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SANTRUMPOS

fic — mutacijy daznis kartai

fiy — metinis mutacijy daznis

N, — efektyvus populiacijos dydis

p_ — zalingy de novo mutacijy dalis

po — neutraliy de novo mutacijy dalis

Rp — Spirmeno koreliacijos koeficientas

Rg — Pirsono koreliacijos koeficientas

g — de novo mutacijy skai¢ius vaiko genome

a — vidutinis alfa

1000 genomy projektas — 1000 genomy projekto visy tirty populiacijy
duomenys

5-mC — 5-metilcitozinas

A —adeninas

AARS — Alanil-TRNR sintetazé

AB - aleliy balansas

AD — autosominis dominantinis paveld¢jimas

Ala — alaninas

AR — autosominis recesyvus paveldéjimas

Arg — argininas

Asn — asparaginas

Asp — asparto riigstis

ARID1B — AT-Rich Interaction Domain 1BOL2A1 — 2-o tipo kolageno al
grandinés genas (angl. Collagen, type Il, alpha-1)

ATP — adenozino trifosfatas

AutDB — su autizmu siejamy geny duomeny bazé

BAF250 — nuo ATP priklausomas su Brahma asocijuotas veiksnys
BAM - dvejatainé sekoskaitos duomeny formato rinkmena (angl. binary file
format)

Bp — baziy poros

bRNR — branduolio ribonukleorigstys

C — citozinas

CADD - jrankis, Zmogaus genome jvertinantis pavieniy nukleotidy, intarpy
ir iskrity varianty zalinguma (angl. Combined Annotation Dependent
Depletion)

CEU — Jutos gyventojy, turinéiy Siaurés ir Vakary Europos protéviy,
populiacija



CHARGE sindromas — akies koloboma, Sirdies ydos, choany atrezija, raidos
atsilikimas, genitalijy anomalijos, ausy anomalijos ir (ar) kurtumas (angl.
CHARGE association: coloboma of the eye; heart anomaly; atresia,
hoanal;retardation of mental and somatic development; microphallus; ear
abnormalities and/or deafness)
CHD?7 — transkripcijos veiksnio genas (angl. Chromodomain helicase DNA
binding protein 7)
Chr — chromosoma
Cys — cisteinas
ClinVAR — NCBI duomeny bazé¢, kurioje kaupiami duomenys apie genomo
varianty patogeniskuma
COSMIC — mutacijy, esan¢iy somatinése vézinése lastelése, katalogas (angl.
Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)
CpG — citozino ir guanino dinukletoidas
CREBBP — CREB sujungiantis baltymas
CSMD1 - transkripcijos veiksnio genas (angl. Chromodomain helicase DNA
binding protein 7)
CTR9 - CTRY9 homologas, Pafl/RNR II polimerazés komplekso
komponentas
d — tikétinas analizuojamy DNR seky iSsiskyrimas tarp organizmy rti§iy poros
M — skirtumy tarp seky daznis
dbSNP — geny varianty duomeny bazé (angl. Database of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) and multiple small-scale variations)
denovo-db — patogeniniy, naudingy ir neaiskios klinikinés reik§més DNM
duomeny bazé
DHS — deoksiribonukleazeil (DNazeil) ypac jautriis genomo regionai (angl.
DNasel hypersensitivity sites)
DLG4 — sinapsiy plastiSkumo genas
DNAHS8 — 8 dineino aksonemaliné sunkioji grandiné
dnM — de novo mutacija
DNR — deoksiribonukleortigstis
DP — referentiniui aleliui alternatyvaus alelio padengimas
ENCODE - tarptautinis funkciniy genomo elementy analizés konsorciumas
(angl. Encyclopedia of DNA Elements)
ESPN — espino genas (angl. Espin, mouse, homolog of)
Ensembl — Zmogaus genomo narSyklé
eQTL — raiskos lygis skirtinguose audiniuose
Esp6500siv2_all — egzomo sekoskaitos projekto (angl. NHLBI GO Exome
Sequencing Project — ESP) visy tirty asmeny duomenys
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ESPN — espinas

ESRRG - su estrogenu susijes y receptorius

ETNPPL — etanolamino fosfato fosfoliazé

EXAC — viso egzomo duomeny kaupimo ir analizés konsorciumas (angl. The
Exome Aggregation Consortium)

ExXAC_all — ExAC konsorciumo visy populiacijy duomenys

F — tiesioginis pradmuo (angl. forward)

FASTKD1 - FAST kinazés 1 domenas

FATHMM - funkciné analizé¢ pagal Markovo modelius (angl. Functional
Analysis through Hidden Markov Models)

FGF3 — fibroblasty augimo 3 veiksnio genas (angl. Fibroblast Growth Factor
3)

FGFR2 — fibroblasty augimo 2 veiksnio genas (angl. Fibroblast Growth
Factor Receptor 2)

FMRP — laziosios X intelektinés negalios baltymo genas (angl. Fragile X
Mental Retardation 1)

G — guaninas

GABAEerginis — susijes ar veikiantis neurosiuntiklj GABA

GATK - genomo analizés jrankiy rinkinys (angl. The Genome Analysis
Toolkit)

Gb — giga bazé

GeneCards — Zmogaus geny duomeny bazé

GERP++ — genomo regiony evoliucinio daznio profiliavimas (angl.
Genomic Evolutionary Rate Profiling)

GIGYF2 — su GRB10 saveikaujantis GYF baltymas 2

Gly —glicinas

GIn — glutaminas

Glu — glutamatas

GQ — genotipo kokybés jvertis

GTPazé — guanozino trifosfato hidrolazé

H3K27ac — histono H3 27 pozicijoje esancio lizino modifikacija acetilo grupe
H3K4mel — histono H3 4 pozicijoje esancio lizino modifikacija metilo grupe
H3K4me3 — histono H3 4 pozicijoje esancio lizino modifikacija trimis metilo
grupémis

HGMD - zmogaus geny patogeniniy varianty duomeny bazé (angl. The
Human gene mutation database)

His — histidinas

HRAS — proto-onkogenas (angl. HRas Proto-Oncogene, GTPase)
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Human Splicing Finder — sukirpimo svarbiy genomo varianty vertinimo
duomeny bazé

IDGenetics — geny ir geny varianty, susijusiy su intelektine negalia,
duomeny bazé

Ile —izoleucinas

IN — intelektiné negalia

1Q — intelekto koeficientas

YRI — Ibadano Jorubos (Nigerija) populiacija

iIRNR — informaciné RNR

Iskrita-intarpas — angl. indel tipo mutacija

Kb — kilobazé (1000 baziy pory)

kKDNR — kopijiné deoksiribonukleortigstis

KSP — kopijy skaiciaus pokytis

LCL — limfoblastoidiniy lasteliy linija

Leu — leucinas

LITGEN — projekto ,,Lietuvos populiacijos genetiné jvairove ir sandaros
kitimai, susije¢ su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis ligomis* akronimas
Lys — lizinas

LLP — lytiniy lasteliy pirmtakai

LRT — bioinformacinés analizés tyrimo jrankis (angl. Likelihood ratio test)
MAF — retojo alelio daznis (angl. minor allele frequency)

Mb — megabazé

Met — metioninas

MIM — pagal Mendelio désnius paveldimy ligy katalogas (angl. Mendelian
Inheritance in Man)

MYOML1 — miomezinas 1

Mm — milijonai mety

MutH — DNR klaidy taisymo baltymas mutH

MutL — DNR klaidy taisymo baltymas mutL

MutS — DNR klaidy taisymo baltymas mutS

NFATC3 — aktyvinty T lgsteliy barnduolio veiksnys

NkRNR — nekoduojanti ribonukleoragstis

NKS — naujos kartos sekoskaita

NTS — netransliuojama geno seka

OMIM — pagal Mendelio désnius paveldimy Zzmogaus ligy elektroninis
katalogas (angl. Online Mendelian Inheritance in Man®)

p_ — zalingy de novo mutacijy dalis

p+ — naudingy de novo mutacijy dalis

Po — Neutraliy de novo mutacijy dalis



PGR — polimerazés grandininé reakcija

Phe — fenilalaninas

Pl — pasikliautinasis intervalas

PhyloP — algoritmas, vertinantis genomy seky evoliucinj konservatyvuma
(angl. phylogenetic P-values)

POLD1 — DNR polimerazé & 1

Polyphen-2 — bioinformacinés analizés jrankis (angl. Polymorphism
Phenotyping v2)

PPL — periplakinas

PPM1D - fosfatazés genas (angl. Protein Phosphatase, Mg2+/Mn2+
Dependent 1D)

pre-mRNR —preinformaciné ribonukleortigstis

Pro — prolinas

PROVEAN — baltymy variacijos poveikio analizés jrankis (angl. Protein
Variation Effect Analyzer)

PTPN11- baltymy tirozino fosfatazés genas (angl. Protein Tyrosine
Phosphatase, Non-Receptor Type 11)

PUBMED - elektroniné medicinos mokslo publikacijy, gyvybés moksly
zurnaly, elektroniniy knygy duomeny bazé

PVK — de novo mutacijy daznis vienai pozicijai per karta

R — atvirkstinis pradmuo (angl. reverse)

R?2 — determinacijos koeficientas

RAC1 — Rac $eimo0s mazosios GTPazés genas (angl. Rac  Family  Small
GTPase 1)

RAPGEF1 — Rap guanino nukleotido pakeitimo veiksnys 1

RAXML — baltymo sekos filogenetinés analizés programa, paremta atsitiktinés
atrankos didziausios tikimybés pincipu (angl. Randomized Axelerated
Maximum Likelihood)

RNR - ribonukleoriigstis

Rs — vieno nukleotido varianto numeris pagal referenting genomo seka

s — atrankos koeficientas

S faze — Igsteles dalijimosi faze, kurios metu sintetinama DNR ir centrosomos
kopija

SATBL1 - specifinis AT nukleotidy gausus prisijungimo baltymas 1

SFARI gene — su autizmu siejamy geny duomeny bazé

SIFT — bioinformacinés analizés jrankis (angl. Sorting Tolerant From
Intolerant)
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SYNCRIP — sinatotagming prijungian¢io ir citplazmoje su RNR
saveikaujancio baltymo genas (angl. Synaptotagmin Binding Cytoplasmic
RNA Interacting Protein)
SiPhy —algoritmas, vertinantis gamtinés atrankos poveikj geonomo regionams
SYT1 - sinaptotagminas 1
SKL — spermatogonijy kamieningés lastelés
SLC17A8 — transmembraninio nesiklio genas (angl. Solute carrier family 17
(vesicular  glutamate cotransporter), member 8) SLC19A2 -
transmembraninio neSiklio genas (angl. Solute carrier family 19 (thiamine
transporter), member 2)
SMAD6 — SMAD seimos genas (angl. SMAD Family Member 6)
SMO - Frizzled klasés receptorius
SON — SON DNR prijungian¢io baltymo genas (angl. SON DNA Binding
Protein)
SOX5 — SRY dézuteés genas (angl. SRY-Box 5)
SP — standartiné paklaida
SPB - Senojo pasaulio bezdzionés (angl. Old World Monkey)
STRING — programa, baltymy saveikai tirti
SWISS-MODEL - baltymo struktairos atviros prieigos modeliavimo programa
SWI/SNF — SW1tch/sukrozés nefermentuojamas
swMutSel0 — TdG12 site-wise mutation-selection skai¢iavimo modelis
T — timinas
t — vidutinis laikas iki bendro protévio (iSsiskyrimo laikas)
TCF20- transkripcijos veiksnio genas (angl. Transcription Factor 20)
Ter — prieslaikiné baltymo sintezés baigmé
Thr — treoninas
Tyr —tirozinas
TLK2 — kinazés genas (angl. Tousled Like Kinase 2)
TLN —talinas 1
TpG —timino ir guanino dinukleotidas
TRIP12 — skydliaukés hormony receptoriaus genas (angl. Thyroid Hormone
Receptor Interactor 12)
Trp — triptofanas
UCSC — Kalifornijos Santa Kruzo universitetas, JAV (angl. University of
California Santa Cruz)
UNIGENE - projekto ,,Unikallis genomo persitvarkymai esant jgimtiems
nervy sistemos raidos sutrikimams: kilmé, genominiai mechanizmai,
funkcinés ir klinikinés pasekmés* akronimas
UV-B - 315-280 nm ilgio ultravioletiniai spinduliai
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UV-C —< 280 nm ilgio ultravioletiniai spinduliai

UvrAB — UvrAB endonukleazé

UvrC — UvrC endonukleazé

UvrD — UvrD endonukleazé

Val — valinas

VES - viso egzomo sekoskaita

VarScan — de novo varianty nustatymo programa (angl. Variant detection in
massively parallel Sequencing data)

Vcf — nustatyty genomy varianty byla (angl. variant calling format)

VGS — viso genomo sekoskaita

VNP — vieno nukleotido pokytis

VNP — vieno nukleotido variantas

V3] VUL SK MGC — VieSosios jstaigos Vilniaus universitetinés ligoninés
Santaros kliniky Medicininés genetikos centras

W — adeninas arba timinas

w — santykinis tinkamumas

WWOX — transkripcijos veiksnio genas (angl. Chromodomain helicase DNA
binding protein 7)

XD — su X chromosoma susij¢s dominantinis paveldéjimas

XR —su X chromosoma susijgs recesyvus paveldéjimas

ZNF219 — transkripcijos veiksnys ,,cinko pirStelio® baltymas 219 (angl. Zinc
finger protein 219)

[ — regresijos koeficientas

Y —gama

0 — delta

¢ —epsilon
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IVADAS

,,Be mutacijy mes nebiitume savimi. Klaidos
reikalingos tam, kad galétuméme atverti duris

‘

Salia esanciai galimybei
Steven Johnson
1. Tiriamoji problema ir aktualumas

Visuotinai suprantama, kad mutacijos — fundamentali evoliucijos jéga,
kuri kuria geneting jvairove ir formuoja fenotipinj kintamuma, todél jy daznio
ir savybiy tyrimai yra svarbiis ir aktualiis tiek populiacijy kilmés, tiek ir
medicininés genetikos kontekste. Vykstant apvaisinimui, kiekviena Zzmogaus
zigota pus¢ genomo paveldi i§ motinos oocito, o kita puse i§ tévo
spermatozoido. Nepaisant to, kad tokiu budu genetiné informacija
perduodama i§ kartos | karta, kiekvienas i§ miisy gimsta su keliasdeSimcia
(vidutiniskai 20-80) naujy genetiniy poky¢iy — de novo mutacijy [1-5]. De
novo mutacijos susidaro besiformuojant embrionui, véliau vaisiui ir visg
zmogaus gyvenima tiek somatinése, tiek ir lytinése lastelése. Vis délto tik tos
de novo mutacijos, kurios susidaro lytinése lgstelése, gali buti perduodamos
kitai kartai ir tik i§ jy formuojasi tolesné populiacijos genetiné jvairové [6—
8].

Genomo tyrimai pradéti dar 1980 m., taciau vien tam, kad bty galima
perskaityti pirmajj zmogaus genoma, prireiké dar 20 mety [9]. Pirmojo
zmogaus genomo analizés etapo metu buvo nustatyta daugiau nei 100
milijony genomo varianty, ta¢iau tai tesudaré ziniy apie genomg pamatg [10].
ISanalizavus genomo varianty sudétj, nustatyta, kad didzioji jy dalis
populiacijoje yra dazni (nustatomi > 0,5 % populiacijos), mazdaug 40 000 —
200 000 varianty yra reti (nustatomi < 0,5% populiacijos), o likusieji —
unikallis pavieniams Zmonéms. Dabar zinoma, kad dazni variantai sudaro
didZigja kiekvieno genomo variacijos dalj ir lemia didZiausius skirtumus tarp
individy genomy [11]. Tai aiSkinama faktu, kad dazni genomo variantai
susidaré prie§ daugelj karty, taigi jais dalijasi net ir skirtingos populiacijos, 0
reti variantai susidaré ne taip seniai, todél spéjo iSplisti tik pavienése
populiacijose [11].

Tobuléjant genomo sekoskaitos technologijoms, antro ir svarbiausio
zmogaus genomo analizés etapo metu buvo imta interpretuoti genomo
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variantus ne tik pavieniui, bet ir atsizvelgiant j susistemintg genominj varianto
konteksta ir jo ypatybes. Deja, iki dabar genomo varianty asociacija su
zmogaus bruozais sékmingai nustatyta tik nedaugeliui genomo varianty, todél
didziosios katologuoty ir naujai nustatomy genomo varianty dalies poveikis
zmoniy bruozams paveldéti ar polinkiui sirgti tokiomis ligomis, pavyzdziui,
intelektine negalia ar autizmu, néra i$aiskintas [12]. Nesutariama ir dél dazny,
ir dél rety genomo varianty indélio dydZio bruozams paveldéti.

O lytinése lgstelése susidariusios de novo mutacijos jau desSimtmecius yra
siejamos su zmoniy ligomis. Aneuploidijos — vienas i§ dazniausiy de novo
jvykiy. Geriausiai to zinomas pavyzdys yra 21 chromosomos trisomija, dar
zinoma kaip Dauno sindromas, aprasytas 1959 m. [13]. Kito de novo mutacijy
tipo — kopijy skaiciaus pokyc¢iy (KSP) jvairovés vaidmuo ligoms [14]
suprastas tik iSradus genominiy lusty technologija. Ji leido i$siaiskinti, kad
net esant labai mazam KSP susidarymo dazniui (0,01 ar 0,02 poky¢iai vienoje
kartoje [14-16]), KSP gali bati sunkiy ir ankstyvos pradzios
neurodegeneraciniy ligy ar jgimty anomalijy priezastimi dél jy neigiamo
poveikio geny veiklai [17]. Vis délto visiskai akivaizdi de novo mutacijy
reik§mé zmogaus ligoms tapo tik dél naujos kartos sekoskaitos (NKS)
metody, kurie suteiké galimybe patikimai (tiesiogiai) ir prieinamai nustatyti
visy tipy de novo mutacijas [14].

NKS metodai i§ esmés pakeité pozitrj j mutacijy tyrimus, leido atlikti ne
tik tiesioginius empirinius mutacijy daznio ir molekuliniy savybiy
vertinimus, bet ir suprasti skirtingy mutacijy tipy santykinj indélj j nuolating
geneting variacijg ir evoliucinj jy likimg populiacijoje [18]. Vis délto
pagrindinis mutacijy tyrimy i88dkis tebéra mutacijy funkcijos
paradoksalumas. Nors zinoma, kad evoliucijos eigoje, vykstant adaptacijai,
mutacijy variacija yra butina, taéiau daugumos mutacijy, lemianciy fenotipo
pasikeitimus, tinkamumas paprastai yra neigiamas ar net zalingas [19].
Natiiraliose populiacijose, kurioms budinga intensyvi gamtiné atranka,
zalingos de novo mutacijos per trumpg evoliucijos perioda yra greitai
eliminuojamos, todél de novo mutacijy analizé yra labai ribota.

Lietuvos populiacijos geneting struktirg tyré dr. I. Kavaliauskiené ir
dr. Tautvydas Rancelis [20, 21]. Dr. 1. Kavaliauskiené iSanalizavo Lietuvos
populiacijos geneting struktiirg pagal egzomo autosomy, Y chromosomos ir
mitochondrijy DNR genetiniy Zymeny aleliy pasiskirstyma, o dr. Tautvydas
Rancelis tyré i$skirtinai patogeniniy genomo varianty pasiskirstyma. Dél de
novo mutacijy Lietuvos populiacija iki S$iol tirta nebuvo. Lietuvos
populiacijos mastu apibendrinta, o ne pavieniy atvejy apraSymais grjsta de
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novo mutacijy analizé svarbi tuo, kad naudojant triady (tévas, motina ir bent
vienas vaikas) tyrimo strategija galima nustatyti ne tik skirtingy genomo
varianty, bet ir atskiry genomo sri¢iy de novo mutacijy daznj tirtose Lietuvos
populiacijos ir asmeny, turin¢iy intelekting negalia, grupése. Viso egzomo
sekoskaitos duomeny analizé triadose leidzia tiesiogiai nustatyti skirtingas ir
gamtinés atrankos nepaveiktas de novo mutacijas, kurios gali biti asocijuotos
tiek su daznomis, tiek su retomis ligomis ar adaptyviais genomo regionais
[22-28]. Aktuali ir visy nustatyty genomo varianty funkcijos ir konteksto
analizé, leidZianti nustatyti galimus mutacijy susidarymo, o intelekting
negalig turinéiy asmeny grupéje ir patogenezés mechanizmus.

1.1. Tyrimo tikslas

De novo egzomo mutacijy pasiskirstymo, susidarymo mechanizmy ir
poveikio analizé Lietuvos populiacijos ir turinciy intelekting negalia asmeny
bei intelekting negalig turinéiy asmeny sibsy grupése.

1.2. Tyrimo uzdaviniai
1. Atrinkti optimaly algoritma de novo mutacijoms nustatyti.

2. Nustatyti Lietuvos populiacijai, asmenims, turintiems intelekting negalig,
ir intelekting negalig turintiems asmenims sibsy grupése biidinga de novo
mutacijy spektra ir palyginti jj su Jutos gyventojy, kilusiy i§ Siaurés ir
Vakary Europos (CEU), Ibadano Jorubos (Nigerija) (YRI), islandy, Skoty
ir piety Dakotos populiacijose nustatyta de novo mutacijy spektro
struktira bei nustatyti galimus de novo mutacijy susidarymo
mechanizmus.

3. Apskaiciuoti de novo mutacijy intensyvumo daznj genome ir palyginti jj
su islandy, dany, olandy, kanadieCiy ir amerikieiy bendrosiose
populiacijose bei autizmo spektro liga serganiyjy grupéje nustatytu
dazniu.

4. Nustatyti tévy amziaus, genominiy ir epigenetiniy veiksniy jtaka de novo
mutacijy radimosi intensyvumui.

5. Insilico nustatyti de novo mutacijy funkcijos jtakg Lietuvos populiacijos
ir asmeny, turinciy intelekting negalia, fenotipui; nustatyti galimus
intelektinés negalios patogenezés mechanizmus.
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6. Jvertinti, kaip de novo mutacijos veikia aminorfigsiy santykinj
tinkamuma, ir, jei veikia, kokie santykinio tinkamumo Sablonai apibiidina
Lietuvos populiacija.

1.3. Darbo naujumas ir reik§mé

1. Apibendrintai tirtas de novo mutacijy pasiskirstymas, apskai¢iuoti jy
dazniai genome, jvertintas patogeniskumas ir galimi susidarymo
mechanizmai papildo visame pasaulyje atlickamy de novo mutacijy tyrimy
duomenis ir sudaro pamatg tolesniems nekoduojanciy ir reguliaciniy
elementy varianty tyrimams tiek bendrojoje populiacijoje, tiek ir asmeny,
turin¢iy intelekting negalia, grupéje.

2. Nustatyti nauji nepublikuoti patogeniniai / galimai patogeniniai
intelekting negalig lemiantys genomo variantai.

3. Pirma kartg sudarytas specifiniy Lietuvos populiacijos grupei de novo
genomo varianty katalogas papildo kuriamg referentinio lietuviy genomo
duomeny bazg ir yra svarbus ateities didesniy kohorty ar klinikiniy Lietuvos
populiacijos tyrimy pagrindas.

1.4 Ginamieji teiginiai

1. Lietuvos populiacijai budinga savita de novo mutacijy spektro sudétis,
intensyvumas ir susidarymo mechanizmai.

2. Lietuvos populiacijoje susidaro tokios de novo mutacijos, kuriy bendras
santykinis tinkamumas nedaro Zalingos jtakos asmens fenotipui ir sveikatai,
todél genome gali persistuoti daugelj kart{.

3. Asmeny, turin¢iy intelekting negalia, egzomuose zalingy de novo
mutacijy yra reikSmingai daugiau nei kitose tirtose grupése, taigi tai gali bati
intelektinés negalios priezastis.

1.5. Disertantés indélis

Disertanté pati atliko lllumina HiSeq 2500 genetiniu analizatoriumi
nuskaityty egzomy pirminiy duomeny bioinformacinj apdorojima,
identifikavo de novo mutacijas, jas patikrino ir tvirtino Sanger sekoskaitos
metodu, atliko biologinés tévystés tikrinimg. Disertanté taip pat pati atliko
visg duomeny bioinformacing, in silico funkcing ir statisting analize.
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1.6. Darbo aprobacija

Darbo rezultatai paskelbti Lietuvos ir uzsienio leidiniuose, pristatyti
mokslinése konferencijose.

Disertacijos tema paskelbty straipsniy sarasas:

1. Pranckéniené¢ L, Kucinskas V. Trumpy de novo iSkrity ir intarpy
intensyvumo jvertinimas skirtinguose Zmogaus genomo regionuose.
Laboratoriné medicina, 2016; 18 (71): 118-122.

2. Pranckéniené L, Jakaitiené A, Ambrozaityté L, Kavaliauskiené I,
Kucinskas V. Insights Into de novo Mutation Variation in Lithuanian Exome.
Frontiers in Genetics. 2018;9:315. doi:10.3389/fgene.2018.00315. Impact
faktorius — 4,151.

3. Pranckéniené L, PreikSaitiené E, Gueneau L, Reymond A,
Kucinskas V. De novo duplication in the CHD7 gene associated with severe
CHARGE syndrome. Genomics Insights. 2019. H faktorius — 5.

Stendiniai praneSimai:

1. Pranckéniené L, Jakaitiené A, Kuéinskas V. ,,An evaluation of de novo
mutation content in the lithuanian exome®, Europos Zzmogaus genetikos
draugijos konferencija, 2017 m. geguzés 27-30 d., Kopenhagoje, Danijoje.

2. Pranckéniené L, Jakaitiené A, Kucinskas V, Utkus A. An evaluation
of de novo mutation rate in lithuanian exome. 2017 04 4-7 EMGM
konferencija (The European Mathematical Genetics Meeting), Tartu, Estijoje.

3. Pranckéniené L, Jakaitiené A, Ambrozaityté L, Ku¢inskas V. , Impact
and rates of exonic de novo mutations in patients with intellectual disability*,
2018 m. geguzés 27-30 d. Europos zmogaus genetikos draugijos
konferencija, Milane, Italijoje.

4. Pranckéniené L, PreikSaitiené E, Kucinskas V, Reymond A,
Gueneau L. ,,De novo insertion in the CHD7 gene causing a CHARGE
syndrome®, 2018 m. spalio 16-20 d. Amerikos zmogaus genetikos draugijos
konferencija, San Diego, Kalifornijoje, JAV.

5. Pranckéniené L, Kucinskas V. ,Impact and rates of exonic de novo
mutations in patients with intellectual disability*, 2019 m. rugpjacio 30—
31d., Gene forum, Tartu, Estija.
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Zodiniai praneSimai:

1. Pranckéniené L, Kucinskas V. ,,An evaluation of de novo mutation
process intensity in the different regions of human genome®. Tarptautiné
konferencija ,,Evolutionary medicine: prie-existing mechanisms and patterns
of current health issues®, 2016 m. birzelio 14-17 d., Vilniuje, Lietuvoje.

2. Pranckéniené L, Jakaitiené A, Ambrozaityté L, Kucinskas V. ,,De
novo mutacijy ir jy intensyvumo analizé lietuviy triady grupeje®. 2017 12 07
LMA Jaunyjy mokslininky konferencija ,,Bioateitis“. Diplomas uz geriausia
zodin]j praneSima, III vieta, Vilniuje, Lietuvoje.

3. Pranckéniené L. ,,Distribution and rates of exonic de novo mutations
in patients with intellectual disability*. 2018 05 10-12 Baltijos Saliy
laboratorinés medicinos (BALM) kongrese, Vilniuje, Lietuvoje.

4. Pranckéniené L, Jakaitiené A, Kucinskas V. ,,De novo mutacijy ir jy
intensyvumo analizé lietuviy triady grupgje®. 2018 12 14 LMA Jaunyjy
mokslininky konferencija ,,Bioateitis“. Diplomas uz geriausiag zodinj
pranesimg, I1I vieta, Vilniuje, Lietuvoje.
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TYRIMU APZVALGA

De novo mutacijos — genomo variantai, nepaveldéti i§ tévy. Yra skiriami
du de novo mutacijy (dnM) tipai — somatinése ir lytinése lastelése
susidariusios mutacijos. Somatinés mutacijos susidaro bet kurioje organizmo
lastelgje, iSskyrus lytines lasteles besiformuojant embrionui, véliau vaisiui ir
visg zmogaus gyvenimg dé¢l DNR taisymo mechanizmy klaidy, aplinkos
veiksniy ar kity priezasCiy. De novo mutacijos lytinése lgstelése susidaro
i§skirtinai tik iki apvaisinimo ir yra perduodamos palikuonims, taciau patys
tévai §iy DNR pokyc¢iy neturi.

