauja TGF- signalinio kelio, svarbaus lgsteliy
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proliferacijai, diferenciacijai, migracijai ir iSgyvenamumui, reguliacijoje, nes Siame
kelyje dalyvaujantis inhibitorius SMAD7 (angl. Small Mothers Against
Decapentaplegic 7) yra ubikvitilinamas RLIM ligazés, o tai nulemia SMAD7
suirimg proteosomose [149]. Taip pat svarbu, kad §i ubikvitino ligazé RLIM yra
reikSminga X chromosomos inaktyvacijos procese. Peliy modelyje parodyta, kad
RLIM gali ubikvitilinti transkripcijos veiksnj REX1 (angl. Reduced Expression 1),
nuo kurio priklauso X chromosomos inaktyvacijos proceso inicijavimas [150].
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574N IDNLAMRSFGENDALKTCSVCNTEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 612
Homo Sapiens IDNLAMRSFGENDALKTCSVCITEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 612
Mus musculus IDNLAMRSFGENDALKTCSVCITEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 588
Rattus norvegicus IDNLAMRSFGENDALKTCSVCITEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 591
Sus scrofa IDNLAMRSFGENDALKTCSVCITEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 611
Monodelphis domestica IDNLAMRNFGESDALKTCSVCITEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 610
Gallus gallus IDNLAMRNFGESDALKTCSVCITEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 581
Xenopus tropicalis IDNLSTRNFGENDALKTCSVCITEYTEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 649
Danio rerio IDNLSMRNFGESDAFKTCSVCITEYAEGNKLRKLPCSHEYHVHCIDRWLSENSTCPICRR 626
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3.3.1.1 RLIM gene nustatyto VNV poveikio baltymo strukturai analizé.
A — Zzmogaus RLIM baltymo schema. Paryskintos sritys, kurios AlphaFold
duomeny bazés modelyje prognozuojamos labai patikimai (pLDDT > 70): trys
o-spiralés N gale ir RING-H2 cinko pir§ty domenas C gale. Zemiau pateikti
zinomi patogeniniai RLIM variantai. B — daugybinis RLIM baltymo seky
palyginys su asStuoniomis evoliuci§kai nutolusiomis rasimis. Tirtas baltymo
pokytis pazymétas geltonai. Zemiau aminoriigi¢iy seky specialiais simboliais
pazymétas konservatyvumas: konservatyvi seka (*), konservatyvus variantas (:),
pusiau konservatyvus variantas (.) ir nekonservatyvus variantas Zymimas tarpu.
C — zmogaus E3 ubikvitino ligazés RLIM RING-H2 domeno (purpuriné spalva)
komplekso su E2 ubikviting prisijungianciu fermentu UBE2D2 (pilka spalva)
eksperimentiné struktira (kairéje) ir RLIM I574N-UBE2D2 saveikos
AlphaFold modelis (desinéje). Paveikslo dalys sukurtos dr. J. Dapkiino.
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Atsizvelgiant ] RLIM baltymo reikSme X chromosomos inaktyvacijai, atliktas
AR geno, esancio X chromosomoje, metilinimo tyrimas, kuriuo siekta jvertinti X
inaktyvacija serganciojo probando, jo mamos ir dviejy sveiky, moteriskos lyties
asmeny DNR meéginiuose. Pagausinty CAG kartoting sekg turinciy fragmenty
ilgis probando ir motinos méginiuose sutapo (24 CAG pasikartojimai, 277 nt
ilgio amplikonas). Taciau panaudojus restrikcijos endonukleaze Hpall, probando
méginyje pagausintas fragmentas nebuvo kirptas, todel DNR jo méginyje
nemetilinta. Motinos méginyje pagausinty fragmenty sukarpymas ir analizeé
kapiliarine elektroforeze atskleidé rysky X chromosomos inaktyvacijos nuokrypj
(>95% X chromosomos, kurig probandas paveldé¢jo i§ motinos, inaktyvuota), tuo
tarpu kontroliniy asmeny méginiuose nustatyta atsitiktineé X inaktyvacija
(santykis bidingas sveikiems asmenims 53:47) [151]. Sis tyrimas patvirtina
prielaida apie tikéting patogeninio varianto buvima sveikos mamos inaktyvuotoje
X chromosomoje, kurig paveldéjo probandas. Atsizvelgiant j tai, kad probando
X chromosomoje kity varianty, sietiny su patologija, nebuvo nustatyta, didéja
tikimybé, kad mamos neatsitiktiné X inaktyvacija yra susijusi su neigiamu RLIM
gene nustatyto varianto ¢.1721T>A poveikiu koduojamam baltymui.

Siekiant jvertinti galima RLIM baltyme pakitusios aminortgsties jtaka Sio
baltymo erdvinei struktiirai ir sgveikai su domenais/kitais baltymais, atlikta
kompiuteriné baltymo strukttiry analizé naudojant AlphaFold ir DISOPRED3
jrankius (zr. 3.3.1.1 paveiksla). Pagrindiniai ir zinomi RLIM baltymo strukttiros
domenai yra N galo trys a—spiralés ir C galo RING-H2 cinko pir§ty domenas,
bitinas saveikai su ubikviting konjuguojanciais E2 baltymais [152]. Nustatytas
pokytis patenka ] Siy baltymy saveikos sritj, kuri yra evoliuci$kai konservatyvi,
todéel tikétinas neigiamas poveikis baltymo—baltymo saveikai.

Iki Siol mokslingje literatiroje Tonne—Kalscheuer sindromu sergantiems
tiriamiesiems buvo aprasyti tik RLIM geno aminortigst] keiciantys variantai ir jie
yra zinomuose RLIM baltymo N galo arba C galo domenuose [91]. Remiantis Sia
informacija, tikétina, kad baltymo funkcijos praradimg lemiantys DNR poky¢iai
yra nesuderinami su gyvybe. Pagrindiniai Tonne—Kalscheuer sindromui budingi
klinikiniai pozymiai, kurie pasireiskeé ir tiriamajam, yra intelektiné negalia (ypac
kalbinés raidos atsilikimas), veido anomalijos, augimo sutrikimas, elgesio
problemos. Pastebéta, kad RING-H2 domene nustatyti variantai lemia sunkesn¢
sindromo formg dél daznesnio diafragmos iSvarzos pasireiskimo [91]. Tai
atliepia probando brolio, mirusio kiudikystéje, klinikinius pozymius, kuriy
priezastis galéjo buti RLIM baltymo funkcijos sutrikimas, taciau jo DNR
méginys nebuvo gautas molekuliniams tyrimams atlikti. RING-H2 domene
nustatyti ir Zinomi aminorugS¢iy variantai A/phaMissense bioinformatinio
jrankio yra prognozuojami kaip patogeniniai. Tai neabejotinai pabrézia Sio
domeno, kuriame yra ir miisy nustatyto varianto pozicija, kriting reik§me baltymy
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tarpusavio sgveikai. Galima daryti prielaida, kad dél pakitusios baltymy
tarpusavio sgveikos sutrinka nuo ubikvitino priklausomas baltymy
degradavimas, kuris gali biiti kaip tikétinas patogenezés mechanizmas tiriamojo
klinikinio fenotipo vystymuisi. Vis délto reikalingi eksperimentiniai tyrimai,
kuriuose bty analizuojamas nuo S§io baltymo priklausomas baltymy
ubikvitilinimas, siekiant pilnai atskleisti patogenezés mechanizmg ir galima
unikaly RLIM gene nustatyto varianto poveikj lastelése vykstantiems procesams.

Atlikti bioinformatiniai ir molekuliniai tyrimai parodo RLIM gene nustatyto
varianto NM_016120.4:c.1721T>A  funkcing ir kliniking reikSmg.
Bioinformatiniais jrankiais prognozuoti RLIM baltymo saveikos poky¢iai ir
nustatyta sutrikusi X chromosomos inaktyvacija leidzia daryti prielaidg, jog
sutrikes specifiniy baltymy ubikvitilinimas ir suirimas yra kaip galimas
patogenezés mechanizmas.

3.3.2 NAA15 gene nustatyto varianto nulemti koduojamo baltymo raiskos
poky¢iai

Moksliniame darbe tirtas NAAI5 gene (MIM#608000) egzomo sekoskaita
nustatytas ir literatliroje neaprasytas, heterozigotinis NM_057175.5:¢.382C>T
variantas tiriamajam (ATGC21-1-P, zr. 3.3 lentele) su jtariamu intelektinés
negalios sindromu. Tiriamajam stebétas ir psichomotorinés raidos vélavimas,
labilios emocijos, sutrikusi judesiy koordinacija. Segregacijos tyrimu patvirtinta,
kad tiriamasis variantg paveldéjo i§ lengva intelekting negalig turincio tévo.
Genealogijos duomenimis, Seimoje i§ tévo pusés yra ir daugiau intelekting
negalig turin€iy asmeny. OMIM duomeny bazéje Sis genas yra zinomas ligos
genas, kurio DNR poky¢iai lemia autosominio dominantinio peveldéjimo raidos
vélavima su elgesio sutrikimais (MIM#617787). Siam sutrikimui biuidingi
fenotipiniai bruozai atitinka miisy tiriamojo klinikinius pozymius.

Nustatytas NAA15 geno variantas gnomAD duomeny bazéje yra labai retas
(daznis 4x10), nerastas 1000G duomeny bazéje. Baltymo lygmeniu variantas
lemia prieslaikinés baigmés kodono susidarymg (NP_476516.1:p.(Argl128Ter)).
Sio kodono pozicija yra transkripto pradzioje (NM_057175.5 transkripta sudaro
6174 baziy poros, prieslaikinés baigmés kodonas prasideda 382 pozicijoje), todel
tikétina, kad inicijuojamas NMD mechanizmas, kuris suardo sutrumpéjusj
transkriptg. Tai reiksty, jog yra prarandamas ir pakites NAA1S baltymas.

Kadangi nustatytas NAAI5 geno variantas lemia prieslaikinés baigmés
kodono susidaryma (p.(Argl28Ter)) baltymo pradZioje, nuspresta jvertinti
baltymo kiekj tiriamojo ir sveiky kontroliniy asmeny fibroblastuose taikant
imunofermentinj metodag Western blot ir naudojant antikiing prieS NAAI1S5
baltymo C gala (epitopas ties 730—750 a.r.). Nustatytas statistiSkai reikSmingas
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(p<0,036) baltymo kiekio sumazéjimas beveik 2 kartus tiriamojo fibroblastuose,
palyginus su kontrolinémis lastelémis (Zr. 3.3.2.1 paveikslg). Nors tikétina, kad
sutrumpéjusi baltymo forma lgstelése netransliuojama dél NMD, Siame tyrime
naudotas antiklinas jungiasi tik prie nepakitusios NAA15 baltymo formos.
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3.3.2.1 paveikslas. NAA1S5 baltymo raiSkos poky¢iai tiriamojo, kuriam
nustatytas NAA415 baltyma trumpinantis variantas, fibroblastuose. A —
baltymo kiekis nustatytas ImageJ programa. B — Western blot membranos
vaizdas. P — tiriamo asmens baltymy méginys; K1, K2, K3 — sveiky asmeny
baltymy méginiai.

NAAIS5 genas koduoja pagalbini N galo acetiltransferazés A (NatA)
subvieneta (angl. Auxillary subunit of the N-terminal acetyltransferase A (NatA)
15 complex, NAA15). NatA yra heterodimerinis baltymas, kurio struktiirg sudaro
evoliuciskai konservatyvus NAAI15 ir acetiltransferazés aktyvuma turintis
NAAI10 subvienetas [153]. NAAIS prisijungimas prie NAA1O lemia Sio
katalizinio subvieneto konformacinius pokycius, kurie apsprendzia NatA
baltymo selektyvumg substratams [153]. Nors zmogaus organizme aptinkamos
7-i0s N galo acetiltransferazés, NatA yra i$skirtiné tuo, kad ji gali acetilinti ~40
proc. visy zmogaus baltymy [154]. Acetilinimas yra svarbi baltymy
potransliaciné modifikacija, kuri gali paveikti apie 90 proc. baltymy [155].
Zinoma, kad § modifikacija svarbi ir gali turéti jtakos baltymy lokalizacijai
lastelése, erdvinei struktiirai, baltymy kompleksams sudaryti ir jiems suardyti
[155]. Lastelése baltymy modifikacijos sutrikimas gali pasireiksti jvairiy ir
svarbiy procesy, pavyzdZziui, apoptozés, lastelés ciklo reguliavimo, geny raiskos
reguliavimo, sutrikimais [155]. Remiantis literatiira, galima daryti prielaida, kad
NAA1S5 subvieneto kiekio sumazéjimas gali turéti neigiamg jtakg NatA funkcijai
ir sukelti rySkiy poky¢iy lastelés fiziologijai.

Literatiiroje $io baltymo haplonepakankamumas dél NAA415 gene nustatyty
baltyma trumpinanciy varianty yra jvardijamas kaip galimas patogenezés
mechanizmas, dél kurio pasireiSkia jvairlis nervinés sistemos vystymosi
sutrikimai [156]. Vis délto neatmetama galimybé, kad kai kurie variantai
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(akcentuojami aminoriigSties pokytj sukeliantys DNR variantai) gali lemti
baltymo poky¢ius, suteikian¢ius dominuojantj neigiama pakitusio baltymo (angl.
dominant-negative) efekta arba papildomy funkcijy jgavimo (angl. gain-of-
function) efekta, dél kuriy pasireiksty specifiniai lgstelés procesy sutrikimai
[156]. Ward ir kolegy (2021) [90] atliktas eksperimentas, kuriame j zmogaus
iPSC CRISPR-Cas9 technologija jvedus pokycius | NAA15 gena, lemiancius
haplonepakankamuma, sutrinka tam tikry baltymy N galo acetilinimas.
Redaguotose lastelése taip pat nustatyta, kad pasikeiia NatA saveika su
ribosoma, dél kurios sutrinka kai kuriy baltymy transliacija [90]. Vis délto, norint
susieti nustatytus NAAI1S5 baltymo pokyCius su specifiniais fenotipiniais
bruozais, bty tikslinga istirti, kuriy NatA substraty (baltymy) acetilinimas
sutrinka ir kokj poveikj tai turi jy atlickamai funkcijai.

Atlikti bioinformatiniai ir molekuliniai tyrimai bei literatiros analizé
pagrindzia NAA15 gene nustatyto varianto NM_057175.5:¢.382C>T kliniking ir
funkcine reik§me. Siais tyrimais nustatyti NAA15 baltymo kiekio pokyéiai
tiriamojo  lastelése  leidzia  daryti  priclaidg apie Sio  baltymo
haplonepakankamumg ir, tikétina, sutrikusj specifiniy baltymy N galo
acetilinima kaip galima patogenezés mechanizma.

Siame rezultaty ir jy aptarimo poskyryje aprasyti vieno nukleotido DNR sekos
poky¢iai remiantis, literatiros, duomeny baziy ir in silico analize, jvardinti kaip
tirlamyjy paveldimus sutrikimus lemiantys genetiniai pokyciai. Molekuliniais
eksperimentiniais tyrimais atskleisti RLIM ir NAA15 baltymy funkcijos ir/ar
kiekio pokyc¢iai, pagrindziantys molekuliniy procesy, kurivose dalyvauja minéti
geny produktai, trikdzius, dél kuriy pakinta lgstelés biiklé, galiausiai, tikétina, ir
organizmo biologiniai ir fiziologiniai procesai. Taciau papildomi didesnio masto
molekuliniai ir funkciniai tyrimai leisty i$§samiau apibiidinti klinikiniy pozymiy
vystymosi patogenezéje dalyvaujanciy skirtingy molekuliniy veiksniy jtaka.

3.4 VNV ir nedidelés iskritos poveikio Igstelés procesams jvertinimas

NKS metodais nustatyti vieno ar keliy nukleotidy DNR pokyciai geny sekose
ir specifinése jy reguliacinése srityse leidzia numatyti galimus iRNR ir/ar
baltymo kokybinius bei kiekybinius pokyc¢ius. Remiantis koduojamo baltymo
funkcija, galimos iSankstinés jzvalgos ir apie vidulasteliniy procesy sutrikimus.
Siekiant iSsiaiskinti Siuos sutrikimus, Siame poskyryje i§samiau aprasSyti penki
tiriamieji, kuriems klinikiné ir funkciné nustatyty DNR varianty reikSmé
charakterizuota jgyvendinus kiekvienam atvejui pritaikyta molekuliniy ir/ar
funkciniy tyrimy plana.
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3.4.1 WRN gene nustatytos vieno nukleotido iskritos poveikio lasteliy senéjimui
analize

Siame darbe analizuotas egzomo sekoskaita nustatyta homozigoting vieno
nukleotido iskrita NM_000553.6:c.1578del Zinomame ligos gene WRN
(MIM#604611) vyrisSkos lyties tiriamajam (ATGC21-15-P, zr. 3.3 lentelg) su
itin retu ankstyvo senéjimo sutrikimu — progerija. WRN genas OMIM duomeny
bazéje siejamas su autosominio recesyvaus paveldéjimo ankstyvo senéjimo
Werner sindromu (MIM#277700). Tiriamojo geneologija nebuvo informatyvi ir
segregacijos tyrimams atlikti nebuvo galimybés istirti t¢vy DNR méginius.

Nustatyta nedidelé iSkrita in silico lemia rémelio poslinkj ir prieslaikinés
baigmés kodono susidarymag (NP_000544.2:p.(Leu528CysfsTer29)), taip pat
MutationTaster jrankiu vertinama kaip patogeninis DNR pokytis. Baltymo
pokytis susidaro keliy aminortig§¢iy atstumu iki helikazés domeno, todél,
tikétina, sutrumpéjes baltymas praranda savo funkcijg ir/ar yra degraduojamas.
Remiantis literatiira, baltyma trumpinantys ir baltymo funkcijos praradimo
variantai, nustatyti jvairiuose Vernerio helikazés regionuose, yra zinoma
sindromo  vystymosi priezastis [157, 158]. Siame tyrime nustatytas
p-(Leu528CysfsTer29) pokytis (zr. 3.4.1.1 A paveiksla) apraSytas Werner
sindromu serganCiam asmeniui sudétingje heterozigotinéje biikléje su kitu
patogeniniu, baltyma trumpinanc¢iu WRN variantu [157]. Tai leidzia pagristi
misy tiriamojo geneting suaugusiyjy progerijos sindromo priezast;.

Remiantis duomenimis, kad WRN baltyma trumpinantys ir jo praradimag
lemiantys variantai skatina Iasteliy sen¢jima [159, 160], atliktas B-galaktozidazés
aktyvumo tyrimas misy tiriamojo ir dviejy sveiky kontroliniy asmeny fibroblasty
kultiirose. Po inkubacijos su [B-galaktozidazés substratu X-gal didelé dalis
tiriamojo lasteliy nusidazé Zalsvai melyna spalva, kuri parodo, kad tiriamojo
fibroblastuose yra prasidéjes ankstyvas senéjimas, kai to paties pasazo (ketvirtojo
pasazo) kontroliniy asmeny fibroblastuose Zalsvai mélyna spalva nusidazé tik
pavienés lgstelés (Zr. 3.4.1.1 B paveiksla). ISreiSkus senstanciy lgsteliy skai¢iy
procentais nuo bendro lasteliy skai¢iaus, kontroliniy, sveiky asmeny lasteliy
kulttiroje nusidazé vidutiniSskai 0,59 proc. lasteliy, o p.(Leu528CysfsTer29)
pokytj turinio tiriamojo lgsteliy kultiiroje senstanc¢iy lgsteliy nustatyta 42 proc.
— keliasdesimt karty daugiau (p<0,001; zr. 3.4.1.1 C paveiksla). Tai pagrindzia
WRN helikazés funkcijos praradimo nulemtg ankstyva lasteliy replikacinj
senéjima, kuris yra vienas i§ Siame gene nustatomy DNR poky¢iy nulemty
patogenezés mechanizmy.
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3.4.1.1 paveikslas. Lasteliy senéjimo tyrimas WRN gene vieno nukleotido
iSkrita turinciuose fibroblastuose. A — WRN baltymo domeny schema su
nustatytu DNR poky¢iu baltymo lygmeniu. B — fibroblasty kultiry nuotraukos
po inkubacijos su X-gal substratu. K1, K2 yra kontroliniy asmeny, o P yra tiriamo
asmens lastelés. C — procentiné lasteliy dalis, pasizyminti senéjancioms lasteléms
budingu B-galaktozidazés aktyvumu.

Remiantis GTEx duomeny baze, Vernerio helikazg koduojanc¢io geno raiska
vyksta daugelyje Zzmogaus audiniy, o tai pabrézia Sio baltymo reikSme
organizmui. WRN genas koduoja RecQ poseimio DNR helikaze¢ (dar vadinama
Vernerio helikaze; angl. Werner Syndrome RecQ Like Helicase). Tai branduolyje
veikiantis baltymas, kuris i§vynioja jvairias DNR struktiiras, todél yra labai
svarbus DNR replikacijos, transkripcijos, DNR pazaidy taisymo procesuose bei
telomery palaikyme [158]. WRN baltymas turi kelis pagrindinius domenus: N
galo 3°’—5’ egzonukleazinj domena, centriniame baltymo regione nuo ATF
(adenozino trifosfato) priklausomg 3°—5’ helikazinj domeng ir RecQ
konservatyvy regiong bei j branduolj nukreipiantj signala C gale [161].

Werner sindromg turintiems asmenims pasireiskia ankstyvo senéjimo
pozymiai (sulétéjes augimas, Zemas tigis, anksti prazile plaukai ar jy slinkimas,
paodzio atrofija, katarakta, véziniai susirgimai, pasireiskia kitos su senéjimu
siegjamos ligos). Ankstyvas senéjimas pastebimas ir WRN baltymo disfunkcija
turinCiyjy asmeny lastelése. Nustatyta, kad molekuliniais metodais slopinama
WRN geno raiska lemia greita lasteliy senéjimg [159]. Vernerio helikazés
disfunkcija turinCiose lastelése atliktais tyrimais parodyta sulétéjusi lasteliy
proliferacija, taip pat jose sumazéja su lastelés ciklu siejamy geny ir su DNR
pazaidy taisymu susijusiy geny raiSka [162]. Tai vieni i§ pozymiy, nurodanc¢iy
ankstyvag lasteliy senéjima, Siuo atveju susijusj su WRN baltymo funkcijos
praradimo lemiamu genomo nestabilumu ir telomery trumpéjimu [159, 162].
Senstancios lastelés nesidalija, taciau yra metaboliskai aktyvios ir gyvybingos
[163]. Nuo ramybés biisenos arba galutinai diferencijavusiy ir nebesidalijanciy
lgsteliy senstancios lgstelés skiriasi morfologiniais pokyciais, nes tampa
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didesnés, suplokstéja, o citoplazmoje padaugéja membraniniy pusleliy ir
atsiranda su senéjimu susijusios -galaktozidazés (SA-B-gal) aktyvumas [164],
kurio padid¢jimas nustatytas ir tiriamojo fibroblastuose. Tai lizosominé
hidrolazé, kurios substratai yra -d-galaktozidai (kaip laktozeé, keratino sulfatai,
sfingolipidai), o jos aktyvumo lastelése didéjimas koreliuoja su lasteliy senéjimu
[164]. Vis délto, atsizvelgiant | nustatytag genetinj variantg ir homozigotinj
genotipa, biity naudinga atlikti WRN geno ir jo koduojamo baltymo raiskos
nustatyma, taip pat iRNR sekoskaitg tiriamojo RNR, siekiant detaliau atskleisti
nustatytos nedidelés iskritos lemiama unikaly patogenezés mechanizmg. Siam
tiriamajam pastaryjy tyrimy atlikti nebuvo galimybés dél riboto gauty fibroblasty
skaiCiaus bei dél ypac létos Siy lasteliy proliferacijos.

Atlikti bioinformatiniai, molekuliniai ir funkciniai tyrimai bei literattiros
analizé pagrindzia WRN gene nustatytos vieno nukleotido iSkritos
NM 000553.6:¢.1578del kliniking ir funkcing reikSme. Nustatytas pagreitéjes
tiriamojo fibroblasty senéjimas leidzia daryti prielaida, kad ankstyvas
replikacinis lgsteliy senéjimas dél sutrikusios Vernerio helikazés veiklos yra
pagrindinis patogenezés mechanizmas.

3.4.2 DYNCIH] gene nustatyto sukirpimo vietos varianto jtaka KIFCI ir
KIFC3 baltymy raiskai bei Goldzio komplekso lokalizacijai

Moksliniame darbe analizuotas DYNCIH1I gene (MIM#600112) nustatytas ir
literattiroje neaprasytas heterozigotinis variantas
NC _000014.9(NM_001376.5):c.6405+1G>C  iRNR  sukirpimui svarbioje
pozicijoje. DNR pokytis nustatytas tiriamajam (ATGC21-3-P, Zr. 3.3 lentel¢) su
psichomotorinés raidos, ypac kalbinés, atsilikimu. De novo varianto kilmé patvirtinta
iStyrus serganciojo probando sveiky tévy méginius.

OMIM duomeny bazéje DYNCIHI genas yra siejamas su keliais
neuroraumeniniais (MIM#614228, MIM#158600) ir vienu neurovystymosi
(MIM#614563) sutrikimu. Pastarajam priskiriami fenotipiniai bruozai (kaip
psichomotorinés raidos atsilikimas) budingi ir tiriamajam. Taip pat pabréziama, kad
$i sutrikimg lemiantys variantai dazniausiai yra de novo kilmés. Idomu tai, kad
disertacijos raSymo metu (2024 m. gruodis) literatliroje aprasyti tik trys baltyma
trumpinantys (p.Arg728Ter; ¢.11941+2T>A; ¢.7473+105C>T) ir, tikétina, tiriamyjy
klinikinio fenotipo vystymasi lemiantys DYNCIH] geno variantai [165-167]. Visi
kiti, tiriamyjy neurovystymosi arba neuroraumeninius sutrikimus lemiantys DNR
variantai, DYNC1HI1 baltymo lygmeniu sukelia vienos aminoriigsties pokyti.

Nustatyto sukirpimo vietos varianto néra gnomAD duomeny bazéje, o
MutationTaster, HumanSplicingFinder ir SpliceAl bioinformatiniai jrankiai §j
varianta vertina kaip galimai sutrikdantj kanoninj iRNR sukirpimo proces3. Sis
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poveikis jvertintas probando kDNR méginyje gausinant specifinius fragmentus
PGR metodu ir toliau juos sekvenuojant Sangerio metodu. Naudojant tiesioginj
pradmenj, kuris hibridizuojasi ant 29-30 egzony jungties, ir atvirkstinj, kuris jungiasi
prie 33-i0 egzono sekos, gautas fragmentas, kurio sekoskaitos chromatogramoje
iSryS8kéjo papildomos smailés, zZymincios 31-0 introno dalj. Siekiant patvirtinti
papildomo fragmento seka, PGR produktai agarozés gelyje frakcionuoti ilgesnj laika.
Gelyje atsiskyres papildomas fragmentas iskirptas i§ agarozés gelio, o naudojant ta
pati tiesioginj pradmenj atlikus Sangerio sekoskaita nustatytas iRNR fragmentas su
31-0 introno sekos dalimi. Sukurti papildomi pradmenys, siekiant specifiskai
nusekvenuoti tik pakitusj fragmentg — patvirtinta, kad DYNCIHI geno sukirpimo
vietos variantas lemia 31-0 introno intarpa (Zr. 3.4.2.1 paveikslg). Kanoninése
sukirpimo vietose nustatomi DNR variantai dazniau lemia egzono iskritg ar
alternatyvios sukirpimo vietos susidaryma, reciau yra nustatomos keliy egzony
i8kritos ar viso introno intarpai [168, 169].

30 31 32

RefSeq egzonas .. egzonas gtt..tag egzonas DNR
30 31 lr

c.6405+1G>C egzonas - egzonas  ctt .. tag 32 egzonas pNR

ligesniojo ' l

amplikono sekos | [\ /| f\ pSe el .[‘g}

fragmentai LVVYYVAYY o AL TN KDNR
30 31 .

c.6405+1G>C egzonas egzonas 31 intronas 32 egzonas

3.4.2.1 paveikslas. DYNC1H1 geno sukirpimo vietos varianto poveikio iRNR
sukirpimui schema. Nustatytas variantas lemia papildomo fragmento, kuriame
yra 31-o introno intarpas, susidaryma.