Istoriskai lytinése lastelése jvykusiy mutacijy daznis buvo skai¢iuojamas
analizuojant genetiniy ligy daznius. Pirmg karta 1935 m. Haldane mutacijy
daznj genetinei sri¢iai per vieng karta nustaté remdamasis hemofilijos
paplitimu [6, 29], o jau 2002 m. Kondrashov, pasinaudoj¢s sukauptomis
Ziniomis apie Zinomas genetines ligas lemiancias genetines sritis, apskaiciavo
de novo mutacijy daznj visame Zzmogaus genome [7]. Véliau dnM ir jy
savybés buvo tiriamos naudojant modelinius organizmus, visisSkai
penetrantines, dominantiniu biidu pagal Mendelio désnius paveldimas ligas,
taikant lyginamosios genomikos ir populiacijy genetikos metodus. Vis délto
$iy metody galimybés yra ribotos, jie yra netiesioginiai ir veikiami kity
veiksniy, pavyzdziui, gamtinés atrankos. Nuo mazdaug 2000 m., iSradus
naujos kartos sekoskaitos (NKS) metodus ir sparciai juos tobulinant,
tiesioginiams visy tipy, nuo vieno nukleotido pokyciy (VNP), mazy (iki
20bp) iskrity-intarpy iki dideliy struktoriniy genomo poky¢iy (1 lent.), de
novo mutacijy paplitimo tyrimams genome buvo imta naudoti tévy ir vaiky
triady (tévo, motinos ir bent vieno vaiko) tyrimo metodika. Atsizvelgiant j
tai, kad kiekviena analizuojama triada yra unikali ir triados labai skiriasi, viso
genomo NKS tyrimy duomenimis de novo VNP daznis genome svyruoja tarp
1,0 ir 1,8x10® per nukleotidg vienai kartai [8, 30-33], todél skai¢iuojama,
kad kiekvienas palikuonis vidutiniskai turi nuo 44 iki 82 de novo VNP, i$
kuriy viena dvi mutacijos yra koduojané¢ioje genomo sekoje (egzome) [1, 31—
35]. Triady genomy NKS tyrimo metodas taip pat leido nustatyti de novo
mutacijy kilmés tipus pagal tai, kokio tipo lgsteléje (somatingje ar lytingje)
mutacija susidaré, jy genominj konteksta, galimus susidarymo mechanizmus
[31-33] ir kitas ypatybes, pavyzdziui, téving kilme. Dabar yra zinoma, kad
dauguma de novo taskiniy ir nedideliy iskrity-intarpy mutacijy, susidariusiy
lytinése lastelése, yra tévinés kilmés ir kad didesnis tévy (tévo ir motinos)
amzius zigotos susidarymo metu lemia, kad vaikas turi daugiau de novo
mutacijy nei vyresnis ty paciy tévy vaikas [1, 35-37].

19



Pagal patogeniSkumg mutacijos skirStomos j tris pagrindines grupes —
naudingos, neutralios ir patogeninés. Naudingos mutacijos, suteikiancios
fenotipinj pranasumg, greitai plinta populiacijoje [38-40], o neutralios
mutacijos gali plisti tik kaip geny dreifo rezultatas [41]. Patogeninés
mutacijos lemia zalingus fenotipinius poZymius, todél pries reprodukcijos
fazg ir jai vykstant yra stipriai veikiamos iSgryninanciosios gamtinés atrankos
ir tokiu btidu yra apribojamas jy plitimas [42]. Tiek paveldétos, tiek de novo
mutacijos gali priklausyti bet kuriam $iy tipy, taciau jsidémétina, kad dnM
yra unikalios ir genetiskai nutolusios nuo paveldéty mutacijy, nes jos susidaro
tarp dviejy karty, dar prie§ gamtinés atrankos poveikj. Populiacijos lygmeniu
toks naujy pozymiy praradimas ar jgijimas yra rasiy evoliucijos varomoji
jéga, taciau individo lygmeniu to paties pozymio praradimas ar jgijimas gali
biiti ir genetinés ligos priezastis.

1 lent. De novo genetiniy varianty klasifikacija. *Pagal 1000 genomy
projekto duomenis. Dideliy struktiiriniy persitvarkymy pavyzdziuose juodos
linijos atitinka chromosomos dalj, o raudonos ir mélynos linijos — genetiniai
regionai su DNR variantu. Adaptuota i§ [43]

Varianto tipas Varianty De novo Pavyzdys
skaitius varianty
genome™ skaitius
Vieno nukleotido 3 mln 40-82 Referentiné seka: CTGGATGAA
variantas (VINV) Variantiné seka: CTGGGTGAA
Nedidelés iki 20 bp | 360 000 2-4 T8krita
dydzio idkritos — Referentiné seka: CTGGATGAA
intarpai Variantiné seka: CTGG-TGAA
Intarpas
Referentiné seka: CTGGA-TGAA
Variantiné seka: CTGGAGTGAA
Dideli strukfliriniai | 16 000 0,01-0,03 I5krita
persitvarkymai Referentiné seka:
Variantiné seka:
Duplikacija
Referenting seka: -
Variantiné seka:
Intarpas
Referentiné seka:
Variantiné seka:

2.1. De novo mutacijy identifikavimas

Pirmosios DNR sekoskaitos technologijos buvo sukurtos mazdaug 1970
metais. Jos reikalavo daug kruopstaus darbo, o sekvenavimas buvo létas
procesas. Per mazdaug 20 mety DNR sekoskaitos metodai buvo istobulinti
tiek, kad 1990 m. buvo pradétas Zmogaus genomo projektas, kurio metu (per
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13 mety, investavus mazdaug 3 milijardus doleriy) buvo nuskaitytas pirmasis
zmogaus genomas. Tuo paciu metu DNR sekoskaitos metodai buvo
tobulinami ir kuriamos naujos kartos sekoskaitos (NKS) technologijos,
leidZiandZios nuskaityti daugiau méginiy tuo paéiu metu per trumpesnj laika.

Pirma karta NKS technologijos buvo pritaikytos 1000 genomy projekto
metu. Jomis buvo nusekvenuota daugiau nei 2500 zmoniy genomy i§ 26
populiacijy [11]. Lyginant nuskaitytus genomus tarpusavyje ir su referentiniu
genomu (pirmuoju nuskaitytu zmogaus genomu) nustatyta daugiau nei 80
milijony genomo varianty ir apskai¢iuotas jy daznis. Si genomo jvairové
sudaré¢ mazdaug 90 % visos genetinés jvairovés tarp maziausiai 1 % asmeny
i§ visy 26 populiacijy [11].

Tobulinamos naujos kartos sekoskaitos technologijos atpigo, todél jas
imta taikyti ne tik dideliuose tarptautiniuose projektuose, bet ir pavieniy
zmoniy genomy analizei — dazny, rety ir unikaliy tiek sveiky, tiek serganciy
Zmoniy genomo varianty analizei [11].

NKS technologijos yra gristos DNR suskaidymu j 30-500 bp dydzio
fragmentus ir lygiagreéia jy sekoskaita. Daugelis tyréjy naudoja suporuoty
galy sekoskaitos metoda, kai nuskaitomi du trumpi DNR seky fragmentai,
atskirti fiksuotu (dazniausiai 500 bp) atstumu. Fragmenty ar fragmenty pory
sekoskaita yra atsitiktiné, todél butina nuskaityti daug daugiau DNR
fragmenty nei jy yra viename genome, tokiu btidu gaunant kuo daugiau seky,
kuriy visuma apimty visg genomg ir atitikty abu haplotipus [22].

NKS technologijos klaidy daznis nuo 0,1 % iki 1 % visy nuskaityty baziy
[44]. DNR fragmentai yra nuskaitomi nepriklausomai vienas nuo kito, todél
bitina turéti pakankamai dubliuoty tos pacios sekos fragmenty, kad biity
galima atskirti geneting jvairove nuo sekoskaitos klaidy. Sekoskaitos
padengimas atspindi DNR sekos fragmenty, kurie persidengia su kiekviena
genomo baze, skai¢iy. Svarbu paminéti, kad priklausomai nuo taikomos
technologijos ir analizuojamo regiono strukttiros, atskiry genomo regiony
padengimas skiriasi, todél ne visus genomo regionus yra vienodai lengva
nuskaityti ir analizuoti. Skai¢iuojama, kad mazdaug 15 % viso Zmogaus
genomo negali bati sékmingai nuskaityta dél jo struktiiros, todél jis
vadinamas nepasiekiamu [44-46].

Pirminis sekoskaitos rezultatas yra pavieniai po genomg i$sibarste DNR
fragmentai, kuriuos pirmiausia reikia sudélioti referentinio genomo eilés
tvarka. Tam dazniausiai naudojamas budas yra iSskaidyty fragmenty
prilygiavimas prie referentinio genomo [14, 15, 47]. Vis délto, kadangi
genomai tarpusavyje skiriasi ne vien dél sekoskaitos klaidy, bet ir dél individy
genetinés jvairovés, naudojami prilygiavimo prie referentinio genomo
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metodai turi prilygiavimo paklaidy ir leidzia prilygiuoti sekas su
nederanCiomis bazémis ar seky fragmenty tarpais, taip pat kiekviena
prilygiuota baze jvertina kiekybiniu patikimumo jverciu, kuris atspindi
prilygiavimo kokybe [16]. Imanoma, kad tas pats sekos fragmentas yra
tinkamas prilygiuoti prie keliy genomo viety, kur DNR sekos yra labai
panasios. Tokiu atveju dalis prilygiavimo algoritmy pateikia visus jmanomus
prilygiavimo variantus [15], o kita dalis atsitiktinai parenka labiausiai tikéting
genomo regiong, kuriam priskiria nusekvenuota DNR fragmenta [14, 16].

Kai visi DNR fragmentai yra prilygiuoti, visi nesutapimai ir nenuosekliis
fragmentai yra vertinami kaip galimi genetiniai variantai. Kadangi dalis
varianty gali biti dél nekokybisko prilygiavimo arba sekoskaitos klaidy, NKS
rezultaty analizéje genetiniai variantai yra vertinami pagal sudétinius
statistinius klaidy ir méginiy nepriklausomumo, bialeliniy varianty, diploidy
segregacijos ir kitus modelius [17, 22, 46]. D¢l didelés genetiniy varianty
jvairovés (nuo vieno VNP iki dideliy struktiiriniy chromosomy
persitvarkymy),  jiems vertinti taikomi skirtingi algoritmai, kurie
priklausomai nuo varianto tipo naudoja skirtingus sekoskaitos duomenis
(2 lent.). Nors yra daug skirtingy genetiniy varianty nustatymo modeliy,
dauguma jy kiekviena sekoskaitos fragmentg vertina kaip nepriklausoma
stebéjima, kurio patikimumui vertinti naudojama informacija, surinkta i$
tame regione esanliy visy nustatyty fragmenty duomeny. Svarbiausias
vertinimo patikimumo rodiklis yra sekos fragmento padengimas. Tokiu biidu
atskiriami genetiniai variantai nuo klaidy.
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2 lent. De novo mutacijy nustatymo metodai naudojant NKS metodus. Adaptuota i$ [43]
Fragmenty nesutapimai  Varianty tipai: VNP, iSkritos, intarpai
Varianty dydZiai: maZi (paprastai perpus mazesni nei nuskaityto fragmento ilgis)

Mutacijos tipas VNV T Intarpas Sulyg!uoti DNR fragmentai yra patikrinami, ar néra nesutapimy, lyginant
i nuskaitytus seky fragmentus su referentine genomo seka. Baziy nesutapimai reiskia
fragmentai —— ——— - vieno nukleotido poky¢ius (VNP), tarpai nusekvenuotose ir sulygiuotose sekose
it et — S — s Atitinka ikritas, o tarpai referentinéje sekoje — intarpus.
seka -
Isskaidyti fragmentai Varianty tipai: iSkritos, intarpai
Varianty dydZiai: jvairas
— Tie nuskaityti DNR fragmentai, kuriy nejmanoma prilygiuoti prie referentinio
ot L Intarpas genomo, yra iSskaidomi j mazesnius fragmentus ir tada kiekvienas jy yra
fragmentai —5k i prilygiuojamas. Tokiu biidu atstumai tarp iSskaidyty fragmenty gali bati
Referentiné identifikuojami kaip iSkritos ar intarpai.

Nederancios fragmenty  Varianty tipai: iSkritos, intarpai, inversijos, duplikacijos, chromosomy persitvarkymai

poros Varianty dydziai: dideli (paprastai didesni nei 100 bp)
Mutacijos tipas Lkrita Intarpas Sis biidas gali biiti taikomas tik tada, kai analizuojami suporuoty galy sekoskaitos
Sk duomenys, t. y. kai fragmentai atskirti fiksuotu atstumu, yra sekvenuojami poromis.
fragmentai T TR N A Tada intarpai ir iskritos yra nustatomi kaip reik§mingi skirtumai tarp tikétino ir
Referentiné j; : : T A stebimo fiksuoto atstumo dydzio. Pazymétina, kad, analizuojant vienos krypties
n_— : : . ' — . fragmentus, galima identifikuoti ir kompleksinius struktiirinius variantus.
Horizontaliojo Varianty tipai: iSkritos, duplikacijos

padengimo kokybé Varianty dydZiai: labai dideli (paprastai didesni nei 1 kb)
Visame genome yra vertinamas nuskaityty ir prilygiuoty fragmenty horizontalusis

AR Skri Duplikacij . o oyl o .
Mutacijos tipas Ikxica S padengimas. Tuose tegionuose, kur yra iskrity, bus matomas pusinis
Seku it (heterozigotinio genotipo atveju) regiono padengimas arba homozigotinio genotipo

= —r : atveju — regionas fragmentais i§vis nebus padengtas. Duplikuoti regionai bus
Referentiné — — e —— —

padengti 1,5 karto (heterozigotinio genotipo atveju) arba 2 kartus (homozigotinio
genotipo atveju) daugiau nei viso tiriamo prilygiuoto regiono fonas.

seka
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Nustacius genetinius variantus, pagal kiekvieno varianto geneting sritj yra
priskiriamas genotipas. Atsizvelgiant i visus sekoskaitos duomeny rodiklius,
apimancius analizuojamg genomo regiono pozicijg, yra nustatomas labiausiai
tikétinas genotipas. Daugelis algoritmy rezultata pateikia genotipo
patikimumo jverCiais arba genotipo tikimybémis visiems nustatytiems
genotipams. Taigi genomo varianty nustatymas yra patikimesnis ir tikslesnis,
kai DNR sekos padengimas yra didesnis. Verta paminéti, kad vienas
nes, pavyzdziui, kai sekoskaitos vertikalusis padengimas yra %12 karty,
vienas genomas gali buti ~200 Gb dydzio, o tam reikia dideliy
bioinformaciniy iStekliy ir kompleksiniy duomeny analizés metody [23, 25].
DnM identifikavima apsunkina ir metodologijos kompleksiSkumas, nes vienu
metu analizuojamas ne vienas, o trys (motinos, tévo ir bent vieno vaiko)
genomai.

Nustatyti genomo variantai anotuojami remiantis duomenimis, surinktais
i§ jau nuskaityty ir iSanalizuoty genomy, pavyzdziui, 1000 Genomuy,
ENCODE, dbSNP, COSMIC, ExAC duomeny baziy duomenimis.

2.2. De novo mutacijy susidarymo priezastys

DnM susidarymo priezastis galima skirstyti j dvi grupes: pirming ir
antring. Pirmin¢ grupe sudaro dnM, susidaran¢ios DNR biosintezés arba
DNR klaidy taisymo metu. DNR biosintezés metu dnM gali atsirasti dél
klaidy vykstant DNR replikacijai, kai DNR polimerazé klaidingai jjungia
nukleotidus | DNR granding [25]. Vykstant DNR replikacijai, daugiausia
pirmaujancia DNR granding katalizuoja &, o atsiliekan¢ia — 6 DNR
polimerazé. Abi Sios polimerazés nukleotidus | DNR granding jjungia ypac
atrankiai, in vitro vidutiniskai viena neatitiktis pasitaiko kas 10*-10° bp [26,
27]. Taip pat abi polimerazés turi po klaidas taisantj domena, kuris jvykus
replikacijai patikrina suporuoty nukleotidy geometrija, kad biity uztikrintas
teisingy heterocikliniy baziy (toliau baziy) jjungimas [25].

Vienos ar keletos baziy pory nesutaptys gali lemti besireplikuojancios
DNR struktiiros poky¢ius, taciau jie gali buti iStaisomi ir klaidy taisymo
mechanizmy [28]. Klaidy taisymo mechanizmai (1 pav.) yra labai efektyvis,
nes mutacijy, susidariusiy vykstant DNR replikacijai, skaifius yra daug
mazesnis nei polimerazés klaidy daznis. Specifiniy baziy pory pakaity daznis
gali skirtis priklausomai nuo klaidy taisymo greicio, kuris tuo paciu apibrézia
ir specifiniy baziy pory pakaity mutavimo daznj [28]. Nevisiskas iStaisymas
gali lemti vienos ir keletos baziy pory pakaity ar iskrity-intarpy atsiradima.
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Be to, replikacijos metu gali biiti jjungtos ir neteisingos struktiiros bazés, 0
tai taip pat lemia baziy pory nesutaptis ir pakaitas [48].

Antrinés dnM susidarymo priezastys — tai spontaniniai pazeidimai dél
endogeniniy ar egzogeniniy veiksniy, pavyzdziui:

1. Ultravioletinés spinduoliuotés (UV-C ir UV-B spinduliai). Dél $ios
spinduliuotés poveikio susidaro pirimidino baziy dimerai — dvi gretimos
pirimidino bazés sujungiamos kovalentine jungtimi;

2. Jonizuojancios spinduoliuotés. vy ir rentgeno spinduliai gali sukelti
viengrandzius ir dvigrandzius DNR molekulés triikius;

3. Aktyviy cheminiy medziagy, pavyzdziui, angliavandeniliy, aflatoksiny
poveikio. Alkilinantys veiksniai gali perkelti metilo ar alkilo grup¢ ant DNR
bazés. Taip pat dél §iy medziagy poveikio susidaro baziy, esanciy toje pacioje
DNR grandinéje arba skirtingose grandyse, rysys.

Pries replikacijaSie spontaniniai pazeidimai daZniausiai yra iStaisomi
nukleotidy ir baziy ekscizinés reparacijos metodais [49]. Vis délto
nepakankamas premutacijy iStaisymas prie§ nauja DNR replikacijos etapa
gali lemti mutacijos jtvirtinima vienoje ar abicjose dukterinése lastelése [50].
Taigi butent Sie mutageny zalingo poveikio DNR ir klaidy iStaisymo daznio
skirtumai leidzia susidaryti dnM. Tuo atveju, kai mutacijy taisymas
nepavyksta ar nevyksta, DNR replikacija gali biti visiSkai sustabdyta ir
inicijuojama lgstelés zitis [50].

Daznai daroma prielaida, kad lytinése lastelése, ypa¢ spermatozoiduose ir
ju pirmtakuose, dnM susidaro dél DNR replikacijos klaidy gemetogenezés
proceso metu. Vis délto nepakankamas DNR pazaidy iStaisymas taip pat gali
bati dnM susidarymo priezastis spermatogenezés metu, nes dél testinés
proliferacijos ir trumpy periody tarp lasteliy dalijomosi lastelés DNR klaidy
taisymo mechanizmai pazaidy gali tiesiog nespéti taisyti [48, 50]. Oogenezés
metu spontaninés DNR mutacijos taip pat siejamos su nepakankamu
iStaisymo mechanizmu (1 pav.), ta¢iau oocitams budingesnés aneuploidijos
nei pavienés taskinés ar iSkrity-intarpy dnM [48]. Taigi i§ esmés dnM daznis
tiesiogiai priklauso nuo replikacijos klaidy daznio ir mitoziy skaiciaus arba
laiko tarp mitoziy ir DNR klaidy taisymo efektyvumo [48].
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1 pav. Pagrindiniai DNR klaidy taisymo mechanizmai. A — DNR klaidy
taisymas, kai DNR polimerazé veikia kaip egzonukleazé. Polimerazei 1)
jungus klaidingg nukleotida, ji pati ji 2) identifikuoja ir 3) panaudodama
3‘—>5° egzonukleazinj aktyvumg paSalina. B — nukleotidy ekscizijos
reparacija. 1) Homologinés rekombinacijos proceso metu MutS baltymy
kompleksas atpazjsta ir jungiasi prie DNR grandinés su klaida. 2) MutS
jungiasi su MutL ir MutH kompleksais tuo paciu ir prie DNR grandinés su
klaida pritraukiant nemetilinta GATC seka. 3) MutH sukelia viengrandzius
nemetilintos DNR trikius grandinéje su klaida, o egzonukleazé ta DNR
fragmentg iSkerpa. 4) DNR polimerazé¢ III jjungia naujus teisingus
nukleotidus, o DNR trikj pasalina DNR ligazé. C— baziy ekscizijos
reparacija. Nehomologinio galy sujungimo metodo metu UvrAB baltymy
kompleksas atpazjsta DNR pazaidas, pavyzdZziui, imino dimerus, tada UvrA
baltymai atsijungia. Prisijungia UvrC baltymai. UrvBC baltymy kompleksas
suardo fosfodiesterinj rysj 3' gale ties ketvirtu nukleotidu iki pazaidos ir 5°¢
gale ties 7 nukleotidu po pazaidos, tada disocijuoja nuo DNR. UvrD baltymas
(helikazé) jungiasi prie 5° DNR gale esancio triikio ir DNR fragmentas su
pazaida disocijuoja. DNR polimerazé I jjungia naujus teisingus nukleotidus,
0 DNR triikj uztaiso DNR ligazé. Adaptuota i$ [51]
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2.3. De novo mutacijy pasiskirstymo ir genominio
konteksto santykis

Daugumoje tyrimy nustatytas dnM daznis zmogaus genome yra 1,0—
1,8x10°® per nukleotidg vienai kartai [30-34, 52], mutagenezés procesas néra
visiskai atsitiktinis [8]. Mutabilumo jvairové skirtinguose genomo regionuose
aiSkinama genomo ypatybémis, susijusiomis su sekos sudétimi ir genominiu
kontekstu [52, 53]. Dalis genominiy veiksniy, svarbiy mutagenezei, manoma,
yra visy tipy zmogaus lastelése. Tai yra vietinis baziy pory kontekstas,
rekombinacijos daznis ir replikacijos laikas [8, 33, 35]. Replikacijos laikas
atspindi tvarka, pagal kurig skirtingi genomo regionai replikuojasi lastelés
ciklo S fazés metu. Tie genomo regional, kurie replikuojasi vélai, pasizymi
didesne genetine jvairove nei tie regionai, kurie replikuojasi anks¢iau [28].
Dél Sios priezasties manoma, kad geneting jvairove lemia didesnis
mutabilumas replikacijos pabaigoje dél deoksiribonukleotidy iSeikvojimo,
nors tokie pokyc¢iai, pavyzdziui, polimerazés aktyvumo pokytis ar sumazéjes
mutacijy klaidy taisymo mechanizmy aktyvumas, taip pat gali buti viena i§ to
priezaséiy [25, 54, 55].

Kiti veiksniai, turintys jtakos mutagenezei, gali varijuoti priklausomai nuo
lastelés genetinés architektiros, chromatino biisenos ir transkripcinio
aktyvumo [56-59], pavyzdziui, genomo regionai, Kuriuose gausu CpG
dinukleotidy. Citozinas CpG dinukleotidy gausiose genomo srityse yra
metilinamas penktoje i§ SeSiy atomy Zziedo padétyje, dél to susidaro 5-
metilcitozinas (5-mC). Metilintas CpG dinukleotidas yra nestabilus dél
spontaninio 5-mC deamininimo, kurio metu 5-mC virsta timinu, todél DNR
grandinéje susidaro nevienodas G:T santykis [2, 32, 59] (2 pav.).
Skaic¢iuojama, kad CpG dinukleotidai yra nuo 10 iki 18 karty mutabilesni nei
kiti dinukleotidai [60]. Taigi dél tokio auks$to CpG mutabilumo j TpG de novo
mutacijos, kuriy rezultatas yra tranzicijos, yra mazdaug du kartus daznesnés,
nei tos, kurios lemia transversijas [50, 56].

Verta paminéti, kad epigenetinis metilinimo profilis embriogenezés metu
kinta. Tik susidarius zigotai, nesvarbu, kokia embriono Iytis, vyksta keli visos
DNR demetilinimo ir remetilinimo etapai tokiu budu istrinant ir atkuriant
lasteliy epigeneting atmintj [2]. Mazdaug septintg savait¢ po apvaisinimo,
jvykus lyties determinacijai, vyry ir motery embriony lgsteliy metilinimo
profiliai diverguoja: vyry embrionuose DNR remetilinimas vyksta dar prie$
spermatogonijy diferenciacija, o moterims labai vélai — tik pries pat ovuliacija
[2]. Dél sios priezasties vyry lastelés yra metilintos gerokai ilgesnj laika, nuo
septintos savaités po zigotos susidarymo iki apvaisinimo momento, 0 motery
lastelése metilinimo procesas prasideda tik nuo ovuliacijos momento. Dél to
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skaiéiuojama, kad po brandos tévai turi apie 6,5 karto daugiau CpG>TpG de
novo mutacijy nei motinos ir kartu mazdaug du kartus daugiau transversijy
tipo mutacijy (3 pav.).

NH, NH,
H,C
CLECT
o Sy
c.tl-.l 5-metil|_c|itozinas Timi

2 pav. Spontaninis citozino virtimas timinu

C>A C>G C>T CpG>TpG
©
4l E L I ;| (N
w
2 T>A T>C T>G
8
= *
z I 0
0.0 0.1 0.2 0.0 0.1 0.2 0.0 0.1 0.2 0.0 0.1 0.2
Dalis

3 pav. De novo mutacijy spektras pagal mutacijy tipus. Raudona spalva
atitinka motery, mélyna — vyry grupe. Zvaigzdutémis pazyméti reik§mingi
mutacijy daznio skirtumai pagal tikslyjj FiSerio testg. Adaptuota i$ [2]

2.4. De novo mutacijy Sablonai

Atsizvelgiant | tai, kokiu bidu dnM susidaré (d¢l DNR replikacijos
klaidos, mutageny poveikio ar sutrikusio DNR pazaidy taisymo), skiriami
mutagenezés modeliai. Mutagenezés modelius apibadina mutacijy Sablonai
(angl. mutational signature), specifiniai konkreciai lastelei, audiniui ar
organizmui [61]. Remiantis 12 000 vézio genomy analize, buvo identifikuota
4,9 milijono somatiniy mutacijy, i§ kuriy isskirta 49 (seniau (2013 m.) buvo
30) mutacijy $ablonai, asocijuoti su mutavimo proceso aktyvumu somatinése
lastelése [62]. Detalis kiekvieno Sablono apraSymai turi atvirg prieiga
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures. Visos §io tyrimo metu
identifikuotos mutacijos yra sugrupuotos } 96 grupes (tipus) pagal Sesis
galimus baziy pakaity tipus (C>A, C>G, C>T, T>A, T>C ir T>Q) ir vieng i§
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keturiy galimy baziy pory Salia mutacijos 3 ir 5° galuose. Kiekvienas
mutacijos tipas — tai trinukleotidas, kurio viduringje pozicijoje yra jvykusi
mutacija | specifinj nukleotida, todél kiekvienas mutacijos $ablonas yra
apibréziamas kaip konkrecios stebétos mutacijos daznis [63].

Naujausi tyrimai atskleidé, kad embrioninése lastelése susidariusiy dnM
spektras geriausiai koreliuoja su pirmu ir penktu mutacijy Sablonais [31, 32].
Tai leidzia daryti prielaida, kad mutacijos procesas, susijes su $iais mutacijy
Sablonais somatinése lastelése, gali buti aktyvus ir embrioninése lastelése,
nors tai paaiSkinantys mechanizmai iSlicka nezinomi. Pirmas mutacijy
Sablonas reprezentuoja apie 25 % visy embrioninése Igstelése jvykiusiy de
novo mutacijy. Dél metilinto citozino deamininimo jam biidinga didelé C>T
tranzicijy dalis CpG dinukleotidy gausiuose regionuose [31, 59]. Penktas
mutacijy Sablonas, kuriam buidingos daugiausiai A>G tranzicijos, apibtidina
likusius 75 % visy de novo mutacijy [31]. Sio mutacijy $ablono
susiformavimo mechanizmas taip pat néra aiskus, ta¢iau manoma, kad §j
Sablong sudarancios mutacijos gali susidaryti dél antrinio spontaninio
adenino deamininimo iki hipoksantino, kuris genomo ,,masiny* yra laikomas
guaninu [64]. Taigi apibendrintai Sis dnM Sablonas yra asocijuotas su
nevienodu pakaity dazniu komplementariose DNR grandinése dél tarpiniy
reakcijy produkty [64].

2.5. Mutacijy rinkiniai ir kritinés mutacijy susidarymo
sritys

De novo mutacijos dél atsitiktinio pasiskirstymo gali susidaryti bet kurioje
genomo vietoje, taciau kartais kelios mutacijos susidaro reikSmingai ar¢iau
Salia viena kitos nei tikétasi [8]. Tokios mutacijos formuoja mutacijy
rinkinius (angl. clusters), o dnM juose issidésto nuo 10 iki 100 kb atstumu
[7, 8, 65, 66]. Mutacijy rinkiniai pasizymi unikaliu mutacijy deriniu. Jiems
budingas mazesnis tranzicijy ir didelis C>G transversijy daznis TCW>TTW
arba TCW>TGW kontekste, ¢ia W atitinka adening arba timing [65, 66]".
Zinoma, kad pirminis mutacijy rinkiniy $altinis yra ilgos viengrandés DNR

1 Sis fenomenas buvo apraSytas somatinése lastelése véZio kontekste, dar
zinomas, kataegis (kilgs i$ graiky kl., liet. griausmas) pavadinimu. Tai mutavimo
modelis, susijes su APOBEC (apolipoproteino B mRNR redaguojanciy fermenty,
panasiy ] katalizinius polipeptidus; angl. apolipoprotein B mRNA editing enzyme,
catalytic polypeptide-like) fermenty Seima [67, 71].
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molekulés, susiformavusios dél dvigrandés DNR triikiy arba sutrikusios DNR
replikacijos Sakutés funkcijos [67]. Tokia viengrandé DNR gali buti
sumaiSyta su retroelementais ir atakuojama APOBEC fermenty, kurie
konvertuoja citozing j uracilg [64]. Tokio tipo mutacijos yra iStaisomos baziy
ekscizinés reparacijos budu pirmiausiai veikiant DNR glikozilazei ir véliau j
klaidas linkusiai polimerazei (angl. error-prone polymerase) [68].

Mutacijy rinkiniy susidarymas taip pat gali biiti aiskinamas chromosomy
persitvarkymais. Jrodyta, kad de novo VNP mutacijy daznis yra didesnis ir
VNP rinkiniai susidaro arti de novo KSP triikio tasky [4, 69]. Tikétina, kad
tai lemia mazo tikslumo KSP replikacinis mechanizmas ir j klaidas linkusi
DNR polimerazé naudojama DNR klaidoms taisyti.

Kitaip nei mutacijy rinkiniai, kurie susidaro vieno individo genome,
kritinés mutacijy susidarymo sritys — persidengiancios genominés sritys,
aptinkamos reikSmingai dazniau nei tikétasi grupéje individy [70].
Naujausiais viso genomo sekoskaitos tyrimais ir naudojant pasléptus
Markovo modelius tokios kritinés mutacijy susidarymo sritys, i$sidés¢iusios
kas 1 Mb, buvo nustatytos ir patvirtintos tiek egzome [8], tiek ir visame
7zmogaus genome [33]. Verta paminéti, kad du motininés, bet ne tévinés
kilmés regionai su CSMD1 ir WWOX genais pasizymi didesniu mutacijy
dazniu. To mechanizmas dar néra aiSkus, taciau zinoma, kad pastarasiS
regionas, kaip ir ribosominé DNR (rDNR) [69], geny rinkiniai [71],
segmentinés duplikacijos [72], mikrosatelitai [73], yra linke mutuoti, todél
juose nustatomas nuo trijy iki keturiy karty didesnis mutacijy daznis, nei
bendras dnM daznio vidurkis visame genome [69].

2.6. Tévy amziaus jtaka de novo mutacijy dazniui

Zmoniy embrionuose lytiniy lasteliy pirmtakai (toliau LLP) issivysto i§
epiblasty, po apvaisinimo praéjus nuo astuoniy iki 14 lasteliy dalijimysi [74].
Vyry ir motery embrionuose per pirmuosius lastelés dalijimusis mutacijy
daznis yra panaSus (gametogenezés metu susidaro mazdaug 0,2—0,6 mutacijy
i haploidinj genomg) [31]. LLP specializuojantis vyry embrionuose
susiformuoja kamieniniy spermatogonijy klonas, o motery — pirminiy oocity
[31, 74]. Nesvarbu, kokia embriono lytis, §iame vystymosi etape mutacijy
daznis iSlieka panasus abiejy ly¢iy — per vieng lasteliy pasidalijima susidaro
mazdaug nuo 0,5 iki 0,7 mutacijy j haploidinj genoma [31]. Kaip jau minéta
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2.3 skyriuje, vykstant individy brandai tolesni spermatogenezés ir oogenezés
procesai ima skirtis vis labiau.

Spermatogonijy kamieninés lgstelés mitozés budu dalijasi apytiksliai kas
16 dieny. Tokiu biidu susiformuoja diferencijuotos spermatogonijy lastelés,
taciau dalis pirminio spermatogonijy klano iSlicka nepakitusi. I§
diferencijuoty spermatogonijy mitozés budu, po kurios eina du mejozés
etapai, susidaro spermatidés, o i§ Siy — spermatozoidai (4B pav.) [75]. O
motery kiekvieno menstruacinio ciklo metu tik keli pirminiai oocitai i§ viso
rezervo uzbaigia pirmajj mejozés dalijamasi. Po ovuliacijos subrgsta vienas
(ar keli) oocitas ir jis uzbaigia antrag mejozinj dalijamasi (4A pav.). Taigi po
LLP pasidauginimo embriogenezés metu, kol visiSkai subresta, oocitai
replikuoja tik vieng karta, o spermatogonijy lastelés, kolvisiskaisubresta iki
spermatozoidy, gali patirti Simtus DNR replikacijy ir lasteliy dalijimysi, todél
apie 80 % visy lytinése lgstelése jvykusiy taskiniy dnM susidaro téviniame
alelyje. Vyresnis tévo amzius apvaisinimo metu, manoma, yra pagrindinis
veiksnys, sietinas su didesniu dnM skai¢iumi palikuonio genome tick
populiacijos, tiek ir tos pacios Seimos lygmeniu (6A pav.) [1, 31, 33].
Spermatogonijy lgstelés dalijasi visg gyvenima, O tai tikétina sudaro galimybe
kauptis dnM dél klaidy DNR replikacijos metu ir dél klaidy taisant
nereplikavusig DNR tarp lasteliy dalijimysi [76]. Taip pat su amziumi gali
sumazéti DNR taisymo mechanizmy bei endogeninés apsaugos sistemos
pries aktyvias deguonies formas efektyvumas [77, 78]. Zinoma, kad
jaunesniy tévy vaiky dnM derinys, palyginti su vyresniy tévy vaikais,
pasizymi  savitais  mutacijy  Sablonais ir  lokalizacija  vélai
besireplikuojanciuose genomo regionuose. Tai rodo, kad, be tévy amzZiaus,
yra papildomy veiksniy, dél kuriy susidaro specifinés dnM [33, 43]. Dany
tyréjy apskaiciuota, kad su kiekvienais tévo amziaus metais lytinése lastelése
susidaro nuo vienos iki trijy de novo mutacijy daugiau, taéiau Sis efektas
skiriasi priklausomai nuo tiriamos Seimos [33, 43, 52]. Manoma, kad dnM
skaiCiaus jvairove lemia individy mutagenezés daznio nevienodumas dél
spermatogonijy kamieniniy lgsteliy dalijimosi daznio skirtumy ir DNR klaidy
taisymo mechanizmuose dalyvaujanciy baltymy genetinés jvairoveés [75, 79].
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Lytiniy lasteliy pirmtakai Lytiniy lgsteliy pirmtakai
~22 mitozés 30 mitoziy
Vaisiaus vystymasis

I
! Vaikysté
Suauges O O)R(O —— .
Aktyviai besidalijancios
¥ kamieninés spermatogonijy
¥ Igstelés
Spermatogonijy kamieninés
O Mitozés 'y lgstelés dalijasi kas 16 dieny
# ¢ (~190) » ‘:( (23 pasidalijimai per metus)
Ovuliacija nuo brandos iki ®'—~2° mety amziaus —Q_ g [
: iausi s 7DNMs |20 DNMs
menopauzés Kiauialgste Spermatozoidas
X
A\
O Mitozés
v (~650)

40 mety amzius .
Kiausialgste Wrmatozmdas

4 pav. Lasteliy dalijimasis A) oogenezés ir B) spermatogenezés metu. DNMs
— de novo mutacijos. Besiformuojant kiausialgstei per visg moters gyvenima
vyksta 24 lasteliy pasidalijimai. Vyry lasteliy dalijimosi skai¢ius priklauso
nuo amziaus. Adaptuota is [75]

Minéta, kad ryskus de novo mutacijy padidéjimas kartu su tévy amZiumi
buvo nustatytas mazam, taciau specifiniam dnM pogrupiui, pasikartojan¢iam
genome. Manoma, kad $ios dnM suteikia spermatogonijy kamieninéms
lasteléms pranaSumo dauginantis, todél séklidése dél teigiamos gamtinés
atrankos vyksta tokiy mutuoty lgsteliy kloniné ekspansija [81, 82].
Pavyzdziui, RAS-MAPK kelio genuose jvykusios funkcijos jgijimo
mutacijos lemia kloning spermatogoniniy kamieniniy lgsteliy ekspansija dél
selektyvaus jy pranasumo [80, 81]. Remiantis mutacijy kar$ty tasky (angl.
Mutation Hot Spot) modeliu, tai aiskinama didesniu simetrinio ir asimetrinio
mutuoty spermatogonijy kamieniniy lgsteliy dalijimosi santykiu [81, 82].
Manoma, kad §iy dnM susidarymas spermatogonijy kamieninése lastelése
jvairuoja Visy vyry, taciau vyresniy (36 m. ir vyresniy) vyry séklidése
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mutantiniy spermatogonijy kamieniniy Igsteliy klony skai¢ius yra didesnis
[81, 83].

Idomu, kad pirmosios nustatytos mutacijos, inicijuojancios kloning
ekspansija spermatogonijy kamieninése lastelése, lemia tokias vystymosi
ligas — Noonan ar Costel sindromg (de novo mutacijos PTPN11 ir HRAS
genuose) [84], Apert, Creouzon ir Pfeiffer sindromus (FGFR2) [83, 85],
achondroplazija, Menkés sindroma, tanatrofing displazija (FGF3) [86] ir
dauging endokrining neoplazija (RET) [87]. Sios ligos yra Zzinomos kaip
pasikartojancios, autosominiu dominantiniu biidu paveldimos ar tiesiog
tévinés kilmés ligos [50, 81], o mutacijos, kuriy atzvilgiu spermatogonijy
kamieniniy lasteliy lygmeniu vyksta teigiama gamtiné atranka, taciau
organizmui jos yra patogeninés, vadinamos savanaudémis mutacijomis [78,
88] (5 pav.). Dél spermatogonijy lastelése susidariusiy savanaudiSky de novo
mutacijy, genetiniy ligy daznis esant vyresniam tévy amziui eksponentiskai
didéja kartu su tévy amziumi [88] ir yra iki 1000 karty didesnis nei tikétinas
bendrojoje populiacijoje [50]. Taip pat yra keliama hipotezé, kad
savanaudiskose dnM spermatogonijy kamieninése lgstelése gali buti daug
dazniau aptinkamy fenotipy, tokiy kaip intelektiné negalia, autizmas ar
epilepsija, priezastis [88]. Be to, pastebéta, kad esant teigiamai gamtinei
atrankai, savanaudisky dnM daznai susidaro séklidziy vézinése lastelése,
todél §iy mutacijy grupés taip pat gali lemti tumorogeneze [62].

34



Mutacijy kaupimasis per daugelj karty
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5 pav. Savanaudziy mutacijy padariniai. Mélyni ovalai — tai séklidés nuo
brandos (kairéje) iki senatvés (deSinéje). Vykstant spermatogenezei,
séklidése susidaro mutacijy, pazyméty X. Priklausomai nuo mutacijy
funkciniy padariniy spermatogonijy kamieninése Iastelése (SKL) galimi trys
scenarijai. Funkciskai neutralios mutacijos (geltona spalva) nesikaupia ir yra
asocijuotos su labai maza perdavimo palikuonims rizika. Raudonai
pazymétos yra dazniausiai tipinés tévo amziaus efekto mutacijos, budingos
vyresnio amziaus vyrams. Jos patiria stiprig iSgryninanciaja atranka, dél to
susidaro jy klonai (ovalai) ir padidéja pastaryjy perdavimo rizika (iki 1000
karty didesné uz jprasta mutacijy daznj) palikuonims. Retai Sios mutacijos
yra asocijuotos su spermatocitine seminoma. OranZine splava paZymétas
scenarijus, kai susidaro vidutiniSkai savanaudés mutacijos, pavyzdziui,
silpnos funkcijos jgijimo, kopijy skaiciaus pokyciai ar raiSkos reguliavimo
poky¢iai ir iSplinta nuo >1 iki 100 karty daugiau. Daugelis tokiy mutacijy gali
egzistuoti per daugelj karty, nes yra neutralios ar vidutini§kai patogeninés ir
reikSmingai reprodukcinio tinkamumo (angl. fitness) nesumazina. Adaptuota
is [76].

Motinos amziaus efektas de novo mutacijy intensyvumui genome taip pat
gerai iStirtas. Mazdaug nuo 1998 m. zinoma, kad nuo motinos amziaus
kiauSialgstés apvaisinimo metu priklauso aneuploidijy tikimybé (6B pav.) [2,
3]. Tai lemia neteisingas chromosomy i$siskyrimas mejozés I arba mejozés
Il etapuose [13]. O de novo taskiniy ar nedideliy (iki 20 bp) iskrity-intarpy
motininés kilmés mutacijy priklausomybé nuo motinos amziaus atrasta ir
jrodyta amerikieCiy tik 2016 metais [3]. Manoma, kad $io tipo mutacijos
susidaro dél DNR pazaidy susikaupimo ar patogeniniy mutacijy pirminiuose
oocituose dél uztrukusios mejozés pirmos profazés [3]. Vis délto yra ir kity
paaiskinimy, pavyzdziui, dnM skai¢iaus didéjimo efektas gali atsirasti, jei
véliau ovuliuojantys oocitai daugiau karty dalijasi mitozés budu [89]. Tokiu
atveju moterims mazdaug nuo 17 iki 40 mety, kai nedideliy de novo mutacijy
skai¢ius reikSmingai didéja, motery oocitai mitozés budu turéty dalytis du
kartus daugiau nei jaunesniy motery oocitai. Vis délto Sis scenarijus
nepaaiskina tévy ir motiny amziaus, kai dnM skaicius ima didéti, santykio
stabilumo efekto [76].

DnM skaiciaus didé¢jimas su motinos amziumi taip pat aiSkinamas
pozigotinémis mutacijomis. Nors dnM jprastai apibréziamos kaip mutacijos,
susidariusios tévy lytinése lastelése, taCiau triady tipo tyrimuose analizuojami
probando somatiniai audiniai, daZzniausiai kraujas, todél nustatytos dnM
galéjo susidaryti tiek tévy Iytinése Iastelése, tiek ir ankstyvosios
embriogenezés metu somatinése lastelése (7 pav.) [90]. Verta paminéti, kad
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embriogenezés metu keliy pirmyjy lasteliy dalijimasis yra santykinai
mutageninis [91-93], nes jy metu taisomos DNR pazaidos, susidariusios
formuojantis spermatozoidams, kai neveiké ar netinkamaiklaidas taisé baziy
ekscizinés reparacijos mechanizmas [92] ir tik nuo kiausSialastéje esancio
baltymy ir iRNR transkripty rezervo priklauso, kaip kokybiskai Sios
mutacijos yra iStaisomos iki ketvirto lasteliy dalijimosi etapo [94, 95]. Taigi
vyresniy motiny replikacijos ir klaidy taisymo mechanizmai gali biti
nepakankamai efektyvis ir tai gali lemti didesnj palikuonio dnM skai¢iy ne
tik tose chromosomose, kurios paveldétos i§ motinos, bet ir i§ tévo (8 pav.)
[96, 97].
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6 pav. A) Tévy amziaus ir de novo mutacijy daznio priklausomybé. B) Motinos amziaus ir trisomijy priklausomybé. Ne visos
trisomijos pasireiSkia vienodu dazniu. Dazniausiai nustatomos yra 13, 18 ir 21 chromosomy trisomijos. Kity chromosomuy,
pavyzdziui, 16 chromosomos, trisomijy daznis didéjant motinos amziui gali islikti linijinis [98]. C) De novo taskiniy ir trumpy
i8krity-intarpy skaiciaus priklausomybé nuo tévo ir motinos amziaus [25].
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Tévo zigota Motinos zigota

Embriogenezé Embriogenezé

Lytinés
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Lytinés
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Nustatyti variantai: ¥
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Lytinés
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kraujas

Nustatyti variantai:

S e 2 2 SER
Nustatytos de novo mutacijos:
R 3 Tévui
¥ ¥ Motinai
¥ 1 vaikui

7 pav. DnM susidarymas gemetogenezés ir embriogenezés metu. Cia
pavaizduota, kad naujausias bendras visy lasteliy protévis yra apvaisinta
kiausialgsté. Pilnavidurés zZvaigzdutés vaizduoja tévy dnM, o tus¢iavidurés —
vaiko. Analizuojant dnM standartiniu triady analizés metodu, svarbu
atsizvelgti j vaiko genomo aleliy balansg pagal tiriama genomo pozicija ar
regiona, todél tévy genome identifikuotos vaiko dnM turi nebiiti ar jos dalis
tarp genomo varianty turi bati labai minimali. Tada vaiko genome
identifikuojama de novo pozigotiné mutacija (ruda tusciaviduré zvaigzduté),
o tévy lytinése lgstelése dauginasi tik nemutantiniai Igsteliy klonai. Adaptuota
1§ [59, 95].
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I$ motinos ir tévo genomy paveldéty I8 motinos ir tévo genomy paveldéty
pozigotiniy mutacijy maZiau pozigotiniy mutacijy daugiau

8 pav. Motinos amzZiaus jtaka pozigotiniy de novo mutacijy formavimuisi.
Adaptuota i§ [95]

Nors pagal §j modelj vyresnio amziaus motery dél prieszigotiniy ir
pozigotiniy mutacijy susikaupimo, tikétina, motininés kilmés dnM turéty
susidaryti daugiau, taiau, remiantis islandy 199 triady viso genomo
sekoskaitos duomenimis, su kiekvienais motinos amziaus metais vaiko
genome motininés ir tévinés kilmés de novo taskiniy ir mazy iSkrity-intarpy
mutacijy susidaro labai panaSiai — atitinkamai po 0,34 ir 0,30 per metus [95].
Tai aiSkinama tuo, kad prie§ jvykstant apvaisinimui kiauSialasté ir
spermatozoidas yra sukaupe skirtingg DNR pazaidy skai¢iy, ir bitent
spermatozoidai patiria didesnj oksidacinj stresa [96, 97], o ivykus
apvaisinimui, bet prie§ susiligjant spermatozoido ir kiauSialgstés
haploidiniams probranduoliams, 1gsteliy genomai yra skirtingai epigenetiskai
modifikuojami [88].

Tarp susikaupusiy tévinés ir motininés kilmés dnM iki 10 % visy dnM
sudaro C>A transversijos [98]. Tarp motininés kilmés dnM taip pat
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aptinkama ir savanaudziy mutacijy [74]. Manoma, kad viena jy dalis
vyresnio amziaus moterims suteikia galimyb¢ subrandinti oocitus ir taip
pailginti vaisingg moters gyvenimo etapa, o kita aptinkama genetiniuose
regionuose, kuriuose yra véziui slopinti svarbiis genai [74].

2.7. De novo mutacijy kilmés ir amziaus vertinimas

NKS metody atradimas leido mokslininkams parodyti, kad dnM susidaro
ne tik lytinése, bet ir somatinése lgstelése ir daug dazniau, nei pries tai buvo
skai¢iuojama [103]. Somatinés mutacijos, kuriy atsiranda véliau ar
postnataliai, atvirkSciai, gali iSlikti ir iSplisti tik viename audinyje ar
nedideliame somatiniy lgsteliy skai¢iuje (9 pav.). Skaic¢iuojama, kad kraujyje
didelis mozaicizmo daznis yra pastovus mazdaug 7 % dnM, nes, tikétina,
atsirado ankstyvoje pozigotinéje stadijoje [5, 102, 104]. Dél Sios priezasties
ir kartu atsizvelgus | tai, kad embriono vystymuisi budingas daZnas
chromosomy nestabilumas ir struktiiriniai genomo persitvarkymai, manoma,
kad ankstyva embriogenez¢ yra didelio mutabilumo periodas [105, 106]. Kaip
jau minéta, prie§ transkripcijos iniciacija ir transliacija zigotoje Zmogaus
embriogenezé priklauso tik nuo motinos baltymy, esanéiy ir sgveikaujanéiy
su oocitu [99], kurie gali lemti DNR replikacijos metu susidariusias dnM ir
tuo paciu daryti jtaka genomo nestabilumui [90], todél priklausomai nuo
embriogenezés etapo, kada dnM susidaro, dnM gali egzistuoti skirtinguose
dauginiy organy lygiuose ar biti organams specifinés [100, 101]. Somatiniy
zmogaus audiniy tyrimas, kurio metu buvo analizuoti dauginiai méginiai i$ to
paties individo, patvirtino, kad pozigotiniy dnM paplitimas skirtingos
embrioninés kilmés audiniuose somatinése ir lytinése lastelése yra skirtingas
[88] ir, nors iy mutacijy nejmanoma susekti surinktuose tokiy audiniy,
pavyzdziui, kraujo ar burnos gleivinés epitelio, éminiuose, taciau jos gali buti
perduodamos palikuonims kaip lytinése lastelése susidare de novo genomo
variantai.

Somatinése lastelése, manoma, kaupiasi Simtai skirtingy dnM mutacijy,
susidariusiy postnataliniame etape ir per visag zmogaus gyvenimg [110].
Dideliy chromosomy anomalijy buvo nustatyta daugelyje Zmogaus organy
audiniy [111], pavyzdziui, kraujyje, kur $iy pazaidy su amziumi tik daugéja
[112-114]. Pavyzdziui, Y chromosomos praradimas séklidziy kraujo
lastelése buvo nustatytas daugiau nei 15 % vyry per 70 mety ir vyresniems
[114, 115]. O jaunesniy nei 70 mety zmoniy audiniams jprastai nustatomas
mazas somatiniy mutacijy mozaicizmo daznis [115], pavyzdziui, Smegenims
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[102], kraujui [103-105] ir odai apskai¢iuotas somatiniy mutacijy daznis yra
nuo dviejy iki $esiy VNP Mb koduojancioje sekoje vienai lastelei [106].
Manoma, kad dnM mutacijy daznis yra didesnis somatinése lastelése nei
lytinése dél DNR replikacijos ir klaidy taisymo mechanizmy efektyvumo
skirtumy lytinése ir somatinése lastelése, taip pat dél mutageny poveikio
skirtumy [107].

Jauni tévai Vyresni tévai

O O

Tévinés

¥ pozigotinés ¥
/ DNM ~4% /
/ K /
4

f' Lytinése 4\ %
! Iastelése ¢ £}
o susidariusios. \ / -
| [22 mi és/metus 22 mitozés
‘ |22 mitozés Sy \
100-150 mitoziy 20 ~89% ~610 mitoziy 40 |
mety vyrui \ mety vyrui
% \
R -
* Pozigotinés *
DNM ~7%
- *
» »
DNM: 44-82 VNV (1-2 1-3 DNM daugiau su kiekvienais tévo metais apvaisinimo metu

koduojangéioje sekoje) 0,24 DNM daugiau su kiekvienais motinos amZiaus metais apvaisinimo metu
3-9 iSkritos-intarpai
0,015 KSP

9 pav. DnM kilmés ir amZiaus vertinimas. 20 mety vVyro spermatogonijos
mitozés buidu dalijasi 100—150 karty, o 20 mety motery oocitai tik 22 kartus
(kairéje). DnM susidaro kiekvienoje kartoje dél klaidy replikacijos, DNR
pazaidy taisymo tévy embriogenezés, gametogenezés ar pozigotiniy procesy
metu. Vyresnis tévy amzius yra siejamas su didesniu dnM skai¢iumi
(desinéje). Pavyzdziui 40 mety vyro spermatogonijos dalijasi daugiau kaip
600 karty, todél kiekvienais metais jo vaikas turi viena—trimis dnM daugiau.
Oogenezés metu vyksta fiksuotas mitoziy skaicius, taciau dnM kaupiasi dél
bégant laikui nejvykusiy ar neefektyviai vykusiy DNR pazaidy taisymo. Taigi
su kiekvienais motinos amziaus metais vaikas turi 0,24 mutacijos daugiau.
Somatinés lgstelés ¢ia pavaizduotos oranzine spalva, vyry lytiniy lasteliy
linija — mélyna, motery — violetine. Mélynos Zvaigzdutés zymi pozigotines
mutacijas lytinése ir somatinése lastelése, geltonos — mutacijas, susidariusias
tik lytinése lastelése, raudonos — somatines mutacijas, susidariusias
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embriogenezés metu ar postnataliai. Pazymétina, kad tarp ~89 % lytinése
lastelése susidariusiy dnM tévinés ir motininés kilmés dnM santykis yra 4:1,
tévy amzius nesvarbu. Cia DNM — de novo mutacija. Adaptuota is [4].

2.8. De novo mutacijy daznio skai¢iavimo metodai ir jy
taikymas evoliucinés ir populiacijy genetikos tyrimuose

Lytinése lastelése jvykusiy de novo mutacijy daznj per kartg apibrézia
skirtumy tarp naujai susiformavusios zigotos ir gamety genomy, i$ kuriy
zigota susiformavo, daznis. Kol §is dydis negali bati tiksliai ir lengvai
iSmatuojamas dél anks¢iau minéty priezaséiy, dabar yra jmanoma
suskaiciuoti tik gimininga dazniui jvertj — de novo mutacijy, esanéiy vaiko
genome, bet nesandiy tévy genomuose, skaiiy ug [30]. Sj skai¢iavimo
metodg pritaiké deSimtys tyréjy grupiy, tyrusiy tévy ir jy vaiky (triady)
genomus. Jy tyrimy duomenimis, apskai¢iuotas u jvertis yra 108 eilés j bp
(3 lent.).

Be tiesioginio de novo mutacijy daznio nustatymo pagal NKS duomenis,
yra ir kity budy (10 pav.) [108]. Vienas i§ populiariausiy — populiacijy
genetikos modeliy rinkinys, pagristas genomo regiony, paveldéty i§ bendro
protévio, analize [109, 110]. Naudojant §j metoda, daroma prielaida, kad
mutacijos yra funkciskai neutralios ir tikétinas analizuojamy DNR seky
iSsiskyrimas (t. y. tikétinas mutacijy skai¢ius i bp) tarp organizmy riiiy poros
(d) yra lygus 2ut, ¢ia | yra vidutinis skirtumy tarp seky daznis per
analizuojamg laiko perioda, 0 t — vidutinis laikas iki bendro protévio
(i$siskyrimo laikas). Zinant daugiau nei vienos riSies ortologiniy seky
skai¢iy, galima apskaiCiuoti W reikSme¢ ir iSsiskyrimo laika (d/2p).
Dazniausiai tyréjai nori zZinoti rasiy i$siskyrimo laikg ne kartomis, o metais,
todél tam naudojamas metinis mutacijy daZnis ({i;). Jam apskaiCiuoti
dazniausiai mutacijy daznis kartai {ig, nustatytas i$ tévy ir vaiko sekoskaitos
duomeny, dalijamas i$ vidutinio reprodukcinio amziaus reik§més (t. y. vienos
kartos trukmés metais) [111]. Tokiais skai¢iavimais fiy = 0,5x10° bp [112,
113].

Siuo tyrimo metodu istyrus daugelio senovés Zmoniy (arba tiesiog
protévinius) branduolio genomus ir identifikavus genomy skirtumus, juos
taip pat galima prilyginti evoliucijos ,laikrodZio* Zymenims, kurie leidzia
atskirti genomo evoliucijos laikotarpius. Remiantis 0,5x10° bp de novo
mutacijy daznio reik§me apskaiciuota, kad Afrikos ir ne Afrikos (kalbama
apie neandartalieius, i§ kuriy kilo azijie€iai ir europieciai) populiacijos
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atsiskyré daugiau nei prie$ 100 000 mety [111, 114], o Zmogus nuo Simpanzés
— prie$ 12 milijony mety (mm) [111, 112, 115]. Tokie skai¢iavimo rezultatai
yra didesni nei skelbta anksciau, bet nepriestarauja esamiems, vis délto labai
ribotiems, paleontologiniams jrodymams apie hominidy kilme [113, 114,
116, 117]. Daugiau klausimy kyla, kai lyginamas zmogaus ir orangutano ar
zmogaus ir Senojo pasaulio bezdzionés (angl. Old World Monkey, toliau SPB)
divergencijos laikas.

Pagal tariamai neutralias mutacijy pozicijas genome [99] apskai¢iuota, kad
Zmogus nuo orangutano divergavo prie§ 31 mm, o zmogus nuo SPB pries§ 62
mm. Tai reiSkia, kad Zmogaus-orangutano divergencija jvyko dar oligoceno,
o zmogaus-SPB prie$ ar eoceno periodu. Remiantis metiniu mutacijy dazniu,
apskaiciuotu pagal triady sekoskaitos duomenis, §ios riiSiy divergencijy datos
yra pernelyg didelés, kad jas biity galima lengvai palyginti su dabartinémis
Ziniomis apie rasiy divergencija pagal fosilijy datavimo rodiklius [118, 119],
todél tai tik pagrindzia naudojamy populiacijos modeliy netiksluma.