DYNCIH]1 genas koduoja didelio ( ~1,5 MDa) baltymy komplekso, vadinamo
citoplazminiu dineinu 1 (arba dineinu), subvieneta — sunkigjg grandine 1 (angl.
cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1, DYNCI1HI). Sis baltymy kompleksas yra
variklinis baltymas, priklausantis dineiny superSeimai. /n silico, 31-o0 introno
intarpas lemia skaitymo rémelio poslinkj ir prieslaikinés baigmés kodono
susidaryma (NP_001367.2:p.(Ile2136LeufsTer20)). Kadangi naujo baigmés
kodono pozicija iRNR sekoje yra arCiau transkripto vidurio, tikétina, kad yra
aktyvinamas prieslaikinés baigmés kodono inicijuotas iRNR suardymas (NMD).
Svarbu tai, kad Siame procese suardomi pakite transkriptai, kuriy transliacijos
produktai gali biiti sutrikusios funkcijos baltymai, galimai turintys neigiamag
poveiki (angl. dominant—negative effect) organizmo fenotipui [65]. Taigi, tai
natiiralus, lastelése veikiantis mechanizmas, kurio iniciacijg Iém¢ DNR variantai
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gali koreguoti paveldimam sutrikimui biidingg fenotipiniy bruozy sunkumo ir
jvairovés pasireiskima.

Siekiant jvertinti galimg pakitusio iRNR transkripto suskaldyma, atliktas
DYNCIHI transkripty kiekio vertinimas kPGR metodu, lyginant probando (P)
fibroblastuose nustatyta geny raiSka su trijy vyriSkos lyties sveiky asmeny
kontrolinémis lastelémis (K1, K2, K3). Kadangi DYNCIHI gena sudaro 78-i
egzonai (transkriptas NM_001376.5), o nustatytas pokytis yra 31-0 egzono gale,
analizei pasirinktos dvi sritys — pirmasis TagMan™ zondas (DYNCI1H1 1), kurio
taikinys yra transkripto pradzioje (15-16 egzony jungtis), ir antrasis zondas
(DYNC1H1 _2), kurio taikinys yra transkripto gale (51-52 egzony jungtis). Tokiu
biidu, pirmuoju zondu galimai identifikuojami tiek pakite, tiek nepakite DYNCI1H]
geno transkriptai, tuo tarpu antruoju — tik nepakite. Nustatyta, jog pirmgjj taikinj
turin¢iy DYNCIHI transkripty kiekis (suminj DYNCIHI transkripty kiekj),
probando lastelése sumazéjo apie 3 kartus, lyginant su kontrolinémis 1gstelémis (Zr.
3422 A paveikslg). Antrajj taikinj turin¢iy DYNCIHI transkripty (nepakite
DYNCIHI transkriptai) kiekis probando fibroblastuose, lyginant su kontroliniy
asmeny lastelémis, sumaz¢&jo nezymiai — 1,3 karto (7r. 3.4.2.2 B paveiksla). Sie geno
raiskos rezultatai leidzia daryti prielaida, jog nustatyto sukirpimo vietos varianto
lemiamas prieslaikinés baigmés kodono susidarymas inicijavo NMD mechanizma,
dél kurio lastelése suskaldytas pakites DYNCIHI transkriptas. Verta atkreipti
démesj, kad probando lastelése bendras transkripty kiekis buvo 2,4 karto didesnis nei
nepakitusiy transkripty kiekis (zr. 3.4.2.2 C paveikslg). Taigi, probando
fibroblastuose yra daugiau DYNCIH1 transkripty, turin¢iy pirmyjy egzony sekas nei
galiniy egzony sekas. Kontroliniuose méginiuose, pirmajj ir antrajj taikinj turinciy
transkripty kiekis nesiskyreé.

A DYNC1H1_1 B DYNC1H1_2 c DYNC1H1_1/DYNC1H1_2
- 040 = - 060 -
= = T a
2 T £ 050 S, 250
38 00 L| 32 i3
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5x 020 £.x 030 o< 150
g g g g £ )U_c’ 1.00
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B 000 & oo @ o0
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3.4.2.2 DYNCIHI1 geno transkripty raiSkos pokyciai. A — santykinis
nepakitusiy ir pakitusiy DYNCI1H]1 transkripty kiekis. B — santykinis nepakitusiy
DYNCIHI transkripty kiekis. C — DYNCIHI geno transkripty pradzios ir
pabaigos santykinis kiekis. P(K1) reiskia probando transkripty kiekio palyginima
su kontroliniu asmeniu K1, P(K2) ir P(K3) atitinkamai taip pat. DYNCIH1 1 -
pirmasis TagMan™ zondas, kurio taikinys yra 15-16 egzony jungtis.
DYNCIHI1 2 — antrasis TagMan™ zondas, kurio taikinys yra 51-52 egzony
jungtis.
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Bioinformatiniais jrankiais prognozuojama prieslaikinio baigmés kodono
pozicija (p.(Ile2136LeufsTer20)) yra motoriniame variklinio baltymo domene,
kuris yra pirmoje baltymo dalyje (baltyma sudaro 4646 aminoriigStys), todél,
tikétina, baltymas praranda savo funkcija. Be to, nustatytas DYNCIHI geno
raiSkos pokytis probando fibroblastuose gali turéti jtakos baltymo raiSkai.
Siekiant jvertinti DYNCIHI1 baltymo kiekj, taikyta imunofluorescenciné
mikroskopija. Nustatyta, kad probando fibroblastuose DYNCIH1 kiekis
sumazeja 1,7 karto (p=0,014), lyginant su K1 lastelémis, 1,4 karto (p=0,001),
lyginant su K2 lastelémis ir 2 kartus (p<0,001), lyginant su K3 Iastelémis (Zr.
3.4.2.3 paveikslg). Sis tyrimas parodo, kad transliacija nuo DYNCIH] pakitusio
transkripto tikétina nevyksta dél aktyvuoto NMD mechanizmo, todél
sutrumpéjes DYNCI1H1 baltymas Igstelése neturéty funkcionuoti.

DYNC1H1 baltymo kiekio vertinimas

60000

40000

L LT

Fluorescencijos intensyvumas

3.4.2.3 paveikslas. DYNC1H1 baltymo Kkiekio poky¢iai fibroblastuose.
Mikroskopijos vaizduose zaliai zymétas DYNCIH1, mélynai — lastelés
branduoliai. P — tiriamojo asmens fibroblastai; K1, K2, K3 — kontroliniy asmeny
fibroblastai. Grafike pavaizduotas santykinis baltymo kiekis.

Lastelés gyvybiniams procesams yra svarbi baltymy ir lipidy modifikacija bei
risiavimas, kurj atliecka Goldzio kompleksas. Tai i cisterny ir puisleliy sudaryta
dinamiska organelé, kurios judéjima, kaita ir lokalizacijg lgsteléje palaiko
citoplazminis dineinas 1 [170, 171]. Atsizvelgiant j §ig dineino funkcijg, vertinta
Goldzio komplekso lokalizacija ir membrany kiekis fibroblastuose taikant
imunofluorescencing mikroskopijg ir naudojant Goldzio komplekso zymenj
GM130. GM130 zymens fluorescencijos intensyvumas, lyginant probando su
kontroliniy asmeny lastelémis, reikSmingai nesiskyré (zr. 3.4.2.4 paveikslas).
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Skirtumai nenustatyti ir vertinant Goldzio komplekso membrany pasiskirstyma
fibroblastuose.

Goldzio komplekso fragmenty
vertinimas

m PR
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K1 K2 K3 P

Integruotas tankis
Santykinis fluorescencijos intensyvumas

3.4.2.4 paveikslas. GoldZio komplekso fragmenty vertinimas fibroblastuose.
Mikroskopijos vaizduose raudonai zymeétas Goldzio komplekso baltymas
GM130, mélynai — lgstelés branduoliai. P — tiriamojo asmens fibroblasty
kultiiros; K1, K2, K3 — kontroliniy asmeny fibroblastai. Grafike pavaizduotas
integruotas tankis apskaic¢iuojamas objekto plota padauginus i§ vidutingés pikselio
fluorescencijos.

Kadangi tiriamojo fibroblastuose nustatytas mazesnis DYNC1H1 baltymo
kiekis ir zinoma, kad dineinas yra svarbus Goldzio komplekso dinamikai
palaikyti, tikétasi uzfiksuoti pakitusig Goldzio komplekso struktiira, vieta ir/ar
tarj. ISkelta hipoteze, kad lastelése gali egzistuoti kompensacinis mechanizmas,
inicijuotas kity varikliniy baltymy, dél kuriy suaktyvéjusios veiklos néra matomi
ryskiis organelés pokyciai. Literatliroje pazymima, kad varikliniai baltymai,
priklausantys kineziny superseimai (KIF), KIFC1 ir KIFC3 lastelés krovinius
taip pat transportuoja link mikrovamzdeliy minus galy [172]. Jvertinti KIFC1 ir
KIFC3 baltymus koduojanciy geny raiskai taikyta kKPGR. Nustatyta, kad KIF'C1
transkripty kiekis probando Igstelése padidéja 3 kartus, palyginus su K1 kontrole,
2 kartus palyginus su K2 kontrole ir 2,5 karto palyginus su K3 kontrole (Zr.
3.4.2.5 A paveiksla). Lyginant kontroliniy asmeny méginius tarpusavyje, KIFC1
transkripty kiekis nesiskyré. Nuspresta jvertinti K/FCI raiska ir baltymo
lygmeniu, taiau atlikus imunofermenting analiz¢ Western blot metodu,
nustatyta, kad KIFC1 baltymo kiekis probando Igstelése nesiskiria nuo
kontroliniy asmeny (zr. 3.4.2.5 B ir C paveikslg).
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3.4.2.5 KIFCI geno ir jo koduojamo variklinio baltymo raiSkos poky¢iai
tiriamojo fibroblastuose. A — santykinis K/FCI transkripty kiekis. B —
santykinis KIFC1H1 baltymo kiekis. P(K1) reiskia probando transkripty kiekio
palyginimg su kontroliniu asmeniu K1, P(K2) ir P(K3) atitinkamai taip pat. C —
KIFCI baltymo imunofermentiné analizé Western blot metodu.

Remiantis analizuota literatiira, jvertinti dineino reik§me¢ Goldzio komplekso
lokalizacijai palaikyti gali biiti naudojamas nokodazolas [81, 173]. Tai junginys,
kuris depolimerizuoja mikrovamzdelius jungdamasis prie mikrovamzdeliy
strukttrinio subvieneto B—tubulino, todél Goldzio kompleksas suyra. Tad po
poveikio Goldzio komplekso atsistatymas priklauso nuo dineino funkciniy
savybiy — gebé&jimo atstatyti Goldzio kompleksui biidinga struktiira ir lokalizacija
prie Iastelés branduolio. [81]. Tiriamojo atveju, probando fibroblastus lyginant
su kontroliniy asmeny fibroblastais, pastebéti Goldzio komplekso atsikiirimo
poky¢iai (vertinta pagal Goldzio komplekso Zymens GM130 integruota tankj,
kuris apskai¢iuojamas objekto plota padauginant i§ vidutinio pikselio
fluorescencijos intensyvumo) pragjus 3 val. ir 45 min po nokadozolo nuplovimo.
Palyginus probando ir kontroliniy asmeny Igsteles, probando Iastelése nustatytas
didesnis GM130 fluorescencijos integruotas intensyvumas — sieké 1,4 karto,
palyginus su K1 (p=0,03), 2 kartus, palyginus su K2 (p<0,001) bei 1,3 karto,
palyginus su K3 (p=0,047) kontroliniy asmeny lastelémis (Zr. 3.4.2.6 paveikslg).
Taciau lyginant K2 su kitais kontroliniais méginiais, nustatytas statistiSkai
reik§mingas skirtumas, todél iSvadoms daryti naudojami K1 ir K3 méginiai. Gali
buti, kad tiriamojo fibroblastuose Goldzio komplekso struktiira minétame laiko
taske maziau kompaktiska, placiau iSsidésciusi prie lastelés branduolio.

89



GoldZio kom plekso fragmenty vertinimas
3 val. 45 min po poveikio nokodazolu
*

=
*

Integruotas tankis
santykiniai fluorescencijos vienetai
n
\
—
—

3.4.2.6 paveikslas. GoldZio komplekso atsikiirimas po poveikio nokodazolu.
Grafike pavaizduotas GM130 fluorescencijos intensyvumas tirtuose méginiuose
3 val. 45 min po poveikio nokodazolu. Vertintas integruotas tankis,
apskaiciuojamas objekto plotg padauginant i§ pikselio vidutinio fluorescencijos
intensyvumo. Punktyriné pilka linija dézutése Zymi duomeny vidurkj, vientisa —
mediang. Punktyriné linija vir§ duomeny rodo, kad K2 kontrolinio asmens
duomenys i§vadoms nenaudoti, nes lyginant K2 duomenis su kitais kontroliniais
méginiais nustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas. Mikroskopijos vaizduose
zaliai zymétas Goldzio komplekso baltymas GM130, mélynai — lastelés
branduoliai. P — tiriamojo asmens fibroblasty kultiros; K1, K2, K3 — sveiky
kontroliniy asmeny fibroblastai. Statistinis reikSmingumas *p<0,05.

Vis délto KIFCI ir KIFC3 varikliniy baltymy veikla tiriamojo lastelése gali i$
dalies maskuoti DYNCIHI1 sutrikusios funkcijos (ar sumazéjusios raiskos)
padarinius Goldzio komplekso atsikiirimo procesui. Todél nuspresta jvertinti
DYNCI1H1 gebe¢jimg atstatyti Goldzio kompleksa po nokodazolo poveikio ir
nutildzius neigiamo mikrovamzdeliy galo kryptimi krovinius nesanciy KIFC1 ir
KIFC3 baltymus koduojanciy geny raiSka naudojant siRNR. Tildymo
efektyvumas tikrintas taikant KPGR metoda — 24 val. po lgsteliy transfekcijos
siRNR specifiniy geny raiSka sumazéja 3 kartus. Nutildzius KIFCI ir KIFC3
kontroliniy asmeny lastelése, Goldzio fluorescencija 3 val. 45 min po
nokodozolo nuplovimo nesiskyré nuo neigiamos kontrolés (nespecifinés siRNR).
Taciau probando lastelése Siy geny raiSkos nutildymas 13 karty mazino GM130
zymens fluorescencijg, palyginus su neigiamos kontrolés poveikiu (p<0,001) (Zr.
3.4.2.7 paveiksla). Sis tyrimas parodo, kad tiriamojo fibroblastuose
citoplazminio dineinio 1, kurio pagrinding ir motoring dalj sudaro DYNCI1HI,
funkcija yra sutrikusi, todél Goldzio kompleksas, neveikiant KIFC1 ir KIFC3
baltymams, jgauna kompaktiskesne struktiira ir lokalizuojasi arCiau lastelés
branduolio.

90



Goldzio komplekso fragmenty vertinimas
3 val. 45 min po poveikio nokodazolu ir
KIFC1, KIFC3 raiskos sumazinimo
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3.4.2.7 paveikslas. Goldzio komplekso atsikiirimo vertinimas po genuy
raiSkos tildymo ir poveikio nokodazolu tiriamojo fibroblastuose.
Mikroskopijos vaizduose zaliai Zymétas Goldzio komplekso baltymas GM130,
mélynai — Iastelés branduoliai. P — tiriamojo asmens fibroblastai (grafike raudonu
Sriftu); K1 (grafike tamsiai pilku $riftu), K2 (grafike mélynu $riftu), K3 (grafike
zaliu Sriftu) — kontroliniy asmeny fibroblastai. Vertintas integruotas tankis,
apskaicCiuojamas objekto plota padauginant i§ pikselio vidutinio fluorescencijos
intensyvumo. Punktyriné pilka linija dézutése Zymi duomeny vidurkj, vientisa —
mediang. Grafike pavaizduotas integruotas tankis tirtuose méginiuose po KIFCI
ir KIFC3 geny raiskos tildymo ir 3 val. 45 min po nokodazolo nuplovimo.
Statistinis reikSmingumas *p<0,05.

Tiriamojo DNR sukirpimo vietos variantas nustatytas DYNCH1
baltyme, kuris lgsteliy viduje atlieka jvairiy kroviniy, tokiy kaip Igstelés
organeliy, dalijimosi verpstés komponenty, virusy, nukleoriigs¢iy ar kity
baltymy judéjima citoskeleta sudaranciais mikrovamzdeliais link jy minus
galo [170]. Judesiui atlikti naudojamas adenozinotrifosfatas, kadangi Sis
molekulinis variklis turi ATPazés aktyvuma [170]. ATPazinj aktyvuma
turintji domeng (motorinis domenas), esantj baltymo C galo globulingje
galvutgje, suformuoja dvi vienodos sunkiosios grandinés, kurios yra
iprasta dineiny struktiiriné dalis [174]. Sunkiosios grandinés suformuoja
dar du funkciskai skirtingus domenus: krovinj suriSancig uodega (baltymo
N gale) ir mikrovamzdelius suriSant] kotel] (baltymo C gale) [174].
Varijuojanti dineiny dalis gali biiti sudaryta i§ keliy lengvyjy ir keliy
tarpiniy grandiniy [170, 174]. Nustatytas sukirpimo vietos variantas,
lemiantis DYNCIHI geno raiSos sumaz¢jima, baltymo variklinio domeno
dalies praradima, misy tiriamojo lastel¢je lémé ir paties DYNCIHI
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baltymo raiSkos efektyvumo pokycius, atsispindéjusius konfokalinés
mikroskopijos vaizduose.

Dineinas yra pagrindinis variklinis baltymas palaikant Goldzio komplekso
dinamika Igstel¢je, todél mikroskopuojant GoldZio kompleksa tikétasi nustatyti
vizualius §ios organelés pokycius, nulemtus pakitusios DYNCIHI raiskos.
Taciau literatiiroje aprasytais eksperimentiniais tyrimais nustatyta, kad kineziny
superSeimai priklausantys KIFC1 ir KIFC3, taip pat judantys j mikrovamzdeliy
minus galus, dalyvauja Goldzio komplekso padéties palaikyme [175, 176]. Vis
deélto minéty baltymy RNR ir baltymo raiskos tyrimai misy tiriamojo
fibroblastuose atskleidé prieStaringus rezultatus — KIFCI geno transkripty kiekis
padidéjes, o KIFC1 baltymo kiekis lastelése nepasikeitgs. Idomu tai, kad
transkripty kiekio padidéjimas lastelése ne visada koreliuoja su baltymo raiskos
pokyc¢iais, kaip ir Siuo atveju KIFCI raiska, o tam jtakos gali turéti jvairiis
lastelése vykstantys procesai: transliacijos efektyvumas, kai transkriptai
tarpusavyje konkuruoja dél vietos transliacijos mechanizme; baltymo stabilumas,
dél kurio kiekio skirtumai nenustatomi, nes baltymo gyvavimo lasteléje trukmé
yra trumpesné; sutrikusi baltymo lokalizacija ir pernasa dél padidéjusio
specifinio baltymo kiekio, kuris lastelése gali kauptis ne jam biidingose vietose,
todél gali buti nukreiptas suardymui [177-179]. Taigi, galima daryti prielaida,
kad DYNCI1H baltymo sutrikusi veikla lasteléje i$ dalies kompensuojama KIFC1
variklinio baltymo. Tuo tarpu KIFC3 transkripty kiekis probando RNR méginyje
nesiskyré nuo kontroliniy asmeny. Be to, siekiant jvertinti Goldzio komplekso
turio pokycius, pasirinkta transkripty lygiu nustatyti Goldzio komplekso baltymo
GOLGBI raiskg — raiSka nekito, palyginus probando méginj su kontroliniy
asmeny meéginiais.

Kadangi GoldZzio kompleksas yra nepastovi struktira, neretai atlickami
dinamikos ir padéties steb&jimo tyrimai. Tokie eksperimentai su nokodazolu,
depolimerizuojanciu lasteliy citoskeleta sudarancius mikrovamzdelius, taikyti ir
siekiant jvertinti DYNCIH]I gene identifikuoty aminortigsties pokytj lemianciy
varianty (p.GIn1194Arg ir p.Glu3048Lys) poveikiui Goldzio komplekso
dinamikai. Siuo atveju nustatyta, kad tiriamojo lastelése Goldzio struktiira
atsikuria 1é¢iau [81]. Tai gali lemti sutrikusi DYNCI1HI1 baltymo funkcija, dél
kurios suirusio Goldzio komplekso ptslelés link branduolio (mikrovamzdeliy
minus galy) juda lé¢iau. Goldzio komplekso pisleliy judéjimo ir padéties prie
branduolio pasikeitimai stebéti ir musy tiriamojo fibroblastuose. Tai 1émé tiek
baltymo DYNCI1HI1 raiskos poky¢iai, tiek nustatyta pakitusi KIFCI raiska,
kadangi Siame darbe tirtose Igstelése Goldzio komplekso piislelés prie branduolio
i$sideésté kompaktiskiau, o judéjimo greicio skirtumy nepastebéta.
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Taigi, DYNCIHI sukirpimo vietos variantg turin¢io probando fibroblastuose
nustatyti §io geno rais$kos poky¢iai RNR ir baltymo lygiu, aptiktas iSauges KIFC1
transkripty kiekis bei nustatyti Goldzio komplekso atsikiirimo poky¢iai patvirtina
DYNCIH]I gene nustatyto varianto kliniking ir funkcine reik§me¢. Taciau bty
naudinga atlikti papildomus tyrimus siekiant istirti daugiau kontroliniy asmeny
KIFCI geno raiska, pratesti imunofluorescencijos tyrimus, siekiant nustatyti
KIFC1 baltymo kiekj ir stebéti citoplazminio dineino bei mikrovamzdeliy
dinamika po poveikio nokodazolu daznesniais laiko taskais, taip nustatyti tiksly
Goldzio komplekso atsiktirimo pradzios taSka, kuriame labiausiai iSsiskirty
tiriamojo ir sveiky asmeny fibroblastai. Atsizvelgiant j tiriamojo neurovystymosi
fenotipg, tikslinga Siuos eksperimentus atlikti nervinése lastelése, siekiant
pagristi §io baltymo funkcijos sutrikimg ir poveikij nerviniy lasteliy veiklai.

Atlikti bioinformatiniai, molekuliniai ir funkciniai tyrimai bei literatiros
analizé pagrindzia DYNCIHI gene nustatyto sukirpimo vietos varianto
NC _000014.9(NM_001376.5):¢c.6405+1G>C patogeniskuma. Siais tyrimais
nustatyti DYNCIHI, KIFCI kiekio poky¢iai ir sutrikusi Goldzio komplekso
dinamika Iasteléje leidzia daryti prielaidg apie kity lastelés kroviniy judéjimo
sutrikimg kaip galimg patogenezés mechanizma.

3.4.3 FAS gene nustatytos nedidelés iSkritos jtaka apoptozés indukcijai

Analizuotas egzomo sekoskaita nustatytas ir literatiiroje neaprasytas,
heterozigotinis pokytis NC 000010.11(NM_000043.6):c.16_30+1del FAS gene
(MIM#134637) tiriamajai (ATGC21-18-P, zr. 3.3 lentele), kuriai jtartas
autoimuninis limfoproliferacinis sindromas (ALPS; MIM#601859). OMIM
duomeny bazéje Sis genas yra zinomas ligos genas, kuriame nustatyti DNR
pokyc¢iai sukelia minéta imuninés sistemos sutrikima. Idomu tai, kad ta pati
nedidelé iSkrita nustatyta ir tiriamosios mamai, kuri neturi ligos pozymiy.
Remiantis prieinama literatiira, skaiiuojama, kad ALPS klinikinis ligos
penetrantiSkumas siekia ~ 60 proc., todé¢l dalis FAS geno sekos pokyc€ius turinciy
asmeny yra besimptomiai ligos nesiotojai [180]. Vis délto kai kuriais atvejais
neuztenka FAS geno pokycCio pasireiksti ALPS — §is fenomenas reikalauja
i§samesniy eksperimentiniy tyrimy.

Kadangi nustatyta nedidelé iSkrita apima kanoning sukirpimo vieta, atlikta
kDNR, susintetintos naudojant tiriamosios ir jos mamos RNR méginius,
grynintus i§ kraujo éminiy, sekoskaita Sangerio metodu. Fragmentams pagausinti
naudotas tiesioginis pradmuo, kuris hibridizuojasi ant geno 5° netransliuojamos
srities, ir atvirkstinis pradmuo, kuris jungiasi prie 3-io ir 4-0 egzony jungties.
Nustatyta, kad dél nedidelés iSkritos susidaro alternatyvi sukirpimo vieta (Zr.
3.4.3.1 pavieksla). In silico tai lemia skaitymo rémelio poslinkj ir prieslaikinés
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baigmés kodono susidaryma (NP_000034.1:p.(Thr6Phefs17Ter)). Sis kodonas
susidaro arti FAS transkripto pradzios (5° galo), todél tikétina, kad yra
inicijuojamas NMD mechanizmas ir pakites transkriptas lgstelése yra suardomas.
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¢.16_30+1del GGGCATCTG
1 egzonas 2 egzonas

Alternatyvi splaisingo vieta

c.16_30+1del GGCATCT(E .. ag  GTTCTTAC
1 egzonas 2 egzonas
c.16_30+1del

RefSeq DNR GCATCTGdQCCCTCCTACCTCTG glt..ag GTICTTACG

1 egzonas 2 egzonas

3.4.3.1 paveikslas. FAS geno nedidelés iSkritos, apimancios donorine
sukirpimo vieta, poveikio iRNR sukirpimui schema. Nustatytas variantas
lemia alternatyvios sukirpimo vietos susidaryma ir skaitymo rémelio poslinkj.

FAS genas koduoja TNF (angl. Tumor Necrosis Factor) receptoriy
superSeimos glikoproteina, vadinama Igstelés pavirsiaus zities receptoriumi Fas
(angl. Fas Cell Surface Death Receptor). Pagrindiné §io receptoriaus funkcija
daugelyje lgsteliy yra programuotos lastelés Ziities — apoptozés — reguliacija, kuri
yra aktyvuojama prie FAS receptoriaus prisijungus jo ligandui FasL [181].
Remiantis GTEx domeny baze, F'AS geno raiSka vyksta jvairiuose audiniuose ir
lastelése, didel¢ raiska vyksta ir fibroblastuose. Atsizvelgiant i galima FAS
baltymo kiekio sumazéjimg ir atitinkama poveikj lastelés programuotai ziiCiai,
nuspresta tiriamosios ir jos mamos bei sveiky kontroliniy asmeny fibroblastuose
jvertinti apoptoze. Kadangi tiriamajai diagnozuotas ALPS, kurio vieni i§
klinikiniy simptomy yra sutrikusi limfocity apoptozé, padidéjes skirtingus
zymenis turin¢iy T lasteliy kiekis, iSkelta hipotez¢, kad fibroblastuose apoptoze
taip pat sutrinka, tikétina, yra maZiau efektyvi serganciosios lastelése.
Eksperimentui atlikti fibroblastai buvo 28 wval. inkubuoti su Fas receptoriy
aktyvuojanciu antikiinu anti-Fas (Sigma-Aldrich) ir apoptozés indukcija buvo
jvertinta komerciniu dazu CellEvent™ Caspase-3/7 Green ReadyProbes™
Reagent (Invitrogen). Lasteliy branduoliai zyméti Hoechst dazu. Po poveikio
anti-Fas antikiinu apoptozei aktyvuoti, fibroblasty kultiiros stebétos ir vertintos
fluorescencine mikroskopija. Atliekant mikroskopijos vaizdy analizg, lygintos
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tirlamosios ir jos mamos lastelés su atitinkamo amziaus kontroliniy asmeny
lgstelémis — statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta (zr. 3.4.3.2 paveikslg).
Skirtumai taip pat neiSrySkéjo lyginant tiriamosios ir jos mamos fibroblastus.
Apoptozeés efektyvumas taip pat analizuotas tékmeés citometrijos metodu
naudojant komercinj rinkinj Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V for Flow
Cytometry (Invitrogen), taciau reikSmingi skirtumai taip pat nenustatyti.