Kitas budas evoliucijos jvykiy chronologijai nustatyti yra fiy jveréiy,
nustatyty pagal sekoskaitos duomenis, palyginimas su fi, jverciais,
apskaiciuotais pagal primaty divergencijos daznius, o $ie pagal — fosilijy
datavimo t rodiklius. Be abejo, tokie apskai¢iuoti t rodikliai yra visiSkai
netiesioginiai, nes 1) fosilijy datavimo rodikliy yra salygiskai nedaug ir 2)
pagal fosilijy pozymius galima jvertinti tik mazai artimy raisiy i$plitima [120,
121]. Situacijg apsunkina ir tai, kad artimai susijusiy rasiy t atspindi ne tik
divergencijos laika, bet ir vidutinj laika iki artimiausio bendro protévio
protévinéje populiacijoje, kuri galéjo buti didelé [111, 122]. Nors verta
pazyméti, kad zmoniy ir Simpanziy divergencijos laikas t, manoma, yra
maziausiai dviem milijonais mety ilgesnis nei iSsiskyrimo laikas [111, 123,
124]. Taigi toks vertinimo metodas néra patikimas. Nepaisant to, iki Siol
bendru tyréjy sutarimu naudojama t verté yra 6-7,5 mm Zmonéms ir
Simpanzéms [125, 126], 15-20 mm Zzmonéms ir orangutanams [126] ir 25-35
mm zmonéms ir SPB [114, 127]. Naudojant Sias £ reikdmes ir anks¢iau
minétg fiy = d/2f formule de novo mutacijy daznis genome yra 107 eilés per
metus, tai yra du kartus maziau nei skai¢iuojant {itik pagal sekoskaitos
duomeny analizés duomenis, pateiktus 3 lent. Kitaip tariant, bendru sutarimu
naudojamos divergencijos reiksmés leidzia suprasti, kad pagal mutacijy
skaiciy, nustatyta, remiantis zmoniy  genomy sekoskaitos
duomenimis, mutacijos kaupiasi greifiau nei turéty.
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3 lent. De novo mutacijy dazniai pagal Zzmogaus genomo sekoskaitos tyrimy duomenis [128]

Ro?efg]f 810 (o,elé-llo,m) i i i 186) 2 e (009?7'%5220)
(Cc?g[jl)d [21%} (0,816‘-117,62) i ) ) 250) ! 293 (o,ogél-g?me)
?\%rsd[ig;]l (0,607,?17,34) ) ) ) C (85 ! 29,2 (o,ogél-clfzzo)
Cam[[)fgg]zm (0,8(;?16,09) 203 ] ] 2247 > 130 (0,1(1361-?)?220)
Kong 2012 [1] 1,20 29,7 121 2,01 2,6 (2,0) 78 30,0 o 1251_3?’18 4)
Mziggge[';’" 1,00 336 0,93 1,02 2,8°(9,5) 10 13,0 o 0851_3?156)

2 Apskaiciuota darant prielaida, kad yra tiesiné priklausomybé, taikant nurodyta tévo amziaus poveikj ir atsizvelgus j vertinamo genomo dyd;.

Taikyta fig + m(32(I)V—P) lygtis, ¢ia {ig yra tyrime nustatytas mutacijy lygis per bp vienai kartai, 7 — nuokrypio kampas tévo amziaus poveikiui, P —
vidutinis tévo amzius tyrime ir N yra vertinamo genomo dydis baziy poromis.

% CG dinuklotidy (CpG) dalis grista mutacijomis autosomose ir binominiu 95 % PI. Kai jmanoma, remtasi patvirtintomis mutacijomis. Vis
délto kai kuriuose tyriuose buvo patvirtinta tik nedidelé dalis mutacijy, todél ¢ia vertintos visos galimos mutacijos.

4 Tyrimai, kuriuose naudotas Illumina sekoskaitos metodas.

5 Jtraukti broliai ir seserys.

- Néra duomeny.

6 Straipsnyje nepateikta, pagrista papildomais autoriy komentarais.
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Jiang 2013 0,162

_ 10 - -
[131] 34,4 1,50 32 50,0 (0.146-0177)
Francioli 2015 . 0,165
[32] - 29,4 - 1,20 2,1(31,1) 250 13,0 (0.158-0,172)
Besenbacher 1,27 0,201
! 28,4 1,38 2,00 - 10 50,0 '
2015 [5] (1,16-1,38) (0,166-0,236)

" Tévo amziaus poveikis straipsnyje néra nurodytas, tatiau apskaiciuotas remiantis Puasono regresijos modeliu pagal autosomose jvykusias
dnM.
8 Pagrista vizualiu nuokrypio kampo jvertinimu, pateiktu straipsnyje.
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Analizés schema Issakiai
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10 pav. De novo mutacijy daznio nustatymo etapai naudojant skirtingus
genetinés informacijos Saltinius. 1 etapo metu analizuojamas kiekvieno
tiriamojo mutacijy spektras ir daZnis individualiai. 2 etapo metu
analizuojamos ir lyginamos dnM tarp karty. 3 etapo metu dnM analizuojamos
evoliucijos kontekste. i — mutacijy daznis Kkartai, |[ly — metinis mutacijy
daznis, hESC — Zmogaus embriony kamieninés lastelés, KLL — pirminés

lytinés lastelés. Adaptuota i§ [128]
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2.9. De novo mutacijos — neurovystymosi ligy priezastis

Medicininis de novo mutacijy iSaiskinimo aktualumas buvo jvertintas tik
iStobulinus NKS metodus tiek, kad tapo jmanoma Sias dnM analizuoti
patikimai, iSsamiai ir uz prieinama kaing [132]. Iki tol Zmogaus genetikos
srityje démesys buvo sutelktas tik j paveldimas ligas. Analizuojant paveldimy
ligy etiopatogeneze, buvo taikomi tokie tradiciniai ligos geny identifikavimo
budai, pavyzdziui, pozicinis klonavimas, kurio metu buvo analizuojamos
didelés Seimos (bent trys kartos) su daug serganciy nariy, zinant jy placia
genealogijg. Véliau buvo Sanger sekoskaita, kuria buvo identifikuojamos liga
lemianc¢ios mutacijos genuose kandidatuose. Dabar taikomi NKS metodai,
pavyzdziui, VES ar VGS, suteikia galimybe identifikuoti ir apibudinti jei ne
visas, tai tikrai daugelj dnM, lemiancias genetines ligas [4, 132-134].

Neurovystymosi ligos — tai daugialypés biuklés, kurioms budingi
pazinimo, bendravimo bei elgesio ir (arba) motoriniy jgudziy sutrikimai,
atsirandantys dél sutrikusio smegeny vystymosi. Neurovystymosi ligy grupei
priskiriama intelektiné negalia (IN), autizmo spektro ligos, bendravimo
sutrikimai, démesio tritkumo / hiperaktyvumo sutrikimai ir sizofrenija [135—
137]. Dabar neurovystymosi ligy diagnostikai ar tam tikry ligy grupiy
diferenciacijai biozymeny dar néra. Siy ligy etiopatogenezés tyrimus sunkina
tai, kad ligy grupes apibiidinantys fenotipai daznai sutampa, pavyzdziui, tick
Sizofrenijai, tiek ir autizmo spektro ligoms budingas sutrikes socialinis
pazinimas [138-141], o psichozé - S$izofrenijai, bipoliniam sutrikimui ir
depresiniams sutrikimams [141, 142], todél kliniSkai juos atskirti yra labai
sudétinga.

DnM, kaip neurovystymosi ligy priezastis, pirmiausia buvo priskirta
dideliems de novo genomo poky¢iams — kopijy skaic¢iaus pokyciams (KSP).
Yra zinoma, kad didesni nei 100 kb de novo KSP bendrojoje Zmoniy
populiacijoje néra dazni, pasitaiko mazdaug 1 i§ 50 asmeny [143], tadiau tarp
serganciyjy tokiomis ligomis kaip intelektiné negalia, autizmas ar Sizofrenija
jie nustatomi mazdaug 10 % visy pacienty [144-148]. Taigi pritaikius didelés
raiSkos genominiy lusty technologijas dar praéjusiame deSimtmetyje atrasta
daug naujy mikrodelecijy sindromy (pavyzdziui, 1q21.1, 3q29, 15q13.3,
15924, 17912 ir 17921.31), kuriy priezastis yra de novo KSP. Daugelis
nustatyty ir nustatomy de novo KSP yra reti arba iSvis pirma karta nustatyti
asmenims, sergantiems neurovystymosi ligomis, tai i§ esmés palengvina jy
patogeniSkumo vertinimg nustatant diagnozes [145]. Vis délto verta
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pazyméti, kad de novo KSP gali biti tiek pat neutraldis ar patogeniniai kaip ir
paveldéti KSP, todél kaip ir kiekvienas kitas de novo jvykis genome, de novo
KSP negali biiti vertinamas vienareikSmiskai [148]. Dél Sios priezasties
neurovystymosi ligy etiopatogenzei aiskinti buvo pasiiilyta remtis dviejy KSP
mutacijy modeliu [149]. Pagal §] modelj, asmenims, Sergantiems
neurovystymosi ligomis, turintiems pasikartojanciy, dazniausiai paveldéty
KSP, antro, bent dalinio, KSP egzistavimas bet kur genome yra asocijuotas
su padidéjusia ligos penetracija ir raiska [149].

De novo mutacijy interpretavimg neurovystymosi ligy kontekste taip pat
sunkina genetinis $iy ligy bruozy heterogeniskumas. D¢l jo komplikuojasi
tiek de novo mutacijy aptikimas, tiek ir funkcinis jy interpretavimas. Iki tol,
kol VES tapo prieinama pacientams su IN ir kitomis neurovystymosi ligomis,
buvo galima identifikuoti tik tuos de novo VNP, kurie yra genuose,
koduojanciuose baltymus, svarbius sinapsiy fiziologijai. Tokiu biidu
nesindrominéms IN formoms nustatytos dnM, budingos sinapsiy RAS
GTPaze aktyvinanciame baltyme 1 (SYNGAP1) [150], o pacientams,
sergantiems Sizofrenija, SHANK3 (SH3 ir dauginiai ankirino pasikartojantys
domenai 3) gene [151].

Dabar patogiai naudoti yra sukurta visy identifikuoty patogeniniy,
naudingy ir neaiskios klinikinés reiksmés dnM duomeny bazé denovo-db
(http://denovodb.gs.washington.edu) [152]), kuria laisvai gali naudotis ir ja
pildyti visi tyréjai.

2.9.1. De novo mutacijos intelektinés negalios asmeny grupéje

Intelektiné negalia (IN) — heterogeniné neurovystymosi ligy grupé, kuriai
budinga:

e pazinimo sutrikimai;
e prisitaikymo prie aplinkos sutrikimai;
e pasireiskimas raidos metu [153].

IN vertinti naudojamas intelekto koeficientas (IQ). Pagal ji skiriama
lengva (1Q 50-69), vidutiné (IQ 35-49), sunki (IQ 20-34) ir gili (1Q < 20)
IN. Skaiciuojama, kad genetiniai veiksniai lemia apie 50 % sunkios ir apie 15
% lengvos IN atvejy [154]. Sis sutrikimas gali biti izoliuotas (izoliuota IN)
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arba pasireiksti kartu su dismorfiniais poZymiais, raidos anomalijomis ar
neurologiniais simptomais (sindrominé IN). Genetinés priezastys tiek
sindrominés, tiek ir nesidrominés IN atvejais gali biiti jvairios: chromosomy
anomalijos, mutacijos viename gene (paveldéjimas pagal Mendelio désnius
arba sporadiniai atvejai) arba mutacijos keliuose genuose kartu su aplinkos
poveikiu (daugiaveiksnis paveldéjimas) [155].

IN daznis populiacijoje yra 1-3 %. Jos priezastys labai heterogeninés,
daugeliu atvejy — genetinés, todél, nepaisant technologijy pazangos genetikos
srityje, IN priezastys 60 % pacienty licka nezinomos [156]. Didelj IN
neisaiskinimo procentg lemia nepakankamas tiriamyjy grupés dydis. Per
paskutinius 10 mety IN tyréjams jungiantis visame pasaulyje ir tiriamyjy
grupes jungiant iki 6000 ir daugiau tiriamyjy (> 2000 triady) identifikuojama
vis daugiau IN galimai lemianc¢iy geny kandidaty ar genetiniy sri¢iy su dnM.
2016 metais 2104 triady tyrimo metu identifikuota desimt naujy IN geny
kandidaty: DLG4, PPM1D, RAC1, SMADG, SON, SOX5, SYNCRIP, TCF20,
TLK2 ir TRIP12 [156]. DnM juose yra zalingi jvairiems procesams,
pavyzdZziui, chromatino modifikavimui (TRIP12 ir TLK2), laziosios X
intelektinés negalios baltymo (FMRP) taikinio ir sinapsiy plastiskumo geny
(DLG4) ar embrionuose vykstan¢iy geny (PPM1D ir RAC1) raiskai. Kitas
4293 triady VES tyrimas parodé, kad net 25 % sergan¢iyjy neurovystymosi
ligomis turi dnM genuose, asocijuotuose su vystymosi ligomis [157], o kiti
17 % serganciyjy taip pat turi dnM genuose, taciau jy asociacija su IN dar
néra patvirtinta.

IN etiopatogenezéje, be baltymus koduojanciy geny, ypac svarbis ir
reguliaciniai genomo elementai. Zinoma, kad dnM reguliaciniuose genomo
regionuose lemia sunkig ar gilia IN. Sie genomo elementai pirmiausia veikia
kaip geny raiSkos stiprintuvai arba alternatyvaus baltymy sukirpimo
reguliaciniai elementai. 2018 metais publikuotas Short et al tyréjy darbas,
kurio metu istirti 7930 triady reguliaciniai genomo elementai, atskleidé 88
dnM evoliuciskai konservatyviuose genomo elementuose, kuriy raiska
vyksta vaisiaus smegenyse [158]. IS jy daugiau nei 4 % dnM lemia
autosominiu dominantiniu budu paveldimg IN ir tik 0,15 % dnM lemia
didelio penetrantiSkumo neurovystymosi ligas [159], todél apibendrintai
skai¢iuojama, kad patogeninés nekoduojanCiuose genomo regionuose
esancios dNM yra atsakingos uz maziau nei 5 % visy IN atvejy, kai jos
priezastys genetinés, taCiau ne dél mutacijy egzome. Tai tik jrodo, kad
neurovystymosi ligy grupéje iSsamiai visy klasiy reguliaciniy nekoduojanciy
genomo elementy analizei statistiskai patikimiems rezultatams reikalingos
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desiméiy tikstanéiy, jei ne Simty tikstanéiy, tévy-probandy triady viso
genomo sekos.

2.9.2 . De novo mutacijos asmeny, serganciy autizmo spektro ligomis, grupéje

Autizmo spektro ligos (ASL) — tai smegeny vystymosi nukrypimo biuklés,
apibiidinamos jvairiu nuosekliu socialiniy interesy truikumu ar sulétéjimu,
komunikacijos stoka ir pasikartojan¢iomis grieztomis tvarkos veiksmy
sekomis. Sie pozymiai gali pasitaikyti ir nesant autizmo, todél jis
diagnozuojamas tik turintiems akivaizdzius visus tris simptomus [159].
Autizmo sukeliami raidos nukrypimai yra plataus spektro, todel kiekvienam
individui pasireiSkia skirtingo sunkumo simptomais. Daugeliu atvejy ASL
buklés isryskéja per pirmuosius penkerius gyvenimo metus ir islieka tiek
paauglystés laikotarpiu, tiek ir visg suaugusiojo gyvenimg. Asmenims,
kuriems diagnozuojama ASL, daZnai kartu pasireiskia ir epilepsija, depresija,
nerimo ir démesio trakumo / hiperaktyvumo liga, miego sutrikimai,
autoimuninés ligos, rezorbcijos sutrikimai (sutrikusi plonyjy zarny veikla),
dél kuriy jie nesugeba pasisavinti reikalingy medziagy. Siy asmeny intelektas
labai varijuoja, nuo gilios intelektinés negalios iki aukStesniojo intelekto
lygio.

Pasaulio sveikatos organizacijos duomenimis, vidutiniSkai visame
pasaulyje ASL serga vienas i§ 160 vaiky. Remiantis epidemiologiniais
tyrimais, atliktais per pastaruosius 50 mety, ASL paplitimas didéja visame
pasaulyje ir dabar siekia apie 1 % bendrosios populiacijos [160]. Tam galimai
turi jtakos diagnostiniy kriterijy iSplétimas, atliekamy tyrimy skaicius ir naujy
technologijy pritaikymas. Autizmo priezastys dar néra zinomos. Konkretiis
autizmg nulemiantys genai néra nustatyti. Manoma, kad tai yra genetinio
paveldéjimo ir aplinkos veiksniy derinys. Paveldéjimo reik§me jrodo tai, kad
Sis sutrikimas labiau paplitgs tarp berniuky (2-4 kartus daZnesnis tarp
berniuky nei tarp mergaiciy [161, 162], bei monozigotiniy dvyniy, nes
pozymiy konkordiskumas sieké 70-90 % (dizigotiniy dvyniy jis tesieké 10
%) [163, 164]. Naujausiais tyrimy duomenimis, genetinis paveldéjimas lemia
83 % ASL variacijos [165]. Be to, ASL rizika didéja vaikams, kurie jau turi
ASL sergant] sibsa, tada rizika sirgti ASL padid¢ja iki 6,9-18 % [103, 166,
167].

Didelé ASL paveldéjimo dalis aiskinama VNP jvairove. Deja, pirmieji
viso genomo asociacijos tyrimai dél per mazy im¢iy neaptiko reikSmingai
stipriy asociacijos su ASL signaly, tafiau vélesniuose tyrimuose, kur
tiriamyjy imtys buvo desimt ir daugiau karty didesnés, asociacijos tyrimy
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buvo identifikuota 12 naujy genetiniy sriéiy, asocijuoty su ASL [168], be to,
nustatyti 93 ASL viso genomo Zymenys, i$ kuriy net 53 nepriklausomose
grupése buvo patvirtinti pakartotinai [169].

Nepaisant jrodymy, kad ASL etiologijai yra svarbiis dazni genomo
variantai, reti (RAD<1 %, angl. MAF) genomo variantai lemia dar didesne
individualia rizikg sirgti ASL (4 lent.). Kaip jau minéta, reti genomo variantai
gali buti tiek paveldéti, tiek ir de novo. Tai gali bati iskritos, intarpai, KSP ar
VNP [170]. De novo mutacijy svarba ASL etiologijoje yra glaudZziai susijusi
su gamtinés atrankos vaidmeniu ir aleliy dazniu. Gamtiné atranka jprastai
stengiasi pasalinti Zalingus variantus, o vis délto iSlike tokie variantai yra
teigiamos atrankos poZymis [171]. De novo variantai susidaro naujai, todél
gamtinés atrankos poveikio i§ pradziy nepatiria ir turi stipry poveikj genams,
kuriy raiska vyksta smegenyse [172]. Tai leidzia identifikuoti ASL rizikos
genus.

4 lent. ASL genetiné architekttra. Adaptuota i$ [173]

Dazni
genomo 49,4 De novo KSP 4-7
variantai
De novo
genomo 3 De novo VNP 7
variantai
Reti Reti auFosominiu
paveldéti 3 recesy\_nu_ et 3
variantai pav_eldlrpl
variantai
Viso Su X
55 chromosoma 5
susijje  genomo
variantai
I8 viso 16-19

Dideliy im¢iy VES genetiniai tyrimai atskleide, kad mazdaug 30 % visy
tirty ASL pacienty, kuriy beveik pusé (45 %) yra moteriskos Iyties, ASL Iémé
de novo mutacijos [174]. De novo mutacijy indélis sirgti ASL yra vertinamas
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ir prioretizuojamas pagal du veiksnius: 1) aminoraigsties pokycio poveikj
baltymo funkcijai, todél santykiné rizika ASL visada bus didesné tiems
asmenims, kurie turi baltymo funkcijos praradimo de novo mutacijy, nei
tiems, kurie turi nesinoniminés pakaitos tipo mutacijy; ir 2) geno
tolerantiskuma / netolerantiSkuma mutacijoms. Yra geny, kuriuose nustatoma
daugiau nei tikétasi funkciniy mutacijy (tolerantiski genai), ir yra tokiy,
netolerantisky, kuriuose mutacijy néra arba jos yra pavienés, todél maZzai
tikétina, kad tolerantiski genai turi jtakos ASL vystymuisi.

Sudarius geny kandidaty, sietiny su ASL etiologija, sarasa, toliau yra
nustatomi nervinio signalo perdavimo keliai (sinapsiy funkcijos, signalo
perdavimo neuronais, kanaly aktyvumo ir chromatino modifikacijos),
kuriuose geny produktai sgveikauja, vertinami geny-geny, geny-baltymy,
baltymy-baltymy sgveikos ir kuriuose $ie baltymai veikia [131, 175, 176].
ASL patogenezés etiologijai aiskinti yra nustatytos de novo mutacijos
sinapses koduojanciuose genuose, pavyzdziui, NLGN3 ir NLGN4X [176],
SHANK3 [177], NRXN1 [178] ir CNTNAP2 [179], d¢l kuriy sutrinka sinapsiy
kontakty vystymasis ir palaikymas. O chromatino reguliavimas yra labai
svarbus neurony Vystymuisi ir netinkamas jo strukiiros organizavimas gali
lemti kognityvius (pazintiniy funkcijy) sutrikimus. Chromatino struktiiros
modifikavimas kontroliuoja lIgstelés likimg ir funkcijg [180-182], o jj patj
modifikuoja daugybé veiksniy, kurie gali buti susij¢ su ASL etiologija ir
kitomis neurologinémis ligomis, pavyzdziui, Coffin-Siris sindromu [183],
Nicolaides-Baraitser sindromu [184], CHARGE sindromu [185] ar
Rubinstein-Taybi sindromu [186]. Apibendrintg geny, siejamy su ASL
patogeneze, kuriuose nustatytos de novo mutacijos, ir biologiniy procesy
sgrasg galima rasti Neale et al [37].
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DARBO METODOLOGIJA
3.1. Tiriamieji

Siekiant jgyvendinti mokslinio darbo uzduotis ir tiksla, tyrimams buvo
panaudoti dviejy moksliniy tyrimy (LITGEN ir UNIGENE) duomenys.

LITGEN (2011-2015 m.) ,,Lietuvos populiacijos genetiné jvairové ir
sandaros kitimai, susij¢ su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis ligomis*
biomedicininiam tyrimui atlikti 2011 m. geguzés 3 d. buvo gautas Vilniaus
regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas Nr. 158200-05-
329-79. Projektas finansuotas Europos socialinio fondo 1éSomis; projekto
vadovas LMA tikrasis narys akad. prof. habil. dr. Vaidutis Ku¢inskas.

LITGEN tiriamyjy grupé. LITGEN projektui buvo surinkta etniné
sveiky lietuviy populiacijos asmeny grupé. Ja sudaré 1000 tiriamyjy asmeny
(279 triados). Projekto metu surinktas jy veninis kraujas, kraujo plazma ir
uzpildyti anketiniai duomenys. LITGEN atrankos kriterijai:

- sveiki asmenys;
- trijy karty genealogijoje visi asmenys lietuviy tautybés;
- asmenys, gyvenantys toje pacioje Lietuvos etnolingvistingje
teritorijoje (Vakary, Siaurés, Piety Zemaitija ir Vakary, Ryty,
Piety Aukstaitija).
Darbui atlikti panaudoti LITGEN projekte dalyvavusiy 147 asmeny
(49 triady) viso egzomo sekoskaitos duomenys, reprezentuojantys Lietuvos
populiacijos tiriamyjy grupe (toliau pirma grupé).

UNIGENE (2012-2016 m.) ,,Unikaliis genomo persitvarkymai esant
jgimtiems nervy sistemos raidos sutrikimams: kilmé, genominiai
mechanizmai, funkcinés ir klinikinés pasekmés® biomedicininiam tyrimui
atlikti 2012 m. lapkric¢io 29 d. buvo gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy
tyrimy etikos komiteto leidimas Nr. 158200-12-563-164. Projektas
finansuotas Europos socialinio fondo ir Lietuvos ir Sveicarijos
Konfederacijos bendradarbiavimo programos ,,Moksliniai tyrimai ir plétra®
fondo 1ésomis; projekto vadovas LMA tikrasis narys akad. prof. habil. dr.
Vaidutis Kucinskas.
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Siame darbe de novo mutacijoms tirti intelektiné negalia buvo pasirinkta
kaip genetinés ligos modelis. Tai ypa¢ heterogeniné genetiné liga, kurios
priezastys ir pasekmés kiekvienu analizuoju atveju yra skirtingos, o Zmoniy,
kuriems nustatyta intelektiné negalia, skai¢ius nuolat didéja [187]. Asmeny
su IN sibsy grupé — tai tarpiné tiriamyjy grupé tarp ,,sveikyjy* Lietuvos ir
asmeny su IN grupiy.

UNIGENE tiriamyju grupés. UNIGENE projektui buvo surinkta 128
tiriamyjy grupé. Ja sudaré tiriamieji, atitinkantys pagrindinj atrankos
kriterijy, turintys intelekto negalig, kai intelekto koeficientas pagal Wecksler
skalg yra < 70 arba yra matomas raidos atsilikimas (vaikams iki 6 mety) tais
atvejais, kai yra:

- Jgimtos centrinés nervy sistemos anomalijos,

- Dauginiai raidos defektai / sindrominé¢ intelekto negalia,
neapraSyta anksciau,

- Nezinomos priezasties neurologiniai sindromai (distonija /
ataksija / cerebrinis paralyzius),

- Sunki idiopatiné epilepsija,

- Autizmas,

- lzoliuota intelekto negalia, sporadiniai atvejai,

- Subalansuoti chromosominiai persitvarkymai,

- [Itariamas zinomas sindromas / buklé, kurios genominé etiologija

Darbo metu analizuoti tik tie tiriamieji, kuriems atlikta viso egzomo
sekoskaita. Darbui atlikti UNIGENE dalyvave tiriamieji suskirstyti j dvi
grupes (antrg ir treCig grupes). Antra tiriamyjy grupe sudaré UNIGENE
projekte dalyvave 111 asmeny (i§ viso 37 triados, kai probandas turi
intelekting negalig ar autizmo spektro liga, o jy tévai intelektinés negalios
neturi). Treig tiriamyjy grupg¢ sudaré 51 asmuo (i§ viso 17 triady, Kai
probandas yra asmens, turin¢io intelekting negalia, sibsas, taciau nei pats, nei
jo tévai intelektinés negalios neturi) (11 pav.).
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Cw h&l

49 triados i$ Lietuvos 37 triaduy, kai 17 triadu, kai probandas
populiacijos probandas turi IN yra turinéio IN, sibsas

Viso egzomo sekoskaita

Egzomn sekoskaitos duomeny apdorejimas GATK
programa; BAM duomeny byly apjungimas j triadas

DnM identifikavimas, dnM tikrinimas ir tvirtinimas
Sanger sekoskaitos metodu

DnM anotavimas ir dnM daznio apskaiciavimas
Genominiy ir kity veiksniy, galinéiy
turéti jtakos dnM intensyvumui, analizé

Seky su dnM santykinio tinkamumeo analizé

DnM patogeniskumo mechanizmy analizé

11 pav. DnM intensyvumo skirtinguose genomo regionuose tyrimo
schema

3.2. Tyrimo eiga ir metodai

3.2.1. DNR i&gryninimas

Genominé DNR iSgryninta i§ veninio kraujo leukocity naudojant
standartin} fenolio chloroformo metodg arba automatizuota branduolio
ragséiy iSgryninimo sistemg, naudojant magnetines daleles (TECAN Freedom
EVO® 200, Tecan Schweiz AG, Sveicarija) pagal gamintojo rekomendacijas.
ISgrynintos genominés DNR koncentracijos ir §varumo matavimas atliktas
spektrofotometru pagal Vs] VUL SK MGC patvirtintg tyrimo procediira.
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3.2.2. Viso egzomo sekoskaita

LITGEN tiriamyjy grupés asmeny (triady), atitinkanciy jtraukimo |
LITGEN projektg kriterijus, sutikusiy dalyvauti tyrime, pasiraSiusiy
Informuoto asmens sutikimo forma, viso egzomo sekoskaita buvo atlikta
Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly instituto
Zmogaus ir medicininés genetikos katedros mokslininky 2011-2013 metais.
Naujos kartos sekoskaita atlikta genetiniu analizatoriumi 5500 SOLiD™
Sequencer (Applied Biosystems, JAV) pagal gamintojo protokolus.

UNIGENE tiriamyjy grupés 7 triady, kai probandas turi IN ir atitinka
jtraukimo j UNIGENE projekta kriterijus, sutikusiy dalyvauti tyrime,
pasiraSiusiy Informuoto asmens sutikimo forma, viso egzomo sekoskaita
buvo atlikta Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly
instituto Zmogaus ir medicininés genetikos katedros mokslininky 2013-2016
metais genetiniu analizatoriumi 5500 SOLiD™ Sequencer (Applied
Biosystems, JAV) pagal gamintojo protokolus. Kity UNIGENE projekte
dalyvavusiy 30 triady, kai probandas turi intelekting negalig, ir 17 triady, kai
probandas yra asmens, turin¢io intelekting negalig, sibsas, ViSO egzomo
sekoskaita buvo atikta Lozanos universiteto Biologijos ir medicinos fakulteto
Integruotos genomikos centre, Sveicarijoje, dr. Norine Voisin, dr. Lucie
Gueneau ir dr. Katrin Mannik. Viso egzomo DNR biblioteky, paruosty
rinkiniu SureSelect Human All Exome V5 (Agilent, JAV), naujos kartos
sekoskaita atlikta genetiniu analizatoriumi Illumina HiSeq 2500 (lllumina,
Inc., JAV) pagal gamintojo protokolus.