Faziy kontrastas Hoechst CellEvent™ Suklotas vaizdas
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3.4.3.2 paveikslas. Apoptozés tyrimas fluorescencine mikroksopija po
poveikio FAS aktyvuojan¢iu antikiinu (anti-FAS) tiriamuyjy fibroblastuose.
P — tiriamosios, kuriai nustatyta nedidelé iSkrita F/AS gene, fibroblasty kultiira. M
— tirlamosios mamos, neturincios ligos poZymiy, bet turincios tg patj £4S DNR

+ anti-Fas

pokytj, fibroblasty kultira. Siuo tyrimu statistiskai reiksmingy skirtumy tarp FAS
geno pokytj turin¢iy ir sveiky asmeny Igsteliy nenustatyta.

Literatiiros duomenimis, tyrimai, kuriais analizuota nuo FAS receptoriaus
priklausoma apoptoz¢ jvairiy tipy lastelése, atskleidé, kad $i programuota lasteliy
zutis gali biti slopinama specifinio baltymo FLIP (angl. Cellular FLICE-like
inhibitory protein; akronimai FLIP, cFLIP, CFLAR) [182]. Sis baltymas slopina
FAS apoptozés signaliniame kelyje veikianCios kaspazés—8 proteolitinj
aktyvuma, dél kurio apoptozé néra aktyvinama [182]. [domu tai, kad FLIP gali
veikti tiek kaip nuo FAS priklausomos apoptozés slopiklis, tiek kaip stipriklis —
poveikis priklauso nuo FLIP raiskos intensyvumo. Tose lgstelése, kuriose vyksta
nuolatiné Sio baltymo raiSka, FAS apoptozinis kelias yra slopinamas [182].
Zmogaus odos fibroblastuose atliktais eksperimentiniais tyrimais parodyta, kad
slopinant FLIP raiskg specifiniais prieSprasminiais oligonukleotidais arba
naudojant baltymy sintez¢ sutrikdantj cikloheksamidqg FAS receptoriaus
sukeliama apoptozé aktyvuojama — fibroblastai tampa jautris FAS ligandui ir
ilgainiui ziista [183].
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Remiantis anks¢iau apraSytu tyrimu, CFLIP geno raiska sumazinta miisy
tiriamosios ir jos mamos fibroblastuose naudojant specifing siRNR (slopinimo
efektyvumas tikrintas kPGR, raiska sumazéja nuo 4 iki 16 karty) siekiant
jvertinti, ar sukirpimo pokyc¢iai iRNR lygmeniu keic¢ia nuo FAS priklausomos
apoptozés indukcijos efektyvuma. Ziistan¢ioms lasteléms atpazinti fibroblasty
kultiirose naudotas Tali™ Apoptosis Kit - Annexin V Alexa Fluor™ 488 &
Propidium lodide rinkinys. Antikiinu ir siRNR nepaveiktuose arba tik antikiiny
paveiktose probando ir jo mamos méginiuose Zzustanciy lasteliy, kurios
atpazjstamos kaip aneksing V prisijungusios lgstelés, aptikta apie 10 proc. Po
poveikio FAS aktyvuojanciu antikiinu ir CFLIP raiskos sumazinimo probando
méginiuose apoptoziniy lasteliy procentiné dalis padidéja apytiksliai 3 kartus,
lyginant su taikinio neturincia siRNR ir anti—-FAS antikiinu paveiktomis
probando lastelémis (p=0,045; zr. 3.4.3.3 paveikslg). Mamos lasteliy
atitinkamuose méginiuose stebimas panaSus efektas — apoptoziniy lasteliy
skaiCius iSauga daugiau nei 20 proc. po CFLIP raiskos sumazinimo ir FAS
receptoriaus apoptozinio kelio indukavimo (zr. 3.4.3.3 paveikslg).

Procentiné zZustanciy
lgsteliy dalis

anti-FAS NK CFLIP
ak. siRNR  siRNR | ] 1]
- v - 5.0 8.4 7.8
- - v o 4.3 15.7 11.0
v v - 5.2 13.1 10.2
v - v 16.7 38.5 34.7
- v - NA 30.0 0.0
- - v = NA 20.6 19.1
v v - NA 33.6 13.8
- v NA 52.2 47.9

3.4.3.3 paveikslas. Apoptoziniy lasteliy dalis po poveikio FAS aktyvuojanc¢iu
antikiinu ir (ar) CFLIP raiSkos sumaZinimo serganciosios ir jos mamos
fibroblastuose. P — probando fibroblasty méginiai, M — probando mamos
fibroblasty méginiai. Roméniski skaiciai (I, II, III) zymi tris atskirus
ekperimentus. NA (angl. Not Available) pazyméti duomenys, kuriy dél techniniy
priezas¢iy nebuvo galima surinkti. Grafiko kiekviena eiluté reprezentuoja atskirg
lasteliy méginj. Kiekviename méginyje t¢kmeés citometru surinkti duomenys bent
800 lasteliy. Lasteliy reguliuojamai zti¢iai nustatyti naudotas 7ali™ Apoptosis
Kit - Annexin V Alexa Fluor™ 488 & Propidium lodide (Thermo Fisher
Scientific) rinkinys.
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Idomu ir tai, kad po poveikio FAS antiktinu ir CFLIP raiskos slopinimo ztistan¢iy
mamos fibroblasty nustatyta apytiksliai 20 proc. daugiau, lyginant su atitinkamu
probando méginiu, nors statistinis reikSmingumas nebuvo pasiektas (p=0,086).
Taciau, biologine prasme, gautas rezultatas nurodo galimg tendencija, kad
probando fibroblastuose apoptozé yra maziau efektyvi. Vis délto deél techniniy
priezas¢iy ne visuose eksperimentuose pavyko surinkti méginiy duomenis, todél
statistiniam reikSmingumui pasiekti ir apoptozés efektyvumo tendecijai pagristi
tikslingas eksperimenty pakartojimas ir atitinkamy eksperimenty atilikmas
sveiky kontroliniy asmeny lastelése. Taip pat biity naudinga patyrinéti FAS
signaliniame kelyje dalyvaujan¢iy ir su Siuo keliu susijusiy baltymy (juos
koduojanciy geny) raiska probando ir mamos lastelése genomo ir transkriptomo
sekoskaitos metodais, siekiant iSsiaiskinti galimas ligos (ne)pasireiskimo
priezastis signaliniy keliy lygmeniu.

Kadangi FAS receptorius yra lgstelés pavirSiuje, jo struktiira skirstoma
uzlasteline ir vidulasteling dalis. Taigi, N galas yra liganda prijungiantis
uzlgstelinis domenas (angl. Prie-ligand Assembly Domain, PLAD), toliau seka
transmembraninis domenas ir receptoriaus C gale yra citoplazminis Zzities
domenas (angl. Death Domain, DD) [184]. Paprastai FAS receptorius lastelése
yra monomerinéje biisenoje, ta¢iau po FasL prisijungimo sudaro homotrimera,
kuris reikalingas inicijuoti tolesnius vidulastelinius signalinius procesus (DISC
komplekso susidaryma, kaspaziy kaskada), lemiancius apoptoze [185]. Misy
tirlamajai ir jos pozymiy neturiniai mamai nustatytai iskritai, lémusiai
alternatyvy sukirpima, prognozuota prieslaikinés baigmés kodono pozicija
(p-(Thr6Phefs17Ter)) leidzia daryti prielaida, jog keliy amino rugsciy baltymo
liekana lastel¢je turéty nefunkcionuoti ir apskritai neturéty buti transliuojama.
FAS gene daZzniau nustatomi variantai, kurie lemia DD domeno pokycius, dél
kuriy Iastelése susidaro pakites baltymas, galintis uzlgsteliniu domenu sgveikauti
su nepakitusiais FAS baltymais ir sukelti ,,dominuojancig interferencijg* (angl.
dominant-interference), kai susidargs mutaves FAS baltymas dél sgveikos
konkuruoja su nepakitusiais FAS monomerais ir sudaro neveiksnius
heterotrimerus [180]. Reciau nustatomi FAS pokyciai, dél kuriy sumazgja Sio
geno koduojamo receptoriaus kiekis Iagsteléje ir pasireiskia $io baltymo
haplonepakankamumas [180]. Siame darbe atlikti eksperimentai ne imuninés
sistemos Igstelése, bet serganciosios ir jos mamos fibroblastuose, taCiau stebéti
apoptozés efektyvumo skirtumai tarp $iy dviejy tiriamyjy leidZia daryti prielaida,
probando lastelése, lyginant su mamos lgstelémis. Tai sufleruoja apie galima
kompensacinj mechanizmg, lemiantj nevisiska FAS geno lemiamos ligos
penetrantiSkuma.
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Atlikti bioinformatiniai, molekuliniai ir funkciniai tyrimai bei literattiros
analize parodo FAS gene nustatytos nedidelés i8kritos
NC_000010.11(NM_000043.6):c.16 _30+1del galima patogeniskuma. Siais
tyrimais nustatyti FAS iRNR sukirpimo proceso poky¢iai leidzia daryti prielaida,
kad FAS indukuojamos apoptozés sumazéjgs efektyvumas tiriamosios lastelése
yra galimas ligos patogenezés mechanizmas. Vis délto buty tikslingi papildomi
genomo, transkriptomo tyrimai siekiant nustatyti signaliniy keliy skirtumus tarp
ligos pozymius turinCios tiriamosios ir nesergancios, FAS geno iskritg
nesiojancios mamos lasteliy.

3.4.4 DNMT3A gene nustatyto varianto jtakos metilinimo sutrikimui lastelése
analiz¢

Moksliniame darbe analizuotas DNMT34 gene (MIM#602769) viso egzomo
sekoskaita nustatytas, literatiroje neapraSytas heterozigotinis variantas
NM_022552.4:c.2324C>A tiriamajam (ATGC21-12-P1, zr. 3.3 lentele) su
kardiologine patologija (aortos Saknies iSsiplétimas, kairiojo skilvelio
nekompaktiné kardiomiopatija, aritmija), intelektine negalia, aukstu Gigiu, skeleto
anomalijomis ir nutukimu. Atlikus segregacijos analize¢ Sangerio metodu,
nustatyta, kad §j variantg probandas paveldéjo i§ mamos, turin¢ios kardiologine
patologija ir gretutines ligas. Variantas patvirtintas ir skeleto anomalijy, auksta
tgj bei kardiologiniy sutrikimy turin¢iam broliui. OMIM duomeny bazéje
DNMT3A yra zinomas ligos genas, kuriame nustatomi somatiniai DNR variantai
lemia vézinius sutrikimus (MIM#601626), o germinaciniai variantai lemia
autosominio dominantinio paveldéjimo mikrocefalinj Zemo gio sindroma
(MIM#618724) arba aukSto T1gio Tatton-Brown-Rahman sindroma
(MIM#615879). Pastarajam priskiriami fenotipiniai pozymiai budingi misy
tirlamiesiems.

Nustatytas variantas neaptiktas gnomAD duomeny bazéje. Keliais
bioinformatiniais jrankiais (SIFT, PolyPhen) variantas prognozuotas kaip
galimai patogeninis. Nors, remiantis SpliceAl jrankiu, varianto poveikis
sukirpimui labai mazai tikétinas, MutationTaster jrankiu §is variantas vertintas
kaip galimai turintis jtakos iRNR sukirpimo procesui. Labiausiai tikétina dél to,
kad yra 20-o egzono 5’ galo 2-oje pozicijoje (netoli kanoninés akceptorinés
sukirpimo vietos). Nuspresta atlikti tiriamojo kDNR, susintetintos naudojant
tiriamojo RNR méginj, grynintg i$ periferinio kraujo éminio, sekoskaitg Sangerio
metodu. Fragmentams pagausinti naudotas tiesioginis pradmuo, Kkuris
hibridizuojasi ant 18-0 egzono ir atvirkstinis pradmuo, kuris hibridizuojasi ant
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21-0 ir 22-0 egzony jungties. Vis délto, pakitusios kDNR sekos fragmentai
nebuvo nustatyti.

DNMT3A genas koduoja de novo DNR metilinimg atliekantj baltyma DNR
metiltransferaze 3 o (angl. DNA Methyltranspherase 3 Alpha). Jo raiSka
aptinkama beveik visuose organizmo audiniuose ir intensyviausia nepilnai
diferencijuotose lastelése, kadangi sukuria metilinimo zZymes nemetilintose DNR
pozicijose [186]. DNMT3A atlickama epigenetiné DNR modifikacija yra vienas
i§ biudy lastelei reguliuoti geny raiska, kadangi neretai metilinamos geny
promotoriy sekos, o dél pasikeitusios chromatino biisenos specifinio geno raiska
yra slopinama. Tode¢l §i metiltransferazé yra itin svarbi embrioniniame etape dar
tik vystantis organizmui, taip pat X chromosomos inaktyvacijai ir formuojant
imprintingo Zymes [186].

DNMT3A baltymas sudarytas i§ dviejy pagrindiniy domeny: N galo
reguliacinio domeno (sudaro PWWP ir ADD domenai), reikalingo sgveikai su
chromatinu, ir C galo katalizinio domeno, atlickan¢io metiltransferazés funkcija
[186]. Baltymo lygmeniu nustatytas ¢.2324C>A variantas lemia aminortigsties
pokyti NP _072046.2:p.(Ser775Tyr) metiltransferazés domene, kuris yra
evoliuciskai konservatyvus. Siekiant in silico jvertinti nustatytos aminoriigsties
pokycio jtaka baltymo strukttrai ir funkcijai, atlikti kompiuterinio modeliavimo
tyrimai. Nustatyta, kad pakitusi aminortigstis patenka j sritj, svarbig sgveikai su
DNMT3L baltymu. Pastarasis yra katalizinio aktyvumo neturintis baltymas,
kuris veikia kaip DNMT3A reguliacinis veiksnys, nes skatina katalizinj
aktyvuma [187]. Teisinga DNMT3A saveika su DNMT3L sukelia
konformacinius DNR metiltransferazés pokycius, dél kuriy atsiveria katalitiné
DNMT3A dalis ir paskatinamas DNR prisijungimas [187]. Todél tikétina, kad
esant sgveikos pokyc¢iams, galimas DNR metilinimo efektyvumo sutrikimas.
Svarbu ir tai, kad Ser775 yra arti katalitinio domeno ir ADD domeno sgveikai
svarbios srities (jungiklio srities). /n silico, dél serino pokycio | didesne
aminortigst] tirozing, gali pakisti baltymo termodinaminés savybés ir sutrikti $iy
domeny saveika, kuri, tikétina, turi neigiamos jtakos DNMT3A atliekamai
funkecijai (zr. 3.4.4.1 paveiksla).
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A Ser??aTyr
614 634

Honma_saplens/754-TiG
Parn_troglody Les/ 754-FR6
Fells_catus/754-796
Mus_musculus/ 750782
Preropus_alecha/7Fo-812
Loxpdonta africana/F54-796
Ormithorfiynchius_anatinus751-783
Latimeria_chalumnpe/546-585
H.saplens_DNMT3B/695-737

wt: Ser775 mut: Tyr775

3.4.4.1 paveikslas. DNMT3A baltymo struktiriniai pokyciai dél
aminorugsties pakaitos Ser775Tyr. A — DNMT3A domeny organizacija ir
struktiira komplekse su DNMT3L ir DNR (PDB: 5YX2). DNMT3A - zalia,
DNMT3L — mélyna, DNR - oranZing, o Ser775 aminortgstis pavaizduota
magenta spalvos sferomis. B — daugybinis, zinduoliuose nustatyty DNMT3A
baltymy seky palyginys vaizduoja konservatyvy regiong, kuriame yra Ser775
aminorigstis. C — pakitusi aminoriigstis 775 pozicijoje yra netoli DNMT3A ir
DNMT3L baltymy sgveikos (PDB: 5YX2). Saveika pavaizduota geltonai.
Paveikslas sukurtas dr. J. Dapkiino.
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Atsizvelgiant | gautus baltymo kompiuterinio modeliavimo rezultatus ir |
DNMT3A atlickamg funkcija, atlikta tiriamojo ir jo brolio bei panaSios amziaus
grupés, vyriskos lyties, sveiky asmeny (n=3) RNR méginiy transkriptomo
sekoskaita. Nustatyta, kad, lyginant probando ir jo brolio méginius su sveikais
kontroliniais asmenimis, pakinta 139-iy geny raiska: 69-iy geny raiska padidéja,
70-ies geny raiska sumazéja (zr. 3.4.4.2 paveiksla ir 3.4.4.3). Daugiau nei trys
ketvirtadaliai pakitusios raiSkos geny koduoja baltymus, taip pat yra ilgy
nekoduojanc¢iy RNR (inRNR) bei su konkrecia funkcija nesusiety transkripty.
Verta pabrézti, kad DNMT3A4 geno raiska tirtuose méginiuose néra reikSmingai
pakitusi. Kai kurie i§ nustatyty geny analizuotoje literatiiroje yra sietini su
kardiovaskulinés sistemos biologija ir fiziologija. Vienas i§ padidéjusios raiskos
geny yra FOXPI (angl. Forkhead Box PI). Sis genas koduoja transkripcijos
veiksnj, svarby jvairiems audiniams vystytis, taip pat ir Sirdies audiniui [188].
Idomu tai, kad Foxp1 siejamas su Sirdies anomalijomis peliy embrioniniy lgsteliy
tyrimuose ir yra aprasytas literatiiroje kaip DNMT3A baltymo metilinamas genas
[188, 189]. Kiti su Sirdies ir kraujagysliy sistema susije genai, kuriy raiska
reik§mingai padidéjusi probando ir jo brolio méginyje, yra baltymy sintezéje
dalyvaujantys (pvz. RPL29), imuninei sistemai svarbiis baltymai (pvz. IL6ST,
MS4A1, CDIC) ir signaliniuose keliuose dalyvaujantys veiksniai (pvz. SEMA3A,
WNT16) [190-193]. ReikSmingai sumazéjusi raiSka geny, koduojanciy su
transkripcijos reguliavimu siejamus baltymus (pvz. ZNF257) ir signaliniais
keliais (pvz. SPATS2L, S100P), kuriy reiksmé kardiovaskulinei sistemai
analizuojama jvairiais tyrimais [194]. Be to, dalis pakitusios raisSkos transkripty
(pvz. MYADM, MMRNI1, IRF7, LINC02446, CD9, VNNI1, SH2D24), nustatyty
misy tiriamiesiems, identifikuoti Smith ir kolegy (2021) [195] atliktame tyrime,
kuriame analizuotas kitas DNMT3A baltymo pokytis (Arg882His) tirilamajam su
Tatton-Brown-Rahman sindromo diagnoze. Nors tiesioginé sgsaja nustatytiems
genams su tiriamyjy fenotipu kol kas eksperimentiskai neistirta, uzuomazgy apie
ju reikSme kardiovaskulinés sistemos biologiniams ir fiziologiniams procesams
yra, todél neabejotinai svarbiis iSsamesni funkciniai tyrimai sasajai patvirtinti bei
patogenezés mechanizmams atskleisti.
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3.4.4.2 paveikslas. Pakitusios raiSkos genai, nustatyti periferinio kraujo
méginiuose tiriamiesiems, kuriems nustatytas variantas DNM73A4 gene.
Pakitusios raiskos geny profilis probandy RNR méginiuose, kuriems nustatytas
variantas DNMT3A gene, lyginant su kontroliniais asmenimis. Geny raiskos
profilis atspindi statistiSkai reikSmingg pakitusia geny raiskg pacienty (P1 ir P2),
ir kontroliniy asmeny (K1, K2, K3) grupése. Kiekviena eiluté atitinka konkrety
gena, o kiekvienas stulpelis reprezentuoja atskirg tiriamajj. Raudona — padidéjusi
raiSka, mélyna — sumazéjusi raiska, balta — vidutiné/nepakitusi raiska. Grafikas
sukurtas dr. A. Konovalovo.
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3.4.4.3 paveikslas. Sumazéjusios ir padidéjusios raiSkos genai, nustatyti
periferinio kraujo méginiuose tiriamiesiems, kuriems nustatytas variantas
DNMT3A gene. A — statistiSkai reikSmingai pakitusios raiskos geny tarp
tirlamojo su DNMT34 variantu ir sveiky kontroliniy asmeny Volcano grafikas.
X aSis reprezentuoja geny raiskos pokytj kartais log2 skaléje, o Y asis rodo FDR
neigiamg deSimtainj logaritmg. Genai su reikSmingai pakitusia raiSka (FDR <
0,1) ir daugiau nei 1,5 karto didesniu raiSkos pokyCiu vaizduojami vir$
horizontalios briik$ninés linijos ir uz vertikaliy brik$niy. B — statistiSkai

reikSmingai padidéjusios raiSkos geny GO terminy praturtinimo

taskinis

grafikas. C — statistiskai reikSmingai sumaz¢jusios raiskos geny GO terminy
praturtinimo taskinis grafikas. Grafikai sukurti dr. A. Konovalovo.
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Siekiant jvertinti galimai pakitusio DNMT3A baltymo funkcija, atlikta laisvai
cirkuliuojan¢ios DNR (IcDNR) analizé tre¢ios kartos sekoskaita (Oxford
Nanopore technologija) tiriamojo broliui (tyrimui atlikti buvo galima gauti tik
§io asmens méginj). Siuo tyrimu analizuojami nukleosoma apsivije DNR
fragmentai, kuriy ilgis gali varijuoti priklausomai nuo DNR metilinimo [196].
Nustatytas trumpesnis mononukleosomos fragmento ilgis (156 bp) tiriamajam,
lyginant su laisvai prieinamy duomeny bazése esanciy kontroliniy asmeny
duomenimis (168 bp; zr. 3.4.4.4 paveikslag). Remiantis literatiira, trumpesni
fragmentai biidingi esant hipometilinimui ir didesniam nukleaziy aktyvumui
véziu serganciyjy meéginiuose [197, 198]. Taip pat treCios kartos sekoskaita
sudaro galimybe nustatyti IcDNR biidingg metilinimg (5mC) ir
hidroksimetilinimg (hm5C). Siuo atveju tiriamojo IcDNR méginyje nustatytas
bendras CpG saly modifikavimas, kurj lemia DNMT3A: 75,8% 5mC ir 2,4%
ShmC, i§ viso 78,2% (zr. 3.4.4.4 paveiksla). Nustatytas kiekis yra panasus j Smith
ir kolegy (2021) [195] publikuotame tyrime nustatyta metilinimg periferinio
kraujo méginiuose sergantiesiems tuo paciu sindromu ir turintiems kit
aminorigst] keiCiantj varianta DNMT3A gene. Taigi, tiriamiesiems nustatytas
DNMT3A geno variantas lemia jo koduojamo produkto funkcijos sutrikimus,
kurie turi jtakos ne tik metilinimo ir hidroksimetilinimo procesams, bet ir kity
geny raiskai. Sie tyrimai patvirtina DNMT3A geno varianto patogeniikumg ir
potencialiai atveria sudétingg biologiniy procesy valdyma, lemiantj tiriamojo
Tatton-Brown-Rahman sindromo fenotipa.
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3.4.4.4 paveikslas. Tiriamojo brolio kraujo lcDNR nanopory sekoskaitos analizé. A — IcDNR fragmenty tankio grafikas.

Fragmenty dydzio pasiskirstymas palygintas tarp DNMT3A geno variantg turinéiy serganciyjy (TBRS), septyniy sveiky asmeny
ir SeSiy plauciy adenokarcinomos pacienty (LuAd). Méginys S1 yra plauciy adenokarcinomos paciento méginys, kurio IcDNR
biblioteka paruosta artimiausiu bidu misy tirtam asmeniui. B — IcDNR fragmenty Iastelinés kilmés nustatymas naudojant Moss
et al. metoda [198]. Miisy tiriamojo brolio (P2) rezultatai palyginti su SeSiais sveikais (H1-H6) asmenimis i§ Katsman et al. 2022

tyrimo [199]. Paveikslas sukurtas ir tyrimai atlikti dr. M. Tomkuvienés ir J. Bal¢itino.

105



Atlikti bioinformatiniai ir molekuliniai tyrimai bei literatiros analizé
pagrindzia DNMT3A gene nustatyto varianto NM_022552.4:c.2324C>A
kliniking ir funkcine reikSme. Nustatyti DNMT3A baltymo funkcijos pokyciai
tiriamyjy méginiuose atliekant RNR ir IcDNR sekoskaitos tyrimus leidzia daryti
prielaida apie maziau efektyvy metilinimo procesa ir sutrikusig specifiniy geny
raiSka kaip galimg patogenezés mechanizma.

3.4.5 KCNQI gene nustatyto varianto lemiami kalio jony judéjimo Igsteliy
membrana sutrikimy analizé

Moksliniame darbe analizuotas KCNQI gene (MIM#607542) egzomo
sekoskaita nustatytas, literatiroje neapraSytas heterozigotinis variantas
NM 000218.3:¢.1111G>C tiriamajam (ATGC21-19-P, zr. 3.2 lentel¢), kuriam
diagnozuotas ilgo QT sindromas. OMIM duomeny bazéje §is genas yra zinomas
ligos genas, kurio DNR variantai siejami su autosominio recesyvaus paveldéjimo
Jervell ir Lange-Nielsen sindromu (MIM#220400) bei autosominio dominantinio
paveldéjimo Seiminiu priesirdziy virpéjimu (3-io tipo; MIM#607554), trumpo
QT sindromu (2-0 tipo; MIM#609621) ir ilgo QT sindromu (1-0 tipo;
MIM#192500). Pastarajam sutrikimui buidingi fenotipiniai bruozai atitinka
tiriamojo kardiopatologija.

Nustatytas variantas baltymo lygmeniu (NP_000209.2:p.(Ala371Pro))
patenka i KCNQI C galo A spiralg, svarbig kalio kanalo sgveikai su kalmodulinu,
kuris reguliuoja tiek kanalo atsidaryma, tiek tetramerinés struktiiros susidaryma
[199]. Tode¢l tikétina, kad nustatytas variantas gali turéti neigiamos jtakos kalio
kanalo funkcijai ar net visai tetramerinei strukttrai. Siekiant jvertinti galima
pakitusio KNCQ1 disfunkcija, nuspresta stabilioje lasteliy linijoje sukurti
pakitusio ir nepakitusio baltymy raiSkos sistemg bei atlikti elektrofiziologinius
matavimus. Tyrimams pasirinkta literatiiroje apraSoma HEK293T Iasteliy linija,
kuriy genome yra KCNQ! genas, taCiau reikSminga Sio geno raiska ir koduojamo
baltymo procesai Siose lgstelése nevyksta [200]. Naudojant cheming transfekcija,
i lasteles jvestos nepakitusj (KCNQI1_ WT) ir pakitusj (KCNQ1_ MUT) baltyma
koduojancios plazmidés bei KCNE1 baltymg koduojanti plazmidé, kuriy raiska
tikrinta fluorescenciniu mikroskopu. Praéjus 24-48 wval. po transfekcijos,
specialiose  plokStelése ant stikliuko auganCioms lasteléms  atlikti
elektrofiziologiniai matavimai ,,patch—clamp‘ metodu (zr. 3.4.5.1 A paveiksla).
Sékmingai uzregistruoti keli atsaky pavyzdziai. Netransfekuotose HEK293T
lastelése uzfiksuota minimali iSeinanti srove (3,78+0,88 pA/pF; zr. 3.4.5.1 B
paveiksla), kuri apraSyta ir kituose tyrimuose [200]. StatistiSkai reikSmingi
skirtumai nenustatyti lyginant netransfekuotas su KCNQ1 WT (4,31+1,39
pA/pF) arba KCNQ1 MUT (4.56£1.62 pA/pF) plazmide transfekuotomis
lgstelémis (zr. 3.4.5.1 B paveikslg). Taciau transfekavus lgsteles KCNQ1 WT ir



KCNE1 plazmid¢iy kombinacija, iSeinanti srové statistiSkai reikSmingai
padidéjo (22,25+1,91 pA/pF), o KCNQIl MUT ir KCNEI1 plazmidziy
kombinacija turinCiose lgstelése §i srové statistiSkai reikSmingai sumazéjo
(6,64+£0,49 pA/pF; zr. 3.4.5.1 B paveiksla). Tai signalizuoja apie KCNQI1
baltymo formuojamo kalio kanalo funkcijos sutrikimus, dél kuriy Igstelése,
tikétina, sutrinka veikimo potencialo trukmé.

B Vidutinis srovés tankis

30 kK
ok sk

25

5Kk

20
15
10
5
B

n=16 n=18 n=45 n=16 n=30

Nuotékio iSskaiéiuotas pA/pF

KCNQ1_WT+KCNE1

3.4.5.1 paveikslas. Elektrofiziologiniai matavimai ,,patch-clamp“ metodu
HEK293T lastelése. A — pavyzdys, kaip elektrofiziologiniams matavimams
atrenkamos HEK293T Iastelés pagal fluorescencijos intensyvuma. Lastelés
transfekuotos plazmidémis, koduojanc¢iomis zaliai fluorescuojantj baltyma. B —
lgstelés transfekuotos skirtingomis plazmidziy kombinacijomis. KCNQ1_WT —
nepakitusji KCNQI baltymg koduojanti plazmidé, KCNQ1 MUT - tiriamajam
nustatytg KCNQ! variantg koduojanti plazmidé, KCNEI — KCNQI1 baltymo
veiklai svarby subvieneta koduojanti plazmidé, K — netransfekuotos Iastelés.
Srovés tankis matuotas 2 s pulso pabaigoje iki 30 mV. Grafikas zymi
vidurkiuststandartinis  nuokrypis, statistinis reikSmingumas  *p<0,05,
***p<0,005. Nuotraukos, elektrofiziologiniai matavimai atlikti ir grafikas
sukurtas A. Shelest, prof. A. Alaburdos.
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KCNQI genas koduoja Sirdies veikimo potencialo repoliarizacijos fazei
svarby, nuo jtampos priklausomg kalio kanalg (angl. Potassium Voltage-Gated
Channel Subfamily Q Member 1) [201]. Tai membraninio, porg formuojancio
baltymy kanalo subvienetas, kuris yra aktyvuojamas uzdelstos iSlyginamosios
srovés [201]. Pastarajame kanale KCNQ1 sudaro kompleksa su KCNE1 (angl.
Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily E Regulatory Subunit 1), o $is
dviejy subvienety monomeras formuoja tetramera, kuris reguliuoja Sirdies
veikimo potencialo trukme¢ [201]. KCNQI/KCNEI1 kompleksas sukuria iSoring
kalio jony srove (kadangi lemia kalio jony judéjimg i$ lastelés), kuri yra
repoliarizuojanti jony srove ir nutraukia Sirdies veikimo potenciala, o sutrikimai
KCNQI subvienete lemia bitent veikimo potencialo trukmés sutrikimus [201].
KCNQI yra sudarytas i§ trijy pagrindiniy sri¢iy: N gale esancios SO spiralés,
Sesiy transmembraniniy spiraliy (S1-S6) ir keturiy C gale esanciy vidulasteliniy
spiraliy (A-D) [202]. Shamgar ir kolegy (2006) [203] atliktas tyrimas, kuriame
elektrofiziologiniais matavimais tirti kiti KCNQ1 baltymo pokyciai (pvz.
p.Ser373Pro, p.Ala371Thr) nustatyti tiriamiesiems su ilgo QT sindromu.
Mokslininkams pavyko nustatyti pakitusiy baltymy nulemtus srovés pokycius
CHO (ang. Chinese Hamster Cells) lastelése, dél kuriy sutrinka nuo jtampos
priklausomas KCNQI1 kanaly inaktyvavimas [203]. Tai eksperimentas, kurio
pagrindu atlikti matavimai misy tiriamojo DNR poky¢io raiska turinCiose
lastelese. Si tyrimo strategija ir HEK293T sukurtas raiskos modelis pagrindzia
miisy tiriamajam nustatyto varianto funkcing ir kliniking reikSme, kadangi
pakitusj KCNQ1 baltyma turinCiose lastelése nustatyta sumazéjusi iSeinanti
srové, signalizuojanti apie potencialo pokycius lgsteliy membranose.

Atlikti bioinformatiniai ir molekuliniai tyrimai bei literatiros analizé
pagrindzia KCNQI gene nustatyto varianto NM_000218.3:c.1111G>C kliniking
ir funkcine reikSme. Nustatyti KCNQI formuojamo kalio kanalo funkcijos
pokyciai HEK293T Ilastelése atliekant elektrofiziologinius matavimus leidzia
daryti prielaida apie sutrikusj kalio jony judéjima lastelés membrana ir pakitusia
veikimo potencialo trukme kaip galimg patogenezés mechanizma.

Siame rezultaty ir jy aptarimo poskyryje apra$yti galimai patogeniniai ir
patogeniniai VNV bei nedidel¢ iSkrita analizuoti ne tik molekuliniu, bet ir
lgsteliniy procesy aspektu. Kiekvienam i§ penkiy atvejy taikytos kiek skirtingos
molekuliniy ir/ar funkciniy eksperimentiniy tyrimy strategijos, kurias
daugiausiai nulemia geno koduojamo produkto funkcija. Minétais tyrimais
atskleisti molekuliniai patogenezés mechanizmai ir specifiniai, tik tam tikro DNR
varianto sukeliami molekuliy ir lasteliy poky<iai bei sutrikimai. Siems penkiems
individualiems atvejams sukurty tyrimy strategijy jgyvendinimas ir gauti

rezultatai iliustruoja ne tik molekuliniy procesy kompleksisSkuma, bet ir
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kiekvieno DNR poky¢€io bei apskritai tiriamojo genetinio ir epigenetinio fono
jtakg paveldimo sutrikimo patogenezei ir jos mechanizmo nustatymui.
Moksliniame darbe taikytos tyrimy strategijos ir metodai yra potencialiis
diagnostiniai jrankiai klinikinéje praktikoje ir personalizuotai medicinai.
Remiantis skirtingy S$aliy diagnostiniy laboratorijy patirtimi, S$iy tyrimu
perkélimas i klinikinius diagnostinius algoritmus yra sudétingas procesas,
reikalaujantis spresti kompleksinius metodologinius, analitinius ir praktinius
i8§tkius. Viena i§ klii¢iy yra standartizuoty protokoly, skirty meéginiy
apdorojimui, tyrimo strategijoms ir duomeny generavimui, taikymas globaliu
mastu siekiant valdyti rezultaty palyginamumg ir atkuriamuma. Egzomo,
genomo ir transkriptomo sekoskaita sukuria didelius duomeny masyvus, kuriy
apdorojimas, saugojimas ir klinikinés reik§més interpretacija reikalauja
sudétingos bioinformatinés infrastruktiiros bei aukstos kvalifikacijos specialisty.
Taip pat labai svarbus ir daug laiko bei zmogiskyjy istekliy reikalaujantis etapas
yra funkcinés varianty analizés klinikinis validavimas, kuriuo siekiama parodyti
tyrimo strategijos analitinj tikslumg, atkuriamumg ir kliniking nauda
diagnozuojant, prognozuojant ligos eiga ar siekiant parinkti tinkamiausig
gydyma. Naujy tyrimy ir diagnostiniy algoritmy diegima riboja ir biitinos
pirminés finansinés investicijos ] naujam analizés algoritmui reikalingg jranga,
galima auksta funkciniy tyrimy savikaina. Neabejotinai, integruoti didelio masto
ir funkcinius tyrimus riboja specialisty, gebanciy interpretuoti daugiasluoksnius
duomenis klinikiniame kontekste, trukumas. Vis délto, atsizvelgiant |
transkriptomo ar funkcine analizg taikancias uZsienio diagnostines laboratorijas
bei j bendrg medicininés bei Zmogaus genetikos ir genomikos kontekstg
pasaulyje, Lietuvos asmens sveikatos prieziliros jstaigos yra potencialiai
tinkamos taikyti naujas tyrimy strategijas jveikus pagrindinius i$stikius.
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IV ISVADOS

1. Naujos kartos sekoskaita nustatyti vieno nukleotido variantai Zinomuose
ligos genuose RLIM, NAAI5, WRN, DYNCIHI, DNMT3A ir KCNQI bei
nedidelé iskrita FAS gene vertinti kaip neaiskios klinikinés reikSmés ar

galimai patogeniniai DNR pokyciai, tinkami molekuliniams ir/ar funkciniams

tyrimams.

2. Atlikus genomo struktiiriniy persitvarkymy charakterizavima, nustatyti
kliniking reik§me turintys genai kandidatai:

2.1

2.2

I analizuoty mikrodelecijy sritis patenkantys baltymus koduojantys
genai KIT, ANKRD17, XYLTI, iskritusio MED 3L geno egzonai bei
mikroduplikacijos srityje esantis miRNR klasteris MIRI7HG,
tikétina, lemia tiriamyjy klinikinio fenotipo vystymasi ir yra
potencialts kandidatai tolesniems funkciniams tyrimams lastelése
ar modeliniuose organizmuose, siekiant jrodyti geny lemiama
molekulinio patogenezés mechanizmo poveikj fenotipui;
Chromotripsio lemti triikkio taSkai ir susidariusiy fragmenty
persitvarkymai lemia 42—jy geny raiskos pokycius, i§ kuriy NTNG2
genas galimai lemia dalj tiriamajam budingy klinikiniy bruozy
pasireiSkima.

3. Taikant bioinformating analize¢ ir molekulinius tyrimus jvertinta atrinkty
VNV reik$mé baltymy lygmeniu:

3.1

32

Baltymo struktiiros ir sgveikos modeliavimu bei DNR srities
metilinimo jvertinimu nustatyti RLIM geno ¢.1721T>A varianto
lemiami koduojamo baltymo sgveikos ir, tikétina, funkcijos
poky¢iai, galimai sutrikdantys ubikvitilinimg tiriamojo Iastelése;
Baltymo struktiiros analize ir imunofermentiniu baltymo kiekio
jvertinimu nustatytas NAA15 geno ¢.382C>T varianto lemiamas
koduojamo baltymo raiskos sumazéjimas, tikétina, sutrikdantis N
galo acetilinimo procesus tiriamojo lgstelése.

4. Taikant molekulinius ir/ar funkcinius tyrimus, jvertinta atrinkty VNV ir
nedidelés iskritos jtaka lgstelése vykstantiems procesams:

4.1

4.2

Eksperimentiniais tyrimais fibroblastuose su WRN gene nustatytu
DNR poky¢iu c¢.1578del, lemian¢iu baltymo sutrumpéjima,
nustatytas pagreitéjes lgsteliy replikacinis senéjimas;

Geny ir baltymy raiskos, konfokaline mikroskopija bei geny raiskos
slopinimu nustatyta DYNCIH1 geno ¢.6405+1G>C varianto,
lemiancio baltymo sutrumpé¢jima, jtaka DYNCI1H]1 baltymo kiekio
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4.4

4.5

sumazéjimui, KIFCl geno raiskos padidéjimui ir pakitusiam
Goldzio komplekso membrany atsistatymui;

Eksperimentiniais, fluorescencinés mikroskopijos ir tékmés
citometrijos tyrimais nustatyta FAS geno nedidelés iskritos
c.16 30+1del, IlemianCios baltymo  sutrumpéjima, jtaka
sumazgjusios FAS receptoriaus indukuojamos apoptozés
tendencijai;

In vitro baltymo tyrimais, didelio masto geny raiSkos ir IcDNR
sekoskaitos tyrimais nustatyta DNMT3A geno ¢.2324C>A varianto,
lemiancio aminortgsties pokyti, jtaka DNMT3A metiltransferazés
sumazéjusiam aktyvumui ir pakitusiai geny raiskai;
Eksperimentiniais ir elektrofiziologiniais HEK293T lasteliy
tyrimais nustatytas KCNQ1 geno c.1111G>C variantas, lemiantis
aminorigsties pokytj, neigiamas poveikis nuo potencialo
priklausomai iStekanciai srovei ir veikimo potencialui.
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Lasteliy kultivavimas ir Saldymas

Imunofermetiné baltymy analizé Western blot
kDNR méginiy kiekybiné PGR

kDNR méginiy Sangerio sekoskaita

DNR méginiy Sangerio sekoskaita

VES, VGS ir TS duomeny bioinformatiné analizé
KSP nustatytmas

LlcDNR gryninimas

DNR ir RNR méginiy gryninimas

o
xR

(] 2

£

50% 75% 100%

129



2-as priedas. PGR, kPGR ir Sangerio sekoskaitos PGR naudoti pradmenys

Genas

Tiesioginis

Atvirkstinis

DYNC1H1 (DNR)
DYNC1H1 (KDNR)

DYNC1H1 (kDNR,
ilgojo fragmento)

DNMT3A (kDNR)
FAS (kDNR)
CFLIP (kDNR)
HPRT (kDNR)
SLC9AE (DNR)
SLC9A6 (kDNR)
PDE4D (DNR)
PCCA (kDNR, del)
PCCA (kDNR)
CAPN3 (kDNR)
PIGN (DNR, del)
PIGN (DNR)

5-GACTTCGGTCTTCGGGCTTT-3°
5°-ACCCCAACTACGACAAGACC-3*

5°-AACTACGACAAGACCTCTGCC-3"

5°-GGCCCATTCGATCTGGTGAT-3'
5°-TTGGTGGACCCGCTCAGTA-3*
5°-CGGACTATAGAGTGCTGATGGC-3*
5-TGGCGTCGTGATTAGTGATG-3
5-CTTGCTATATTCCACGAGCTTCA-3*
5°-CTTGCTATATTCCACGAGCTTCA-3¢
5-GAGCATGGCGGGGTATGG-3
5-TCCGATGTGTATCCTGATGGC-3'
5°-GACAACAATGGCGGGGTTCT-3¢
5°-GCTTCGCCATCTACGAGGTT-3*
5°-CCCTGTTTGGCTCAGGGATA-3'
5-AGGGAGCTGTTTTTCCTGCT-3*

5-TGGTGAACAAAGGGTGCGAG-3"
5-ATGCTCTTCCCACTTCCCGA-3*

5°-TATCAGAATCTACGGGGAGAGGG-3°

5°-CTCACTTTGCTGAACTTGGCT-3*
5°-ACTTCTAAGCCATGTCCTTCATCA-3*
5'-CTTATCTTGCCTCGGCCCAT-3*
5'-ACCCTTTCCAAATCCTCAGC-3*
5‘-GCCTCATTCTTCCAAATGTTTCC-3¢
5‘-GCTTCAGCCAAGAGGAAGGT-3'
5-TTATCTGGCGTGACTAGGGGA-3"
5-TCTTGACCTTCTGCTACCGC-3'
5'-ACGACATCTTCTGCTGCCAA-3*
5'-GCTTGTTTTGCCTTTGCCCT-3*
5°-CTGGCCTGCCTACTTTGCT-3'
5-CTGGGCTGCCTCTTATGGAC-3*

3-ias priedas. PGR salygos, optimizuotos DYNCIH1, SLC946 kDNR tyrimui

Reakcijos ciklas (i$ viso 30 cikly)

Temperatiira, laikas

Pradiné denatiiracija 98 °C, 30's
30 cikly
Denaturacija 98 °C,2s
Pradmeny prijungimas 64 °C, 10 s
Sintezé 72°C, 15s
Galutiné sintezé 72 °C,60s

4-as priedas. PGR miSinio sudétis, optimizuota DYNCIH1, SLC946 KkDNR
tyrimui

MedZiaga Tiris (ul)
Dejonizuotas vanduo 4

2x Phusion Flash PCR MasterMix 10
Tiesioginis pradmuo (10 pmol/ul) 0,5
Atvirkstinis pradmuo (10 pmol/ul) 0,5
kDNR 5
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5-as priedas. PGR produkto paruoSimas kapiliarinei elektroforezei

PGR produkty valymas fermentais Exol ir FastAP

PGR produktai valomi nuo reakcijoje likusiy nukleotidy ir pradmeny. Siam
zingsniui naudojama Egzonukleazé¢ I (angl. Exonuclease I; Thermo Fisher
Scientific) ir FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher
Scientific) Sarminé fosfatazé pagal gamintojo rekomendacijas ir jo nurodytas
reakcijos salygas.

Sekoskaitos PGR

Cikliné sekoskaitos PGR atlickama naudojant BigDye® Terminator v.3.1
Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj vadovaujantis gamintojo
protokolu.

Sekoskaitos PGR produkto valymas etanoliu ir natrio acetatu
Sekoskaitos PGR produktams valyti pirmiausia paruoSiamas reakcijos

misinys (1 lentelé).

1 lentelé. Etanolio ir natrio acetato miSinys. Tiiris vienam méginiui.

Medziaga Tiris (ul)
Dejonizuotas vanduo 14,5

96 % etanolis 62,5
Natrio acetatas 3
Bendras miSinio taris 80

Misinys iSpilstomas po 80 ul | mégintuvélius su 7 ul sekoskaitos PGR
produkto. Mégintuvéliai inkubuojami tamsoje 8 min, o po inkubacijos
centrifuguojami 7 min 13 000 aps./min. Dekantavus mégintuvélius, jpilama po
300 pl salto etanolio (70 %) ir mégintuvéliai purtomi 2 min. Mégintuveliai dar
kartg centrifuguojami 7 min 13 000 aps./min ir pakartotinai dekantuojami.
Dekontuoti méginiai paliekami i§dziiti 20-30 min kambario temperatiiroje arba
uzpilami 8 pl Hi-DiTM formamido (Hi-DiTM Formamide, ThermoFisher
Scientific, JAV) ir papipetavus perneSami | 96 Sulinéliy sekoskaitos plokstele
(Nerbe Plus, GmbH, Vokietija). PlokStele uzdengus gumine tarpine (Nerbe Plus,
GmbH, Vokietija), ji nucentrifuguojama 1 min 1 500 aps./min Universal 32
(Andreas Hettich GmbH & Co, Vokietija) centrifugoje. Toliau atliekama
kapiliariné elektroforezé genetiniu analizatoriumi ABI PRISM® 3130xl Genetic
Analyzer (Hitachi, JAV). Nuskaitytos sekos analizuojamos Sequence Analysis
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v.5.1 (Hitachi, JAV) it Chromas v.2.4.4 (Technelysium Pty Ltd) programomis.
Naudojant ExPASy LALIGN bioinformacinj jrankj, sekos lyginamos su
referentine tiriamo geno seka.

6-as priedas. Kiekybinei PGR naudoti TagqMan™ zondai

iymens pavadinimas, TagMan™ zymens Gamintojas
taikinys numeris

DYNC1H1_1, . C
DYNG1H1 geno 15-16 egzonai Hs01038546_m1 Thermo Fisher Scientific
DYNC1H1_2, Thermo Fisher Scientific
DYNC1H1 geno 51-52 egzonai | 1500322286_m1

KIFC1, Thermo Fisher Scientific
KIFC1 geno 3-4 egzonai g

KIFC3, Thermo Fisher Scientific
KIFC3 geno 9-10 egzonai Hs00134304_m1

GAPDH, Thermo Fisher Scientific
GAPDH geno 8-as egzonas Hs03929097 ¢

ACTB, Thermo Fisher Scientific

ACTB geno 1-as egzonas Hs99999903_m1

7-as priedas. Western blot metodo protokolas

Baltymy iSskyrimas

Atkeltos monosluoksniu kultivuojamos lastelés centrifuguojamos 1000xg 7 min.
4°C. Po centrifugavimo méginiai 1 karta praplaunami Saltu PBS tirpalu ir dar
kartag nusodinami centrifuguojant (1000xg 7 min. 4°C). Lasteliy nuosédos
lizuojamos RIPA lasteliy lizés buferiu (Sigma-Aldrich) ant ledo 30 min. Lasteliy
lizatai centrifuguojami  14000xg 10 min 4°C. Baltymy koncentracija
supernatante nustatoma BCA metodu.

Baltymy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentacijai naudotas rinkinys Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, JAV). Matavimai atlikti pagal gamintojo pateikta
protokolg. Tirpalo sugertis matuojama spektrofotometru Asys UVM340, bangos
ilgis 562 nm. Nezinomas baltymo kiekis nustatomas pagal kalibracing kreive,
gautg su BCA reagentu inkubuojant 0 — 900 pg/mL JSA turintj tirpala.

Baltymy elektroforezé denatiiruojanciomis salygomis

Baltymy lizatas, kuriame yra 50 ug baltymo, praskiedziamas PBS tirpalu iki 37,5
pl ir sumaiSomas su 12,5 pl 4x baltymy uznesimo dazo (40% glicerolio, 8% NDS,
0,04% bromfenolio mélio, 0,4 M DTT ir 250,4 mM Tris-HCIl, pH 6,8). Méginiai
inkubuojami 5 min 95°C termomikseryje Thermomixer comfort.
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NDS-poliakrilamidinis gelis paruoSiamas ant polimerinio 10% arba 12%
skiriamojo gelio uzpolimerinus 4% koncentruojamajj gelj. Pilnai uzsipolimerines
gelis jstatomas | baltymy elektroforezés aparaty Adjustable Height Dual Gel
Unit, pripildyta 1x NDS elektroforezés buferio. | krastinius gelyje suformuotus
Sulinélius jneSamas baltymy dydzio standartas Spectra Multicolor Broad Range
Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific), kiti uzpildomi paruostais méginiais.
Elektroforezé vykdoma 1 val., esant 80 V jtampai, ir 3 val. (arba 5 val.), esant
120 V jtampai.

Baltymy pernesimas ant nitroceliuliozinés membranos

Isfrakcionuoti baltymai i§ NDS-poliakrilamidinio gelio perneSami ant
nitroceliuliozinés membranos (Thermo Fisher Scientific) naudojant pusiau sauso
perneSimo aparata V20-SDB. Ant pernesimo buferiu sudrékintos anodinés
aparato dalies dedami 3 perneSimo buferyje sudrékinti Whatman™ 3 mm
lapeliai. Ant jy dedama tokio paties dydzio perneSimo buferyje sudrékinta
nitroceliulioziné membrana, o ant jos — gelis su iSfrakcionuotais baltymais.
Sluoksniavimas baigiamas uzdéjus dar 3 perneSimo buferyje sudrékintus
Whatman™ 3mm lapelius. I$stimus tarp sluoksniy esancius oro burbulus,
uzdedamas pernesSimo buferiu sudrékintas katodinis perneSimo aparato dangtis.
Perne$imas vykdomas 1 val. esant 1 mA/cm? srovei.

Baltymy vaizdinimas

Nitroceliulioziné membrana su pernestais baltymais blokuojama TBS/T buferyje
turin¢iame 5% JSA purtant 1 val. Po to membrana sukarpoma juostelémis taip,
kad jose biity po viena detektuojamg baltyma. Membranos juostelés
inkubuojamos su atitinkamais pirminiais antiktinais, praskiestais TBS/T buferyje
su 5% JSA purtant per naktj 4°C.

Po inkubacijos su pirminiy antikiiny tirpalu membranos plaunamos TBS/T
buferiu purtant 1 kartg 15 min ir 2 kartus po 5 min. Po plovimo membranos 2 val.
inkubuojamos tamsoje purtant 4°C su antriniais antikiinais, praskiestais TBS/T
buferyje su 5% JSA santykiu 1:5000. Baltymai nustatomi naudojant su krieny
peroksidaze konjuguota antrinj antikiing prie§ triusio IgG (#31460, Thermo
Fisher Scientific) arba su krieny peroksidaze konjuguota antrinj antikiing pries
pelés IgG (#31430, Thermo Fisher Scientific). Po inkubacijos membranos
plaunamos TBS/T buferiu purtant 1 karta 15 min ir 2 kartus po 5 min. Prie§
baltymy vaizdinimg membranos nuplaunamos dejonizuotu vandeniu ir
i$dziovinamos.

Baltymai iSrySkinami membranas drékinant Pierce™ ECL Western Blotting
Substrate (Thermo Fisher Scientific) chemiliuminescenciniu miSiniu apie 1 min
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ir jas eksponuojant ant fotojuostos Medical X-ray Film General Purpose Blue

(Kodak). Baltymo juostelés intensyvumas jvertinamas ImageJ 1.52a programa.

8-as priedas. Moksliniame darbe naudoti pirminiai antikiinai

Antll‘(u.no Gﬂmlnto!as, Befiaiities Epitopas Pag.al gamlntf::uq
pavadinimas numeris aptinkamas ties
. Bethyl, L.
anti-MED13L A302-420A-3 Triusis 550-600 a.r. 268 kDa
. ThermoFisher, .
anti-NAA15 PA5-84025 Triusis 730-750 a.r. 95-130 kDa
. SigmaAldrich, .
anti-WRN W0393-200UL Pelé 1074-1432 a.r. 160-250 kDa
) EMD Milipore, e -
anti-DYNC1H1 ABT266 Triusis 2557-2739 a.r. 500 kDa
anti-GM130 | [nvitrogen, Triusis 69-157 a.r ~140 kDa
703794 o
. Invitrogen, I
anti-KIFC1 MA5-42583 Triusis 1-100 a.r. 75 kDa

9-as priedas. Naudotos duomeny bazés ir bioinformatiniai jrankiai

Pavadinimas

NCBI

ENSEMBL

UCSC Genome Browser
GeneCards®

GTExPortal

OMIM®

UniProt

Orphanet

St. Jude Cloud ProteinPaint
Varsome

Franklin

DECIPHER

NCBI Primer-BLAST
gnomAD (v.2.1.1irv.4.1.0)
1000 Genomes Project
MutationTaster

spliceAl

Human Splicing Finder v.3.1

Nuoroda

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ensembl.org/index.html
https://genome.ucsc.edu/
https://www.genecards.org/
https://www.gtexportal.org/home/
https://omim.org/

https://www.uniprot.org/
https://www.orpha.net/
https://viz.stjude.cloud/tools/proteinpaint
https://varsome.com/
https://franklin.genoox.com/clinical-db/home
https://www.deciphergenomics.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.internationalgenome.org/
https://www.mutationtaster.org/
https://spliceailookup.broadinstitute.org/
http://www.umd.be/HSF3/
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9-as priedas (Tesinys). Naudotos duomeny bazés ir bioinformatiniai irankiai

Pavadinimas
EMBOSS Transeq
InterPro
VectorBuilder
Sequence Alignment
HGMD

Clustal Omega

Nuoroda
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/st/emboss_transeq
https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/#table
https://en.vectorbuilder.com/tool/sequence-
alignment.html
https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo
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10-as priedas. Tiriamieji, kuriems atliekama NKS duomeny analizé.

Tiriamojo (probando)
numeris

Tiriami
nariai

Atlikti
molekuliniai
genetiniai tyrimai

Pagrindiniai tiriamojo klinikiniai
poZymiai / jtariamas paveldimas
sutrikimas

Tiriamasis 37
Tiriamasis 38

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Létinis pankreatitas, broliui autizmas,
intelektiné negalia

Tiriamasis 39

Egzomo sekoskaita

Trombocitopenija, leukemija

Tiriamasis 40

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Psichomotorinés raidos atsilikimas,
corpus callosum ir smegenéliy
hipoplazija, priesirdziy pertvaros
defektas, abipusis neurosensorinis
klausos sutrikimas, kalbos sutrikimas,
dismorfinés savybés

Tiriamasis 41
Tiriamasis 42

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Miomos, sesei miomos

Tiriamasis 43
Tiriamasis 44

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Atsilikusi raida, iskrypes stuburas,
asimetriné kriitinés lasta, sgnariy
hipermobilumas, alkiiniy hiperekstenzija,
ploksc¢iapédysté, abipusis
kriptorchizmas, kirk$ninés ir bambiné
i8varzos, hidrocelé, démesio trilkumas,
dismorfinés savybés

Tiriamasis 45

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Aklumas, necukrinis diabetas,
nutukimas, aukStas Gigis, mokymosi
sunkumai, elgesio problemos,
stereotipiniai judesiai



10-as priedas (tesinys). Tiriamieji, kuriems atlickama NKS duomeny analizé.

Tiriamojo (probando) P -
) . Tiriami Seimos nariai
numeris, lytis

Atlikti molekuliniai
genetiniai tyrimai

itariamas paveldimas sutrikimas

Tiriamasis 46

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Akiy hipertelorizmas, jgimta ptozé, mikrotija,
invertuoti speneliai, kriptorchizmas, ranky ir kojy
kampomelija, suplokstéje distaliniai pirsty galai,
trumpas platus, distalinis nykscio pirstakaulis,
trumpi pirmieji kojy pirstai, kojy polidaktilija, odos
sindaktilija, kluby kontraktiiros, misrus klausos
sutrikimas, oligodontija, osteodisplazija

Tiriamasis 47

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Klausos sutrikimas

Tiriamasis 48

Egzomo sekoskaitos
duomeny peranalizavimas

Ehlers-Danlos sindromas

Tiriamasis 49

Egzomo sekoskaitos
duomeny peranalizavimas

Progerija

Tiriamasis 50

Mama, tévas

Genomo sekoskaita

Balintos kavos démés

Tiriamasis 51

Mama tévas, du broliai

Sangerio sekoskaita
(segregacijai)

Rothmund-Thomson sindromas, inksty hipoplazija

Tiriamasis 52

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Ehlers-Danlos sindromas, cistos zastikauliuose

Tiriamasis 53

Dukra

Egzomo sekoskaita
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10-as priedas (tesinys). Tiriamieji, kuriems atliekama NKS duomeny analizg.