3.2.3. NKS duomeny apdorojimas

LITGEN ir daliai UNIGENE tiriamyjy egzomy, nuskaityty 5500 SOLiD™
Sequencer genetiniu analizatoriumi, pirminiai egzomy, padalinty j 75 bp ilgio
fragmentus, duomenys buvo generuojami binukleotidiniu spalviniu kodu ir
pateikti .XSQ formatu. .XSQ duomeny bylos LifeScope™ Genomic Analysis
Software 2.5.1 programa sulygiuotos su referentiniu hgl9 genomu, pateiktu
UCSC duomeny bazéje. Tokiu biidu gautos iSvestinés sulygiavimo duomeny
bylos .BAM formatu (1 priedas). Vidutinis horizontalusis padengimas
fragmentais buvo 38,5.

UNIGENE tiramiyjy egzomy, nuskaityty Illumina HiSeq 2500 genetiniu
analizatoriumi, pirminiai egzomy, padalinty j 150-200 bp ilgio fragmentus,
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duomenys buvo generuoti ir pateikti .FASTQ formato duomeny bylomis. Jose
yra informacija apie fragmentus, fragmenty sekds ir kiekvieno fragmento
sekoje identifikuoty heterocikliniy baziy kokybés jverciai Q. Kiekvienam
egzomui generuotos .FASTQ duomeny bylos sujungtos C++ programos cat
funkcija. Burrows-Wheeler Aligner (BWA) [188] bioinformaciniu jrankiu
.FASTQ bylos sulygiuotos su referentiniu hg38 genomu, pateiktu UCSC
duomeny bazéje. Tokiu biidu gautos iSvestinés sulygiavimo duomeny bylos
.BAM formatu. Vidutinis horizontalusis padengimas fragmentais buvo 100.

Visos duomeny bylos .BAM formatu toliau apdorotos The Genome
Analysis Toolkit v.3.5 (GATK) jrankiu pagal geros praktikos gaires
(2 priedas). Apdorotos .BAM duomeny bylos GATK programa, SAMtools
v.1.1 (Sequence Alignment/Map) programos [17] mpileup funkcija sujungtos
pagal triadas po tris bylas i vieng (12 pav.).

motinos
vaiko -BAM
.BAM

Samtools -mpileup

Triados .BAM
VarScan

Pirminis dnM sgrasas .vcf

12 pav. DnM identifikavimo schema.
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3.2.4. De novo mutacijy identifikavimas ir tikrinimas

Pirminis de novo mutacijy identifikavimas atliktas atviros prieigos
VarScan (Variant detection in massively parallel Sequencing data) v.2.4.2
programa [189] (12 pav.) pagal protokola, pateikta 3 priede, ir alternatyvia
komercine VarSeq™ programa. Potenciali de novo mutacija buvo
identifikuojama, jei vaikas turi genomo varianta, kai né vienas i$ tévy toje
pacioje genomo pozicijoje jo neturi. Rezultatai pateikiami generuotoje .vcf
formato duomeny byloje. Klaidingai teigiamy VarScan programos rezultaty
pirminiam atmetimui panaudota SnpSift v.4 programa. Taikyti konservatyviis
filtravimo kriterijai pateikti 5 lent. DnM sgrasui, gautam VarSeq™ programa,
pritaikyti tie patys filtravimo kriterijai Trio Workflow dalyje. Siekiant atmesti
somatines dnM (dnM dalj, esanéia tik nuskaitytose kraujo lastelése) arba
sekoskaitos artefaktus, dnM su mazu (< 0,3) aleliy balansu, filtruoti buvo
pritaikytas aleliy balanso (sekoskaitos fragmenty dalies su alternatyviu aleliu)
[0,3; 0,7] intervalas.

5 lent. Duomeny filtravimo Kriterijai .vcf duomeny byloms

Kriterijus Pritaikyta reikSmeé
Horizontalusis regiono >30
padengimas
Genotipo kokybés jvertis (GQ) >50*
Referentiniam aleliui > 20*
alternatyvaus alelio padengimas
(DP)

Aleliy balansas (AB) [0,3;0,7]*

* Remtasi [1, 5, 32]

Antriniam dnM tikrinimui panaudota Integrative Genomics Viewer (1GV)
programa [190], o galutinai dnM patvirtinti atlikta seky, kuriose nustatytos
dnM, sekoskaita Sanger metodu. DnM tikrinti Sanger sekoskaitos metodu
atsitiktiniu bidu atrinkta 50 dnM i§ LITGEN projekto duomeny ir 50 dnM i§
UNIGENE projekto duomeny. Koduojancios geno sekds polimerazés
grandininé reakcija atlikta naudojant specifinius oligonukleotidinius
pradmenis, sukurtus Primer Blast (NCBI) jrankiu (4 priedas). Abiejy kryp¢iy
sekoskaita atlikta naudojant rinkinj BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, JAV). Kapiliariné elektroforezé atlikta
genetiniu analizatoriumi ABI 3130xL Genetic Analyser (Applied Biosystems,
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JAV). Fluorescencijos signalai analizuoti DNA Sequence Analysis v5.1
programa (Applied Biosystems, JAV). Nuskaitytos sekos lygintos su
referentinémis geny sekomis.

3.2.5. Biologinés tévystés tikrinimas

Tais atvejais, kai dnM buvo nustatyta reikSmingai daZzniau nei visose
kitose triadose, buvo atliktas biologinés tévystés tikrinimas. Biologinés
tévystés tikrinimas buvo atliktas AmpFLSTR™ [dentifiler™ rinkiniu
(Applied Biosystems™, JAV) pagal gamintojo rekomendacijas.

3.2.6. Tyrimo duomeny anotavimas

Patvirtinty dnM anotacija atlikta ANNOVAR (v.20170601 hgl9
referentiniu genomui ir v.20170912 hg38 referentiniu genomui) programa
[191]. Naudotas plac¢iausiai taikomy anotaciniy jrankiy paketas, sudarytas i$
SIFT, PolyPhen, LRT, MutationTaster, MutationAssessor, FATHMM (angl.
Functional Analysis through Hidden Markov Models), PROVEAN (angl.
Protein Variation Effect Analyzer), CADD (angl. Combined Annotation
Dependent Depletion), GERP++ (angl. Genomic Evolutionary Rate
Profiling), PhyloP, SiPhy, COSMIC (angl. Catalogue Of Somatic Mutations
In Cancer) algoritmy anotaciniy jrankiy (6 lent.). Taip pat prijungtos
duomeny bazés, suteikiancios informacija apie geng, kuriame identifikuota
dnM, dbSNP duomeny bazé, tokiu budu kiekvienam genomo variantui
priskiriant rs koda, ClinVar vertinant genomo varianto patogeniskuma, 1000
genomy projekto ir EXAC duomeny bazés genomy varianty dazniui
skirtingose populiacijose vertinti.

6 lent. Anotavimo jrankiy kategorinis vertinimas

SIFT D: patogeninis; T: toleruojamas

PolyPhen D: galimai patogeninis P: tikétinai patogeninis B:
neutralus

LRT D: patogeninis; N: neutralus; U: néra duomeny

MutationTaster A: tiesiogiai ligg lemiantis; D: ligg lemiantis; N:
polimorfizmas; P: polimorfizmas
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MutationAssesso
r

FATHMM
PROVEAN
CADD

GERP++
PhyloP

SiPhy

COSMIC

H: labai patogeniskas; M: vidutini§kai patogeniskas;
L: mazai patogeniskas; N: neutralus. H/M funkcinis,
L/N nefunkcinis variantas

D: patogeninis; T: toleruojamas

D: ligg lemiantis; N: polimorfizmas

Didesni nei >12 jveréiai rodo varianto
patogeniskuma

Didesni nei >2 jverciai rodo varianto patogeniskuma
Teigiamos vertés — sekos konservatyvumas, kai
sekos evoliucija yra létesné nei tikétina.

Neigiamos vertés — seka evoliucionuoja greic¢iau nei
tikétasi.

Teigiamos vertés — sekos konservatyvumas, kai
sekos evoliucija yra létesné nei tikétina.

Neigiamos vertés — seka evoliucionuoja grei¢iau nei
tikétasi.

Nurodo Zinomus duomenis apie mutacijas
somatinése vézinése lastelése, siejamus su tiriamu
genomo variantu.

3.2.7. De novo mutacijy daznio apskaiCiavimas

De novo mutacijy daznis | pozicijg vienai Kartai (PVK) apskaiciuotas

pagal formulg:

De novo daznispyg =

Yioin;
2%{_1 X)L, P/(de novo)

Cia f — triady skaicius, N — pozicijy, kurias galima vertinti, skai¢ius ir nj —
identifikuoty dnM skaicius triadai i.
Tikimybé P]-i (dnM) vertinamai pozicijai j Seimoje | mutuoti, atsizvelgiant

1 horizontalyjj sekos padengima, kai dnM yra vieno nukleotido dydzio,

skai¢iuojama:

Pji(an) = l:)ji (VHeterolMHomR,THomR) + l:)ji(VHetero|MHomA,THomA)
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Tikimybé P]-i(de novo iskrita — intarpas) vertinamai pozicijai j Seimoje i
mutuoti, atsizvelgiant j horizontalyjj sekos padengima, kai dnM yra iSkrita-
intarpas, skaiciuojama:

P!(de novo iSkrita — intarpas) = P(Vizomr |[Muoma Troma)

¢ia V, M ir T atitinka vaika, moting ir téva, 0 Hetero, HomR ir HomA
atitinka heterozigotinj, homozigotinj pagal referentinj ir homozigotinj pagal
alternatyvy alelj genotipus.

Pasikliautinieji intervalai (Pl 95 %) dnM dazniui buvo skai¢iuojami
taikant binominj tikslyjj kriterijy. DnM daZniy ir kitiems skai¢iavimams buvo
naudotas atviros prieigos R paketas, versija 3.4.3 ir R studio, versija 1.2.1335
[192].

3.2.8. Tévy amziaus, genetiniy ir epigenetiniy veiksniy, galinCiy turéti jtakos
dnM intensyvumui, analizé

Siekiant patikrinti dnM intensyvumo priklausomybés skirtinguose
genomo regionuose nuo skirtingy genomo ypatybiy ir tévy amZiaus hipoteze,
atlikta tiesinés regresijos analizé. Jai atlikti buvo vykdomas kiekvienos dnM
,,antrinis“ anotavimas naudojantis ENCODE [193] projekto duomenimis ir
LITGEN bei UNIGENE projektuose dalyvavusiy asmeny anketomis.

Remiantis anks¢iau atliktu Besenbacher et al. 2015 tyrimu, siekiant
surinkti duomenis apie visas identifikuotas dnM ir genomo regiony, kuriuose
ju yra, ypatybes, pasirinkta limfoblastoidiniy lgsteliy linija (LCL ir
GM12878) [193]. ,,Antrinio* anotavimo parametrai ir vertinimo kriterijai
pateikti 7 lent. Buvo surinkti $ie duomenys: 1) raiskos lygis skirtinguose
audinuose (eQTL). Pagal raiskos lygj dnM buvo suskirstytos j regionus, kai
ju raiska specifiné ir nespecifing; 2) deoksiribonukleazeil (Dnazeil) ypac
jautriy genomo regiony (angl. DNasel hypersensitivity sites, DHS) jver¢iai.
DHS ,,vertinama“ 1, jei dnM yra DNazeil ypac jautriame regione, arba 0, jei
néra 3) CpG dinukleotidy konteksto jverciai. Jei dnM yra CpG dinukleotidy
gausiame regione, ,vertinama“ 1, jei ne — 0; 4) trys histony Zymenys
(H3K27ac, H3K4mel ir H3K4me3) is ENCODE projekto duomeny. Genomo
regionai buvo vertinami su kiekvienu i§ Zymeny atskirai. Jei dnM buvo Sia
Zyme zymétame regione, ,,vertinama“ 1, jei ne — 0; 5) GERPP++ DNR sekos
konservatyvumo jverciai buvo surinkti pasinaudojus ANNOVAR anotavimo
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jrankiu. Esant didesniam nei >2 jver¢iui, regionas su dnM vertinamas kaip
konservatyvus genomo regionas ir Zymimas 1, jei jvertis < 2 -—
nekonservatyvus, 0; 6) pagal LITGEN tiriamyjy apklausos anketas (ar
UNIGENE projekte dalyvavusiy asmeny duomenis) surinkti duomenys apie

tévy amziy.

7 lent. ,,Antrinio anotavimo parametrai ir vertinimo kriterijai

Raiskos lygis Pagal jj, dnM buvo

skirtinguose audinuose, = suskirstytos j genomo

eQTL pozicijas, kuriose raiska [193-195]
yra audiniui specifiné arba
ne

Deoksiribonukleazeil DHS ,,vertinama“ 1, jei

(DNazeil) ypa¢ jautriis  dnM yra DNszeil ypaé

genomo regionai (angl.  jautriame regione, O, jei [194, 195]

DNasel hypersensitivity  néra

sites, DHS)

CpG dinukleotidy Jei dnM yra CpG

kontekstas dinykleotidq gausiagne N [194, 195]
regione ,,vertinama* 1, jei
ne—0

Histony Zymé H3K27ac  Jei dnM yra regione,
Zymétame $ia Zyme, [194]
,vertinama®“ 1, jeine — 0

Histony Zymeé Jei dnM yra regione,

H3K4mel Zymétame $ia Zyme, [194]
,vertinama®“ 1, jei ne — 0

Histony Zymé Jei dnM yra regione,

H3K4me3 Zymétame $ia Zyme, [194]
,vertinama“ 1, jeine — 0

GERPP++ DNR sekos Kai jvertis > 2, regionas su ~ ANNOVAR

konservatyvumo jvertis  dnM vertinamas kaip anotavimo
konservatyvus genomo jrankis

regionas ir Zymimas 1, jei
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jvertis < 2 —
nekonservatyvus, 0
Tévy amZius AmzZius metais LITGEN arba
UNIGENE
anketos

Surinkus visus ,,antrinio® anotavimo duomenis kiekvienai triadai, pagal
,,0 arba ,,1° vertinimo principg kiekvienai dnM suskaic¢iuota, kiek kiekvieno
anotavimo parametry i§ viso nustatyta. Tada R paketu, versija 3.4.3, atlikta
kiekvieno parametro ir apskaiiuoto dnM daznio koreliacijos analizé. Ty
parametry, kuriy koreliacija su dnM dazniu buvo reik§minga, toliau atlikta
tiesinés regresijos analizé.

3.2.9. De novo mutacijy spektro sudéties ir Sablony Lietuvos, asmeny su
IN ir asmeny su IN sibsy grupése nustatymas ir vertinimas

Mutacijy spektro sudéties ir Sablony analizei referentiniai mutacijy
Sablonai naudoti i§ https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures/SBS/
duomeny bazés. Tyrimo metu kiekvienas tripletas, kurio viduringje pozicijoje
buvo darbo metu nustatyta unikali dnM, o 3¢ ir 5°galuose — nukleotidai pagal
referenting genomo seka, buvo priskirtas atitinkamai vienam tripletui i§ 96
galimy. Pritaikius Spirmano koreliacijos koeficientg, atlikta Lietuvos
populiacijos, asmeny su IN ir asmeny su IN sibsy grupése nustatyty triplety
daznio ir https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures/SBS/ duomeny
bazéje esanCiy mutacijy Sablony, sudaryty i§ skirtingy triplety dazniy
kombinacijy, koreliacijos analizé. Remiantis koreliacijos analizés rezultatais
tiriamosioms grupéms priskirti mutacijy Sablonai. Nustatyti $ablonai su de
novo mutacijomis, budingomis tiriamosioms grupéms, toliau buvo lyginami
su 6570 de novo mutacijy pagrindu sudarytu Sablony katalogu, jj sudaré
Rahbari et al. analizuodami Jutos gyventojy, turinéiy Siaurés ir Vakary
Europos protéviy (CEU), Ibadano Jorubos (Nigerija) (YRI), islandy, skoty ir
piety Dakotos (JAV) populiacijas [31].
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3.2.10. Seky su de hovo mutacijomis santykinio tinkamumo vertinimas

Aminortigs¢iy seky su dnM santykinio tinkamumo vertinimas buvo atliktas
siekiant iSanalizuoti, kaip dnM veikia atskiry aminortigs¢iy tipy santykinj
tinkamuma, ir, jei veikia, kokie santykinio tinkamumo Sablonai apibtidina
Lietuvos populiacija.

Aminortgs¢iy seky, kurias koduojanciuose genuose susidaré dnM,
atrankos koeficienty arba kitaip santykinio tinkamumo efekto (angl. fitness
effect) pasiskirstymo skai¢iavimai atlikti pagal TdG12 site-wise mutation-
selection skaiciavimo modelj (swMutSel0) [209]. I§ tikimybés modeliy,
paremty genomo pakaity apibiidinimu kodonais [210-212], sis modelis buvo
pasirinktas dél didziausio specifiSkumo mutabilumo procesui vertinti, kai
kiekvienos tiriamos aminoriigsties evoliucija apibudinama pagal individualia
tinkamumo verte ir nukleotidy lygmeniu esantj mutacijy modelj. Siame
modelyje buvo daroma prielaida, kad geny sekos susidaré nepriklausomai
viena nuo kitos, viena kitos neveikia, gamtinés atrankos poveikis labai mazas,
todél nereik§mingas. swMutSel0 modeliu evoliucijos procesas vertintas per
ilga laikg (milijonus mety, nes taikant §j modelj zmogaus DNR seka lyginama
su artimiausiais zmogui primatais), o laikas nuo naujy seky su dnM
susidarymo iki jy fiksavimo yra momentinis.

Taikant §] modelj, analizuotos tik baltymus koduojancios sekos, kuriose
buvo nustatytos dnM. Pirmiausia pagal kiekvienos nustatytos dnM
koordinates genome Ensembl duomeny bazéje buvo surasta atitinkama
genomo seka, i$ viso apimanti penkis kodonus, i§sidésciusius i$ eilés. Penkiy
aminorugséiy apréptis pasirinkta todél, kad vertinant aminortgsties su dnM
santykinj tinkamuma biity atsizvelgta j jos genominj kontekstg tiek 3°, tiek ir
5’ galuose. Viduryje esantis kodonas — tas kodonas, kuriame jvyko dnM.

Toliau kiekvienai atrinktai sekai Ensembl duomeny bazéje lyginamosios
genomikos bioinformaciniy jrankiy grupés dauginio (angl. multiple) genomy
sulygiavimo jrankiu analizuota Zmogaus genomo seka sulygiuota su
evoliuciskai artimiausiy primaty genomais: Simpanzes, mazosios Simpanzes
(angl. Bonabo), gorilos, orangutano ir zaliojo paviano (angl. Olive baboon).
Lygiuoti su evoliuciskai artimiausiais primaty genomais reikia tam, kad
taikomu swMutSel0 modeliu baty galima jvertinti kodono su de novo
mutacija santykinj tinkamumg evoliucijos eigoje. Toliau kiekvienas
genominiy seky sulygiavimas https://www.ebi.ac.uk Multiple Sequence
Alignment>Clustal Omega bioinformaciniu jrankiu konvertuotas j .phy
(PHYLIP) formato duomeny bylas. RAXML v8.2 (angl. Randomized
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Axelerated Maximum Likelihood) programa [213] pagal .phy duomeny bylas
sukurti filogenetiniai lyginamy organizmy medziai NEWICK formatu
(5 priedas). Filogenetiniy medziy Sakoms apdoroti pagal swMutSelO
modelio kiairéjy rekomendacijas panaudota PAML v14.8 programa [214].
Atlikus filogenetinio medzio analiz¢ PAML funkcija codeml, kiekvienam
filogenetiniam medziui surinkta informacija apie k (tranzicijy ir transversijy
santykj), @ (nukleotidy sudétj dalimis), p (poky¢iy daznj). K ir @ vertés buvo
pateiktos .mlc duomeny byloje, o p apskai¢iuotas pagal formulg p = 3xTg/T,
Cia Tgs yra filogenetinio medzio ilgis ds (sinoniminiy poky¢iy) vienetais, T —
visas filogenetinio medzio ilgis. Sie parametrai taip pat nurodyti .mlc
duomeny byloje. Pateikus anksCiau apraSytus parametrus programai TdG12
buvo jvertintas aminortig§¢iy seky santykinis tinkamumas prie§ mutacijas ir
po ju.
3.2.11. De novo mutacijy patogeniskumo mechanizmy nustatymas

Patogeniniy genomy varianty su identifikuotomis dnM galimi
patogeniskumo mechanizmai buvo tiriami naudojant tokius bioinformacinius
jrankius ir duomeny bazes:

- SWISS-MODEL  baltymo  struktiros atviros  prieigos
modeliavimo programa [215];

- STRING programa [216] baltymy sgveikos tyrimui;

- OMIM (angl. Online Mendelian Inheritance in Man) interaktyvy
Zmogaus geny ir genetiniy ligy kataloga;

- GeneCards® — zmogaus geny duomeny bazg;

- Ensembl — Zzmogaus genomo nar$ykle;

- ClinVar — patogeniniy genomo varianty duomeny bazg;

- Human Splicing Finder — sukirpimui svarbiy genomo varianty
vertinimo duomeny bazg;

- denovo-db — patogeniniy, naudingy ir neaiskios klinikinés
reik§més dnM duomeny baze;

- IDGenetics — geny ir geny varianty, susijusiy su IN, duomeny
baze (http://www.ccgenomics.cn/IDGenetics/);

- SFARI gene — su autizmu siejamy geny duomeny baze
(https://gene.sfari.org/database/human-gene/);
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- AutDB - su autizmu siejamy geny duomeny bazg
(http://autism.mindspec.org/autdb/Welcome.do)

Vienu atveju, kai buvo identifikuotas tikétinai patogeninis ARID1B geno
variantas, jo patogeniskumo mechanizmui nustatyti visa probando RNR buvo
i§skirta i§ veninio kraujo naudojant Tempus™ Blood RNA Tube it Tempus™
Spin RNA Isolation rinkinius (Thermo Fisher Scientific, USA) pagal
gamintojo rekomendacijas. Kopijiné DNR i§ RNR buvo susintetinta
naudojant High-Capacity RNA-to-cDNA rinkinj (Thermo Fisher Scientific,
USA) pagal gamintojo rekomendacijas. KDNR sukirpimo sekos PGR reakcija
buvo atlikta naudojant specifinius oligonukleotidinius pradmenis, sukurtus
Primer Blast (NCBI) jrankiu. PGR produktai nuskaityti naudojant standartinj
Sanger sekos nustatymo metodg, kaip apraSyta 3.2.4 skyrelyje®. Sukirpimo
vietos pokycCio patogeniSkumui vertinti buvo panaudotos Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/) ir Human Splicing Finder
(http://www.umd.be/HSF3/) duomeny bazés. Galimi geny varianty su
dnM efektai  vertinti naudojantis ~ ExPASy  bioinformatikos
(https://www.expasy.org/) ir Pfam 32.0 (https://pfam.xfam.org/) duomeny
bazémis.

3.2.12. Duomeny analiz¢ ir statistiniai metodai

Remiantis LITGEN ir UNIGENE tyrimy duomenims atlikta apraSomoji ir
analitiné statistiné analizé. Genomo ypatybés, budingos genomo regionams
su dnM (yra / néra), analizuotos kaip kategoriniai kintamieji. Kiekybiniai
kintamieji: dnM skaicius ir daznis genome, tévy amzius, genomo varianty su
dnM patogeniskumo vertinimo vertés, aminoriig§¢iy santykinio tinkamumo
vertes.

Atliekant genotipo ir fenotipo koreliacijos analize, genetiniy tyrimy
rezultatai buvo laikomi aiSkinamaisiais kintamaisiais. Fenotipo raiskos
rodikliai (IN laipsnis ir kiti fenotipiniai poZymiai) buvo atsako kintamieji.

Im¢iy pasiskirstymui pagal normalyjj skirstinj tikrinti taikytas Shapir-
Wilk testas. Koreliacijai vertinti taikyti Pirsono arba Spirmeno koreliacijos

® RNR issskyrimg, ARID1B kDNR PGR reakcijg ir sekoskaitg Sanger bidu atliko
dokt. Evelina Siavriené.
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koeficientai. Tiesinés regresijos analizé, Mann-Whitney U Kriterijaus ir
tiksliojo FiSerio kriterijaus, Shapir-Wilk testas, koreliacijos koeficienty
skaiCiavimai atlikti naudojant atviros prieigos R paketa, versija 3.4.3 ir R
studio, versija 1.2.1335 [205]. Taikant tiesing regresija, koreliacijos analizés
metu mazesné nei 0,05 p reiksmé buvo laikoma statistiskai reikSminga. Visi
kiti skaiciavimai atlikti Microsoft Office Professional Plus 2013 ,,Excel*
programa.
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TYRIMO REZULTATAI

4.1. De novo mutacijos, jy skaicius ir daznis Lietuvos populiacijos genome

Siekiant atrinkti optimalig programa taskiniy ir nedideliy (20-30 bp)
iSkrity-intarpy dnM identifikuoti, Lietuvos populiacijos grupés duomeny
analizei buvo panaudotos dvi programos — VarScan ir VarSeq™. Po pirminio
dnM identifikavimo VarScan programa buvo nustatytos 1752 dnM ir
VarSeq™ programa — 4756 dnM. Pritaikius visus filtravimo parametrus ir
dnM sarasg patikrinus IGV programa ir Sanger sekoskaitos metodu, VarScan
programa 34 triadoms i$ viso nustatytos 95 dnM, VarSeq™ programa — 31
triadai 84 dnM (13 pav., 6 priedas). Buvo nustatytas i$skirtinai didelis dnM
skai¢ius triadoms nr. 4 ir nr. 21: 113 ir 16 dnM atitinkamai. VarSeq™
programa triadai nr. 4 nustatytos 123 dnM, o triadai nr. 21 — 2 dnM. Sie
radiniai paskatino atlikti biologinés tévystés patikrinimg. Biologiné tévysté
patvirtinta triadai nr. 21, tafiau atmesta triadai nr. 4, todél triada nr. 4 i
tolesnés duomeny analizés buvo pasalinta. Galuting Lietuvos populiacijos
grupe sudaré 48 triados. 15-kai triady VarScan programa ir 18-kai triady
VarSeqg™ programa nenustatyta né vienos dnM. Palyginus dnM,
identifikuotas abiem programomis, tik 5,37 % visy nustatyty dnM sutapo (3
dnM MEIS2, PGK1 ir MT1B genuose). Kiekvienas vaikas vidutiniskai turi po
1,9 (VarScan) ir 1,7 de novo vieng nukleotido variantg egzome (VarSeq™).

95 dnM, nustatyty VarScan programa, analizé atskleidé, kad i$ jy 20 dnM
yra egzonuose, tarp kuriy yra dvi baigmés kodono dnM, septynios
sinoniminés ir 11 nesinoniminiy vieno nukleotido dnM. Tarp 84 dnM,
nustatyty VarSeq™ programa, 80 dnM yra egzonuose, i$ kuriy viena dnM yra
baigmés kodono ir 78 nesinoniminés vieno nukleotido dnM (14 pav.).
Didzioji dnM, nustatyty VarScan, dalis yra 1, 2, 4 ir 5 chromosomose, 0
VarSeq™ -2, 6, 7 ir 11 chromosomose. Nustatyty dnM skaiéius nekoreliuoja
nei su geny tankiu chromosomose (Rp= 0,09, p reiksmeé = 0,69 VarScan; Rp
= 0,07, p reiksmeé = 0,75 VarSeq™), nei su chromosomy dydziu (15 pav.).
Pagal abiejy programy duomenis, tranzicijy ir transversijy santykis yra labai
panasus — atitinkamai 1,47 ir 1,54 (16 pav.), taigi daugiausiai dnM, nustatyty
abiem VarScan ir VarSeq™ programomis, sudétj apibiidina A/G ir C/T
pokyciy gausa.
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De novo mutatcijy skaicius
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Triados numeris M VarScan M Varseq

13 pav. DnM, nustatytos VarScan (zalia spalva) ir VarSeq™ (mélyna spalva) programa, Lietuvos populiacijos grupéje
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14 pav. DnM, nustatyty VarScan (A) ir VarSeq™ (B), pasiskirstymas
pagal funkcinius poky¢iy tipus. NA — néra duomeny
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De novo mutacijy skaicius

Chromosoma o VarScan H VarSeq
15 pav. DnM skaiciaus pasiskirstymas pagal chromosoma. DnM,
nustatytos VarScan programa, pazymétos zalia spalva, mélyna — VarSeq™.
Klaidy juostos atitinka kiekvienoje chromosomoje nustatyty dnM skaiiaus
vidurkio standarting paklaida
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16 pav. De novo tranzicijos ir transversijos, identifikuotos VarScan (mélyna
spalva) ir VarSeq™ (zalia spalva) programa. Egzome tranzicijos yra ~1,5
karto daZznesnés nei transversijos. Klaidy juostos atitinka dnM skaiciaus
vidurkio standarting paklaida

Pagal VarScan programos duomenis, apskai¢iuotas de novo vieno
nukleotido mutacijy daznis yra 2,74x107® i pozicija vienai kartai (95 %
pasikliautinasis intervalas (Pl): 2,24x10® — 3,35x10°® | pozicija vienai
kartai). Pagal VarSeq™ duomenis — 2,4x1078 j pozicijg vienai Kartai (95 %
PI: 1,96x10°8-2,99x10°®). VarScan programos duomenimis, de novo iskrity-
intarpy daZnis §ioje grupéje buvo 1,77x1078 (95 % PI: 6,03x10° —5,21x10°8)
] pozicijg vienai kartai, VarSeq™ programa jy nenustatyta. Pritaikius Mann-
Whitney U kriterijy buvo palygintas de novo vieno nukleotido mutacijy
daznis Lietuvos populiacijoje su islandy, dany, olandy, kanadieCiy ir
amerikieCiy bendryjy populiacijy tyrimuose nustatytu de novo Vvieno
nukleotido mutacijy daznio vidurkiu (Zr. 3 lent.) Analizés metu tarp Lietuvos
ir lyginty populiacijy nustatytas reik§mingas (p reiksmé = 4,49x107°) dnM
daznio skirtumas.