Tiriamojo (probando) Tiriami Seimos nariai Atlikti molekuliniai

. e e e . poZymiai / jtariamas paveldimas
numeris genetiniai tyrimai

sutrikimas

Tiriamasis 54

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Tiriamasis 55

Mama, tévas, brolis, sesuo

Egzomo sekoskaita

Sunkus raidos atsilikimas

Tiriamasis 56

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Mikrocefalija, raidos atsilikimas

Tiriamasis 57

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Autizmas, raidos atsilikimas

Tiriamasis 58

Mama, tévas

Genomo sekoskaita

Mielodisplazijos sindromas

Tiriamasis 59

Mama, tévas

Sangerio sekoskaita
(segregacijai)

Tiriamasis 60

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Vaisiaus inksty agenezé

Tiriamasis 61

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Sunkus raidos atsilikimas

Tiriamasis 62

Mama, tévas, sesuo

Genomo sekoskaita

Skeleto displazija, budingi veido pozymiai,
VAN DEN ENDE-GUPTA sindromas

Tiriamasis 63
Tiriamasis 64

Mama, tévas

Genomo sekoskaita

Vidutiné intelektiné negalia

Tiriamasis 65

Mama, tévas

Genomo sekoskaita

Raidos atsilikimas, cholestazé, epilepsija

Tiriamasis 66

Mama, tévas

Egzomo sekoskaita

Raidos atsilikimas, mikrocefalija

Tiriamasis 67 Dukra Egzomo sekoskaitos Proteinurija
duomeny peranalizavimas
Tiriamasis 68 Genomo sekoskaita Porfirija
Tiriamasis 69 Sangerio sekoskaita BTK geno i§samesnis tyrimas
Tiriamasis 70 Dukra Egzomo sekoskaita Inksty ir akiy anomalijos
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

LIST OF ABBREVIATIONS

aCGH — array comparative genome hybridization

ACMG — American College of Medical Genetics and Genomics
AMP — Association of Molecular Pathology

cDNA — copy DNA

cfDNA - cell-free DNA

CGH — comparative genomic hybridization

ClinVar — NCBI database that collects data on the pathogenicity of genome
variants

CNV — copy number variant

ENCODE - Encyclopedia of DNA Elements

gnomAD — Genome Aggregation database

HGMD - The Human Gene Mutation Database

iPSC — induced pluripotent stem cells

IRDiRC — The International Rare Diseases Research Consortium
InRNR - long non-coding RNA

mtDNA — mitochondrial DNA

NCBI — National Center for Biotechnology Information

NGS — next-generation sequencing

NMD - nonsense-mediated mRNA decay

PCR - polymerase chain reaction

PI — propidium iodide

qPCR — quantitative PCR

SNV - single-nucleotide variant

SV — structural variant

VUS - variant of uncertain significance

WES — whole exome sequencing

WGS — whole genome sequencing

X—gal — (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl p-D-galactopyranoside) B
galactosidase substrate



INTRODUCTION

Research study problem and relevance

Rare diseases are a broad group of health disorders characterized by
heterogeneity in several aspects: geographical distribution, disease aetiology, and
the variety and severity of phenotypic features. These diseases typically occur at
an early age, often cause chronic health conditions, and can affect the nervous
system, varying according to the individual's biological characteristics [1, 2]. The
unifying feature for all rare diseases is their low prevalence. In Europe, a rare
disease is defined as a disease that affects fewer than one in 2,000 people of the
general population (Orphanet database). The low prevalence of these diseases is
one of the primary reasons that has hampered the process of understanding these
health conditions, as it has led to fewer and disparate efforts worldwide to
investigate the causes and development of rare disorders, to develop new
therapies and health care strategies, and to facilitate the “diagnostic odyssey” (a
term for describing the long and challenging journey that many rare disease
patients and their families undertake to receive an accurate diagnosis), which can
often take about 5 years of a person‘s life [2]. However, it is estimated that around
30 million people in 48 European countries may currently have a rare disorder
[2]. Thus, from the perspective of both the individual patient and society, rare
diseases are a growing problem and a significant diagnostic challenge for both
the global and Lithuanian healthcare systems, as they require a considerable
amount of financial, time, and human resources. It is also important to emphasize
that the long road to the confirmed diagnosis creates a significant emotional
burden for the patient and their relatives.

Over the past two decades, the development and refinement of molecular
genetics (such as next-generation sequencing (NGS)) and cytogenetics (such as
comparative genomic hybridization (CGH)) technologies have fundamentally
changed the sciences of biology, genetics, and medicine. This has undoubtedly
led to a significant breakthrough in the field of rare diseases: it has stimulated
research into their genetic characterization and attracted more interest not only
from scientists but also from the general public. According to the literature
analyzed during the writing of this dissertation, approximately 72—-80% of rare
disorders are caused by genetic (hereditary) factors [2, 3]. The majority of rare
hereditary diseases are monogenic, i.c., they are determined by single-nucleotide
variants (SNVs) of a specific gene, with minor deletions/insertions or structural
variants (SVs) and copy number variations (CNVs) being less common [4, 5].
According to data from the International Rare Diseases Research Consortium
(IRDiRC), approximately 4,500 genes have already been linked to rare inherited

disorders; however, the impact of most variants identified in these genes on the
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function of the encoded protein and related biological processes has not been
studied. Therefore, a common problem is that when a unique and rare DNA
sequence change is identified, its clinical significance or pathogenicity is
unproven. This process is dynamic and is carried out in accordance with the
guidelines described by the American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG), which are based on bioinformatic analysis, accumulated
knowledge about the genetic diversity of populations and diseases, and various
scientific studies of biological processes [6]. Although NGS, when targeting the
exome or genome, achieves a diagnostic efficiency of 24-50%, approximately
22% of identified variants are classified as variants of uncertain clinical
significance [7-9]. This is most often due to a lack of knowledge about the
functionality of the genetic region, as well as the molecular pathogenesis
mechanism caused by the variant identified in the gene. It is worth emphasizing
that a fundamentally sound molecular diagnosis can only be obtained by
identifying DNA changes that belong to the class of pathogenic variants.
Therefore, even in cases where likely pathogenic or likely benign variants are
identified in known disease genes, additional functional studies aimed at
thoroughly testing the effect of the DNA variant on molecular and biological
processes are relevant and valuable.

Thus, the most advanced molecular genetics and cytogenetics technologies
have enabled large-scale research into the genetic characteristics of rare
hereditary diseases, as well as the refinement of the variants’ classification.
However, sequencing (exome, genome) and bioinformatic analysis of the results
alone do not guarantee a definitive diagnosis. Combining genetic, bioinformatic,
and functional analysis more often results in a confirmed molecular diagnosis,
which is essential for effective genetic counseling. Understanding the
pathogenesis mechanism of a disease not only allows us to confirm or rule out
the diagnosis of a rare congenital disorder, but it is also important from an
epistemological perspective. Research into rare genetic diseases can provide
knowledge and insights into complex molecular processes that are relevant to
more common or multifactorial diseases. A broader and deeper understanding of
the processes underlying the development of rare inherited disorders is crucial
for the development of new biological therapies for treating these pathologies.

Scientific novelty and significance

In this study, compared to similar scientific research in Lithuania, not only
CGH, gene group, and exome sequencing or exome data reanalysis were used to
determine the origin of suspected rare hereditary diseases, but also genome
sequencing was performed for some of the affected individuals. The sequencing

strategies employed enabled the identification of previously undescribed CNVs,
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SVs, and SNVs in known disease genes. For CNV, SV, and SNV that had not
been described in scientific literature and were potentially pathogenic or of
uncertain clinical significance, the quantitative PCR method was employed,
along with transcriptome sequencing, which is not widely used in the field of rare
genetic diseases in Lithuania. These studies enabled a broader analysis of
molecular processes and an investigation of pathogenesis mechanisms that are
rarely described in the literature, which were determined by DNA changes in
specific genes identified in this work. Different functional research strategies
were used in the analysis of DNA sequence changes, employing methods that
allow the study of various molecular processes in cells (confocal microscopy,
flow cytometry, immunoblotting, gene expression reduction using siRNA) — to
our knowledge, this has not been previously applied in the field of rare genetic
diseases in Lithuania.

The genotypic, molecular, and/or functional characterization of selected gene
sequence changes in patients with rare hereditary disorders, performed in this
study, contributes to the understanding of the genetic diversity and molecular
biology complexity of these disorders. The scientific research described
demonstrates the potential of functional studies of rare hereditary diseases in
terms of scientific output, which is not yet fully exploited in Lithuania.
Fundamental research into the pathogenesis mechanism underlying a rare
hereditary disease is an ongoing process that can form the basis for new scientific
discoveries, the development of innovative treatment strategies, and targeted
biological therapies. Such a research model can also be adapted for research into
other rare diseases.

The study goal of the dissertation work was to evaluate the pathogenicity of
DNA sequence variants identified in genes associated with rare diseases in
affected individuals by performing bioinformatic, molecular, and/or functional
studies at the levels of RNA, proteins, and cellular processes.

Towards this goal, the following specific tasks have been formulated:

1. To assess the pathogenicity of DNA sequence variants identified by next-
generation sequencing using databases, literature, and in silico analysis,
and to select candidate genes for functional studies.

2. Analyze genomic structural variants and their significance for identifying
candidate genes.

3. Determine the significance of selected DNA sequence variants at the
protein level using bioinformatic and molecular methods.

4. Evaluate the impact of selected DNA sequence variants at the level of

cellular processes by performing molecular and/or functional studies.
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Statements to be defended:

1. The process of selecting candidate genes for functional studies is heavily
influenced by the assessment of the pathogenicity of variants found in the
analyzed disease genes, the novelty of the DNA change, and fundamental
knowledge, along with results from existing functional studies on the gene-
encoded protein and its role in cells.

2. Genomic structural rearrangements and the clinical phenotype of the
subject significantly narrow the search for candidate genes and may
indicate the influence of regulatory genomic elements on the development
of hereditary diseases.

3. Itis recommended to use bioinformatic methods, such as protein structure
modeling tools and conservation analysis algorithms, in addition to
molecular methods for measuring protein quantity and function, since their
combination helps uncover the biological significance of DNA variants
and potential mechanisms of pathogenesis.

4. Molecular and functional studies of DNA variants, including expression
analysis at the RNA and protein levels and in vitro studies of molecular
processes involving altered proteins, offer the opportunity to assess unique
aspects of the cellular pathogenesis mechanisms.

1. METHODS
1.1 Basis of the research study and the study’s participants

The primary research for the dissertation was conducted as part of the
scientific project “Integrative Research into the Genetic Causes of Rare
Hereditary Diseases” funded by the Research Council of Lithuania (acronym
ATGC; S-MIP-21-15; project budget 149,994 EUR; project leader prof. Dr. Eglé
Preiksaitiené). Part of this research was conducted using data from the scientific
project “Identification of the Genetic Architecture of Intellectual Disabilities and
Congenital Anomalies” (acronym INGENES; S-MIP-17-19/LSS-150000-1179;
project budget 99,918 EUR; project leader prof. Dr. Eglé Preiksaitiené). Some of
the INGENES project participants were invited to participate in the ATGC
scientific project for additional or further molecular and/or functional studies. In
addition, a small part of the dissertation research was funded by the Research
Promotion Fund of Vilnius University after winning a competition for funding
ideas from young scientists (project “Genome and transcriptome analysis in the
pathogenesis of rare hereditary diseases”; MSF-JM-2/2020; project budget
9970.24 EUR; project leader PhD student Gunda Petraityté). The research was

conducted at the Department of Human and Medical Genetics, Faculty of
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Medicine, Vilnius University, and the Department of Biochemistry and
Molecular Biology, Faculty of Medicine, Vilnius University. Permission to
conduct the research was obtained from the Vilnius Regional Biomedical
Research Ethics Committee (INGENES No. 158200-17-962-469 and ATGC No.
2021/9-1373-849). The individuals included in the study have signed informed
consent forms to participate in INGENES and ATGC biomedical research.

The participants included in the scientific study meet one main criterion: the
primary participant, the proband, is suspected of having a rare genetic disorder.
Based on this criterion, 70 probands and 125 family members with or without
signs of the rare disease, i.e., if possible, both parents and siblings, were included
in the study, totaling 195 subjects. Unrelated healthy individuals without signs of
rare genetic pathologies (n=22) were included in the study for molecular and
functional testing.

To meet the objectives of the dissertation, various molecular and/or functional
experimental studies were conducted using different methods, which are
described below.

1.2. DNA, cell-free DNA, and RNA purification

Genomic DNA from peripheral blood leukocytes was purified using the
standard phenol-chloroform-isoamyl alcohol method [93]. A NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) was used to determine DNA
concentration and purity.

Cell-free DNA (cfDNA) was purified from the blood plasma of individuals
with the DNMT34 gene variant. The MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation Kit
(Applied Biosystems, USA) was used for purification, following the
manufacturer’s protocol. A NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, USA) was used to determine DNA concentration and purity.

Most of the total RNA from the participants was purified from peripheral
blood samples collected in Tempus™ Blood RNA Tubes (ThermoFisher
Scientific, USA). Purification was performed using the Tempus Spin RNA
Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) according to the manufacturer's
protocol. RNA concentration and purity were determined using a NanoDrop
2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA).

The total RNA from some participants was purified from primary fibroblast
cultures. For RNA purification, 1-3x10° cells were collected. The cells were
collected by washing their monolayer with a 0.02% EDTA solution. Then, the
cells were transferred to a 0.05% trypsin solution, and the collected cells were
centrifuged (7 min, 1000xg, 4°C). The settled cells were washed once with PBS
solution and centrifuged again (7 min, 1000xg, 4°C). Next, RNA purification
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was performed using the RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Germany) according to the
manufacturer's protocol. RNA concentration and purity were determined using a
NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA).

1.3 Synthesis of cDNA

Copy DNA (cDNA) was synthesized from total RNA samples using the High-
Capacity RNA-to-cDNA Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) according to the
manufacturer’s protocol, with the reverse transcription PCR (RT-PCR)
conditions specified therein applied. 500 ng of RNA was used for cDNA
synthesis. The ProFlex PCR System (Thermo Fisher Scientific, USA) or
Mastercycler (Eppendorf, Germany) thermocycler heating blocks were used to
perform RT-PCR.

1.4 Fibroblast culture cultivation and cryopreservation

The primary fibroblasts of the participants were obtained from skin biopsies.
These cells were cultivated to form a monolayer in DMEM medium with 10%
FBS (Fetal Bovine Serum; Gibco, UK), with the addition of 0.4% amphotericin
B (Gibco, UK), or in AmnioMAX C-100 medium with 14.2% AmnioMAX C-
100 medium supplement (Gibco, UK), with the addition of 0.4% amphotericin
B. Cultured at 37°C, 5% COz, and 95% humidity. Cells were passaged two or
three times per week when the culture reached 90-100% confluence. For transfer,
the cells were first washed with a 0.02% EDTA solution, then transferred to a
0.05% trypsin solution, and diluted in a 1:2 ratio.

For long-term storage of fibroblasts in liquid nitrogen, a freezing medium
consisting of 90% FBS and 10% DMSO (Dimethyl Sulfoxide; OriGen
Biomedical, USA). Cells are frozen in 1 mL of freezing medium and stored in
cryotubes (Thermo Fisher Scientific, USA).

1.5 PCR

PCR primers were designed using the publicly available Primer-BLAST tool
[94]. The pairs of primers used to amplify DNA and cDNA fragments are listed
in Appendix 2.

DNA and cDNA fragments were amplified using the PCR method with the
2x Phusion Flash High-Fidelity PCR MasterMix (Thermo Fisher Scientific,
USA). The reaction mixture also included deionized water, primer pair, and
DNA/cDNA sample. The PCR mixture was, in most cases, prepared according
to the manufacturer’s protocol; in some cases, the composition of the mix was
optimized (changes are listed in Appendix 3). PCR conditions were set according
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to the manufacturer’s recommendations for the polymerase, with some
optimizations made in certain cases (changes are indicated in Appendix 4). A
ProFlex PCR System thermal cycler heating block (Thermo Fisher Scientific,
USA) was used to perform the PCR.

Electrophoresis was used to evaluate the length, quantity, and specificity of
the PCR products. A 1.5% agarose Top Vision Agarose (Thermo Fisher
Scientific, USA) gel with 10 mg/ml ethidium bromide (EtBr) (Roth, Germany;
2-3 ul EtBr per 100 ml agarose gel), 3x loading dye DNA LoadingDye (Thermo
Fisher Scientific, USA), and DNA molecular weight and size standard 100 bp
GeneRuler (Thermo Fisher Scientific, USA). Electrophoresis was performed in
an EC 105 horizontal electrophoresis system (E-C Apparatus Corporation, USA).
The gel was visualized in a UV transilluminator (E.A.S.Y. 442K, Herolab,
Germany) and photographed using the EasyWin 32 gel analysis software
(Herolab, Germany).

1.6 Purification of PCR products from agarose gel

PCR products were purified from agarose gel in the case of the DYNCIH]I
gene study using the GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) according to the manufacturer's protocol and in accordance with the
specified safety recommendations.

1.7 Sanger sequencing

The preparation of PCR products for sequencing is described in detail in
Appendix 5. Sanger sequencing was performed using the BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) according to the
manufacturer’s protocol. Capillary electrophoresis was performed using the ABI
PRISM® 3130xl Genetic Analyzer (Hitachi, USA). The electropherograms were
analyzed using the Sequence Analysis v.5.1 program (Thermo Fisher Scientific,
USA), and the resulting electropherograms were visualized and analyzed using
the Chromas v.2.4.4 program (Technelysium Pty Ltd). The ExPASy LALIGN
[95] bioinformatic tool was used to compare the obtained sequences with
reference gene sequences.

1.8 Quantitative PCR

Commercial oligonucleotide hydrolysis probes, TagMan™ (Thermo Fisher
Scientific, USA), were used to perform the quantitative PCR (qPCR) method. A
list of probes used for specific and housekeeping genes is provided in Appendix
6. A TagMan™ Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, USA) was
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used for the qPCR mixture. The reaction mixture was prepared, and the reaction
conditions were set according to the manufacturer's protocol. The StepOne™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™, USA) was used to perform
qPCR. The same instrument’s software was used for qPCR data analysis.
Differences in gene expression were determined using the standard AACt
calculation method. qPCR results were presented as fold changes in gene
expression, normalized to the housekeeping gene GAPDH (or ACTB) and
compared to the expression of the gene of interest in cells from healthy control
individuals.

The efficiency of CFLIP/CFLAR gene expression reduction was verified
using the qPCR method with Maxima SYBR Green/ROX qPCR MasterMix (2X)
(Thermo Fisher Scientific, JAV) reagent according to the manufacturer’s
recommendations and protocol. The forward and reverse primers used in this
reaction are presented in Appendix 2. JPCR results were normalized according
to the housekeeping gene HPRT.

1.9 Next-generation sequencing

The genomic DNA samples of the participants were sent to the sequencing
service provider Novogene for human exome and/or genome NGS. The Illumina
NovaSeq 6000 platform was used for exome sequencing, performing paired-end
sequencing of 150 bp fragments with 50x sequencing coverage. Genome
sequencing was also performed using the Illumina NovaSeq 6000, which
performed paired-end sequencing of 150 bp fragments with 30x sequencing
coverage. The RNA samples from the participants were sent to the same
sequencing service provider for transcriptome sequencing (target mRNA). The
[llumina NovaSeq 6000 was also used for transcriptome sequencing, performing
paired-end sequencing of 150 bp fragments, which generated> 20 million paired
reads per RNA sample.

1.10 Western blot analysis

Protein quantification was performed by Western blot according to Ausubel
et al. (2003) [96]. The exact protocol used in the study is provided in Appendix
7. A list of primary antibodies used in the analysis is provided in Appendix 8.
Proteins on the transferred membrane were detected using a secondary antibody
conjugated with horseradish peroxidase against rabbit IgG (Thermo Fisher
Scientific, USA) or against mouse IgG (Thermo Fisher Scientific, USA).
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1.11 Cell transfection with small interfering RNAs

Small interfering RNAs (siRNAs) were used to suppress gene expression
temporarily. To evaluate the transfection efficiency of these molecules using the
gPCR method, cells were seeded in a 6-well plate at a density of 1x10° cells/ml,
and for microscopic observation, they were seeded into a 24-well plate at a
density of 4x10*cells/ml, corresponding to the volume of one well of an 8-well
microscopy plate. Cells for the experiment were cultured in a medium without
amphotericin B.

Lipofectamine™ RNAiIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher
Scientific, USA) was used for transfection. Transfection was performed
according to the manufacturer’s protocol. To temporarily suppress KIFCI
protein-encoding gene expression in the cells, a siRNA specific for the KIFC1
transcript (s7907; Thermo Fisher Scientific, USA) was used. To temporarily
suppress the KIFC3 protein-encoding gene expression in the cells, a siRNA
specific for the KIFC3 transcript (s7843; Thermo Fisher Scientific, USA) was
used. In both cases, siRNA (#4404021; Thermo Fisher Scientific), which is not
specific to any human transcript, was used for comparison.

1.12 Cell transfection with plasmids

For cell transfection with plasmids, HEK293T/17 (ATCC) cells were seeded
into 24-well plates (Biolite 24-well Multidish, Thermo Scientific) at a density of
80,000 cells/ml the day before transfection. The reagent Lipofectamine® 3000
(Thermo Fisher Scientific) was used for transfection according to the
manufacturer’s recommendations and  protocol. The plasmid
pIRES EGFP_GA KCNEI (Addgene, # 173160) encoding the KCNEI protein
and the plasmid pIRES(A7Mut) CyOFP1 KCNQI (Addgene, #173162)
encoding the KCNQI1 protein, donated by Al George, were transfected in
different combinations (KCNQ1 WT; KCNQ1 MUT; KCNQ1 WT+KCNEI;
KCNQ1 MUT+KCNE1) while maintaining the plasmid DNA concentration
recommended by the transfection reagent manufacturer. After transfection, the
cells were incubated (37°C, 5% CO2) for 24-48 hours. Electrophysiological
measurements were then performed.

1.13 Flow cytometry

For cytometry, cells were cultured in 12-well plates at a density of 40,000
cells/mL. For analysis by cytometer, the medium, along with the cells, was
collected in a test tube. The cells were washed once with PBS buffer solution.
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The cell suspension was centrifuged at 1000 rpm for 7 min at 4 °C. The
supernatant was removed, and the remaining cells were stained with the Tali™
Apoptosis Kit - Annexin V Alexa Fluor™ 488 & Propidium lodide (Thermo
Fisher Scientific, USA) reagent according to the manufacturer’s protocol and
recommendations. Fluorescence was measured in at least 900 cells using a BDA
FACSymphony™ A1 Cell Analyzer (BD Biosciences) flow cytometer and BD
FACSDiva™ software. Data were analyzed using Flowing Software 2.5.1. Cells
were classified into the following groups: annexin V and propidium iodide (PI)
positive, annexin V positive and PI negative, annexin V negative and PI positive,
and annexin V and PI negative. Among the samples, dying cells that fall into the
annexin V positive and PI-negative cell group were evaluated.

1.14 Senescence of fibroblasts analysis

To determine fibroblasts’ senescence, cells were seeded in 60 mm diameter
dishes at a density of 5x10° cells/ml. The Senescence Cells Histochemical
Staining Kit (Sigma-Aldrich, USA) was used to determine senescence. The study
was conducted in accordance with the manufacturer’s protocol and
recommendations. After the specified incubation period, the cells were examined
under an inverted microscope (Olympus CKX41, using a 10x objective lens, NA
0.25), photographing at least 10 random locations in a single culture dish.

1.15 Immunofluorescence microscopy

The Golgi complex was visualized using confocal microscopy after exposure
of fibroblasts to nocodazole. Cells were seeded into 8-well plates (C8-1-N,
Cellvis, Germany) at a density of 3x10° cells/ml. Twenty-four hours after
seeding, the cells were treated with a 5 pg/ml concentration of nocodazole
solution (Fisher Scientific, Germany). Cell cultures at different time points of
nocodazole exposure were fixed with a 4% formaldehyde solution for 20 min,
then washed three times for 5 min with PBS solution. The cell membranes were
permeabilized by incubating them for 15 min with a 0.1% Triton X-100 solution,
followed by three 5-minute washes with PBS solution. A blocking solution (2%
BSA solution in PBS) was applied to the fixed and permeabilized cells and
incubated for 60 min. The cells were then incubated overnight at 4°C with a
blocking solution diluted (1:200) with primary antibody against DYNCI1HI1 or
GM130 protein. After removing the primary antibody solution, the cells were
washed three times for 5 min with PBS solution. After washing, the cells were
incubated for one hour in the dark in blocking solution containing a 1:200 dilution
of Alexa Fluor® 647-conjugated secondary antibody against rabbit [gG (A21244;
Invitrogen, USA). After removing the secondary antibody solution, the cells were
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washed three times for 5 min with PBS solution and then incubated for 15 min with DAPI
dye diluted 1:1000 in PBS solution. After incubation, the cells were washed three times
for 5 min with PBS solution. DYNC1HI and GM130 immunofluorescence were
recorded, and GM 130 localization was evaluated using a Leica SP8 confocal microscope
with a 63x objective lens and a numerical aperture (NA) of 1.4, at an excitation
wavelength (Aex) of 604-644 nm and an emission wavelength (Aem) of 672—712 nm. In
the case of FAS receptor activation, apoptosis was evaluated using an inverted
fluorescence microscope Olympus [X-81 with a 40x objective, NA 0.9, Aex = 480 nm,
dem = 530 nm, and equipped with a Hamamatsu ORCA-FLASH 4.0LT camera.
Microscopy images were analyzed and evaluated using the Fiji 2.15.0 software [97].

1.16 Electrophysiological measurements of cells using the patch-clamp
method

Electrophysiological measurements using the patch-clamp method were
performed 24-48 hours after transfection. Cells cultured on glass slides were
transferred to the Nikon FN-S2N microscope, equipped with a recording camera
(using a 40x objective, NA 0.80), which was used to select fluorescent cells.

Electrical currents were recorded at room temperature using a Multiclamp 700B
(Molecular Devices) amplifier controlled by pCLAMP 10.5 (Molecular Devices)
software. Recording microelectrodes (“patch”) were pulled from borosilicate glass
capillaries using a Flaming/Brown micropipette (P-1000; Sutter Instrument Co.) with
aresistance of 2-4 MQ and filled with a special cell solution (mM): 140 KCI, 1 Naz-
ATP, 2 EGTA, 10 HEPES, 0.1 CaCl., 1 MgCl,, and 10 glucose, pH 7.4. The
extracellular solution consisted of the following (mM): 140 NaCl, 4 KCl, 2 CaCly, 1
MgClz, 10 HEPES, and 10 glucose, at pH 7.4.

The cell membrane current was recorded from a membrane potential of —80
mV to a depolarization potential of +30 mV, then in 2-second increments of 20
mV (up to +60 mV). The values obtained were calculated by normalizing the
recorded currents according to cell capacitance (pA/pF).

1.17 Bioinformatic analysis

Bioinformatic analysis involves preparing primary exome, genome, and
transcriptome data for interpretation and evaluation. This process also includes
an initial assessment of the pathogenicity and impact of variants at both the RNA
and protein levels, using in silico analysis. The databases and bioinformatics
tools employed in the dissertation are listed in Appendix 9.

The primary exome and genome data were aligned to the human genome
reference sequence provided in the UCSC (hg38) database using the BWA
(Burrows-Wheeler Aligner) program [98]. The GATK [99] tool was used for the

150



NGS data analysis algorithm. The ANNOVAR v.2018Apr16 [100] and VarAFT
v.2.16 [101] tools were used to annotate the identified variants.

The raw transcriptomic data were evaluated using FastQC v0.11.9 [102], and
low-quality bases and adapter sequences were trimmed using Trimmomatic
v0.39 [103]. The cleaned sequences were aligned to the human genome
(GRCh38, Ensembl version 111) using STAR v2.7.11a [104]. Gene-level count
calculations were performed using featureCounts v2.0.6 [105]. Differential gene
expression analysis was performed using DESeq2 v1.42.0 [106]. In this analysis,
proband 1 (P1) and proband 2 (P2) were compared with age-matched male
controls (K), and the mother (M) was compared with age-matched female
controls (K). Log2 expression change correction was performed using the
IfcShrink function with the apeglm option in the DESeq2 tool. Altered gene
expression was determined using the following threshold: FDR-corrected p-
value < 0.1 and expression change > 1.5. Gene ontology (GO) term enrichment
analysis was performed using clusterProfiler v4.10.1 [107]. All differentially
expressed genes were included in the GO analysis. GO term enrichment analysis
was performed using the enrichGO function in the clusterProfiler package. The
parameters were configured to include all three main GO ontologies: biological
process, cell component, and molecular function, specifying "ont ='ALL". The
"pAdjustMethod" method was set to the Benjamini-Hochberg method. The
"orgDb" parameter was set to "org.Hs.eg.db" to match the human gene ID
ontology vocabulary. Other parameters were set to default values. GO terms were
considered significant with a "pvalueCutoff" of less than 0.05. All statistical
analyses were performed using R version 4.3.2.

1.18 Statistical data analysis

Experimental data were processed, and some graphs were plotted using
SigmaPlot 14.0 (Systat Software), while others were plotted using MS Office
Excel. The data presented in the graphs were obtained from 2-3 independent
biological experiments. At least two technical replicates were used to evaluate
relative gene expression in each experiment. The normal distribution of the data
was checked using the Shapiro-Wilk normality test. If the data were normally
distributed, parametric statistics were used — specifically, the t-test or the
Kruskal-Wallis test — to compare differences. If the data were not normally
distributed, non-parametric statistics were used — the Mann-Whitney U test. Gene
expression, microscopy images, flow cytometry, and electrophysiological
measurement data were considered statistically significant when the p-value <
0.05.
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2. RESULTS AND THEIR DISCUSSION

To identify genomic changes and, when possible, evaluate how these changes
manifest at the molecular and/or functional level of cellular processes, it is crucial
to plan the research strategy carefully, choose the most effective methods given
the conditions, and consider potential research risks. The primary tasks of the
experimental study presented in this work involve assessing whether the
functional research objectives can be achieved in the fibroblast culture under
investigation, as not all genes (or proteins) are expressed in these cells. It is also
important to remember that the cellular process being studied and its regulation
may vary between cell types (e.g., fibroblasts and nerve cells). Additionally, the
individual genomic, epigenomic, and metabolomic characteristics of subjects
influence the biological variation observed in quantitative (or qualitative) studies
of patient and control cells. As a result, control subjects are selected based on sex
and age. These specific conditions for functional studies influence both the
choice of methods and the complexity and sophistication of their execution.

The aim of this study is to evaluate the pathogenicity of DNA sequence
variants identified in genes associated with rare diseases in research participants,
as well as their significance at the RNA, protein, and cellular process levels,
through bioinformatic, molecular, and/or functional studies. First, likely
pathogenic or pathogenic DNA sequence variants identified by NGS and Sanger
sequencing, selected through detailed database, literature, and in silico analysis,
were selected for further molecular and/or functional studies. Next, we describe
CNV in the genome and candidate genes that may be related to the development
of clinical symptoms. Finally, molecular and/or functional studies were
conducted to assess the significance of the selected SNVs and small deletions in
cellular processes and to investigate the potential mechanisms of pathogenesis.

2.1 Description of the research study participants and the selected candidate
genes for experimental studies

During the research study, 70 participants (probands) were included. Of these,
36 (and, in some cases, their family members) underwent molecular, cytogenetic,
and/or NGS testing to determine the genetic cause of the suspected rare
hereditary condition. The project on which this research and data analysis are
based is ongoing. Therefore, during and after the writing of the dissertation, NGS
data analysis will be performed for the other 34 participants included in the study
(their data are presented in Appendix 10).

Of the 36 individuals mentioned above, 64% (23/36) are male and 36%
(13/36) are female (see Figure 2.1). Twenty (55% of subjects) were found to have
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variants of uncertain significance, likely pathogenic, pathogenic SNVs, or small
deletions/insertions in known disease genes (see Table 2.1 and Table 2.3). DNA
changes were detected by Sanger sequencing in 2 participants (2/20), by gene
panels in 2 participants (2/20), and by exome sequencing in the remaining
individuals (16/20). DNA changes were detected in heterozygous, homozygous,
and compound heterozygous states. SNVs account for 43,5% of all detected
variants (10/23), splice site variants — 26% (6/23), and small deletions/insertions
—30,5% (7/23) (see Figure 2.1).

Six participants (17%) were found to have CNVs (see Tables 2.2 and 2.3),
which determined their clinical phenotype. CNVs were detected in four
individuals (4/6) using the SNP-CGH method, in one proband (1/6) using the
aCGH method, and in 1 participant (1/6) using genome sequencing. In total,
seven different CNVs were identified: two cases of duplication (2/7), four cases
of deletion (4/7), and one case of chromothripsis (1/7) (see Figure 2.1). The latter
is described in more detail in section 3.2.

After analyzing the exome sequencing data, no clinically significant DNA
changes that could be the cause of the rare genetic phenotype were identified in
10 subjects (see Table 2.4 and Figure 2.1).

Of the 36 participants, additional molecular and/or functional studies were
conducted during the dissertation on seven individuals with DNA changes in
known disease genes that had not been previously described in the literature (see
Table 3.3). The DNA variants in the DYNCIHI, FAS, DNMT3A, and KCNQI
genes that have been investigated through molecular and/or functional studies are
described in more detail in section 3.3.
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Figure 2.1. DNA variants identified and analyzed in the participants of the dissertation research. A total of 36 DNA samples from
participants were studied during the dissertation research. Twenty-three SNV or small indels and six CNVs were identified. No
DNA changes were identified in the remaining individuals using molecular genetics analysis methods.
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Table 2.1. Study individuals with DNA SNVs that cause a rare inherited disease.

Main clinical

Subject's Analyzed Method of Additional features of the
(proband‘s) . . . . . molecular .
family variant Gene Genotype, identified variant subject/rare
code, . . . tests . .
members identification inherited
sex performed .
disorder
IN17-39-P, Mother, Sanger PDE4D Heterozygous - Acrodysostosis
male father sequencing MIM#600129 NM 001104631.2:¢.581G > C (MIM#614613)
IN17-03-P1, Mother, Exome SLC27A44 Hemizygous Sanger Ichtiosis
female father sequencing MIM#604194 NM_005094.3:¢.1528C>T sequencing  (MIM#608649),
hearing
impairment, and
visual impairment
IN17-09-P1, Mother, Gene panel MASTI Heterozygous Sanger Psychomotor
male father NGS, exome MIM#612256 NM_014975:¢c.1549G>A sequencing  developmental
sequencing delay,
ventriculomegaly,
Dandy-Walker
anomaly
IN17-19-P1, Brother Sanger SLC6A8 Hemizygous - Intellectual
male sequencing MIM#300036 NM :c.1248C>A disability
IN17-15-P1, Mother, Exome CHD7 Heterozygous Sanger CHARGE
female father sequencing MIM#608892 NC _000008.11(NM_017780.4):¢c.5535- Sequencing  syndrome
1G>A (DNA, (MIM#214800)
cDNA)
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Table 2.1 (continuation). Study individuals with DNA SNVs that cause a rare inherited disease.

Main clinical

. 3 o0
Subject ‘s Analyzed Method of Additional features of the
(proband‘s) . . . . . molecular .
family variant Gene Genotype, identified variant subject/rare
code, . . . tests . .
members identification P d inherited
Sex performe disorder
IN17-22-P1, Mother, Exome GLI3 Heterozygous Sanger Greig
female father, sequencing MIM#165240 NC_000007.14(NM_000168.6):c.47 sequencing cephalopolysynda
grandmoth 3+3A>T (DNA, cDNA)  ctyly syndrome
er (MIM#175700)
IN17-37-P, Mother, Exome ARIDIB Heterozygous Sanger Coffin-Siris
female father sequencing MIM#614556 NC 000006.12(NM_020732.3):c.50 sequencing syndrome (type 1;
25+2T>C (DNA, cDNA)  MIM#135900)
IN17-47-P,  Mother, Gene panel CAPN3 Compound heterozygous Sangerio Muscular
male father NGS MIM#114240 NM_000070.2:¢.598 612delTTCT  sekoskaita dystrophy of the
GGAGTGCTCTG limbs and lower
NC_000015.10(NM_000070.2):¢c.17 back (type 1;
46-20C>G MIM#253600)
IN17-48-P, Mother, Gene panel TGFBR2 Heterozygous Sanger Loeys-Dietz
male father NGS MIM#190182 NC_000003.12(NM_001024847.2):  sequencing, syndrome (type 2;
c.1600-2A>G gqPCR MIM#610168)
IN17-54-P,  Mother, Exome PCCA Compound heterozygous Sanger Propionic
female father sequencing MIM#232000 NG _008768.1(NM_000282.4):c.30  sequencing acidemia
0+2dup (DNA, cDNA)  (MIM# 606054)

NG_008768.1(NM_000282.4):c.(17
46+1_1747-1)_(1845+1_1846-1)del
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Table 2.1 (continuation). Study individuals with DNA SNVs that cause a rare inherited disease.

Main clinical

: 3
Subject ‘S Analyzed Method of . . Additional features of the
(proband‘s) . . Genotype, identified .
family variant Gene . molecular tests subject/rare
code, . . . variant . .
members identification performed inherited
sex .
disorder
IN17-44-P, Mother, Exome POMK Homozygous Sanger Distroglycanopathy
male father sequencing MIM#615247 NM 032237.5:¢c.136C>T sequencing with brain
abnormalities
(MIM# 615249)
IN17-55-P, - Exome PHF21A4 Heterozygous Sanger Intellectual
male sequencing MIM#608325 NM 016621.3:¢.959 967delin  sequencing disability,
sTTACA behavioral
disorders
(MIM# 618725)
ATGC21-1-P, Mother, Exome NAAILS Heterozygous Sanger Intellectual
male father sequencing MIM#608000 NM 057175.5:¢.382C>T sequencing, disability, skeletal
analysis by abnormalities
Western blot (MIM#617787)
ATGC21-35-P, Mother, Exome PIGN Compound heterozygous Sanger Congenital
male father, sequencing MIM#606097 NM 176787.5:c.1247 1251de  sequencing anomalies,
sister 1 hypotonia

NM _176787.5:¢c.1942G>T
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Table 2.2. Study individuals with identified DNA variants — CNVs, causing a rare hereditary disorder.

Y, e
(])Sr:ll))J:;:l ‘ss) Analyzed CNV molt 3131:;0;1[?:1 lor Main clinical features
family identification CNV . of the subject/rare
code, functional tests . . .
members method inherited disorder
sex performed
IN17-05-P1, - Array CGH arr[hg19] 13q31.3(91,166,748- Exome sequencing, Intellectual disability, tall
female 92,010,901)x3 gPCR stature, skeletal
abnormalities, congenital
heart defect
IN17-20-P1, Mother, SNP-CGH arr[hg19] 4q13.3(72,647,749— FISH Intellectual disability,
female father, two 74,208,199)x1 skeletal abnormalities,
sisters congenital heart defect
IN17-21-P1, Mother, SNP-CGH arr[hg19] - Psychomotor
male father, brother 1921.1921.2(146,476,526- developmental delay,
147,820,342)x3,4q12(53,531,672- cryptorchidism,
56,238,263)x1 piebaldism
IN17-26-P1, - SNP-CGH arr[hg19] - Psychomotor
female 16p13.11p12.3 (15,493,046- developmental delay,

18,069,465)x1
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Table 2.2 (continuation). Study individuals with identified DNA variants — CNVs, causing a rare hereditary disorder.

Subject‘s Analyzed family CNV CNV Additional molecular Main clinical
(proband‘s) members identification and/or functional features of the
code, method tests performed subject/rare
sex inherited disorder
IN17-28-P1, - VNP-LGH arr[hg19] Sanger sequencing MEDI13L
male 12924.21(116,523,305- (cDNA), qPCR, haploinsufficiency
116,621,185)x1 CRISPR-Cas9 editing, syndrome
analysis by Western (MIM#616789)
blot, transcriptome
sequencing
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Table 2.3. Study individuals with DNA variants selected for additional molecular and/or functional studies.

Main clinical

Subject's Analyzed Method of . . Additional features of the
(proband‘s) . . Genotype, identified molecular and/or .
family variant Gene(s) . . subject/rare
code, . . . variant/CNV functional tests R .
members identification inherited
sex performed .
disorder
ATGC21-34-P, - Genome - Chromothripsis Conventional Intellectual
male sequencing karyotyping, FISH, disability, epilepsy,
transcriptome visual impairment,
sequencing tall stature, skeletal
abnormalities
ATGC21-3-P, Mother, Exome DYNCIHI Heterozygous Sanger sequencing  Intellectual
male father, sequencing MIM#600112  NC_000014.9(NM_00137  (DNA, cDNA), disability and
brother 6.5):¢.6405+1G>C gqPCR, suppression  changes in the
of expression using  cerebral cortex
siRNA,
fluorescence
microscopy,
analysis by
Western blot
ATGC214-P, Mother, Exome RLIM Hemizygous Sanger sequencing, Tonne-Kalscheuer
male father sequencing MIM#300379 NM 016120.4:c.1721T>A  protein structure syndrome
modeling, X (MIM#300978)
chromosome
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Table 2.3 (continuation). Study individuals with DNA variants selected for additional molecular and/or functional studies.

Main clinical

ject® Additional
Subjec ‘s Analyzed Method of . . dditiona features of the
(proband‘s) . . Genotype, identified molecular and/or .
family variant Gene(s) . . subject/rare
code, . . . variant/CNV functional tests ] .
members identification inherited
sex performed .
disorder
ATGC21-12-P1, Mother, Exome DNMT3A Heterozygous Sanger sequencing Tatton-Brown-
male father, sequencing MIM#602769 NM 022552.4:¢.2324C>A (DNA, cDNA), Rahmane
brother protein structure syndrome
modeling, (MIM#615879)
transcriptome
sequencing
ATGC21-15-P, - Exome WRN Homozygous Cell senescence Werner
male sequencing MIM#604611 NM _000553.6:c.1578del study, analysis by syndrome
Western blot (MIM#277700)
ATGC21-18-P, Mother, Exome FAS Heterozygous Sanger sequencing Autoimmune
female father sequencing MIM#134637 NC_000010.11(NM_00004 (DNA, cDNA) lymphoproliferat
3.6):c.16_30+1del ive syndrome
(type 1A;
MIM#601859)
ATGC21-19-P, Mother, Exome KCNQI Heterozygous Cell transfection, Long QT
male father sequencing MIM#607542 NM_000218.3:¢c.1111G>C electrophysiological  syndrome
measurements (MIM#192500)
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Table 2.4. Study individuals with no DNA variants identified that could potentially cause a suspected rare inherited disorder,
following cytogenetic, NGS, and/or other molecular testing.

Subject‘s Analyzed Cytogenetic and Gene Molecular Main clinical features of the
(proband‘s) family molecular studies candidates diagnosis subject/rare inherited disorder
code, members performed
Sex
IN17-01-P1, - SNP-CGH, Sanger HYLSI No clinically Intrauterine growth restriction,
female sequencing POMK significant DNA congenital anomalies of the central
variants identified structures of the brain
IN17-04-P1, - SNP-CGH, Sanger - No clinically Hypotonia, delayed motor
male sequencing significant DNA development, ventricular septal
variants identified defect, patent ductus arteriosus
IN17-06-P1, Mother, father SNP-CGH, gene NRCAM No clinically Autism
male panel NGS, exome significant DNA
sequencing, Sanger variants identified
sequencing
IN17-07-P1, Mother, father ~Array CGH, FISH, RACI No clinically Psychomotor developmental delay,
male exome sequencing, significant DNA astigmatism
Sanger sequencing variants identified
IN17-08-P1, Mother, father SNP-CGH, exome HERC2 No clinically Microphthalmia of the left eye,
male sequencing significant DNA coloboma, and syndactyly of 3-4
variants identified fingers of the hand
IN17-11-P, Mother, father SNP-CGH, exome - No clinically Specific mixed developmental
female sequencing significant DNA disorder, congenital brain cysts,
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Table 2.4 (continuation). Study individuals with no DNA variants identified that could potentially cause a suspected rare inherited
disorder, following cytogenetic, NGS, and/or other molecular testing.

Subject‘s Analyzed Cytogenetic and Gene Molecular diagnosis Main clinical features of
(proband‘s) code, family molecular studies  candidates the subject/rare inherited
sex members performed disorder
IN17-14-P1, Mother, Exome sequencing, ANKRDI1 No clinically significant Delayed psychomotor
male father Sanger sequencing DNA variants identified development, vascular cysts,
moderate ventriculomegaly,
ptosis
IN17-30-P, Mother, SNP-CGH, gene RIPK4 No clinically significant Congenital heart defect,
male father panel NGS, exome DNA variants identified anorectal atresia, horseshoe
sequencing, Sanger kidney, visual impairment,
sequencing, qPGR microcephaly, thumb aplasia
IN17-40-P, Mother, SNP-CGH, exome TENM1 No clinically significant Severe intellectual disability
male father, sister sequencing, Sanger DNA variants identified
sequencing
IN17-42-P, Mother, SNP-CGH, exome BLM, No clinically significant Aplastic anemia
female father sequencing, Sanger FANCD2 DNA variants identified

sequencing
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3.2. Characterization of the chromothripsis and analysis of its effect on gene
expression

This research study analyzed the DNA of a unique individual (ATGC21-34—
P, see Table 2.3) diagnosed with intellectual disability, epilepsy, ataxia, tremor,
scoliosis, arachnodactyly, strabismus, hyperopia, and tall stature. Due to
suspicion of a rare hereditary disorder, a conventional karyotype analysis was
performed, which revealed a de novo balanced translocation between the short
arms of chromosomes 2 and 12 (t(2;12)(p16.2;p12.2)). A aCGH test confirmed
that the translocation was balanced. To determine whether any genes were
interrupted in the translocation region, a FISH test was performed. The NRXN1
(MIM#600565) gene, located on the second chromosome near the breakpoints
identified by cytogenetic testing, remained unchanged. It was decided to refine
the breakpoints of the chromosomal change by performing whole genome
sequencing of the proband’s DNA sample, purified from a peripheral blood
sample. This method revealed a complex and rare chromosomal rearrangement
called chromothripsis. Two breakpoints were identified on the short arm of
chromosome 2, separated by ~276 kb. Six breakpoints were identified on a ~4.11
Mb fragment of the short arm of chromosome 12. The scheme of rearrangement
of fragments formed during chromothripsis, which includes translocations,
inversions, and insertions, is shown in Figure 3.2.1. No genetic information was
lost during the rearrangements — the alteration is balanced. The fragment of the
short arm of chromosome 2 and the nearest sequences around the breakpoints do
not contain any genes. However, the following gene sequences are located in the
rearrangement region of the short arm of chromosome 12: LMO3, SKPIP2,
LINC02378, RERGL, PIK3C2G, PLCZ1, PLEKHAS, AEBP2, LINC02398. The
breakpoints in this chromosome interrupt only two genes: the first breakpoint is
located in the MGSTI gene, and the last one is in the PDE3A (MIM#123805)
gene. Only one gene (PDE3A) in the OMIM database is known to be a disease-
causing gene. The other seven encode proteins but are not associated with known
disorders, and two (LINC02378, LINC02398) are IncRNA genes whose impact
on pathologies is unknown.
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Figure 3.2.1 Chromothripsis scheme. Chromosomal rearrangements (translocations, insertions, inversions) that occurred
between chromosomes 2 (2 chr) and 12 (12 chr). Three fragments of different lengths (2A—2C) formed in the short arm of
chromosome 2 (2 pter), and seven fragments of different lengths (12A—12G) formed in the short arm of chromosome 12 (12 pter).
No rearrangements were found in the long arms of the chromosomes (2 qter, 12 qter). The gray arrows below the fragments
indicate the 5'—3" direction. The rows der(2) and der(12) show the derivative (altered) chromosomes 2 and 12.
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To evaluate how breakpoints and fragments formed during rearrangements
that caused chromothripsis influence gene expression within and outside the
region, since regulatory genomic elements are also likely located in the region,
the transcriptome sequencing of the proband’s RNA sample (purified from a
peripheral blood sample) was performed. It was determined that the expression
levels of 42 genes in the proband’s sample exhibited statistically significant
differences when compared to three samples from healthy control subjects of
comparable age (see Figure 3.2.2). The downregulated group includes 22 genes,
while the upregulated group includes 20 genes. Of the 42 genes, 30 encode
proteins, 11 are non-disease-related IncRNA genes, and one transcript is
designated as a new protein gene (see Figure 3.2.2, ENSG00000285816). Of the
protein-coding genes, nine are associated with diseases in the OMIM database:
NUP210L, PRDM5, NTNG2, RNF213, CFD, DYSF, CSF2RB, NADK?2,
SERPINAI. The expression of the NUP2I0L gene is increased, while the
expression of all other listed genes is decreased in the proband’s RNA sample
(see Figure 3.2.2). The phenotypes determined by the latter genes are autosomal
recessive. Only three genes (DNAHG6, SLC15A45, DYSF) are located on the short
arms of chromosomes 2 and 12, which are involved in the chromothripsis process
— only DYSF (MIM#603009) is a known disease gene. The phenotypic features
characteristic of neurodevelopmental disorder (MIM#618718) associated with
the NTNG2 (MIM#618689) gene only partially overlap with those of our proband
and may potentially contribute to intellectual disability, tremor, and ataxia.
However, homozygous variants in the NTNG2 gene cause general growth
retardation and short stature, whereas our proband is tall. The phenotypes
determined by other genes do not overlap with those of our individual.

After performing a GO (Gene Ontology) term enrichment analysis, the genes
belonging to the upregulated group are primarily associated with cell and
microtubule movement, immune system-related activities, and several aspects of
glutathione metabolism (see Figure 3.2.3 B), while genes with lower expression
compared to healthy controls enriched immune system-related GO terms (see
Figure 3.2.3 C). Given the clinical features of the subject, immune system
dysfunction is not directly related to the patient's phenotype. Still, microtubule-
mediated movement within the cell, which is essential for the transport of various
cellular cargoes and, therefore, affects multiple cellular processes, is a potential
molecular link to the clinical phenotype characteristics of the subject.
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Figure 3.2.2. Changes in gene expression in a blood RNA sample from the
individual with chromothripsis. Heatmap represents genes with statistically
significant changes in expression. Each row corresponds to a gene, and each
column represents a participant. P — proband, K1-K3 — healthy controls. Red —
upregulation, blue — downregulation, white — no change. Graph created by Dr. A.
Konovalovas.

The chromothripsis identified in this study is a rare chromosomal
rearrangement, as it most often occurs in cancer patients as a somatic change in
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cells, and cases of constitutional chromothripsis are rarely identified [140, 141].
Chromothripsis describes a process in which multiple breakpoints form
fragments of varying lengths, the rearrangement of which involves different
chromosomal changes, including inversions, insertions, translocations, and
deletions [142]. The literature describes congenital cases of this molecular
phenomenon involving different chromosomes in individuals with various
congenital anomalies and/or intellectual disabilities, neurological disorders, and
recurrent miscarriages [140, 141, 143-145].

The clinical significance of chromothripsis usually depends on and is assessed
based on the genes located in the rearranged regions. In our proband’s case, one
of the deletion points was identified in the PDE3A gene region, which is part of
the translocation between chromosome 12 and chromosome 2. In the OMIM
database, this gene is associated with autosomal dominant inheritance of
hypertension and brachydactyly syndrome (MIM#112410). The main phenotypic
features characteristic of this syndrome are short stature, early-onset
hypertension, and short and thick bones of the hands and feet (type E
brachydactyly). These clinical features do not correspond to the phenotype of our
proband, and some of the features mentioned (short stature, short toes and
fingers) are opposite. The remaining genes in the chromothripsis regions are not
associated with specific disorders in the OMIM database. The group of DNA
sequences of unclear clinical significance also includes two IncRNAs that have
not yet been functionally studied. Therefore, it can be assumed that chromosomal
rearrangements occur in regulatory genomic sequences (e.g., gene promoters,
repressors, enhancers, or distant regulatory elements) that may influence the
development of specific phenotypic traits.

Middelkamp and colleagues (2017) [141] conducted transcriptome
sequencing of nerve cells derived from an individual with various congenital
anomalies (craniosynostosis, facial dysmorphisms, growth retardation) and
intellectual disability, in whom germline chromothripsis was identified, to assess
the functional effects of the chromosomal rearrangements on gene expression.
The researchers successfully identified altered expression of genes located in the
chromothripsis region and in nearby sequences (a total of 67 protein-coding
genes) [141]. Sequencing of the RNA transcriptome purified from the blood of
our proband also revealed altered expression of 42 genes, 30 of which are protein-
coding genes, but only nine of which are known disease genes in the OMIM
database. Interestingly, only three of the OMIM genes fall within the
chromothripsis region of our proband. In terms of phenotype, the clinical features
of the individual partially overlap with several characteristics typical of
neurodevelopmental disorders associated with the NTNG2 gene: intellectual
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disability, tremor, and ataxia. However, the latter disorder is characterized by
general growth retardation and short stature, while our patient is tall. It is also
important to note that the expression of this gene in the proband’s RNA sample
was found to be lower than in healthy individuals, and the disorder caused by
NTNG?2 is of autosomal recessive inheritance. Therefore, it is likely that the
function of the protein encoded by both alleles of the gene would have to be
impaired for most of the clinical features associated with NTNG2 to manifest,
particularly severe intellectual disability and language development disorder.
The gene encodes G2, which provides guidance for axons and is crucial for the
formation of synapses and their plasticity during the development of the central
nervous system. A scientific study by Dias et al. (2019), which analyzed NTNG2
homozygous variants, emphasizes that sufficient gene expression is necessary for
neurotypical development [146]. Some of the patients described by researchers,
in addition to the symptoms mentioned above, also have epilepsy and strabismus
— our individual also has these symptoms. To elucidate the mechanism of
pathogenesis, Dias and colleagues used siRNA molecules to reduce NTNG2
expression (achieving twofold lower expression compared to unaffected cells) in
mouse neuroblastoma N2A cells. They found that in cultures with lower gene
expression, the number, length, and dendrite development area of neurites
(dendrites and/or axon precursors) were reduced [146]. Interestingly, a study by
Pan and colleagues (2010) found increased NTNG2 expression in temporal
neocortex biopsies from individuals with epilepsy, as well as in cells of the rat
hippocampus and adjacent cerebral cortex [147]. In contrast, our proband has
epilepsy and exhibits lower expression of this gene. The studies described
suggest that the neurological symptoms of the proband could be caused by a
dysfunction of the protein encoded by NTNGZ2. However, based on these
assumptions, the alteration in gene expression should be validated through an
alternative method (qQPCR), and the potential impact of other genes with modified
expression — those not linked to diseases or encoding IncRNAs — on the
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development of the patient’s clinical symptoms should not be disregarded.
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Figure 3.2.3. Analysis of the effect of chromothripsis on gene expression. A
— graph showing statistically significant changes in gene expression between the
proband with chromothripsis and healthy control individuals. The X-axis
represents the change in gene expression on a log; scale, while the Y-axis shows
the negative decimal logarithm of FDR. Significantly altered genes (FDR < 0.1)
and genes with more than a 1.5-fold change in expression are shown above the
horizontal dashed line and beyond the vertical dashes. B — dot plot of GO term
enrichment for upregulated genes. C — dot plot of GO term enrichment for
downregulated genes. Plots created by Dr. A. Konovalovas.
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Interestingly, the analysis of GO term enrichment revealed that immune
system activities were statistically significantly attributed to downregulated
genes. In contrast, increased expression of the genes was statistically
significantly associated with several processes related to cell external movement
and cargo transport in plasma, as well as the activity of glutathione transferase,
which is essential in cell division, apoptosis, and necrosis processes. However,
given the proband’s phenotype and the previously described candidate gene, it is
challenging to establish a direct link between the altered gene expression profile
and the individual’s clinical symptoms. Therefore, additional bioinformatic
studies are needed to analyze smaller groups of genes with increased or decreased
expression to identify specific genes that potentially determine the pathogenesis
mechanism specifically.