Tiesinés regresijos modelis parodé, kad DNazei 1 ypac jautriy regiony,
regiony, gausiy CpG dinukleotidy, skai¢ius, GERPP++ genomo regiony
konservatyvumo vertés ir genomo regiony raiskos lygiai paaiskina ~68-94 %
Viso dnM daznio (8 lent.). Nei vieno i$ epigenetiniy Zymeny pozicijy skaicius
(H3K4Me3 zymé: Rg = 0,13, p reiksmeé = 0,46; H3K27ac Zzymé: Rg = 0,06, p
reiksmé = 0,75; H3K4Mel zZymé nenustatyta nei vienai dnM pozicijai), nei
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tévy amzius reik8mingai (tévo amzius Rg = 0,21, p reiksmé = 0,15; motinos
amzius Rg= 0,03, p reiksmé = 0,86) su dnM dazniu nekoreliavo (8 priedas).
Tiesinés regresijos modeliai buvo sudaryti tik i§ dnM, nustatyty VarScan
programa, dazniy duomeny, nes VarSeq™ programa nustatyty dnM daznio ir
genomo savybiy (Zr. 7 lent.), koreliacija nenustatyta.

8 lent. DNazei 1 ypac jautriy regiony, regiony, gausiy CpG dinukleotidy,
skaiciaus, konservatyvumo regiony skaiciaus ir genomo regiony su skirtinga
raiSka skaiCiaus jtaka dnM daznio intensyvumui Lietuvos tiriamyjy
grupéjesiuos zodzius nukelti prie pavadinimo

DNAazell ) gaxiooe1 gex107 23040 g g9
jautrdis regionai

Konservatyvios g rgxi0ss5,67x107 4010 g g
pozicijos
dnM Nekonse?r\_/fa\tyvms 2 B6x109+2,67x107 2,459><10' 08
dazZnis pozicijos
Regionai, turtingi - L | 8,93x10°
—+.
CpG dinukleotidy 2,76x106+4,94x10 ; 0,68
Regionai su 2,05x105+1,144x10-  8,34x10
o Y - 1 0,94
nespecifine raiska

B — regresijos koeficientas, parodantis, kiek didéja dnM daznis nepriklausomam
kintamajam padidéjus vienetu (atitinkamai viena pozicija ar regionu), SP —
standartin¢ paklaida, p reik§mé — tiesinés regresijos modelio p reiksme¢, R? —
determinacijos koeficientas.

4.2. De novo mutacijos, jy skaicius ir daznis asmeny su IN ir jy sibsy genomuose

DnM skaiciaus ir daznio analizé asmeny su IN (toliau antroje grupéje) ir
asmeny su IN sibsy grupése (toliau trecioje grupéje) dél didesnio jautrumo ir
atviros prieigos galimybés buvo atlikta taikant tik VarScan algoritma. Antroje
grupéje 37 tirtoms triadoms i§ Viso nustatyta 14 103 dnM, is kuriy 1016, 1513,
4123 ir 7309 dnM nustatytos keturioms triadoms (atitinkamai nr. 21, 22, 27,
37), o likusios 142 dnM nustatytos 33 triadoms (17 pav., 6 priedas). Sie
radiniai paskatino atlikti biologinés tévystés patikrinimg. Biologiné tévyste
patvirtinta visy tirty triady, todél asmenys su reikSmingai didesniu dnM
skai¢iumi toliau buvo vertinami kaip iSskirtys.Vidutiniskai kiekvienai i§ 33
triady nustatyta po 4,2 de novo VNP ir 1,3 de novo iskritos-intarpo (18 pav.).
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17 pav. DnM, nustatytos asmeny, turinCiy intelekting negalia, grupéje. 21,
22,27 ir 37 triados pasizyméjo dnM gausa (iSskirtys). 21 triadai nustatytos
1016 dnM, 22 triadai — 1513, 27 triadai — 4123 dnM, 37 triadai — 7309 dnM
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18 pav. DnM, nustatytos asmeny, turin¢iy intelektine negalia, sibsy
grupéje. 10 ir 12 triados pasizyméjo dnM gausa (iSskirtys). 10 triadai
nustatytos 4130 dnM, 12 triadai — 4246 dnM

Trecioje grupéje 17 tirty triady i$ viso nustatyta 8412 dnM, i kuriy 4130
ir 4246 dnM nustatytos dviem triadoms (atitinkamai nr. 10 ir 12), o likusios
36 dnM nustatytos 15-kai triady. Vidutiniskai kiekvienai i§ 15 triady nustatyta
po 2,4 de novo VNP ir 0,92 de novo iskritos-intarpo (18 pav., 6 priedas).

DnM analizé pagal tai, kokiuose funkciniuose genomo regionuose jos
nustatytos, atskleidé, kad antra ir treéia grupés yra panaSios pagal dnM,
nustatyty intronuose ir koduojanciuose regionuose (egzonuose), skaiCiy —
mazdaug pusé dnM visy nustatyty dnM yra intronuose (48 %, 19 pav. A ir 54
% 19 pav. B) ir apie tre¢dalj, atitinkamai 34 % ir 31 %, dnM buvo egzonuose.
Vis délto antros grupés tiriamyjy egzonuose nustatyta 53 dnM, tarp kuriy yra
dvi baigmés kodono dnM, penkios rémelio poslinkio dnM, 13 sinoniminiy
VNP, 28 nesinoniminiy VNP dnM ir penkios nuo vieno iki 30 nukleotidy
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dydzio de novo iskritos, 0 trecioje grupéje — vienas de novo intarpas, septyni
nesinoniminiai ir penki sinoniminiai de novo VNP. Kitos pavienés dnM
i8sidésciusios tarpgeninése srityse, sukirpimui svarbiuose,
netransliuojamuose branduolio RNR regionuose.

M egzonai

M intronai

M Tarpgeninés sritys
4 bRNR_egzonai

M nkRNR_intronai

M bRNR_sukirpimo

M sukirpimo

B

A

M NTS'S

19 pav. DnM, nustatyty asmeny su intelektine negalia (A) ir asmeny su
intelektine negalia sibsams (B), pasiskirstymas pagal funkcinius genomo
regionus. Cia bRNR yra branduolio ribonukleoriigitys, NnkRNR —
nekoduojanti ribonukleortigstis, NTS — netransliuojamos genomo sritys

Antroje grupéje nustatytos dnM yra issibarciusios visose chromosomose,
i8skyrus Y chromosomg (20 pav.), tre¢ioje grupéje jy nenustatyta 14, 15, 18—
22, X ir Y chromosomose (21 pav.). Nustatyty dnM skaicius nekoreliuoja nei
su geny tankiu chromosomose (Rg = 0,2873, p reiksmé = 0,173 antrai grupei
ir Rg =0,1863, p reiksme = 0,3855 tre€iai grupei), nei su chromosomy dydziu
(20, 21 pav.). O tranzicijy ir transversijy santykis antroje ir tre¢ioje grupése
skiriasi daugiau nei du kartus. Antroje grupéje $is santykis sieké 1,65, o
trecioje grupéje — 3,5 (22 ir 23 pav.). Taip pat nustatyty dnM identifikuoti
transversijy struktiros skirtumai. Tokj tranzicijy ir transversijy santykio ir
strukttros skirtumg lemia grupiy ir nustatyty dnM imtis. Jai didéjant
tranzicijy / transversijy santykis ir strukttra tre¢ioje grupéje turéty bati artima
pirmoje grupéje nustatytiems. ~ 78 % dnM, nustatyty treciai grupei, spektra
apibiidina C>T ir A>G poky¢iai.
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De novo mutacijy skaicius

Chromosoma

20 pav. DnM skaiciaus pasiskirstymas pagal chromosomg asmeny, turinciy
intelekting negalia, grupéje. Klaidy juostos atitinka Kkiekvienoje
chromosomoje nustatyty dnM skaiciaus vidurkio standarting paklaida. Y
chromosomoje dnM nenustatyta

De novo mutacijy skaiius

5 9 10 11 12 13 16 17

Chromosoma
21 pav. DnM skaiciaus pasiskirstymas pagal chromosomg asmeny, turin¢iy
intelekting negalia, sibsy grupéje. Klaidy juostos atitinka kiekvienoje
chromosomoje nustatyty dnM skai¢iaus vidurkio standarting paklaida

Antroje grupéje buvo nustatytos 42 iskritos-intarpai, kuriy dydis nuo vieno
iki 30 nukleotidy dydZio 24 triadose, 0 trecioje grupéje 9 triadoms is viso
nustatyta 12 iskrity-intarpy nuo trijy iki 31 nukleotido dydzio. Trecioje
grupéje tarp nustatyty de novo iskrity-intarpy tik viena dnM yra
koduojancioje sekoje (8 %), 0 antroje grupéje — desimt (24 %), i$ kuriy net
penkios dnM yra rémelio poslinkio tipo (9 lent.). Likusios dnM
iSsibarsciusios kituose nekoduojanciuose genomo regionuose.
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9 lent. De novo iskritos-intarpai antroje ir trecioje grupéje

Asmeny su IN grupé (antra grupé)

42 1-30 5 5 0 18 14
Asmeny su IN sibsuy grupé (trecia grupé)

12 3-31 0 1 0 8 3

* Kiti regionai — tai netransliuojamas 5’ regionas, branduolio RNR introniniai regionai, tarpgeninés sritys arba néra duomeny.

22 pav. De novo tranzicijos ir transversijos, identifikuotos asmeny,
turin¢iy intelekting negalia, grupéje. Egzome tranzicijos yra ~1,65
karto daZnesnés nei transversijos. Klaidy juostos atitinka dnM

o skai¢iaus vidurkio standarting paklaida
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23 pav. De novo tranzicijos ir transversijos, identifikuotos asmeny, turin¢iy
intelektine negalig, sibsy grupéje. Egzome tranzicijos yra ~1,5 karto
daznesnés nei transversijos. Klaidy juostos atitinka dnM skaiciaus vidurkio
standartine paklaida

Pagal VarScan programos duomenis, apskai¢iuotas de novo vieno
nukleotido mutacijy daZnis antroje grupéje yra 3,05x1078 | pozicijg vienali
kartai (95 % pasikliautinasis intervalas (PI): 2,52x107® — 3,69x107* pozicija
vienai kartai). Tre¢ioje grupéje — 7,19x1078] pozicijg vienai kartai (95 % PI:
4,91x10°®— 1,05 x107"). Kaip ir pirmoje grupéje, pritaikius Mann-Whitney
U kriterijy buvo palygintas asmeny su IN ir asmeny su IN sibsy grupiy de
novo vieno nukleotido mutacijy daznis su islandy, dany, olandy, kanadieciy
ir amerikie¢iy bendryjy populiacijy ir autizmo spektro liga serganciyjy grupés
tyrimuose [1, 5, 8, 31, 32, 37, 130, 131] nustatytu de novo vieno nukleotido
mutacijy daznio vidurkiu (zr. 3 lent.) Analizés metu tarp antros ir trecios
grupiy ir lyginty populiacijy nustatytas reikSmingas (atitinkamai 5,15x107°,
treciai grupei p reiksmeé = 4,8x10°°) dnM daznio skirtumas.

De novo iskrity-intarpy daznis antros grupés genome yra 1,74x10°7 (95 %
Pl: 1,30x107 — 2,30x107) j pozicijg vienai kartai. Tre€ioje grupéje —
1,08x107%j pozicijg vienai kartai (95 % P1: 9,41x10" — 1,23x1079). Vidutiniai
visy dnM, nusekvenuoty Illumina HiSeq 2500 genetiniu analizatoriumi,
kokybés parametrai buvo: GQ = 50, vidutinis horizontalusis padengimas —
100, o dnM, nusekvenuoty 5500 SOLiD™ Sequencer genetiniu
analizatoriumi — GQ = 50, vidutinis horizontalusis padengimas — 37,5.

Genetiniy ir epigenetiniy veiksniy, minéty 3.2.8 skyrelyje, koreliacijos su
dnM dazniu analizé atskleidé, kad antroje grupéje su dnM dazniu silpnai (Rg=

0,56) koreliuoja nespecifinés raiSkos regionai. Remiantis tiesinés regresijos
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modeliu, nespecifinés raiskos regionai paaiskina tik ~13 % viso dnM daznio
(10 lent.). Kiti veiksniai reik§mingai dnM daZnio neveiké. Tre€ioje grupéje
genetiniy ir epigenetiniy veiksniy koreliacija su dnM dazniu nenustatyta.

10 lent. Genetiniy ir epigenetiniy veiksniy jtaka dnM daznio intensyvumui
antroje grupéje Sie du zodziai turi biiti prie pavadinimo virSuje

el Nespecifins o oo 1074352x107 002 043
daznis raiskos regionai

B — regresijos koeficientas, parodantis, kick didéja dnM daznis nepriklausomam
kintamajam padidéjus vienetu (atitinkamai viena pozicija ar regionu), SP —
standartiné paklaida, p reik§mé — tiesinés regresijos modelio p reik§meé, R? —
determinacijos koeficientas.

4.3. De novo mutacijy spektro sudéties ir Sablony Lietuvos, asmeny su IN ir
asmeny su IN sibsy grupése analizeés rezultatai

Remiantis de novo mutacijy spektro sudéties analizés duomenimis
Lietuvos populiacija, kaip ir asmeny su IN, ir asmeny su IN sibsy grupés dnM
spektry sudétis artima Jutos gyventojy, turinéiy Siaurés ir Vakary Europos
protéviy (CEU), Ibadano Jorubos (Nigerija) (YRI), islandy, Skoty ir piety
Dakotos (JAV) populiacijose nustatytai [31] (24 pav.). Visose grupése
daugiausiai nustatyta C>T (pirmoje grup¢je 33 %, antroje — 35 % ir trecioje
grupéje 59 %) ir T>C (pirmoje grupéje 28 %, antroje — 27 % ir trecioje grupéje
18,5 %) dnM ir statistiskai reiksmingy skirtumy tarp grupiy de novo mutacijy
spektry nenustatyta (p reiksme = 0,575, 2 kriterijus).

Vis délto, atlikus Lietuvos populiacijoje nustatyty triplety su dnM daznio
koreliacijos analiz¢ su https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures/SBS/
duomeny bazéje esandiais 49 egzomo Sablonais, nustatyta, kad Lietuvos
populiacijg daugiausiai apibiidina 26 (Rs,= 0,49, p reiksmé = 3x107), 10a
(Rg,= 0,46, p reiksmeé = 1,9x10°), 15 (Rs,= 0,43, p reiksmé = 1,1x107),
41(Rg,= 0,43, p reiksmeé = 1,2x10°) ir 7a (Rg,= 0,42, p reiksmeé = 2,4x107)
mutacijy $ablonai — (25 pav.); asmeny su IN grupe — 44 (Rs,= 0,41, p reiksmé
= 2,9x107%), 6 (Rs,= 0,41, p reiksmeé = 3,2x10°), 5 (Rs,= 0,39, p reikimé =
7,4x107%), 20 (Rs,= 0,39, p reiksmé = 8,4x107°) ir 7b (Rs,= 0,39, p reiksmé
= 9,8x10®°) mutacijy $ablonai (26 pav. A); ir asmeny su IN sibsy grupe — 5
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(Rg,= 0,37, p reiksme = 1,9x10%), 33 (Rg,= 0,37, p reiksme = 2,3x10%), 23
(Rs,= 0,36, p reiksmé = 3x10%) mutacijy $ablonai (26 pav. B).
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24 pav. DnM spektro sudétis Lietuvos, asmeny su IN ir asmeny su IN
sibsy bei Rahbari et al. apibendrintame CEU, YRI, islandy, $koty ir piety
Dakotos (JAV) populiacijy tyrimo (apacioje) grupése. Spalvos atitinka de
novo mutacijos tipg. Vertikalioje aSyje — dnM dalis procentais,
horizontalioje — 96 galimi tripletai, kuriy vidurinéje pozicijoje yra atitinkama
dnM, o 3¢ ir 5‘galuose — tai nukleotidai pagal referenting genomo seka.
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25 pav. Lietuvos populiacijoje nustatyty triplety su dnM daznio
koreliacija su https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures/SBS/_duomeny
bazéje esanciais 49 egzomo Sablonais. Horizontalioje aSyje — Spirmano
koreliacijos koeficientas, vertikalioje — nurodyti mutacijy Sablony numeriai.


https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures/SBS/
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26 pav. Asmeny su IN (A) ir asmeny su IN sibsy (B) grupése nustatyty
triplety su dnM daznio koreliacija su
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures/SBS/___duomeny bazéje
esandiais 49 egzomo $ablonais. Horizontalioje aSyje — Spirmano koreliacijos
koeficientas, vertikalioje — nurodyti mutacijy $ablony numeriai

44. Baltymy seky, kuriose nustatytos de novo mutacijos, santykinio
tinkamumo analizés rezultatai
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Baltymus koduojan¢iy aminortig$¢iy seky, kuriose jvyko nustatytos dnM
(pirmoje grupéje tokiy dnM buvo 11, antroje grupéje — 40 ir trecioje grupéje —
astuonios dnM) atrankos koeficienty arba kitaip santykinio tinkamumo efekto
(angl. fitness effect) pasiskirstymo skaiiavimy analizés rezultatai
vaizduojami 27-32 paveiksluose. Cia horizontaliose aSyse pateikty
swMutSel0 skai¢iavimo modeliu apskai¢iuotos santykinio tinkamumo verciy
reik§més yra nuo nulio iki -21, o tai reiskia, kad $iy aminortigséiy tinkamumo
efektas svyruoja nuo neutralaus (reik§mé nuo 0 iki -2) ir vidutiniskai zalingo
(reikSmés tarp -2 ir -10) aminortgs¢iy baltymo funkcijai iki labai zalingo (>
-10, kuo didesné neigiama reik§meé, tuo zalingesnis yra pokytis baltymo
funkcijai ir (ar) struktiirai). Teigiamy santykinio tinkamumo reikSmiy $ios
analizés metu nenustatyta, taigi né viena nustatyta dnM koduojanciose
aminoraigstis sekose adaptyvaus efekto nesukélé. Vertikalioje asyje pateikta
analizuojamy aminortigs§¢iy dalis procentais.

Detaliame pirmos grupés santykinio tinkamumo jveréiy paveiksle

(27 pav.) pavaizduota, kad polinés aminortigstys prie§ jvykstant de novo
mutacijoms turéjo santykinj tinkamuma nuo -11 iki -19, o jvykus de novo
mutacijoms jos virto nepolinémis arba kriivj turin¢iomis, taciau abiem
atvejais jy santykinis tinkamumas dar labiau sumazéjo — krito nuo -16 iki -
18.
Santykinio tinkamumo jveréio reikSmes apibendrinus ir padalijus tik j
polines, nepolines ir su kriviu aminortigstis, nesvarbu, kokio tipo
aminorgstimi jvykus de novo mutacijai ji tapo ir kokia aminortigstimi pries
jvykstant de novo mutacijai ji buvo (28 pav.), matomi tokie poky¢iai: 1)
aminortgséiy su kruviu (kaip ir visy kity tipy) skaiciaus pasiskirstyme pries
ir po de novo mutacijy matomas ,,veidrodzio atspindzio efektas®, t. y. 67 %
didelj neigiamg (nuo -16 iki -20) santykinj tinkamuma turin¢ios aminoraigstys
jvykus dnM virto neutraliomis (nulio) ar mazg (iki minus penkiy) santykinj
tinkamumg turin¢iomis aminoragstimis. Dél to galima numanyti, kad dnM
reik§mingo poveikio aminortig§Ciy ir i§ jy sudaryty baltymy struktirai ir
funkcijai neturi; 2) visos nepolinés aminoriigstys jvykus dnM jgijo maziau
neigiamas santykinio tinkamumo vertes nuo -13 iki -20, nuo -9 iki -18; 3)
poliniy aminortigs¢iy santykinis tinkamumas nedaug sumazgjo ir kito nuo -
11ir-19iki -16 ir -18.
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Santykinis tinkamumas
M Poliné>Nepoliné M Poliné->Su kraviu Nepoliné->Nepoliné M Nepoliné->Poliné

M Su kraviu->Poliné M Su kriviu->Nepoliné M Su kraviu->Su kriviu

27 pav. Detalas santykinio tinkamumo jverciai Lietuvos populiacijos
grupéje. A) aminoriigsciy santykinio tinkamumo jverciai prie§ mutacijas.
Spalvos atitinka aminortigstis, nurodytas legendoje prie§ rodykles;
B) jverciai, jvykus de novo mutacijoms. Spalvos atitinka aminoragstis,
nurodytas legendoje uz rodyklés.
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Aminorigsciy dalis,%

Aminoriigsciy dalis,%

1] -5 -9 -12 -16 -18 -20
Santykinis tinkamumas

M Poliné M Nepoliné M Su kriviu
28 pav. Apibendrinti santykinio tinkamumo jverciai Lietuvos populiacijos
grupéje. A aminoriigsciy santykinio tinkamumo jverciai prie§ mutacijas, B —
ivykus de novo mutacijoms.

29 paveiksle pateikti detalas antros grupés santykinio tinkamumo
jverciai. D¢l analizuotos aminortigSciy gausos analizé¢ ir iSvados apie
santykinio tinkamumo efekto poky¢ius buvo padarytos remiantis
apibendrintais santykinio tinkamumo jver¢iais, pateiktais 30 pav.
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Santykinis tinkamumas

M Poliné=»Poliné M Poliné-» Nepoliné M Poliné=)Su kraviu M Nepoliné-» Nepoliné M Nepoliné=»Poliné
¥ Nepoliné=»Sukraviu M Su kraviu-»Poliné M Su kraviu-» Nepoliné M Su kraviu=> Su kraviu

29 pav. Detalts santykinio tinkamumo jverc¢iai asmeny, turinciy intelektine negalia, grupéje. A paveiksle aminorigsciy
santykinio tinkamumo jver¢iai prie§ mutacijas, spalvos atitinka aminortigstis, nurodytas legendoje prie$ rodykles; B — jvykus de
novo mutacijoms, spalvos atitinka aminoriigstis, nurodytas legendoje uz rodyklés
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Aminoriigséiy dalis,%
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Aminorigséiy dalis,%

0 1 5 -9 -10 11 12 14 -15 -16 17 -19 20 21
Santykinis tinkamumas

M Poliné # Nepoliné W Su kriiviu

30 pav. Apibendrinti santykinio tinkamumo jverciai asmeny, turinéiy
intelekting negalia, grupéje. A paveiksle aminoriigsciy santykinio tinkamumo
jver¢iai prie§ mutacijas, B — jvykus de novo mutacijoms

Antros grupés aminortgs¢iy su dnM santykinio tinkamumo analizé
atskleidé, kad poliniy aminoriigs¢iy skaicius jvykus de novo mutacijoms
beveik nekito (pries dnM jy buvo 18, po 14), nepoliniy — padaugéjo 1,9 karto
(pries dnM jy buvo 10, po 19), o krivj turin¢iy aminortig§ciy, atvirkséiai, —
sumaz¢jo 1,7 karto (pries dnM jy buvo 12, po 7). Taip pat tik trijy poliniy
aminoriig§¢iy santykinis tinkamumas padidéjo nuo -3,-10 ir -21 iki O ir -16,
susidariusiy nepoliniy aminortgs¢iy santykinis tinkamumas didéjo SeSioms
i§ 11 (54,5 %) aminortig§éiy, o i§ kriivj turin¢iy aminortigsciy santykinis
tinkamumas didéjo keturioms (33 %) ir mazéjo penkioms (42 %) i§ 12
aminortigs§¢iy su kraviu (30 pav.). Taigi apibendrinus tiek pagal
aminorgséiy skaiCiy, tiek ir santykinio jy tinkamumo pokycius, galima
numatyti, kad baltymy, kuriuos koduoja tirtos aminortigstys, struktiira jvykus
dnM turéty reikSmingai kisti, dél to galimi baltymy funkcijos poky¢iai, susij¢
su fenotipiniais pozymiais.
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Aminoriigsciy dalis,%

0 -9 -10 -14 -15 -19 -21
Santykinis tinkamumas
M Poliné->Poliné M Nepoliné->Nepoliné M Su kriviu->Poliné
M Nepoliné->Su kraviu B Su kriviu->Nepoliné W Nepoliné->Poliné
B 100%

Aminoriigsciy dalis,%

0 -1 -8 -10 -13 -14 -17 -19
Santykinis tinkamumas

M Poliné->Poliné M Nepoliné->Nepoliné 1 Sukriviu->Poliné M Nepoliné->Poliné

31 pav. Detaliis santykinio tinkamumo jverciai asmeny, turinéiy intelekting
negalia, sibsy grupéje. A paveiksle aminoriigsciy santykinio tinkamumo
jverCiai prie§ mutacijas, spalvos atitinka aminoraigstis, nurodytas legendoje
pries rodykles; B — jvykus de novo mutacijoms, spalvos atitinka
aminortigstis, nurodytas legendoje uz rodyklés

Trecioje grupéje aminoriigsciy skaicius pagal jy tipus reikSmingai nekito,
o tiek detaliame 31 pav., tiek ir apibendrintame 32 pav. nepoliniy ir
aminortigs¢iy su kraviu santykinis tinkamumas po dnM didéja nuo -14 iki -
-19, nuo -1 iki -14. Poliniy aminorugs¢iy satykinio tinkamumo jverciai
padidéjo nuo -10 ir -21 ir issibarsté nuo -8 iki -17, o i§ krvj turinéiy
aminorigs¢iy vienos aminoriigsties satykinis tinkamumas padidéjo nuo -9 iki
0, o kitos sumaz¢jo nuo -15 iki -19. Tai rodo, kad visy tipy aminoragstys
jvykus dnM tapo labiau neutralesnés nei pries tai, todél galima numanyti, kad
analizuotos dnM reik§mingo poveikio aminortgsciy, taip pat baltymo
struktiiros ar funkcijy pokyc¢iams neturi.
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32 pav. Apibendrinti santykinio tinkamumo jverciai asmeny, turinCiy
intelekting negalia, sibsy grupéje. A paveiksle aminoriigs¢iy santykinio
tinkamumo jverciai prie§ mutacijas, B — jvykus de novo mutacijoms.

Remiantis aminoriigs¢iy santykinio tinkamumo duomenimis buvo
patikrinta ,,zalingy* (S < -2) ir ,,neutraliy“ (-2 < S < 0) aminortgs¢iy dazniy
suderinamumo tarp trijy grupiy hipotezé. Pagal R paketu apskaiciuota tikslyjj
Fiserio kriterijy aminoriig§¢iy, turinciy skirtingg santykinj tinkamuma,
dazniy pasiskirstymas tarp visy trijy grupiy (p reiksmeé = 0,63), taip pat tarp
pirmos ir antros (p reiksmeé = 0,54) bei antros ir trecios (p reiksmé = 0,66)
statistiSkai reikSmingai nesiskyre.

4.5. Funkciné de novo mutacijy analiz¢ in silico

Be santykinio tinkamumo jvercio analizés, kuri padeda a priori vertinti,
kaip nustatytos dnM gali veikti baltymy funkcijas, buvo atlikta iSsami
funkciné dnM analizé in silico. Siekiant nustatyti, kurios de novo mutacijos
yra patogeninés ir keiCia paveikto baltymo struktirg ir funkcija tiek
koduojanciose aminortgstis, tiek ir jy nekoduojanciose sekose, buvo atlikta
numatomy kategoriniy dnM patogeniskumo jveréiy analizé. Buvo vertinta 11
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patogeniSkumo jveréiy: polyphen HDIV ir HVAR, LRT, PROVEAN, CADD,
FATHMM, MutationTester, MutationAssessor, SIFT, koduojanciy seky
Fathmm-MKL ir GERP++ (7 priedas). Visi Sie genomo varianty vertinimo
jverciai placiai naudojami medicininéje genetikoje, norint atskirti Zalingus ir
toleruotinus genomo variantus. Remiantis patogeniskumo jverciais Lietuvos
populiacijos grupéje tarp i§ viso vertinty 12 dnM (VarScan duomenys)
nustatytos keturios galimai patogeninés mutacijos, surinkusios Se$is arba
daugiau jverciy kaip patogeninés ar galimai patogeninés (11 lent.). Asmeny,
turin¢iy intelekting negalia, grupéje (antroje grupéje) patogeniSkumas tais
paciais patogeniSkumo algoritmais jvertintas 32 dnM, tre¢ioje grupéje —
devynioms dnM. Pirmoje ir trecioje grupése daugiausiai nustatyta dnM (60—
67 %), kuriy patogeniSkumas varijuoja tarp nulio ir penkiy jverciy i§ 11, 0
antra grupé issiskyré 21 dnM (65,6 %), kurios buvo vertintos kaip galimai
patogenings ir surinko 6-11 ar visus patogeniskumo jvercius; tik 34,4 % dnM
antroje grupéje buvo jvertintos kaip galimai patogeninés pagal 05 jvercius.
Remiantis dnM patogeniskumo jver¢iy analizés duomenimis buvo patikrinta
skirtingo patogeniskumo de novo mutacijy daznio suderinamumo tarp trijy
grupiy hipotezé. Remiantis tiksliuoju FiSerio kriterijumi skirtingo
patogeniskumo de novo mutacijy dazniy pasiskirstymas tiek tarp visy trijy (p
reiksme = 0,02), tiek tarp pirmos ir antros (p reiksmé = 0,0125) grupiy
statistiSkai reikSmingai skiriasi. O tarp antros ir treCios grupiy skirtingo
patogeniskumo de novo mutacijy dazniy statistiSkai reik§mingo skirtumo
nenustatyta (p reiksme = 0,21).

11 lent. Apibendrintas dnM patogeniskumo vertinimas pagal 11 baltymo
funkcijos patogeniS§kumo vertinimo jverciy

Bendroji Lietuvos
populiacija (pirma

grupe)

Asmeny su IN grupé 6 5 18 3
(antra grupe)

Asmeny su IN sibsy 4 2 3 0
grupe (trecia grupe)
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Ivertinus kiekvienos dnM galimg patogeniskuma pagal patogeniskumo
vertinimo jver¢ius, programa STRING buvo atlikta in silico baltymy
funkcijos ir sgveikos su kitais baltymais ar molekulémis funkciné analizé
siekiant nustatyti dnM funkcinio patogeniskumo mechanizmus.

Pirmoje grupéje galimai patogeninés dnM buvo baigmés kodono dnM
MEIS2 ir ULK4 genuose ir nesinoniminés dnM — MT1B ir PGK1 genuose
(7 priedas). Siy geny koduojami baltymai yra svarbiis neurony augimui,
endocitozés procesui ir apsaugai nuo neigiamo sunkiyjy metaly poveikio. Jie
dalyvauja atpalaiduojant vézio kraujagysliy slopiklj angiostating ir daugelyje
kity signalo perdavimo keliy. Funkcinio $iy baltymy rysio nenustatyta.
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33 pav. Baltymy-baltymy saveikos. Cia pavaizduoti baltymai, koduojami
geny, kuriuose VarSeq™ programa nustatytos dnM. Spalvotos linijos Zymi
baltymy rysj [196]

Lietuvos populiacijoje dnM, identifikuotos VarSeq™ programa, buvo
nustatytos galimai patogeninés 48 taskinés dnM (7 priedas). Remiantis
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baltymy, kuriuos koduojan¢iuose genuose $io darbo metu buvo nustatytos
dnM, saveikos su STRING duomeny bazéje esanciais baltymais analize,
nustatyta, kad tai yra baltymai, svarbts DNR klaidoms taisyti, chromatinui
remodeliuoti, ribosomy biogenezei, imuniniam atsakui, lipidy biosintezei,
potransliaciniam  baltymy pazyméjimui  endoplazminiame tinkle,
citoplazmoje esantiems signaliniams keliams, molekuliy per membranas
transportui, lastelés citoskeletui  reguliuoti, lasteliy augimui ir
iSgyvenamumui, neurony atsako, lemiancio kvapo suvokima, iniciacijai.
Baltymy, kuriuos koduojanciuose genuose nustatytos dnM, tarpusavio rysiai
nustatyti tik tarp keturiy DGATL1 ir TRPM2, MAN1B1 ir ALG6, NFATC1 ir
STAT1, TBL3 ir PWP2 baltymy pory (33 pav.).

Asmeny su IN grupéje tarp galimai patogeniniy mutacijy buvo nustatytos
ir patvirtintos Sanger sekoskaitos metodu penkios patogeninés dnM ARID1B,
PACS1, TCF4, CHD7 ir MECP2 genuose. Visos nustatytos dnM buvo
heterozigotinés buklés. Tyrimo metu nustatyta, kad dnM ARID1B gene lemia
autosominiu dominantiniu biidu paveldimg Coffin-Siris sindromg (MIM
#135900), dnM CHD7 gene — CHARGE sindromg (MIM #214800), dnM
PACS1 gene — autosominiu dominantiniu biidu paveldima intelekting negalia
su ligai badingu fenotipu (MIM #615009), TCF4 gene — Pitt-Hopkins
sindroma (MIM #610954) ir MECP2 gene — Rett sindroma (MIM #312750).
Likusiy 13 nustatyty galimai patogeniniy mutacijy, esanéiy genus
koduojanciose sekose, poveikis asmeny fenotipui buvo vertinamas pagal $iy
geny koduojamy baltymy funkcijas, pateiktas 12 lenteléje. Dél patogeninés
pagal visus vertinimo jvercius neapraSytos de novo mutacijos CREBBP gene
paciento fenotipas bus pakartotinai vertinamas siekiant nustatyti, ar nustatyta
mutacija lemia Rubinsteino-Taybi sindromui biidingg fenotipg. DnM SMO,
RAPGEF1, NFATC3, CTR9 ir SYT1 genuose yra sietinos su IN pagal
koduojamy baltymy funkcijas, ta¢iau patogenezés mechanizmams aiskinti ir
patvirtinti yra batini funkciniai tyrimai modeliniuose organizmuose, jie $io
darbo metu nebuvo atliekami. Likusios dnM, nustatytos genuose, kurie
tiesiogiai nedalyvauja smegeny struktiiry vystymesi ar perduodant signalg,
todél su IN etiopatogeneze nebuvo siejamos.

Asmeny su IN sibsy grupéje nustatytos trys galimai patogeninés
mutacijos:

e DNAH8:NM_001206927:c.C7030G:p.L2344V

e TLN1:NM_006289:c.C4120T:p.R1374W (rs556004234)

e POLD1:NM_002691:c.T563G:p.L188R (rs768494581)
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DNAHS svarbus spermatozoidy ir kvépavimo takuose esanciy cilijy judrumo
procesams, TLN1 yra Iasteliy citoskeleto baltymas, o POLD1 koduoja d DNR
polimeraze ir yra svarbus DNR replikacijos ir taisymo procesuose.
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12 lent. Geny, kuriuose nustatytos galimai patogeninés dnM mutacijos, funkcijos

PPL

AARS

SMO

SATB1

ESPN

ETNPPL

RAPGEF

1

NFATC3

ESRRG

NM_002705:¢.C135G:p.145M
NM_001605:¢c.C1043T:p.T348M
(rs762241422)
NM_005631:c.A389G:p.Y130C
NM_002971: c.A1259G:p.Q420R
NM_031475:
c.G1438A:p.V480M
NM_031279: ¢.C926T:p.T309M
NM_198679:¢c.T1727C:p.L576P
NM_173165:c.G1666A:p.D556N

NM_206594:c.T770A:p.1257N

Duomenys surinkti i§ GeneCards duomeny bazés

PPL yra dezmosomy ir epidermio kornizuoto apvalkalo keratinocity
komponentas.
tRNR sintetazé, 11 klasés itin konservatyvus fermentas.

IS G baltymy sudarytas receptorius, dalyvaujantis perduodant baltymy
aktyvinimo signala.

Lastelés matricos baltymas, besijungiantis su branduolio matricos ir su
DNR asocijuotomis molekulémis.

Daugiafunkcinis su aktinu besijungiantis baltymas

Dalyvauja medziagy apykaitoje ir glicerolfosfolipidy sintezéje.
Baltymas dalyvauja Gtpaziy signalo perdavimo keliuose.

Baltymas yra aktyvinty T Iasteliy branduolio transkripcijos veiksnys,

prijungiantis DNR.
Hormony receptorius, prijungiantis DNR.
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FASTKD
1
CREBBP

GIGYF2

SYT1

CTR9

MYOM1

NM_024622: c.A1754G:p.Y585C

NM_004380:c.A4429C:p.S1477R

NM_015575: ¢.G216T:p.Q72H

NM_001135805:¢c.C1098G:p.D36
6E
NM_014633: c.C74G:p.P25R

NM_003803:c.G3883A:p.D1295
N

Baltymy kinazé.

CREBBP raiska vyksta daugelyje audiniy. Jis dalyvauja koaktyvinant
daugelio skirtingy transkripcijos veiksniy transkripcija. Svarbus
embriogenezei, augimo ir homeostazés procesuose. Baltymas veikia kaip
acetiltransferazé. Acetilo grupe prijungia prie histony ir nehistoniniy
baltymy. Stabilizuoja papildomas baltymy saveikas su transkripcijos
kompleksu. Sio geno mutacijos sukelia Rubinsteino-Taybi sindroma (RTS)
[186]

Tirozino kinazés receptoriaus signalo perdavimo kelio reguliatorius.
Siejamas su Parkinsono liga.

Sinapsiniy pisleliy membraninis baltymas, yra Ca(?*") jutiklis pisleliy
pernasoje ir egzocitozes procese.

Baltymas dalyvauja chromatino reguliavimo / acetilinimo ir ZIV-1
transkripty ilginimo procese.

Baltymo titino domenas, sarkomery strukttros dalis.
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TYRIMO REZULTATUY APTARIMAS

Beveik visi dazni genomo variantai jau yra Zinomi. Tiikstanciai genetiniy
varianty ir (ar) geny yra susieti su atitinkamais zmoniy bruozais ir ligomis. O
rety genetiniy varianty nustatymas vis dar spariai progresuoja. Siy tyrimy
poreikj grindzia tai, kad rety varianty jvairové tiesiogiai priklauso nuo
regiony, i§ kuriy Zmonés yra kile, taigi kuo $iy regiony daugiau, tuo daugiau
ir rety varianty. Dél Sios priezasties rety varianty, kuriy daugumg sudaro
unikal@s de novo variantai, analize¢ bitina atlikti jvairiose populiacijose, o tam
reikia dideliy pastangy. Sio darbo metu buvo atlikta isami de novo mutacijy
pasiskirstymo ir daznio analizé Zmogaus viso egzomo regionuose Lietuvos
populiacijos (toliau pirma grupé), triady, kai probandas turi intelekting
negalig (toliau antra grupé), ir triady, kai probandas yra asmens, turin¢io
intelekting negalig, sibsas (toliau tre¢ia grupé), grupése (i§ viso istirti 275
asmenys).

5.1. Algoritmo de novo mutacijoms identifikuoti atranka

Sio darbo metu buvo analizuoti asmeny egzomai, nuskaityti skirtingomis
NKS technologijomis — 5500 SOLiD™ Sequencer ir lllumina HiSeq 2500
genetiniu analizatoriumi, bei apdoroti skirtingomis pirminiy duomeny
apdorojimo programomis — atitinkamai LifeScope™ Genomic Analysis
Software 2.5.1 ir GATK programa. Skirtingos duomeny apdorojimo
procediiros ir programiné nuskaitymo jranga gali paveikti identifikuojamy
baziy, priskirty referentiniam genomui, ir nustatomy genomo varianty
skaiCiy. Dél to kiekvienai tiriamai triadai yra identifikuojamas skirtingas
baziy ir de novo mutacijy skaicius.

Tiriant pirmg grup¢ buvo siekiama atrinkti optimalia dnM nustatymo
programg tolesniam darbui, nes tik Sioje tiriamyjy grupéje, remiantis Ziniomis
apie kity bendryjy populiacijy vidutinj dnM skaiciy, buvo galima korektiskai
jvertinti dnM nustatymo rezultatus. Pazymétina, kad dnM nustatyti buvo
pasirinkta VarScan programa, nes Lietuvos populiacijos grupés egzomy
sekoskaita atlikta 5500 SOLiD™ Sequencer genetiniu analizatoriumi, ir
pirminés sekoskaitos bylos .XSQ formatu buvo iSkart paverstos LifeScope™
Genomic Analysis Software 2.5.1 programa j .BAM formato bylas. Siose
bylose dél naudotos programos néra informacijos arba ji suformatuota kitaip
nei .BAM bylose, gautose egzomus nusekvenavus dabar placiausiai
naudojamu Illumina genetiniu analizatoriumi ir apdorojus GATK programa
pagal geros praktikos gaires. Dél triikstamos ar LifeScope™ programos
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netinkamai suformatuotos informacijos apie nuskaitytus fragmentus .BAM
bylose buvo analogiskai sudarytos netinkamos .vcf bylos placiai
naudojamam, jautriam ir specifiskam dnM identifikavimo algoritmui
PhaseByTransmission [46]. O VarScan programa tinkama analizuoti .BAM
bylas, gautas atlikus sekoskaitg tick 5500 SOLiD™ Sequencer, tiek ir
Illumina HiSeq 2500 genetiniu analizatoriumi, nesvarbu, kokia naudota
programa .BAM byloms generuoti. Remiantis Warden CD et al. (2014) [197]
duomenimis, §is algoritmas pateikia rezultatus, kurie > 97 % sutampa su
aukStos kokybés duomenimis, gautais GATK UnifiedGenotyper ir
HaplotypeCaller programomis. VarSeq™ programa buvo pasirinkta kaip
atviros prieigos VarScan programos analogas, taciau komercinis, vizualiai
patrauklesnis ir patogesnis Windows sistemos naudotojams, naudojamas tiek
moksliniams, tiek ir Kklinikiniams tyrimams. VarScan programa dirbama
Linux sistemoje.

Pagal tyrimo duomenis, i§ viso pirmoje grupéje VarScan programa
34 triadoms buvo nustatytos 95 dnM, o VarSeq™ — 31 triadai 84 dnM.
Nepaisant to, kad abu naudoti algoritmai sukurti taip, kad identifikuoty dnM
probando egzome, kai ty varianty tévy egzomuose néra, tik 5,37 % visy
nustatyty dnM abiem programomis sutapo. Po dnM filtravimo etapo
nustatyta, kad VarScan algoritmas turi didesnj jautruma (5,42 %) nei
VarSeq™ algoritmas (1,76 %), o mutacijy nustatymo efektyvumas, jas
patikrinus Sanger sekoskaitos metodu, skyrési tik 4 %. D¢l to galima daryti
iSvada, kad né vienam i$ jrankiy tikry dnM nepavyko teisingai nustatyti dél
ypac¢ didelio (> 99 %) specifiskumo ir mazo jautrumo. Taigi biitina pabréZti,
kad, nustatant dnM, biitina naudoti papildomus grieztus duomeny filtravimo
metodus (zr. 5 lent.) [197]. Juos pritaikius, identifikuoty tikry dnM skaicius
kito nuo 1752 iki 95 (VarScan duomenims) ir nuo 4756 iki 84 (VarSeq™
duomenims). Kadangi zinoma, kad esant didesniam (= 100) horizontaliam
seky padengimui naudoty programy jautrumas turéty biti taip pat didesnis,
dél didesnio jautrumo ir atviros prieigos galimybés toliau dnM identifikuoti
kitose tiriamyjy grupése buvo pasirinktas VarScan algoritmas. Jj pritaikius
antroje ir trecioje grupéje i$ nustatyty ir patikrinty dnM, Sanger sekoskaitos
metodu patvirtinta 78 % mutacijy.
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5.2. De novo mutacijy spektras ir daznis Lietuvos populiacijoje, asmeny su IN
ir asmeny su IN sibsy grupése

Tyrimy apzvalgoje minéta, kad lytinése lastelése susidariusios mutacijos
reprezentuoja fundamentalig evoliucijos jéga, kuri iSkreipia fenotipine
jvairovg, todeél tikslus de novo mutacijy daznio nustatymas itin reikalingas ir
gali buti pritaikomas labai placiai ir jvairiai: mutacijy, lemianciy ligas,
interpretacijoms [198-200], gamtinés atrankos tyrimams [200, 201],
demografiniy jvykiy datavimams remiantis genetine analize [202-205] ar
Zmogaus mutagenezes tyrimams [124]. Taip pat de novo mutacijy daznis yra
pagrindinis ir centrinis biologinis parametras, kuris padeda suprasti
evoliucinius fenomenus. Vieni i§ svarbiausiy — tai ,,molekulinis laikrodis®:
nuolatinis procesas, kurio metu evoliucijos eigoje kaupiasi genomo poky¢iai,
ir neutralumo teorija, kuri aiSkina neutraliy genetiniy poky¢iy, pavyzdZiui,
pokyc¢iy be poveikio baltymy tinkamumui, efekto genomui priezastis.

DnM dazniui nustatyti yra sukurta daug jvairiy metody, grjsty populiacijy
genetikos modeliais ar fosilijy datavimo duomenimis. Jiems naudoti reikia
daug papildomy netiesioginiy jveréiy. Daliai metody reikalingi
demografiniai populiacijy modeliai (kuriais remiantis skaiciuojamas laikas
iki pirmojo bendro tiriamyjy protévio), taip pat genomo, suskirstyto j trumpas
atkarpas, rekombinacijos daznis ar, siekiant jvertint metinj dnM daznj,
apytikslé vienos kartos trukmé metais. Naudojantis papildomais duomenimis,
dnM daznj galima nustatyti pagal autozigotinius genomo regionus, kilusius
i artimiausio bendro protévio, kurj galima patikimai identifikuoti. Sis badas
geras tuo, kad, vertinant dnM daznj, galimas somatiniy mutacijy indélis yra
minimalus, ta¢iau prastas tuo, kad nustatomas tik abiejy ly¢iy dnM daznio
vidurkis ir iskart kelioms kartoms.

Kitas buidas — vidutinio dnM daznio nustatymas skirtingais evoliucijos
laikotarpiais pagal fosilijy DNR datavimo duomenis. Siuo biidu
analizuojamo objekto, pavyzdziui, iSlikusio zmogaus DNR ir iSorinio
objekto, pavyzdziui, Simpanzés DNR, divergencijos laikas yra lyginamas su
fosilijy genomais, taip, pagal jy skirtumus, jvertinant dnM daznj [118, 119].

Siame darbe dnM daznis apskaiciuotas ir vertintas vienu i3 tiksliausiy
metody pagal tiesiogiai nustatytas dnM viso egzomo sekoskaitos metu.
Remiantis gautais duomenimis, apskaiCiuotas de novo vieno nukleotido
mutacijy daznis Lietuvos populiacijoje yra 2,74x10°®, o de novo iskrity-
intarpy — 1,77x107% j pozicijg vienai kartai (PVK). Antroje grupéje de novo
vieno nukleotido mutacijy daznis yra 3,05x10°8 PVK, tre¢ioje grupéje —
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7,19x108 PVK. De novo iskrity-intarpy mutacijy daznis antros grupés
genome yra 1,74x1077 PVK, trecioje grupéje — 1,08x10 8 PVK. Visose trijose
grupése apskaiciuotas dnM daznis yra reikSmingai didesnis (atitinkamai
pirmai grupei p reiksme = 4,49x107°, 5,15x10°%, tre¢iai grupei p reik§mé =
4,8x107%) nei nustatytas anks¢iau publikuotuose tvariuose islandy, dany,
olandy, kanadieéiy ir amerikiec¢iy bendryjy populiacijy ir autizmo spektro
liga serganciyjy grupés tyrimuose [1, 5, 8, 31, 32, 37, 130, 131], ¢ia de novo
vieno nukleotido mutacijy daznis yra tarp 0,96x10°% ir 1,28x10°® PVK, o de
novo iskrity-intarpy — 1,1x10° PVK (i§samia informacija zr. 3 lent.). Siame
tyrime nustatyta didesnj dnM daznj galima grijsti faktu, kad tyrimas atliktas
naudojant tik egzomo sekoskaitos duomenis. Verta pazyméti, kad egzomai
pasizymi reikSmingai (apie 30 %) didesniu mutacijy dazniu nei visas
genomas. Tai aiSkinama tuo, kad viso genomo heterocikliniy baziy strukttira
skiriasi nuo egzomo: egzome regionai su guanino ir citozino dinukleotidy
pasikartojimais sudaro mazdaug 50 % viso egzomo dydZio, 0 visame genome
— apie 40 % [37]. Zinoma, kad Zmoniy genomuose metilinti citozino ir
guanino dinukleotidy gausis regionai yra labai mutabiliis dél citozino baziy
spontaninio deamininimo [37]. Remiantis lyginamosios genomikos tyrimy
duomenimis, didesnis mutacijy daznis CpG dinukleotidy gausiuose
regionuose, manoma, atsirado mazdaug Zinduoliy taksonominés jvairovés
didéjimo (dar vadinamos radiacijos, angl. mammalian radiation) metu [32].
Si hipotezé buvo iskelta, remiantis Ziniomis, kad, rigims diverguojant, CpG
dinukleotidy gausiuose koduojan¢iuose regionuose mutacijy daznis buvo
didesnis nei nekoduojanéiuose DNR regionuose. Evoliucijos eigoje, vykstant
mutacijoms, koduojantys regionai virto nekoduojanéiais regionais, todél CpG
dinukleotidinio genomo konteksto efektas, kaip ir vidutinis mutacijy daznis,
bégant laikui mazéjo, kol pasieké mutacijy daznj, nustatoma aplink
koduojancias sekas esan¢ioje nekoduojancioje DNR [206]. Vis délto, nors
genomo regionuose, kur skirtingas CpG dinukleotidy kontekstas, neutraliems
genomo regionams susikurti ir taip pasiekti pusiausvyra buvo pakankamai
laiko, iSgryninancioji gamtiné atranka funkciniuose genomo regionuose
islaike hipermutabiliy CpG dinukleotidy dalj [32, 206-208]. Siame darbe
nustatytas didesnis dnM daznis nei kity tyréjy genomo tyrimuose, manoma,
yra dél specifinio CpG egzomo seky konteksto ir (ar) gamtinés atrankos
poveikio egzomui. Remiantis tiesinés regresijos modeliais, buvo nustatyta,
kad ~68-94 % viso dnM daznio Lietuvos populiacijos genome paaiskina
tiems genomo regionams biidingas DNAzei 1 hiperjautrumas, CpG

kontekstas, regiony konservatyvumas (remiantis GERPP++ konservatyvumo
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jverciais) ir regiony rai$kos lygiai. Asmeny su IN grupéje dnM daznj taip pat,
kad ir nedaug (13 %, p reiksmé = 0,02), aiskino egzomo regiony raiskos
lygiai. Remiantis Siais duomenimis padaryta iS§vada, kad dnM egzome
susidaro j promotorius panasiuose, transkripciSkai aktyviuose genomo
regionuose nepriklausomai nuo DNR sekos konservatyvumo, nors dnM
daznis buvo didesnis genuose, kuriy raiSka yra nespecifiné. Tai sutampa su
geny raiskos, transkripcijos veiksniy prisijungimo ir histony modifikacijy
vieta daugelyje organizmy rtsiy ir jy audiniy Zemélapiy duomenimis [193,
195, 209]. Remiantis Siais duomenimis skirtingy risiy organizmuose tapaciy
ar panasiy audiniy geny raiska yra konservatyvi [210], taciau stiprikliy (angl.
enhansers) ir promotoriy sekoms buidinga greita DNR struktaros kaita [211—
213]. Pavyzdziui, neseniai atliktas hepatocity promotoriy ir stiprikliy tyrimas
20-¢iai zinduoliy rusiy atskleidé, kad 25 % stiprikliy ir 10 % promotoriy
visoms rasims buvo unikal@s net tada, kai sekos buvo ypaé¢ konservatyvios
[211, 214]. Panasiy rezultaty gauta istyrus ir zmogaus, makakos ir pelés
galtiniy audinius [215].

PrieSingai nei kity tyréjy darbuose [1, 3, 32, 43], siame darbe nustatyta,
kad tévy amzius su dnM dazniu Lietuvos populiacijoje nekoreliuoja (tévams
Rg = 0,2 p reiksmé = 0,09, motinoms Rg = 0,08 p reiksmé = 0,98). Tai
galima paaiskinti faktu, kad tyrimo metu analizuoty triady tévy amzius yra
pernelyg panasus, todél néra pakankama amziaus ir dnM daznio analizés
galia. Taip pat tyrime buvo analizuota tik nedidelé (~1,5 %) viso genomo
dalis — egzomas, todél vidutiniskai kiekviename analizuotame egzome
nustatyta po 1,9 (VarScan) ir 1,7 (VarSeq™) de novo vieno nukleotido
mutacijos, 0 visame genome jy identifikuojama mazdaug nuo 40 iki 82
[5,41]. Asmeny su IN grupéje de novo VNP nustatyta daugiau — vidutiniskai
po 4,2 de novo viena nukleotidg ir 1,3 de novo iskritos-intarpo, kurio dydis
svyruoja nuo vieno iki 30 nukleotidy. Asmeny su IN sibsy grupéje
vidutiniSkai kiekvienas tirtas probandas turéjo po 2,4 de novo VNP ir 0,92 de
novo iskritos-intarpo nuo trijy iki 31 nukleotido dydzio. TreCioje grupéje tarp
nustatyty de novo iSkrity-intarpy nustatyta tik viena dnM koduojanéioje
sekoje (8 %), antroje grupéje — deSimt (24 %), i§ kuriy net penkios dnM yra
rémelio poslinkio tipo. Taigi dél didesnio dnM, nustatyty antroje grupéje,
skai¢iaus buvo padaryta prielaida, kad $ios grupés atveju dnM galéjo biti IN
priezastimi.

Lietuvos populiacijos ir asmeny su IN sibsy grupés buvo panasios pagal
funkcinius regionus, kuriuose nustatytos dnM. Jy didziaja dalj (54-64 %)

sudar¢ intronuose esancios dnM ir tik 21-24 % jy buvo egzonuose. O asmeny
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su IN grupéje dnM intronuose buvo 48 % ir 34 % egzonuose. Analogiski
grupiy panasumai ir skirtumai matyti iSanalizavus grupes pagal dnM tipus:
asmeny su IN grupé issiskyré mutacijy, lemianciy pakitusig baltymy sudétj
dél pasikeitusiy aminortgsc¢iy, gausa: dviem baigmés kodono dnM,
penkiomis rémelio poslinkio dnM, 13 sinoniminémis, 28 nesinoniminémis
dnM ir penkiomis nuo vieno iki 30 nukleotidy dydzio de novo delecijomis, o
Lietuvos populiacijos ir asmeny su IN sibsy grupése nustatyty dnM pagrinda
sudaré 13 sinoniminiy ir 18 nesinoniminiy dnM.

Remiantis de novo mutacijy spektro sudéties analizés duomenimis,
Lietuvos populiacija, asmeny su IN ir asmeny su IN sibsy grupés dnM
spektry sudétimi nesiskiria (p reiksmeé = 0,575, y2 kriterijus) ir yra artimos
Jutos gyventojy, kilusiy i§ Siaurés ir Vakary Europos (CEU), Ibadano
Jorubos (Nigerija) (YRI), islandy, skoty ir piety Dakotos (JAV) populiacijose
nustatytai dnM spektry sudéciai [31]. Visose grupése daugiausiai nustatyta
C>T (pirmoje grupéje 33 %, antroje — 35 % ir trecioje grupéje 59 %) ir T>C
(pirmoje grupéje 28 %, antroje — 27 % ir trecioje grupéje 18,5 %) dnM.

Vis délto Lietuvos populiacijoje nustatyty triplety su dnM daznio
koreliacijos su https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/signatures/SBS/ duomeny
bazéje esanciais 49 egzomo Sablonais analiz¢é atskleidé, kad visos $io darbo
metu analizuotos grupés $ablony sudétimi skiriasi nuo Rahbari et al. 6570 de
novo mutacijy pagrindu sudaryto sablony katalogo ir yra unikalios: Lietuvos
populiacija beveik lygiomis dalimis (42-49 %) apibudina $e$i mutacijy
Sablonai: 26, 10a, 15, 41 ir 7a. Asmeny su IN grupe apibtidina 44, Sestas,
penktas, 20 ir septintas b mutacijy $ablonai, 0 asmeny su IN sibsy grupe
apibtdina penktas, 33 ir 23 mutacijy Sablonai. Rahbari et al. kataloge
jtrauktose CEU, YRI, islandy, Skoty ir piety Dakotos populiacijose ~ 75 %
visy dnM apibadinamos penktu ir ~ 25 % — pirmu Sablonu.

Lietuvos populiacijoje nustatyti dnM S$ablonai, manoma, susidaro dél
DNR grandiniy nesutapimo taisymo mechanizmo klaidy (26, 15 Sablonas), €

polimerazés egzonukleazés domeno mutacijy (10a Sablonas), ultravioletinés
spinduliuotés metu susidariusiy ciklobutano pirimidino dimery (7a Sablonas).
41 mutacijy Sablono etiologija néra zinoma. Asmeny su IN grupéje nustatyti
mutacijy Sablonai, manoma, susidaro dél DNR grandiniy nesutapimy taisymo
mechanizmo klaidy (44, Sestas ir 20 Sablonas), mutacijy POLD1 gene (20
Sablonas) ir ultravioletinés spinduliuotés (7b Sablonas). Penkto mutacijy
Sablono etiologija néra Zinoma, ta¢iau nustatyta, kad $io Sablono raiska
pasizymi Slapimo piislés vézinés lgstelés su ERCC2 geno mutacijomis.
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Asmeny su IN sibsy grupéje né vieno nustatyto mutacijy Sablono etiologija
néra Zinoma.