Bioinformatic and molecular studies, as well as literature analysis, support the
clinical and functional significance of chromotripsy identified in the proband.
The identified changes in gene expression suggest the influence of 42 protein-
and IncRNA-encoding genes on the development of the subject's phenotype,
emphasizing the reduced expression of the NTNG2 gene and the reduction of the
neutrino G2 it encodes as a possible candidate gene and its role in pathogenesis.

3.3 Assessment of the impact of SNVs and small deletion on cellular
processes

Alterations in gene sequence and specific regulatory regions, identified using
NGS, enable the prediction of potential qualitative and quantitative modifications
in mRNA and/or proteins. Based on the functions of the encoded proteins,
preliminary insights into changes within intracellular processes can also be
inferred. To elucidate these modifications, this subsection discusses four research
participants for whom the clinical and functional significance of detected DNA
variants was characterized through the application of molecular and/or functional
research strategies tailored to each individual case.

3.3.1 Influence of the splice site variant identified in the DYNCI1H1 gene on
the expression of KIFC1 and KIFC3 proteins and the localization of the Golgi
complex

In this research study, a heterozygous novel splice site variant
NC _000014.9(NM_001376.5):c.6405+1G>C identified in the DYNCIHI gene
(MIM#600112) was analyzed. The DNA change was identified in the individual
(ATGC21-3-P, see Table 2.3) who presented with psychomotor developmental
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delay, particularly language delay. The origin of the de novo variant was
confirmed by testing samples from the healthy parents of the proband.

In the OMIM database, the DYNCIHI gene is associated with several
neuromuscular disorders (MIM#614228, MIM#158600) and a
neurodevelopmental disorder (MIM#614563). The latter includes phenotypic
features (such as psychomotor developmental delay) that are also characteristic
of the proband. It is also emphasized that the variants causing this disorder are
most often of de novo origin. It is important to note that at the time of writing the
dissertation (December 2024, only three protein-truncating variants
(p-Arg728Ter; ¢.11941+2T>A; ¢.7473+105C>T) in the DYNCIH]I gene have
been described in the scientific literature [165-167]. All other DNA variants that
cause neurodevelopmental or neuromuscular disorders result in a change in one
amino acid at the DYNC1H]1 protein level.

The identified splice site variant is not found in the gnomAD database. The
bioinformatics tools MutationTaster, HumanSplicingFinder, and SpliceAl
classify this variant as potentially disrupting the messenger RNA (mRNA)
splicing process. This effect was assessed in the proband’s cDNA sample by
amplifying specific fragments using the PCR method and then sequencing them
using the Sanger method. Using a direct primer that hybridizes at the junction of
exons 29-30 and a reverse primer that binds to the sequence of exon 33, a
fragment was obtained whose sequence chromatogram showed additional peaks
indicating the presence of part of intron 31. To confirm the sequence of the
additional fragment, the PCR products were fractionated in an agarose gel for an
extended period. The additional fragment separated in the gel was excised from
the agarose gel, and using the same direct primer, Sanger sequencing was
performed to identify the mRNA fragment containing part of the intron 31
sequence. Additional primers were designed to specifically sequence only the
altered fragment, confirming that the splice site variant in the DYNCIHI gene
results in an intron 31 retention (see Figure 3.3.1.1). DNA variants found at
canonical splice sites more frequently cause exon skipping or alternative splicing,
while skipping multiple exons or retaining entire introns are less common [168,
169].
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Figure 3.3.1.1. Schematic representation of the effect of the DYNCIH1 gene
splice site variant on mRNA. The identified variant results in intron retention.

The DYNCIHI gene encodes a subunit of a large (~1.5 MDa) protein complex
called cytoplasmic dynein 1 (or dynein), heavy chain 1 (cytoplasmic dynein 1
heavy chain 1, DYNCI1H1). This protein complex is a motor protein belonging
to the dynein superfamily. In silico, the insertion of intron 31 causes a shift in the
reading frame and the formation of a premature stop codon
(NP_001367.2:p.(Ile2136LeufsTer20)). Since the position of the new stop codon
in the mRNA sequence is closer to the middle of the transcript, it is likely that
nonsense-mediated mRNA decay (NMD) initiated by the premature stop codon
is activated. Significantly, this process degrades altered transcripts, whose
translation products may be dysfunctional proteins that could have an adverse
effect (dominant—negative effect) on the organism’s phenotype [65].
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3.3.1.2 Changes in the expression of DYNCIH]1 gene transcripts. A —relative
amount of unaltered and altered DYNCIH]I transcripts. B — relative amount of
unaltered DYNC1H] transcripts. C — relative amount of DYNCIH] gene’s start
and end transcripts. P(K1) represents the comparison of the amount of transcripts
in the proband with the control individual K1, P(K2) and P(K3) represent the
same, respectively. DYNC1H1 1 — the first TagMan™ probe, which targets the
15-16 exon junction. DYNC1H1 2 —the second TagMan™ probe, which targets
the 51-52 exon junction.
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To assess the potential decay of the altered mRNA transcript, the quantity of
DYNCIH]I transcripts was evaluated using the gPCR method by comparing the
gene expression determined in the proband’s fibroblasts (P) with that of three
healthy male controls (K1, K2, K3; see Figure 3.3.1.2). Since the DYNCIH]I gene
consists of 78 exons (transcript NM_001376.5) and the detected change is at the
end of the exon 31, two regions were selected for analysis: the first probe
(DYNC1HI1 1), which targets the beginning of the transcript (exon junction 15—
16), and the second probe (DYNCI1HI1 _2), which targets the end of the transcript
(exon junction 51-52), thus, the first probe can potentially identify both altered
and unaltered DYNCIH]I gene transcripts, while the second probe can only
identify unaltered transcripts. It was found that the amount of DYNCIHI
transcripts with the first target (total amount of DYNCIH] transcripts) in the
proband's cells decreased approximately 3-fold compared to the control cells (see
Figure 3.3.1.2 A). The amount of DYNCIH] transcripts with the second target
(unchanged DYNCIHI transcripts) in the proband's fibroblasts decreased
insignificantly, by 1.3 times, compared to the control individuals’ cells (see
Figure 3.3.1.2 B). These gene expression results suggest that the formation of a
premature termination codon at the identified splice site variant triggered the
NMD mechanism, leading to the degradation of the altered DYNCI1H1 transcript
in the cells. It is worth noting that the total amount of transcripts in the proband's
cells was 2.4 times higher than the amount of unaltered transcripts (see Figure
3.3.1.2 C). Thus, the proband's fibroblasts contain more DYNCIH] transcripts
with the first exon sequence than with the final exon sequence. In the control
samples, the amount of transcripts with the first and second targets did not differ.

Bioinformatic tools predict that the premature termination codon position
(p-(Ile2136LeufsTer20)) is located in the motor domain of the motor protein,
which is in the first part of the protein (comprising 4646 amino acids), suggesting
that DYNC1H]1 may lose its function. Additionally, the detected change in the
expression of the DYNC1H] gene in the proband's fibroblasts may impact protein
expression. Immunofluorescence microscopy was used to assess the amount of
DYNCI1HI1 protein. the level of DYNCIHI1 in the proband’s fibroblasts is
decreased by 1.7-fold (p=0.014) compared to K1 cells, 1.4-fold (p=0.001)
relative to K2 cells, and is halved (2-fold reduction, p<0.001) compared to K3
cells (see Figure 3.3.1.3). This study suggests that translation from the altered
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DYNCIH]I transcript is unlikely to occur due to the activated NMD mechanism;
therefore, the shortened DYNC1HI1 protein is not expected to function in cells.

Assesment of Golgi complex
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Figure 3.3.1.3. Assessment of DYNC1H]1 protein levels in fibroblasts. In the
microscopy images, DYNCIH]1 is marked in green, and cell nuclei are marked
in blue. P — fibroblasts of the proband; K1, K2, K3 — fibroblasts of control
individuals. The graph shows the relative protein quantity.

Protein and lipid modification, as well as sorting, by the Golgi complex are
crucial for various cellular processes. This is a dynamic organelle composed of
cisterns and vesicles, whose movement, change, and localization in the cell are
supported by cytoplasmic dynein 1 [170, 171]. Taking into account this function
of dynein, the localization of the Golgi complex and the amount of membranes
in fibroblasts were evaluated using immunofluorescence microscopy and the
Golgi complex marker GM130. Interestingly, the fluorescence intensity of the
GM130 marker did not differ significantly between the proband’s cells and the
control individuals’ fibroblasts (see Figure 3.3.1.4). No differences were found
in the distribution of Golgi complex membranes in fibroblasts.
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Figure 3.3.1.4. Assessment of Golgi complex fragments in fibroblasts. In the
microscopy images, the protein of the Golgi complex GM130 is marked in red,
and the cell nuclei are marked in blue. P — fibroblast culture of the proband; K1,
K2, K3 — fibroblasts of control individuals. The integrated density shown in the
graph is calculated by multiplying the area of the object by the average pixel
fluorescence.

Since lower levels of DYNC1HI1 protein were found in the fibroblasts of the
study individual, and it is known that dynein plays a crucial role in maintaining
the dynamics of the Golgi complex, it was expected that changes in the structure,
location, and/or volume of the Golgi complex would be observed. It was
hypothesized that a compensatory mechanism initiated by other motor proteins
may exist in cells, resulting in no significant changes to organelles despite their
increased activity. The literature notes that motor proteins belonging to the
kinesin superfamily (KIF), KIFC1 and KIFC3, also transport cell cargo towards
the minus ends of microtubules [172]. qPCR was used to evaluate the expression
of genes encoding KIFC1 and KIFC3 proteins. It was found that the amount of
KIFC] transcripts in the proband’s cells increased 3-fold compared to the K1
control, 2-fold compared to the K2 control, and 2.5-fold compared to the K3
control (see Figure 3.3.1.5 A). When comparing the samples of control subjects
with each other, no difference was found in the amount of K/FC1 transcripts. It
was decided to evaluate KIFCI expression at the protein level, however,
immunoenzymatic analysis using the Western blot method revealed that the
amount of KIFC1 protein in the proband’s cells did not differ from that in the
control cells (see Figure 3.3.1.5 B and C).
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3.3.1.5 Changes in the expression of the KIFCI gene and its encoded motor
protein in the fibroblasts of the proband. A — relative amount of KIFCI
transcripts. B — relative KIFC1 protein levels. P(K1) represents the comparison
of the proband’s transcript levels with those of control individual K1, P(K2) and
P(K3) represent the same for the other controls. C — Western blot analysis of
KIFC1 protein levels.

Based on the analyzed literature, nocodazole can be used to evaluate the
importance of dynein for maintaining the localization of the Golgi complex [81,
173]. It is a compound that depolymerizes microtubules by binding to the
structural subunit P-tubulin, causing the Golgi complex to disintegrate.
Therefore, after exposure, the restoration of the Golgi complex depends on the
functional properties of dynein — its ability to restore the structure and
localization of the Golgi complex near the cell nucleus [81]. In our study, when
comparing the fibroblasts of the proband with those of the healthy controls,
changes in Golgi restoration were observed (assessed by the integrated density
of the Golgi marker GM 130, which is calculated by multiplying the area of the
object by the average pixel fluorescence intensity) 3 hours and 45 minutes after
nocodazole was washed off. When comparing the cells of the proband and the
control individuals, the proband’s cells showed a higher integrated intensity of
GM 130 fluorescence, 1.5 times higher than in K1 (p=0.016) times higher than in
K2 (p<0.001), and 1.3 times higher than in K3 (p=0.047) control individuals (see
Figure 3.3.1.6). However, when comparing K2 with other control samples, a
statistically significant difference was found; therefore, K1 and K3 samples are
used to support the conclusion. It is possible that the structure of the Golgi
complex in the fibroblasts of the proband is less compact at the specified time
point and is more widely distributed near the cell nucleus.
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Figure 3.3.1.6. Restoration of the Golgi complex after treatment with
nocodazole. The graph shows the fluorescence intensity of GM130 in the tested
samples 3 hours and 45 minutes after exposure to nocodazole. The integrated
density was evaluated by multiplying the area of the object by the average
fluorescence intensity of the pixel. The dotted gray line in the boxes indicates the
mean of the data, while the solid line indicates the median. The dotted line above
the data indicates that the data for control subject K2 cannot be used for
conclusions, as a statistically significant difference was found when comparing
the data for K2 with other control samples. In the microscopy images, the Golgi
complex protein GM130 is marked in green, and the cell nuclei are marked in
blue. P — fibroblast culture of the proband; K1, K2, K3 — fibroblasts of control
individuals. Statistical significance *p<0.05.

However, the activity of KIFC1 and KIFC3 motor proteins in the study cells
may partially mask the effects of DYNC1HI1 dysfunction (or reduced expression)
on the recovery process of the Golgi complex. Therefore, it was decided to
evaluate the ability of DYNCIHI to restore the Golgi complex after treatment
with nocodazole and silencing the expression of genes encoding KIFC1 and
KIFC3 proteins, which carry cargo in the direction of the microtubule ends, using
siRNA. The efficiency of silencing was verified using the qPCR method; 24
hours after cell transfection, the expression of siRNA-specific genes decreased
by a factor of 3. After silencing KIFCI and KIFC3 in control cells, the
fluorescence of Golgi complex fragments 3 hours and 45 minutes after
nocodazole washout did not differ from the negative control (non-specific
siRNA). However, silencing the expression of these genes in the proband’s cells
reduced GM 130 marker fluorescence 13-fold compared to the negative control
(p<0.001) (see Figure 3.3.1.7). This study shows that the function of the
cytoplasmic dynein 1, whose core and motor parts are composed of DYNCI1HI,
is impaired in the fibroblasts of the proband. Therefore, in the absence of KIFC1
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and KIFC3 proteins, the Golgi complex acquires a more compact structure and
localizes closer to the cell nucleus.

Golgi complex assessment 3 h 45 min after
treatment with nocodazole and KIFC1,
KIFC3 genes suppression
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Figure 3.3.1.7. Assessment of Golgi complex recovery after gene silencing
and treatment with nocodazole in the studied fibroblasts. In the microscopy
images, the Golgi complex protein GM 130 is labeled in green, and the cell nuclei
are labeled in blue. P — fibroblasts of the proband (red font in the graph); K1 (dark
gray font in the graph), K2 (blue font in the graph), K3 (green font in the graph)
— fibroblasts of control individuals. The integrated density was evaluated by
multiplying the area of the object by the average fluorescence intensity of the
pixel. The dotted gray line in the boxes indicates the mean of the data, while the
solid line indicates the median. The graph shows the integrated density in the
tested samples after silencing the expression of the KIFCI and KIFC3 genes, and
3 hours and 45 minutes after washing off nocodazole. Statistical significance
*p<0.05.

The splice site variant was identified in the DYNCHI1 protein, which
transports various cargoes within cells, such as cell organelles, spindle
components, viruses, nucleic acids, or other proteins through microtubules that
make up the cytoskeleton toward their minus end [170]. Adenosine triphosphate
is used to power this movement, as this molecular motor has ATPase activity
[170]. The ATPase-active domain (motor domain), located in the globular head
at the C-terminus of the protein, is formed by two identical heavy chains, which
are a common structural component of dyneins [174]. The heavy chains form two
more functionally distinct domains: a cargo-binding tail (at the N-terminus of the
protein) and a microtubule-binding stem (at the C-terminus of the protein) [174].
The variable part of dyneins can consist of several light chains and several
intermediate chains [170, 174]. The identified splice variant, which causes a

179



decrease in the expression of the DYNCIHI gene and the loss of the motor
domain of the protein, also affected the efficiency of DYNCIHI protein
expression in our test cell, as indicated by confocal microscopy images.

Dynein is the primary motor protein responsible for maintaining the dynamics
of the Golgi complex within the cell. Therefore, when examining the Golgi
complex under a microscope, we expected to observe visual changes in this
organelle resulting from altered DYNCI1HI expression. However, experimental
studies described in the literature have found that KIFC1 and KIFC3, which
belong to the kinesin superfamily and also move to the minus ends of
microtubules, participate in maintaining the position of the Golgi complex [175,
176]. Nevertheless, studies of the RNA and protein expression of these proteins
in our fibroblast cells revealed contradictory results: the amount of K/IFCI gene
transcripts increased. In contrast, the quantity of KIFC1 protein in the cells
remained unchanged. It is interesting to note that an increase in the amount of
transcripts in cells does not always correlate with changes in protein expression,
as in the case of KIFC1 expression, and this may be influenced by various
processes occurring in cells: translation efficiency, when transcripts compete
with each other for a place in the translation mechanism; protein stability, due to
which differences in quantity are not detected because the protein’s lifespan in
the cell is shorter; impaired protein localization and transport due to an increased
amount of specific protein, which can accumulate in cells in places not
characteristic of it and therefore be directed for degradation [177-179]. Thus, it
can be assumed that the KIFC1 motor protein partially compensates for the
impaired activity of the DYNCI1H protein in the cell. Meanwhile, the amount of
KIFC3 transcripts in the proband’s RNA sample did not differ from that of the
control individuals. In addition, to assess changes in the volume of the Golgi
complex, the expression of the Golgi complex protein GOLGB1 was determined
at the transcript level; the expression did not change when comparing the
proband’s sample with those of control subjects.

Since the Golgi complex is a dynamic and unstable structure, studies are often
performed to monitor its position and dynamics. Such experiments with
nocodazole, which depolymerizes the microtubules that make up the
cytoskeleton, have also been used to evaluate the effect of variants identified in
the DYNCIHI gene that cause amino acid changes (p.Glnl194Arg and
p.Glu3048Lys) on the dynamics of the Golgi complex. In this case, it was found
that the Golgi structure is restored more slowly in the cells under investigation
[81]. This may be due to impaired DYNC1HI1 protein function, which causes the
vesicles of the disrupted Golgi complex to move more slowly towards the nucleus
(minus ends of microtubules). Changes in the movement and position of Golgi

complex vesicles relative to the nucleus were also observed in our fibroblast
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cells. This was due to both changes in the expression of the DYNCI1HI protein
and alterations in the expression of KIF'CI. In the cells studied in this work, the
Golgi complex vesicles were more compactly arranged near the nucleus, and no
differences in movement speed were observed.

Thus, changes in the expression of this gene at the RNA and protein levels
were detected in the fibroblasts of the proband with the DYNCIH] splice site
variant, the detected increase in the amount of KIFCI transcripts, and the
detected changes in Golgi complex regeneration confirm the clinical and
functional significance of the variant detected in the DYNCI1H1 gene. However,
it would be useful to conduct additional studies to investigate the expression of
the KIFCI gene in more samples of control individuals, to extend
immunofluorescence studies to determine KIFC1 protein levels and to monitor
the dynamics of cytoplasmic dynein and microtubules after exposure to
nocodazole at more frequent time points, and thus determine the exact starting
point of Golgi complex recovery, where the fibroblasts of the proband and
healthy individuals would differ the most. Given the neurodevelopmental
phenotype of the affected individual, it would be advisable to perform these
experiments in nerve cells to confirm the dysfunction of this protein and its effect
on nerve cell activity.

Bioinformatic, molecular, and functional studies, as well as a literature
review, support  the  pathogenicity @ of the  splice  variant
NC_000014.9(NM_001376.5):c.6405+1G>C identified in the DYNCIHI gene.
These studies have identified changes in the levels of DYNCIH]I and KIFCI, as
well as impaired Golgi complex dynamics in the cell, suggesting that the
impaired movement of other cellular cargo may be a possible mechanism of
pathogenesis.

3.3.2 Effect of the small deletion in the FAS gene on apoptosis induction

The exome sequencing analysis identified a heterozygous variant
NC_000010.11(NM_000043.6): c.16_30+1del in the FAS gene (MIM#134637)
in the individual (ATGC21-18-P, see Table 3.3), who was suspected of having
autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS; MIM#601859). In the
OMIM database, this gene is identified as a disease gene, where variants in DNA
lead to the aforementioned immune system disorder. Interestingly, the same
small deletion was found in the proband’s mother, who has no signs of the
disease. Based on the available literature, the clinical penetrance of ALPS is
estimated to be ~60%, indicating that some individuals with changes in the FAS
gene sequence are asymptomatic carriers of the disease [180].
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Since the identified small deletion covers the canonical splice site, cDNA was
synthesized using RNA samples from the proband and her mother, purified from
blood samples, and sequenced using the Sanger method. A direct primer that
hybridizes to the 5’ untranslated region of the gene and a reverse primer that
binds to the junction of exons 3 and 4 were used to amplify the fragments. It was
found that the small deletion results in an alternative splice site (see Figure
3.3.2.1). In silico, this results in a reading frame shift and the formation of a
premature termination codon (NP_000034.1:p. (Thr6Phefs17Ter)). This codon is
located near the start of the FAS transcript (5’ end), so the NMD mechanism is
likely initiated, and the altered transcript is degraded in cells.
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RefSeq DNA GGGCATCTG&*ACCCTCCTACCTCTG glt .. ag GTTCTTACG
Exon 1 Exon 2

Figure 3.3.2.1. Schematic representation of the effect of a small deletion in
the FAS gene covering the donor splice site on mRNA. The identified variant
determines the formation of an alternative splice site and a shift in the reading
frame.

The FAS gene encodes a glycoprotein of the TNF (Tumor Necrosis Factor)
receptor superfamily, called the Fas cell surface death receptor. The primary
function of this receptor in most cells is the regulation of programmed cell death,
also known as apoptosis, which is triggered when the FAS receptor binds to its
ligand, FasL [181]. According to the GTEx domain database, the FAS gene is
expressed in various tissues and cells, with high expression also occurring in
fibroblasts. Given the possible decrease in FAS protein levels and the
corresponding effect on programmed cell death, it was decided to evaluate
apoptosis in the fibroblasts of the proband, her mother, and healthy control
individuals. Since the proband was diagnosed with ALPS, which includes
symptoms such as impaired lymphocyte apoptosis and an increased number of T
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cells with specific markers, it was hypothesized that apoptosis in fibroblasts is
also impaired and likely less effective in the patient’s cells. For the experiment,
fibroblasts were incubated for 28 hours with the Fas receptor-activating antibody
anti-Fas (Sigma-Aldrich), and apoptosis induction was assessed using the
commercial dye CellEvent™ Caspase-3/7 Green ReadyProbes™ Reagent
(Invitrogen). After exposure to anti-Fas antibody to activate apoptosis, fibroblast
cultures were observed and evaluated using fluorescence microscopy. No
differences were found when comparing the fibroblasts of the proband with those
of her mother. The efficiency of apoptosis was also analyzed using flow
cytometry with a commercial kit, the Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V
for Flow Cytometry (Invitrogen), but no significant differences were observed.

According to the literature, studies analyzing FAS receptor-dependent
apoptosis in various cell types have revealed that this programmed cell death can
be inhibited by a specific protein called FLIP (Cellular FLICE-like inhibitory
protein; acronyms FLIP, cFLIP, CFLAR) [182]. This protein inhibits the
proteolytic activity of caspase-8 in the FAS apoptosis signaling pathway, which
prevents apoptosis from being activated [182]. Interestingly, FLIP can act both
as an inhibitor and a promoter of FAS-dependent apoptosis, depending on the
intensity of FLIP expression. In cells where this protein is constantly expressed,
the FAS apoptotic pathway is inhibited [182]. Experimental studies conducted
on human skin fibroblasts have shown that by inhibiting FLIP expression with
specific antisense oligonucleotides or using cycloheximide, which disrupts
protein synthesis, FAS receptor-induced apoptosis is activated — fibroblasts
become sensitive to FAS ligand and eventually die[183].

Based on the study described above, CFLIP gene expression was reduced in
our proband’s and her mother’s fibroblasts using specific siRNA (inhibition
efficiency verified by qPCR, with expression reduced 4- to 16-fold) to assess
whether splicing changes at the mRNA level alter the efficiency of FAS-
dependent apoptosis induction. The Tali Apoptosis Kit - Annexin V Alexa Fluor
488 & Propidium Iodide was used to identify dying cells in fibroblast cultures.
In samples from the proband and his mother that were not affected by the
antibody and siRNA or were only affected by the antibody, approximately 10%
of dying cells, identified as Annexin V-bound cells, were detected. After
exposure to FAS-activating antibody and CFLIP expression reduction, the
percentage of apoptotic cells in the proband’s samples increased approximately
3-fold compared to the proband’s cells treated with target-free siRNA and anti-
FAS antibody (p=0.045; see Figure 3.3.2.2). A similar effect was observed in the
corresponding samples of mother cells — the number of apoptotic cells increased
by more than 20% after downregulation of CFLIP expression and induction of

the FAS receptor apoptotic pathway (see Figure 3.3.2.2). It is also interesting
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that, after exposure to FAS antibody and inhibition of CFLIP expression,
approximately 20% more dying maternal fibroblasts were found compared to the
corresponding proband’s sample. However, statistical significance was not
achieved (p = 0.086). However, in biological terms, the results suggest a possible
tendency for apoptosis to be less effective in the proband’s fibroblasts. However,
due to technical limitations, it was not possible to collect sample data in all
experiments. Therefore, to achieve statistical significance and confirm the trend
in apoptosis efficiency, it is advisable to repeat the experiments and conduct
similar tests on cells from healthy control individuals. It would also be useful to
examine the expression of proteins involved in the FAS signaling pathway and
related to this pathway (the genes encoding them) in the cells of the proband and
her mother, using genome and transcriptome sequencing methods to identify
possible causes of the (non)manifestation of the disease at the signaling pathway
level.

Percentage of apoptotic cells
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Figure 3.3.2.2. Proportion of apoptotic cells after exposure to FAS-activating
antibody and/or reduction of CFLIP expression in fibroblasts from the
patient and her mother. P — fibroblast samples from the patient, M — fibroblast
samples from the patient's mother. Roman numerals (I, II, III) indicate three
separate experiments. NA (Not Available) indicates data that could not be
collected for technical reasons. Each row of the graph represents a separate cell
sample. In each sample, flow cytometry data were collected from at least 800
cells. The Tali™ Apoptosis Kit - Annexin V Alexa Fluor™ 488 & Propidium
lodide (Thermo Fisher Scientific) was used to determine regulated cell death.

Since the FAS receptor is located on the cell surface, its structure is divided
into two parts: extracellular and intracellular. Thus, the N-terminus is the ligand-
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binding extracellular domain (Prie-ligand Assembly Domain, PLAD), followed
by the transmembrane domain and the cytoplasmic death domain (Death
Domain, DD) at the C-terminus of the receptor [184]. Typically, the FAS
receptor exists in a monomeric state within cells. Still, after FasL binding, it
forms a homotrimer, which is necessary to initiate further intracellular signaling
processes (DISC complex formation, caspase cascade) that determine apoptosis
[185]. The deletion identified in our proband’s DNA and her asymptomatic
mother, which determined the alternative splicing, predicted the position of the
premature termination codon (p.(Thr6Phefs17Ter)), suggesting that the protein
residue of several amino acids in the cell should not function and should not be
translated at all. Variants that cause changes in the DD domain are more
frequently found in the FAS gene, resulting in the formation of an altered protein
in cells that can interact with unchanged FAS proteins through the extracellular
domain and cause “dominant interference”, where the mutated FAS protein
competes with unchanged FAS monomers and forms inactive heterotrimers
[180]. Less frequently, changes in FAS are observed that decrease the amount of
the receptor encoded by this gene in the cell, leading to haploinsufficiency of this
protein [180]. The experiments in this study were performed not in immune
system cells, but in fibroblasts from the patient and her mother. However, the
differences in apoptosis efficiency observed between these two subjects suggest
that the identified protein-shortening variant has a lesser effect on cell death in
the proband’s cells compared to those of the mother. This suggests a possible
compensatory mechanism that determines the incomplete penetrance of the FAS
gene-determined disease.

Bioinformatic, molecular, and functional studies, as well as a literature
review, indicate the possible pathogenicity of the small deletion
NC_000010.11(NM_000043.6):c.16_30+1del identified in the FAS gene. The
changes in the FAS mRNA splicing process identified in these studies suggest
that the decreased efficiency of FAS-induced apoptosis in cells may be a possible
mechanism of disease pathogenesis. However, additional genome and
transcriptome studies are needed to determine the differences in signaling
pathways between the study cells showing disease symptoms and the healthy
mother cells carrying the F/AS gene deletion.

3.3.3 Analysis of the impact of the identified variant in the DNMT3A gene on
DNA methylation in cells

In this study, the heterozygous variant NM 022552.4:¢.2324C>A, which has
not been described in the literature, was identified by whole exome sequencing
in the DNMT3A gene (MIM#602769) in the individual (ATGC21-12—P1, see
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Table 3.3) who exhibited cardiac pathology (aortic root dilatation, left ventricular
non-compaction cardiomyopathy, arrhythmia), intellectual disability, tall stature,
skeletal abnormalities, and obesity. Segregation analysis using the Sanger
sequencing method revealed that the proband inherited this variant from his
mother, who has cardiac pathology and related diseases. The variant was also
confirmed in his brother, who has skeletal anomalies, tall stature, and cardiac
disorders. In the OMIM database, DNM734 is a known disease gene, where
somatic DNA variants are associated with cancerous disorders (MIM#601626).
In contrast, germline variants are linked to autosomal dominant microcephaly
and short stature syndrome (MIM#618724) or tall stature Tatton-Brown-Rahman
syndrome (MIM#615879). The latter includes phenotypic features characteristic
of the individuals.

The identified variant was not found in the gnomAD database. Several
bioinformatic tools (SIFT, PolyPhen) predicted the variant to be likely
pathogenic. Although the SpliceAl tool predicted that the variant is unlikely to
affect splicing, the MutationTaster tool suggested that this variant may impact
the mRNA splicing process. This is most likely due to its position at the 5' end
of exon 20, specifically at position 2, near the canonical acceptor splice site. It
was decided to conduct Sanger sequencing on the test cDNA, which was
synthesized from the proband’s RNA sample purified from a peripheral blood
sample. A direct primer that hybridizes to exon 18 and a reverse primer that
hybridizes at the junction of exons 21 and 22 were employed to amplify the
relevant fragments. However, no fragments of the altered cDNA sequence were
detected.

The DNMT3A gene encodes the protein DNA methyltransferase 3o (DNA
Methyltransferase 3 Alpha), which is responsible for de novo DNA methylation.
Its expression is found in almost all tissues of the body and is most intense in
undifferentiated cells, as it creates methylation marks in unmethylated DNA
positions [186]. The epigenetic DNA modification performed by DNMT3A is
one of the ways in which cells regulate gene expression, as gene promoter
sequences are often methylated and the expression of specific genes is suppressed
due to the altered chromatin state. Therefore, this methyltransferase is
particularly important during the embryonic stage of development, as well as for
X chromosome inactivation and the formation of imprinting marks [186].

The DNMT3A protein consists of two main domains: the N-terminal
regulatory domain (comprising the PWWP and ADD domains), which is
necessary for interaction with chromatin, and the C-terminal catalytic domain,
which performs the methyltransferase function [186]. The ¢.2324C>A variant
identified at the protein level causes an amino acid change
NP _072046.2:p.(Ser775Tyr) in the methyltransferase domain, which is
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evolutionarily conserved. To evaluate the in silico impact of the identified amino
acid change on protein structure and function, computer modeling studies were
conducted. It was found that the changed amino acid is located in a region
important for interaction with the DNMT3L protein. The latter is a protein
without catalytic activity that acts as a regulatory factor for DNMT3A, promoting
its catalytic activity [187]. Correct interaction between DNMT3A and DNMT3L
causes conformational changes in DNA methyltransferase, which opens the
catalytic part of DNMT3A and promotes DNA binding [187]. Therefore, it is
likely that changes in interaction may lead to impaired DNA methylation
efficiency. It is also important that Ser775 is close to the catalytic domain and
the region important for ADD domain interaction (switch region). In silico, the
change of serine to the larger amino acid tyrosine may alter the thermodynamic
properties of the protein and disrupt the interaction between these domains,
which is likely to have a negative impact on the function of DNMT3A (see Figure
3.3.3.1).
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Figure 3.3.1.1. Structural changes in the DNMT3A protein due to the amino
acid substitution Ser775Tyr. A — Organization and structure of DNMT3A
domains in complex with DNMT3L and DNA (PDB: 5YX2). DNMT3A is green,
DNMTS3L is blue, DNA is orange, and the Ser775 amino acid is represented by
magenta spheres. B — Multiple sequence alignment of DNMT3A proteins found
in mammals shows a conserved region containing the Ser775 amino acid. C —
The altered amino acid at position 775 is close to the interaction between
DNMT3A and DNMT3L proteins (PDB: 5YX2). The interaction is shown in
yellow. Image created by Dr. J. Dapkiinas.
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Based on the results of protein computer modeling and the function of the
DNMTS3A, transcriptome sequencing was performed on RNA samples from the
subject, his brother, and a group of healthy males of similar age (n = 3). It was
found that when comparing the samples of the proband and his brother with
healthy control individuals, the expression of 139 genes changed: the expression
of 69 genes increased, while the expression of 70 genes decreased (see Figures
3.3.3.2 and 3.3.3.3). More than three-quarters of the genes with altered
expression encode proteins, and there are also long non-coding RNAs (IncRNAs)
and transcripts not associated with a specific function. It is worth noting that the
expression of the DNMT73A4 gene in the samples studied has not changed
significantly. Some of the identified genes are associated with the biology and
physiology of the cardiovascular system, as reported in the analyzed literature.
One of the genes with increased expression is FOXP! (Forkhead Box P1). This
gene encodes a transcription factor crucial for the development of various tissues,
including cardiac tissue [188]. Interestingly, Foxpl is associated with cardiac
abnormalities in mouse embryonic cell studies and is described in the literature
as a methylated gene of the DNMT3A protein [188, 189]. Other genes related to
the cardiovascular system, whose expression is significantly increased in the
proband and his brother's sample, are involved in protein synthesis (e.g., RPL29),
proteins important for the immune system (e.g., IL6ST, MS441, CDIC), and
factors involved in signaling pathways (e.g., SEMA3A4, WNTI16) [190-193].
Significantly reduced expression of genes encoding proteins associated with
transcription regulation (e.g., ZNF257) and signaling pathways (e.g., SPATS2L,
S100P), whose importance to the cardiovascular system has been analyzed in
various studies [194]. In addition, some of the genes with altered expression (e.g.,
MYADM, MMRNI1, IRF7, LINC02446, CD9, VNNI1, SH2D2A) identified in our
index cases were also identified by Smith and

189



S

oo - FOXP1
uuen o MYADM
re € s100P
oo — VNN1

G

ust o MS4AL
ey

oIsc1FR
ENSG0000025902 prsen conng)
L1

L]
i

Uncoress
e

Oncorare

eGATPa

co34 '

Srarsn

sy SPATS2L

o
o
a

i LINCO244¢
s <— MMRN1
P

e INF257
e

oy

EXRaassonamars eun
sttt

ey

e

& — IRF7

icmay

ENSGaoonizsons ek

i tonrizecionn]

Katom

e

i

Locaas

ter

S

ior

s

o

Taavarovs

Tratas

o

o

A ———
vy

G g —— SEMA3ZA
™ TPM2
nisoooth iz

=

om0 sst

it

o

iy

o

ey

[
B

i ap—
vttt
hasar
ENSocseuzsses rrmua

L] 53 o SH2D2A

s
Lc

ENSGOD002S723D IncFNA)
soncs)
o295

ter
c;‘ig. « cpic
e

S
e TGFBR3
o5

PRCOC
PRKCE
zecic:

(=
)

ron
L5 g 1165
EEF1B2 I T
i

- N D N ™
o o 4 ~ "

Figure 3.3.3.2. Altered gene expression in peripheral blood samples from
individuals with the variant in the DNMT3A4 gene. Heatmap of altered
expression genes in RNA samples from probands with the variant in the
DNMT3A gene compared to male control individuals. The gene expression
profile reveals statistically significant alterations in gene expression in the patient
groups (P1 and P2) and the control group (K1, K2, K3). Each row corresponds
to a specific gene, and each column represents a separate subject. Red indicates
increased expression, blue indicates decreased expression, and white indicates
average/unchanged expression. The graph was created by Dr. A. Konovalovas.
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Figure 3.3.3.3. Downregulated and upregulated genes in peripheral blood
samples from individuals with the DNMT3A4 gene variant. A — Volcano plot
of statistically significant changes in gene expression between probands with the
DNMT3A variant and healthy controls. The X-axis represents the change in gene
expression in log2 scale, and the Y-axis shows the negative decimal logarithm of
FDR. Genes with significantly altered expression (FDR < 0.1) and more than 1.5-
fold change in expression are shown above the horizontal dashed line and beyond
the vertical dashes. B — Dot plot of GO term enrichment for genes with
statistically significant increased expression. C — Dot plot of GO term enrichment
for genes with statistically significant decreased expression. Plots created by Dr.

A. Konovalovas.
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Colleagues (2021) [195] analyzed another DNMT3A protein change
(Arg882His) in a subject diagnosed with Tatton-Brown-Rahman syndrome.
Although the direct link between the identified genes and the phenotype of our
subjects has not yet been experimentally investigated, there are indications of
their significance for the biological and physiological processes of the
cardiovascular system; therefore, more detailed functional studies are
undoubtedly important to confirm the link and reveal the mechanisms of
pathogenesis.

To assess the function of the potentially altered DNMT3A protein, cell-free
DNA (cfDNA) analysis was performed using third-generation sequencing
(Oxford Nanopore technology) on the proband’s brother (only this person's
sample was available for the study). This study analyzes DNA fragments
wrapped around nucleosomes, the length of which may vary depending on DNA
methylation [196]. A shorter mononucleosome fragment length (156 bp) was
found in the subject compared to the data of control subjects stored in freely
available databases (168 bp; see Figure 3.3.3.4). According to the literature,
shorter fragments are characteristic of hypomethylation and higher nuclease
activity in samples from cancer patients [197, 198]. In addition, third-generation
sequencing enables the determination of methylation (5mC) and
hydroxymethylation (hm5C) characteristics of cfDNA. In this case, the total CpG
island modification determined in the cfDNA sample of the brother is determined
by DNMT3A: 75.8% 5mC and 2.4% 5hmC, for a total of 78.2% (see Figure
3.3.3.4). The detected amount is similar to the methylation levels observed in
peripheral blood samples from patients with the same syndrome and another
amino acid-altering variant in the DNMT3A gene, as reported in a study by Smith
et al. (2021) [195]. Thus, the DNMT3A gene variant identified in our individuals
causes dysfunction of the protein it encodes, which affects not only methylation
and hydroxymethylation processes but also the expression of other genes. These
studies confirm the pathogenicity of the DNMT3A4 gene variant and potentially
reveal the complex biological processes that determine the phenotype of the
Tatton-Brown-Rahman syndrome under investigation.

Bioinformatic and molecular studies, as well as literature analysis, support the
clinical and functional significance of the variant NM_022552.4:c.2324C>A
identified in the DNMT34 gene. The changes in DNMT3A protein function
identified in the study samples by RNA and ¢fDNA sequencing suggest a less
efficient methylation process and impaired expression of specific genes as a
possible mechanism of pathogenesis.
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Figure 3.3.3.4. Analysis of the sequence of cfDNA nanopores in the blood of the proband’s brother. A — Graph of cfDNA
fragment density. The distribution of fragment sizes was compared among patients with the DNMT3A gene variant (TBRS),
seven healthy individuals, and six patients with lung adenocarcinoma (LuAd). Sample S1 is a sample from a lung adenocarcinoma
patient whose cfDNA library was prepared in a manner similar to that of our study subject. B — Determination of the cellular
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3.3.4 Analysis of the disruption of potassium ion movement in the cell
membrane caused by a variant identified in the KCNQI gene

This  scientific ~ study  analyzed the  heterozygous  variant
NM 000218.3:c.1111G>C, identified by exome sequencing in the KCNQ! gene
(MIM#607542) and not described in the literature in the proband (ATGC21-19—
P, see Table 3.2), who was diagnosed with long QT syndrome. In the OMIM
database, this gene is a known disease gene whose DNA variants are associated
with autosomal recessive inheritance Jervell and Lange-Nielsen syndrome
(MIM#220400) and autosomal dominant inheritance familial atrial fibrillation
(type 3; MIM#607554), short QT syndrome (type 2; MIM#609621), and long QT
syndrome (type 1; MIM#192500). The phenotypic features characteristic of the
latter disorder correspond to the cardiopathology of our subject.

The variant identified at the protein level (NP_000209.2:p.(Ala371Pro)) is
located in the A helix at the C-terminus of KCNQI, which is important for the
interaction of the potassium channel with calmodulin, which regulates both the
opening of the channel and the formation of the tetrameric structure [199].
Therefore, it is likely that the identified variant may have an adverse effect on
potassium channel function or even on the entire tetrameric structure. To assess
the potential dysfunction of the altered KNCQI, a system was created to compare
altered and unaltered protein expression in a stable cell line, and subsequent
electrophysiological measurements were performed. The HEK293T cell line, as
described in the literature, was selected for these studies. This cell line contains
the KCNQI gene in its genome, but the expression of this gene and the processes
of the encoded protein do not occur in these cells [200]. Chemical transfection
was used to introduce plasmids encoding the unmodified (KCNQ1 WT) and
modified (KCNQ1_MUT) proteins, as well as a plasmid encoding the KCNE1
protein, into the cells. Their expression was verified using a fluorescence
microscope. Twenty-four to forty-eight hours after transfection,
electrophysiological measurements were performed on cells growing on glass
slides in specialized plates using the patch-clamp method (see Figure 3.3.4.1A).
Several response examples were successfully recorded. A minimal outward
current was recorded in non-transfected HEK293T cells (3.78 + 0.88 pA/pF; see
Figure 3.3.4.1B), a finding also reported in other studies [200]. No statistically
significant differences were found when comparing untransfected cells with
KCNQ1_WT (4.31£1.39 pA/pF) or KCNQ1 _MUT (4.56+1.62 pA/pF) plasmid-
transfected cells (see Figure 3.3.4.1 B). However, after transfection of cells with
a combination of KCNQ1 WT and KCNE1 plasmids, the output current
increased significantly (22.25+1.91 pA/pF), while in cells containing a
combination of KCNQ1 MUT and KCNE1 plasmids, this current decreased
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significantly (6.64+0.49 pA/pF; see Figure 3.3.4.1 B). This signals disturbances
in the function of the potassium channel formed by the KCNQI1 protein, which
are likely to disrupt the duration of the action potential in cells.
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Figure 3.3.4.1. Electrophysiological measurements using the patch-clamp
method in HEK293T cells. A — an example of how HEK293T cells are selected
for electrophysiological measurements based on fluorescence intensity. Cells
were transfected with plasmids encoding a green fluorescent protein. B — cells
transfected with different combinations of plasmids. KCNQ1_WT — plasmid
encoding the unmodified KCNQI protein, KCNQ1_MUT - plasmid encoding
the KCNQ! variant identified in the proband, KCNE1 — plasmid encoding a
subunit important for KCNQI protein activity, K — untransfected cells. Current
density was measured at the end of a 2 s pulse up to 30 mV. The graph shows
averages + standard deviations, with statistical significance indicated by *p <
0.05 and ***p < 0.005. Photographs, electrophysiological measurements
performed, and a graph created by A. Shelest, Prof. A. Alaburda.
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The KCNQI gene encodes a voltage-dependent potassium channel
(Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily Q Member 1) that is important for
the repolarization phase of cardiac action potentials [201]. It is a subunit of a
membrane-bound, pore-forming protein channel that is activated by delayed
rectifier currents [201]. In the latter channel, KCNQ1 forms a complex with
KCNEI1 (Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily E Regulatory Subunit 1),
and this monomer of two subunits forms a tetramer that regulates the duration of
the cardiac action potential. The KCNQ1/KCNE1 complex creates an outward
potassium ion current (as it determines the movement of potassium ions out of
the cell), which is a repolarizing ion current and terminates the cardiac action
potential, while disturbances in the KCNQI1 subunit cause disturbances in the
duration of the action potential [201]. KCNQ1 consists of three main regions: the
SO helix at the N-terminus, six transmembrane helices (S1-S6), and four
intracellular helices (A—D) at the C-terminus [202]. A study by Shamgar and
colleagues (2006) [203] used electrophysiological measurements to investigate
other KCNQ1 protein changes (e.g., p.Ser373Pro, p.Ala371Thr) in subjects with
long QT syndrome. The scientists were able to identify changes in the current in
CHO (Chinese Hamster Cells) cells caused by the altered proteins, which disrupt
the voltage-dependent inactivation of KCNQ1 channels [203]. This research
strategy, along with the expression model created in HEK293T cells,
substantiates the functional and clinical significance of the variant identified in
our study, as a decrease in outgoing current was observed in cells with the altered
KCNQI1 protein, indicating changes in the cell membrane potential.

Bioinformatic and molecular studies, as well as literature analysis, support the
clinical and functional significance of the variant NM_000218.3:c.1111G>C in
the KCNQI gene. Changes in the function of the KCNQI potassium channel in
HEK293T cells, as determined by electrophysiological measurements, suggest
that impaired potassium ion movement across the cell membrane and altered
action potential duration may be possible mechanisms of pathogenesis.

This section presents the results and their discussion, describing likely
pathogenic and pathogenic SNVs, as well as a small number of cases analyzed
from both molecular and cellular perspectives. Each of the four cases was
approached using slightly different molecular and/or functional experimental
strategies, which were primarily determined by the function of the gene-encoded
product. The studies revealed potential molecular mechanisms of pathogenesis
and specific molecular and cellular changes caused by a particular DNA variant.
The implementation of the research strategies developed for these five individual
cases and the results obtained illustrate not only the complexity of molecular

processes, but also the influence of each DNA change and, in general, the genetic
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and epigenetic background of the subject on the pathogenesis of the inherited
disorder and the determination of its mechanism.

The research strategies and methods applied in this scientific work are
potential diagnostic tools in clinical practice and personalized medicine. Based
on the experience of diagnostic laboratories in various countries, transferring
these studies to clinical diagnostic algorithms is a complex process that requires
addressing methodological, analytical, and practical challenges. One of the
obstacles is the global application of standardized protocols for sample
processing, research strategies, and data generation to manage the comparability
and reproducibility of results. Exome, genome, and transcriptome sequencing
generate large datasets, the processing, storage, and interpretation of which
require complex bioinformatic infrastructure and highly qualified specialists.
Another crucial and time-consuming stage that requires significant human
resources is the clinical validation of functional variant analysis, which aims to
demonstrate the analytical accuracy, reproducibility, and clinical utility of the
research strategy in diagnosing, predicting disease progression, or selecting the
most appropriate treatment. The implementation of new tests and diagnostic
algorithms is also limited by the necessary initial financial investment in the
equipment required for the latest analysis algorithm, as well as the potentially
high cost of functional tests. Undoubtedly, the integration of large-scale and
functional tests is limited by the shortage of specialists capable of interpreting
multi-layered data in a clinical context. However, considering foreign diagnostic
laboratories that apply transcriptome or functional analysis, as well as the broader
context of medical and human genetics and genomics worldwide, Lithuanian
healthcare institutions are well-suited to implement new testing strategies once
the main challenges have been overcome.
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IV CONCLUSIONS

1. Next-generation sequencing identified single-nucleotide variants in known
disease genes RLIM, NAA15, WRN, DYNCIHI, DNMT3A, and KCNQ], as well
as a small deletion in the FAS gene were classified as DNA changes of uncertain
clinical significance or likely pathogenic variants and selected for molecular

and/or functional studies.

2. After characterizing the structural rearrangements in the genome, candidate
genes of clinical significance were identified:

2.1

2.2

Protein-coding genes KIT, ANKRD17, XYLTI, exons of the deleted
MEDI3L gene, and the miRNA cluster MIRI7HG located within
the microduplication region are likely to influence the development
of the clinical phenotype of the probands and are potential
candidates for subsequent functional investigations in cellular or
model organism systems to elucidate their definitive roles in the
molecular pathogenesis of the condition phenotype;
Chromothripsis determined rearrangements and breakpoints of the
resulting fragments influence the expression of 42 genes, with the
NTNG2 gene potentially contributing to the manifestation of
specific clinical features observed in the proband.

3. The significance of the selected SN'Vs at the protein level was assessed using
bioinformatic analysis and molecular studies:

3.1

32

Protein structure and interaction modeling, along with DNA
methylation analysis, determined that the c.1721T>A variant of the
RLIM gene causes changes in the interaction and likely function of
the encoded protein, which may disrupt ubiquitination in the
proband’s cells;

Analysis of protein structure and immunoenzymatic assessment of
protein levels revealed that the ¢.382C>T variant in the NAA4 15 gene
reduces the expression of the encoded protein, which likely disrupts
N-terminal acetylation processes in the proband cells.

4. Molecular and/or functional studies were used to evaluate the impact of

selected SNVs and small deletions on cellular processes:

4.1

4.2

Experimental studies in fibroblasts with the c.1578del DNA change
in the WRN gene, which causes protein shortening, revealed
accelerated cellular replicative senescence;

Gene and protein expression, confocal microscopy, and gene
expression inhibition studies have established the influence of the
DYNCIHI gene ¢.6405+1G>C variant, which causes a premature
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43

4.4

4.5

stop codon, on the decrease in DYNCI1HI protein levels, KIFCI
gene expression, and altered Golgi complex recovery;
Experimental studies using fluorescence microscopy and flow
cytometry showed that a small deletion in the FAS gene
(c.16_30+1del), which shortens the protein, decreases the tendency
of FAS receptor-induced apoptosis;

In vitro protein studies, large-scale gene expression, and cfDNA
sequencing studies have established the influence of the ¢.2324C>A
variant of the DNMT3A gene, which causes an amino acid change,
on the reduced activity of DNMT3A methyltransferase and altered
gene expression;

Experimental and electrophysiological studies in HEK293T cells of
the KCNQI gene ¢.1111G>C variant, which causes an amino acid
change, have demonstrated a negative impact on the potential-
dependent outward current and action potential.
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Stendiniai praneSimai, tezés, paskelbtos tarptautiniuose moksliniuose
renginiuose:

1. G. Petraityteé, 7. Maldziené, V. Mikstiené, E. Siavriené, T. Rancelis, V.
Kucinskas, E. Preik3aitiené. Molecular analysis of a novel donor splice
site variant in DYNCIHI. European Human Genetics Virtual
Conference 2021. Virtuali konferencija, 2021 m.

2. G. Petraityté, E. Siavriené, 7. Maldziené, V. Mikstiené, I. Tavorieng, L.
Griskevicius, E. Preiksaitiené. 4 small deletion in FAS causes splicing
disturbances in a patient with suspected ALPS. European Human
Genetics Conference. Austrija, 2022 m.

3. G. Petraityté, E. Preiksaitiené. Molecular investigation of a DNA
variant’s pathogenicity: a splice site variant in DYNCIHI. Jungtinis
taprtautinis renginys ,,Joint International Meeting: 22nd EAA Congress,
15th ISGA Congress, 5th International Conference on Evolutionary
Medicine*. Lietuva, 2022 m.

4. J. Songailaité, G. Petraityté, E. Preiksaitiené. Novel truncating variant
in DYNCIHI leading to intellectual disability and autism. The COINS.
Lietuva, 2022 m.

202



Vardas Pavardé

El pasto adresas

Adresas

CURRICULUM VITAE
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Dabartinis

2025 m. kovas
2025 m. rugséjis

2019 m.
2024 m.

2024 m.
2025 m.

2021 m.
2024 m.

Tyréja
VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

Lektoré
VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

Medicinos genetiké
VUL Santaros klinikos Medicininés genetikos centras,
Vilnius

Jaunesnioji mokslo darbuotoja
VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

Jaunesnioji mokslo darbuotoja
VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

Projekto vykdytoja

VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

VU Mokslo skatinimo fondo projektas ,,Platforma jvairiy
genomo redagavimo jrankiy tikslumo jvertinimui*“(MSF-
IM-05/2024). Projekto vadovas dr. Paulius Toliusis.

Projekto vykdytoja
VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius



2021 m.
2022 m.

2020 m.
2021 m.

2017 m.
2020 m.

Lietuvos mokslo tarybos finansuojamas projektas ,,Rety
paveldimy ligy genetniy priezas¢iy integraciniai tyrimai‘,
akronimas ATGC (S-MIP-21-15). Projekto vadové prof.
dr. Eglé Preiksaitiené.

Projekto vykdytoja

VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

VU Mokslo skatinimo fondo projektas ,,CRISPR-Cas13
technologijos taikymas tiriant atsparuma
chemoterapiniams

vaistams* (MSF-JM-2/2021). Projekto vadové Vilmanté
Zitkute.

Projekto vadové

VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

VU Mokslo skatinimo fondo projektas ,,Genomo ir
transkriptomo analizé rety paveldimy ligy patogenezés
tyrimuose® (MSF-JM-2/2020).

Projekto specialisté

VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedra,
Vilnius

Lietuvos mokslo tarybos finansuojamas projektas
»Intelektinés negalios ir jgimty anomalijy genetinés
architektiiros identifikavimas®, akronimas INGENES (S-
MIP-17-19). Projekto vadové doc. dr. Eglé Preiksaitiené.

& [SSILAVINIMAS

2019 m.
2024 m.

2017 m.
2019 m.

2013 m.
2017 m.

Medicinos mokslo krypties doktorantiiros studijos
Vilniaus universitetas, Vilnius

Medicinos genetikos magistrantiiros studijos
Vilniaus universitetas, Vilnius

Genetikos bakalauro studijos
Vilniaus universitetas, Vilnius
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PADEKA

Nuosirdziausius padékos zZodZius tariu;

mokslinei vadovei prof. dr. Eglei PreikSaitienei uz nuolatinj paskatinima,
kantrybe ir suteiktg galimybe gilintis j rety paveldimy ligy genetikos, genomikos
ir funkciniy tyrimy subtilybes;

mokslinei konsultantei doc. dr. AuSrai Sasnauskienei uz mokslinius ir
gyvenimiSkus patarimus vykdant funkcinius tyrimus ir raSant disertacija;

visiems tiriamiesiems, jy Seimos nariams, sutikusiems dalyvauti Siame tyrime ir
leidusiems analizuoti jy klinikinius ir genetinius duomenis;

disertacijos Gynimo tarybos pirmininkui prof. dr. Juozui Rimantui Lazutkai bei
naréms prof. dr. Audronei Jakaitienei, dr. Daliai Seaborne, doc. dr. Sonatai
Saulytei-Trakymienei ir prof. dr. Rasai Ugenskienei uz jdomius klausimus
diskusijai;

recenzentéms doc. dr. Ingridai Domarkienei, dr. Violetai JonuS$ienei, doc. dr.
Sonatai Saulytei-Trakymienei uz pastabas, padéjusias patobulinti §j darba;

VU Medicinos fakulteto Doktorantiiros mokyklos vadovei prof. dr. Janinai
Tutkuvienei ir doktorantiiros specialistei Rasai Janulionienei uz konsultacijas ir
pagalba visais doktorantiiros studijy metu iskilusiais klausimais;

VU MF BMI ZMGK kolegéms dr. Violetai Mikstienei ir dr. Evelinai Siavrienei
uz nepailstamg palaikymg ir pagalbg visuose disertacinio darbo vykdymo
etapuose;

VU MF BMI ZMGK ir VU GMC mokslininky bei specialisty komandai,
vykdziusiai INGENES ir ATGC projektus, kurios bendradarbiavimas
moksliniuse tyrimuse yra neatsiejama Sio darbo dalis;

visam VU MF BMI Zmogaus ir medicininés genetikos katedros kolektyvui uz
bendrg darbg ir patarimus;

VU GMC kolegei dr. Vilmantei Zitkutei uz palaikyma, pagalba ir bendrus
interesus, padéjusius jveikti doktorantiiros studijy etapa;

draugéms Gintarei, Auksei, Evelinai ir Violetai uz unikalias jzvalgas, palaikyma
ir turiningg laikg (net ir virtualy) kartu;

uz supratimg, nei§semiamg kantrybe, jkvépima, humoro jausmg ir visokeriopa
parama noriu ypa¢ padékoti savo artimiausiems Zmonéms — vyrui Martynui,
broliams Aurimui ir Venantui, mamai ir téCiui, mociutei ir tetai Rasai, taip pat
augintiniui Botui, kuris yra neatskiriama Siemos dalis.
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