53. Baltymy seky, kuriose nustatytos de novo mutacijos, santykinio
tinkamumo analizés rezultaty aptarimas

Populiacijy genetikos tyrimuose asmeny, turinéiy jvairiy tipy de novo
mutacijy ir su jomis asocijuoty atrankos koeficienty daznio pasiskirstymas
yra esminis populiacijy genetikos tyrimy objektas [237, 238]. Mutacijy
daznis ir santykinis tinkamumas daro jtaka daugybei evoliuciniy ir biologiniy
reiskiniy, pavyzdziui, genetinei variacijai palaikyti, kiekybiniy bruozy
kitimui, rekombinacijai, lyties evoliucijai, senéjimo evoliucijai, geny
kopijoms islikti ir t. t. [18]. Kai genome susidaro de novo mutacija, ji gali
turéti vieng i$ trijy poveikiy asmens fenotipo tinkamumui (toliau w =s + 1,
¢ia w yra santykinis tinkamumas, o s — atrankos koeficientas): mutacija gali
bati zalinga (s < 0), kai sumazéja asmeny iSgyvenimas arba vaisingumas,
neutrali (s = 0), kai mutacija turi tokj maza poveikj asmeny tinkamumui, kad
jos daznis populiacijoje tiesiogiai priklauso nuo geny dreifo, arba naudinga
(s > 0), kai asmeny su tokia mutacija iSgyvenimo trukmé ilgéja arba jy
reprodukciné sékmé yra didesné nei kity asmeny. Galutinis dnM likimas, ji
bus fiksuojama ar pasalinta i§ populiacijos genomo, priklauso nuo gamtinés
atrankos poveikio stiprio ir geny dreifo efektyviam populiacijos dydziui,
todél ir tinkamumas yra apraSomas tinkamumo koeficentu S, kuris yra lygus
efektyvaus populiacijos dydzio N, ir gamtinés atrankos s sandaugai (S =
2N.xs). Siame darbe buvo analizuotas kiekvienos aminoriigities su dnM
tinkamumas koeficientu S iki gamtinés atrankos poveikio, nes dnM buvo
vertintos momentiskai. Pritaikius swMutSel0 modelj, buvo nustatyta, kad
Lietuvos populiacijoje neutralios (-2 < S < 0) mutacijos sudaré tik ~9 %, 0
zalingos (S < -2) net 91 %, i$ kuriy stipriai zalingos (S < -10) ~73 % (34
pav.). Asmeny su IN grupéje neutralios mutacijos sudaré apie 27,5 %,
zalingos ~72,5 %, i$ kuriy stipriai zalingos sudaré ~60 %, 0 asmeny su IN
sibsy grupéje neutraliy mutacijy nustatyta panasiai kaip ir pirmoje grupéje —
12,5 %, zalingy — 87,5 %. Neutraliy ir patogeniniy mutacijy dalis asmeny su
IN grupéje nuo Eyre-Walker A ir Fay JC nustatytos [216, 217] reikSmingai
nesiskyré (p reiksmeé = 0,6, y2 kriterijus) — atitinkamai 20 % ir 80 %.
Adaptyviy mutacijy né vienoje i§ grupiy nenustatyta, nors, naujausiais
duomenimis, adaptyviy mutacijy daznis genome & siekia net 13,5 % [218].

102



A p_=0,91 B p_=0,725

2 3

] p0=0,09 = p0=0,275

s 3

b Bl b= Lall ol

IEIET I

20 -1 11 -16 -21 20 -1 11 -16 =21
Santykinis tinkamumas Santykinis tinkamumas

C p_=0,875
p0=0,125

Aminoriigiéiy skaigius

in 1 [ N | nn

. 3 Santykinis-tlit!kamumas i .

34 pav. Santykinio tinkamumo koeficiento S pasiskirstymas genuose,
kuriems nustatytos dnM. p- atitinka zalingy (S <-10) dnM dalj, p+ naudingy
(S >0) dnM dalj ir po — neutraliy (-2 < S < 0) dnM dalj. A) Lietuvos
populiacijos B) asmeny su IN grupés C) asmeny su IN sibsy grupés analizés
duomenys

Paradoksalu tai, kad, nors Siame darbe, remiantis Lelieveld SH et al.
2016 m. tyrimu [156], buvo kelta hipotezé, kad Lietuvoje asmeny su IN
grupéje zalingy mutacijy turéty buti reikSmingai daugiau nei kitose tirtose
grupése, remiantis tiksliuoju Fiserio kriterijumi aminorags¢iy su skirtingu
santykiniu tinkamumu dazniy pasiskirstymas tarp visy trijy grupiy statistiskai
reik§mingai nesiskyré (p reiksmeé = 0,63). Darant prielaida, kad tokj rezultata
galimai lémé tai, kad pirmoje ir trecioje grupése i§ visy identifikuoty dnM
santykinis tinkamumas buvo vertintas tik atitinkamai 11 % ir 17 % nustatyty
dnM, esanciy koduojanciose genomo srityse, zalingy dnM dalis Kiekvienai
grupei buvo vertinta pakartotinai, j analize jtraukus tas dnM, kuriy nebuvo
galimybés jtraukti j santykinio tinkamumo analiz¢ dél jy pozicijy
nekoduojanciose genomo sekose. Manant, kad papildomai jtrauktos dnM yra
galimai neutralios, nes neturi reik§Smingos jtakos tirty asmeny sveikatai
(anketinés apklausos metu tiriamieji jvertino save kaip ,,sveikus®, nors
susirgti ateityje galéjo), tai anks¢iau minéta hipotezé buvo patvirtinta, nes
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tokiu atveju asmeny su IN grupéje zalingy dnM dalis siekia ~20 %, o pirmoje
ir treCioje grupése — atitinkamai ~10 % ir ~13 %. Taip pat santykinio
tinkamumo analizés duomenys atskleidzia, kad i§ dnM skaiciaus (kartu ir
intensyvuma) genome prie§ gamtinés atrankos poveikj galima tiesiogiai
spresti apie galima dnM mutacijy poveikj genomui ir asmens fenotipui, nes
esant reikSmingai didesniam dnM skaiciui apie du kartus didéja tikimybé, jog
unikalios mutacijos (ypa¢ koduojanciose genomo srityse) gali turéti zalinga
poveikj asmens fenotipui, taigi Siuo atveju gali biti IN priezastis [241]. O
gamtinei atrankai veikiant, zalingy mutacijy poveikis ir dnM daznis genome,
kurj asmenys gali toleruoti, priklauso tik nuo to, ar ji veikia absoliuty ar
santykinj asmens su dnM fenotipo tinkamuma [242].

Neutralumo teorija jrodo pirmoje grupéje buves ,,veidrodzio atspindzio
efektas”, kai dauguma didelj neigiamg santykinj tinkamumg (S < -16)
turin¢iy aminortigs¢iy jvykus dnM virto neutraliomis (0) ar maza (iki -5)
santykinj tinkamumg turiniomis aminorigstimis. Visos nepolinés
aminortgstys jvykus dnM jgijo maziau neigiamas santykinio tinkamumo
vertes, o poliniy aminortigséiy jvykus dnM santykinis tinkamumas kito
nedaug. Aminortigséiy pagal tipus skaiCius nekito, o dnM reik§mingo
poveikio aminortig§¢iy ir i§ jy sudaryty baltymy struktorai ir funkcijai
neturéjo. Antroje grupéje, asmeny su IN grupéje, jvykus dnM, reik§mingai
kito aminortig§¢iy sudétis — nepoliniy aminoriig§¢iy — padaugéjo 1,9 karto, o
kriivi turin¢iy aminortigsciy, atvirk$ciai, — sumazéjo 1,7 karto. Taip pat tik
trijy poliniy aminoriig8éiy santykinis tinkamumas padidéjo nuo -3, -10 ir -21
iki O ir -16, susidariusiy nepoliniy aminoriig§¢iy santykinis tinkamumas
didéjo sesioms i8 11 (54,5 %) aminortigséiy, o i§ krvj turin¢iy aminoragsciy
santykinis tinkamumas didéjo keturioms (33 %) ir mazéjo penkioms (42 %)
i§ 12 aminorfig8éiy su kraviu. Taigi, apibendrinus pagal tiek aminortigs¢iy
skaiCiy, tiek ir santykinio jy tinkamumo poky¢ius, galima numatyti, kad
baltymy, kuriuos koduoja tirtos aminortigstys, struktiira jvykus dnM turéty
reikSmingai kisti, todél galimi baltymy funkcijos pokyciai, susije su
fenotipiniais pozymiais.

Trecios grupés santykinio tinkamumo duomenys atkartoja pirmos grupés
duomenis, nes visy tipy (iSskyrus vienos kriivj turin¢ios aminortigsties)
aminorigsc¢iy santykinio tinkamumo efekto vertés jvykus dnM mazgjo, o juy
skaiCius pagal tipus nekito. Tai rodo, kad visy tipy aminoriigstys jvykus dnM
tapo labiau neutralesnés nei pries tai, todél galima numatyti, kad analizuotos
dnM reikSmingo poveikio aminortig§¢iy, o Kartu ir baltymo struktiiros ar

funkcijy pokyciams neturi.
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5.4. Funkcinés in silico analizés rezultaty aptarimas

ISpléstinés funkcinés in silico analizés rezultatai parodé, kad Lietuvos
populiacijos grupéje tarp visy identifikuoty dnM, 4 dnM, identifikuotos
VarScan programa, ir 35 VarSeq™ programa yra galimai patogeninés. Didelj
patogeniniy dnM skaiciaus skirtuma galima paaiskinti tuo, kad priklausomai
nuo dnM identifikuoti skirto algoritmo, identifikuoty dnM skaiius
koduojanciose sekose reik§mingai skyrési. Pavyzdziui, VarScan algoritmu
nustatyty dnM buvo tik 21,05 %, o VarSeq™ algoritmu net 95,24 %.
Remiantis ziniomis apie baltymy struktiirg ir funkcijas, algoritmy mutacijy
poveikiui koduojanéioje genomo dalyje vertinti yra gausu, o apie
reguliacinius genomo regionus ziniy, Kartu ir jy struktiiros poky¢iy vertinimo
algoritmy néra daug, todél mutacijos, esancios koduojanciose sekose,
dazniau jvertinamos kaip patogeninés. Verta pazymeéti, kad nors reguliaciniai
genomo regionai baltymy struktiirg ir funkcijas veikia netiesiogiai, jie sudaro
didele nekoduojancio genomo dalj — vienam baltymui yra priskiriama ~11
% viso genomo dydZzio reguliaciniy elementy. Jy iSsibarstymas genome
uztikrina minimaly patogeniniy genomo varianty poveikj [243]. Pirmoje
grupéje identifikuotos patogeninés dnM buvo genuose, kurie koduoja
baltymus, svarbius chromatinui remodeliuoti, lasteliy citoskeletui reguliuoti,
lasteliy augimui ir gyvybingumui moduliuoti, citoplazmos signaliniams
keliams funkcionuoti ir neurony atsako iniciacijai. Vis délto, nepaisant $iy
dnM jvertinimo patogeninémis, LITGEN projekto apklausos metu visi
tiriamieji save jvertino kaip ,,sveikus. Tai rodo, kad, nepaisant galimo dnM
patogeniskumo, genomai S$iuos pokycCius akivaizdziai toleruoja, todél
fenotipinis dnM poveikis nepasireiskia. Tai pasufleruoja, kad Siame tyrime
identifikuotos patogeninés dnM néra pakankamai Zzalingos, kad dél jy
sumazéty bendras koduojamy baltymy tinkamumas, todél Sios dnM geba
iSlikti daugelj karty ir iSvengti gamtinés atrankos poveikio. Remiantis
Szamecz tyrimu, kuo daZniau dnM atsiranda konservatyviuose genomo
regionuose, tuo stipresnis gamtinés atrankos poveikis per genomo apsaugos
kompensacinius mechanizmus genetiniams poky¢iams tenka [219]. Zalingas
pokycCiy poveikis gali biiti suSvelnintas keturiais buidais. Dalis geny gali
toleruoti sutrumpéjusius baltymy variantus, nes jy funkcinis poveikis gali
buti maskuojamas (1) nepilna geny raiska, (2) kompensaciniais baltymy
variantais arba (3) dél mazos baltymo sutrumpéjimo funkcinés reik§més
[220]. Tais atvejais, kai geny poky¢iai, asocijuoti su nesinoniminémis dnM,
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jie gali bati kompensuojami (4) genome susikaupus reikalingam skaiéiui
naudingy mutacijy [219].

Intelektinés negalios asmeny grupéje (antros grupés) funkcinés dnM
analizés rezultatai leido 13,5 % tiriamyjy indentifikuoti IN genetine priezastj
ir paaiskinti ligos etiopatogeneze. Asmeny, turinciy IN, grupéje tarp galimai
patogeniniy mutacijy buvo nustatytos ir patvirtintos penkios patogeninés
dnM ARID1B, PACS1, TCF4, CHD7 ir MECP2 genuose, i$ kuriy trys buvo
iki §iol literatiroje neaprasytos. Remiantis OMIM duomeny baze dabar
zinoma ~800 geny, lemianciy IN, o tai sudaro ~19 % Zinomy genetines ligas
lemianciy geny, taigi daugeliu atvejy, kaip ir Sio tyrimo metu, IN priezastys
lieka neaiskios.

Visos nustatytos dnM buvo heterozigotinés bukleés. Atlikus DNR ir RNR
tyrimus nustatyta, kad NC_000006.12 (NM_020732.3): ¢.5025+2T>C dnM
ARID1B gene lemia autosominiu dominantiniu biidu paveldimg Coffin-Siris
sindroma (MIM #135900). Probando kDNR sekoskaita Sanger sekoskaitos
metodu atskleidé, kad dnM suardo 19 introno 5” gale esantj sukirpimo centra,
todel 19 egzonas yra praleidziamas. Vieno egzono praleidimas sukirpimo
metu yra daznas patogeninés pre-mRNR rezultatas, dél kurio susidaro atviro
DNR skaitymo rémelio poslinkiai, formuojasi pirmalaikiai baigmés kodonai
arba vyksta trumpesniy baltymy sintezé [221]. Dél lgstelése esanéiy tiek
laukinio tipo, tiek ir mutantiniy transkripty, mutantiniai transkriptai
visiskai nesuyra, 0 vietoj to sintetinamas sutrumpéjes baltymas
NP_065783.3:p.(Thr1633Valfs*11).  Sutrumpéjes  ARID1B  lemia
BAF250 domeno, kuris yra nuo ATP priklausomo j SWI/SNF panasaus
chromatino modifikavimo komplekso dalis, reguliuojanti geny raiska,
praradimg. BAF250 gali veikti panasiai kaip E3 ubikvito ligazé, kurios
taikinys yra H2B histonai [222]. Peliy embrioniniy lasteliy su neveikliu
BAF250b kompleksu tyrimai parodé, kad BAF250 yra ypa¢ svarbus
ankstyvajai embriogenezei, nes modifikuoty lasteliy atsinaujinimas sutrinka,
o diferenciacija didéja [223-225]. Su ARID1B asocijuoti BAF kompleksai
dalyvauja neurony diferenciacijoje ir zinduoliy smegeny vystymesi. Ypac jy
raiSka svarbi piramidiniy neurony vystymuisi, kai formuojasi kompleksiné
dendridiné architektira [222, 223]. Taip pat zinoma, kad ARID1B
haplonepakankamumas lemia GABAerginiy interneurony sumazéjima
smegeny zieveje. Taip smegeny vystymosi metu paveikiami eksitaciniai ir
neurotransmisijg slopinantys procesai. Negana to, dél BAF komplekso
saveikos su histonais ARID1B haplonepakankamumas gali veikti ir per
epigenetinj reguliavima.
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NM_018026.4:c.607C>T (Arg203Trp) dnM PACS1 gene lemia
autosominiu dominantiniu biidu paveldimg intelekting negalig su ligai
bidingu fenotipu (MIM #615009). Sia mutacija 2015 metais nustaté ir IN
etiopatogeneze paaiskino Gadzicki D et al. [226]. PACS1 yra Goldzio aparato
judéjimo per membranas reguliatorius, kuris nukreipia baltymus reikalinga
kryptimi [227]. Embriogenezés metu didelé jo raiska vyksta smegenyse, taip
pat reguliuojama ir postnataliniame periode [228]. Tiriant $j pokytj, buvo
iSkelta hipotezé, kad dél c.607C>T dnM salia proksimalinio CK2
prisijungimo vietos motyvo kinta PACS1 prisijungimo savybés (35 pav.)
[226]. Tyrimai su zebrazuvémis ir prieSprasmémis (angl. antisense) DNR
sekomis leido Sig hipotezg patvirtinti. Jy metu nustatyta, kad Sis genomo
variantas daro dominantinj neigiama poveikj, dél kurio Kinta zebrazuviy
neurony su SOX10 baltymu iSgyvenimas, nes dél jo formavosi veido
dismorfija [229].

p.(R203W)

CK2 prisijungimo autoreguliacinis (S276 EEEEE)

vieta \\L ‘Z domenas
2 117 266 479 93
|\ .

krovinio prisijungimo 00as
vieta
35 pav. PACSI1 baltymas sudarytas i§ 962 aminoriig§¢iy ir keturiy
domeny: su atropinu 1 susijusio regiono (ARR), furino krovinio prisijungimo
regiono (FBR), viduriniojo regiono (MR) ir C galinio regiono (CTR). DnM
vieta pazyméta raudonai, CK2 — kazeino kizazé 2, aa — aminorigstys.
Adaptuota i§ [251]

CHD7 gene nustatyta de novo 18 nukleotidy duplikacija
(c.6341_6358dup, p.Asp2119 Pro2120ins6); NM_017780; NP_060250;
MIM# 214800). Nustatyta, kad mutacija yra evoliuciskai konservatyviame
regione, o baltymo modeliavimas parodé, kad DNR sekds, kurioje susidaré
dnM, konformacija i§ linijinés grandinés pakito j trumpa a spirale. Zinoma,
kad CHD7 koduoja chromodomeno DNR prijungiancig helikazg, kuri yra
svarbi ankstyvoje embriogenezéje ir kontroliuoja geny raiska per chromatino
modifikavimg lgstelés ciklo metu [230], todél net trimis i keturiy atvejy
butent CHD7 gene identifikuojamos mutacijos asmenims su CHARGE (MIM
#214800) sindromui budingais fenotipiniais pozymiais. Tirtam asmeniui taip
pat patvirtintas CHARGE sindromas, 0 mutacija buvo ne tik de novo, bet ir
unikali, iki Siol neaprasyta. CHARGE sindromu sergantiems asmenims
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bidingas kolobomos, S$irdies defekto, sutrikusio augimo ar vystymosi,
genitalijy ir ausy anomalijos, kurtumo ir chuanos atrezijos (uzakusiy nosies
landy) pozymiy derinys.

TCF4  gene nustatyta ~ NM_001243234:¢c.1259G>A:p.420R>Q
(rs121909121) dnM, lemianti autosominiu dominantiniu biidu paveldimg
Pitt-Hopkins sindromag (MIM #610954). TCF4 genas koduoja spiralés-
kilpos-spiralés struktiiros tranksripcijos veiksnj (bHLH), dar zinoma kaip E
baltymy Seimos narj. Jis yra evoliuciS$kai konservatyvus ir ypac svarbus
neurony determinacijai ir diferenciacijai, nes geba prisijungti DNR kaip
homodimerus arba heterodimerus [231, 232]. Kai dél jvykusios mutacijos
TCF4 negali tinkamai sgveikauti su ASCLI1, audiniams specifiniu HLH
baltymu, PHOX-RET kelyje sutrinka atskiry smegeny struktiiry
vystymasis  [233]. Be to, peliy tyrimais buvo parodyta, kad embriony
vystymasis tiesiogiai priklauso nuo TCF4 baltymo kopijy skaiciaus, o kai jy
skai¢ius nesiekia trijy — peliy embrionai neiigyvena [234]. Sio baltymo raiska
didelé Zmogaus smegenyse, plauciuose, Sirdyje ir kituose raumenyse. Pitt-
Hopkins sindroma turintiems asmenims biidinga intelektiné negalia, plati
burna, iSskirtiniai veido bruozai, hiperventiliacija su pertrukiais, po kurios
biina apnéja.

DnM NM_001316337:¢.194C>T :p.65T>M (rs28934906) MECP2 gene
lemia Rett sindroma (MIM #312750). MECP2 yra daugiafunkcinis baltymas,
kuris gali keisti geny raiSka ir medziagy apykaita daugeliu budy: gali
aktyvinti AKT/mTOR signalo perdavimo kelig, dalyvauja vykstant
alternatyviam geny sukirpimui, dalyvauja mikroRNR ir ilgy nekoduojanéiy
RNR raiskoje, taip pat epigenetiniame chromatino modifikavimo procese
[235-239]. Pagrindiné jo funkcija — DNR grandinéje atpazinti ir prisijungti
specifiskai metilintas ir turtingas A/T baziy citozino liekanas (5MeCyt).
Mutacijos MECP2 gene lemia specifiSkumo prijungti 5SMeCyt praradima ir
kartu yra Rett sindromo priezastis. Rett sindromo fenotipa lemia MECP2
raiSka, nuo kurios priklauso geny, kurie keicia neurobiologinj aktyvuma,
tinkly formavimg ir funkcija, epigenetinis reguliavimas. Rett sindroma
turintiems asmenims (daugiausiai juo serga moterys, nes tai su X
chromosoma dominantiniu baidu paveldima liga) badingas sutrikes
vystymasis nuo Sesiy iki 18 ménesiy amziaus, jgyty jgidziy regresija, kalbos
praradimas, stereotipiniai (paprastai ranky) judesiai, mikrocefalija, traukuliai

ir, zinoma, intelektiné negalia. Rett sindromas klasifikuojamas kaip
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neurologiné ir autizmo spektro liga [235, 237, 238]. Dél MECP2 geno dozés
kompensavimo skirtumy X chromosomoje gali skirtis fenotipiné sindromo
raiska.

Visy penkiy patvirtinty patogeniniy dnM atvejais tirty asmeny fenotipai
buvo itin panaSts i publikacijose vieSinty asmeny su tapaciais intelekting
negalig lemianciais sindromais fenotipus.

Apibendrinant reikia pasakyti, kad Siame darbe atlikta dnM spektro,
pasiskirstymo ir jy genetinio bei epigenetinio konteksto analizé suteiké Ziniy
ir jzvalgy apie Lietuvos genomo genetine jvairove ir galimas jos priezastis.
Sie duomenys ir rezultatai didina tyréjy gebéjimus ir kartu palengvina tikry
patogeniniy dnM atskyrimg nuo toleruotino dnM fono ir padeda identifikuoti
galimas intelektinés negalios priezastines dnM.
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ISVADOS

1. De novo taskinéms ir nedideléms iskritoms-intarpams (iki 20 bp) nustatyti
genome, kai jis nuskaitomas skirtingomis technologijomis, tinkamesnis yra
atviros prieigos algoritmas VarScan, nes jis pasizyméjo didesniu jautrumu,
yra tinkamas dirbti su taikininémis sekomis, egzomu ar visu genomu,
analizuoja jvairiy genetiniy analizatoriy (Illumina, SOLID, Life/PGM)
duomenis, pagristas genomo varianty, kurie atitinka norimus horizontaliojo
regiony padengimo, baziy kokybés, varianto alelio daznio ir statistinio
reik§Smingumo jvercius, euristiniu / statistiniu nustatymo metodu.

2. a) Lietuvos populiacija, asmeny su IN ir asmeny su IN sibsy grupés dnM
spektro sudétimi tarpusavyje nesiskiria (p reiksmé = 0,575) ir yra artimos
Jutos gyventojy, kilusiy i§ Siaurés ir Vakary Europos (CEU), lbadano
Jorubos (Nigerija) (YRI), islandy, Skoty ir piety Dakotos (JAV)
populiacijose nustatytai dnM spektry sudéciai: Vvisose grupése daugiausiai
nustatyta C>T (pirmoje grupéje 33 %, antroje — 35 % ir treCioje grupéje
59 %) ir T>C (pirmoje grupéje 28 %, antroje — 27 % ir treCioje grupéje 18,5
%) tipo dnM.
b) DnM spektro susiformavimo mechanizmy pagrindu visos tirtos
grupés yra unikalios:
- Lietuvos populiacijoje nustatytos dnM, manoma, susidaro dél DNR
grandiniy nesutapimo taisymo mechanizmo klaidy, & polimerazés
egzonukleazés domeno mutacijy ir ultravioletinés spinduliuotés metu
susidariusiy ciklobutano pirimidino dimery.
- Asmeny su IN grupéje nustatytos dnM, manoma, susidaro dél DNR
grandiniy nesutapimo taisymo mechanizmo klaidy, mutacijy POLD1
gene ir ultravioletinés spinduliuotés.
- Asmeny su IN sibsy grupéje né vienos nustatytos dnM etiologija néra
Zinoma.

3. Visy tirty grupiy apskai¢iuotas de novo mutacijy daznis yra reikSmingai
didesnis (pirmos grupés p reiksmeé = 4,49x107°, antros grupés p reiksmeé =
5,15%10°%, tre¢ios grupés p reiksme = 4,8x10°°) nei islandy, dany, olandy,
kanadieCiy ir amerikieCiy bendryjy populiacijy ir autizmo spektro liga
serganéiyjy grupés tyrimuose nustatytas. Tai nulémé analizuotos genomo
dalies — egzomo genetiné struktira.
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- De novo vieno nukleotido ir de novo iSkrity-intarpy daznis Lietuvos
populiacijoje atitinkamai yra 2,74x10°® ir 1,77x10°® | pozicijg vienai
kartai; asmeny su IN grupéje atitinkamai 3,05x10°® ir 1,74x107 j
pozicijg vienai kartai ir asmeny su IN sibsy — atitinkamai 7,19x107% ir
1,08x107% j pozicijg vienai kartai.

4. De novo mutacijos egzome susidaro ] promotorius panasiuose,
transkripciskai aktyviuose genomo regionuose neatsizvelgiant j DNR sekos
konservatyvuma.

- Lietuvos populiacijos grupés tiriamyjy egzomuose de novo mutacijy
intensyvumui turi jtakos (~68-94 %) DNRazei 1 ypac¢ jautriis regionai,
CpG kontekstas, regiony raiskos lygiai.

- Intelektinés negalios asmeny grupéje de novo mutacijy intensyvuma
nezymiai (13 %) jtakojo egzomo regiony raiskos lygiai.

5. Intelektinés negalios asmeny egzomuose patogeniniy mutacijy yra
reik§mingai daugiau (p reik§smé = 0,02) nei Lietuvos populiacijos ir
intelektinés negalios asmeny sibsy grupése, todél tikétina, kad unikalios de
novo mutacijos (ypa¢ koduojanciose genomo srityse) gali turéti zalingg
poveikj asmens fenotipui ir biiti intelektinés negalios priezastis.

- 13,5 % tiriamyjy, turin¢iy intelekting negalig, buvo nustatytos penkios
patogeninés de novo mutacijos ARID1B, PACS1, TCF4, CHD7 ir
MECP2 genuose, i§ kuriy trys (ARID1B, CHD7 ir PACS1 genuose)
buvo iki Siol literatiiroje neaprasSytos, atitinkamai lemianéios Coffin-
Siris, CHARGE ir autosominiu dominantiniu budu paveldima
intelektine negalia.

6. Lietuvos populiacijai budingas ,,veidrodzio atspindzio efektas®, kai didelj
neigiamg santykinj tinkamuma (S < -16) turin¢ios aminortigstys jvykus dnM
virsta neutraliomis (0) ar maza (iki -5) santykinj tinkamumga turin¢iomis
aminortgstimis, patvirtinantis neutralumo teorija.
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PRIEDAI

1 PRIEDAS
Lifescope programos parametrai
Parametrai Iverdiai
SAET
Update Quality Values TRUE
Trusted Quality Values 25
Support Votes 3
Maximum Correction per Read 0
K-mer size 0
Genome Length 30 000 000
Position of Error Inflation Point 0
Disable Random Sampling for Large Data FALSE
Trusted Frequency 0
On Target Ratio 0,5
Number of Recursive Runs 1
Maximum Correction per Read 0
K-mer size 0
Genome Length 30 000 000
Position of Error Inflation Point 0
Disable Random Sampling for Large Data FALSE
Trusted Frequency 0
On Target Ratio 0,5
Number of Recursive Runs 1
Fragment Mapping
Mapping QV Threshold 0
Create Unmapped BAM Files FALSE
Reference Weight 8
Second Map Gapped Algorithm GLOBAL
Base Quality Filter Threshold 10
Map in Base Space FALSE
Add Color Sequence TRUE
BAM soft clip FALSE
BAM Stats
Whether to combine Data from Both the Strands for Coverage in | 1
WIG format
Bin Size for Coverage in WIG file format 100
Maximum insert size 100 000
Insert size bin 100
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Primary Alignments only for Coverage in WIG file format 1
Maximum Coverage 500 000
Small Indel
Detail Level 3
Number Alignment per Pileup 1 000
Random Seed 94 404
Min Num Evid 2
Max Num Evid -1
ConsGroup 1
Max Reported Alignments -1
Min Mapping Quality (MAPQ) 8
Min Best Mapping Quality 10
Min Anchor Mapping Quality -1
SNP Finding
Call Stringency Medium
Skip High Coverage Positions (Het) FALSE
Minimum Mapping QV 8
Detect Adjacent SNPs FALSE
Polymorphism rate 0,001
Include Reads with unmapped Mate FALSE
Exclude Reads with Indels TRUE
Require Only Uniquely Mapped Reads FALSE
Minimum Ratio of the Filtered Reads and Raw reads 0
Require alleles to be present in both strands FALSE
Minimum Base QV a Read for a Position 28
Minimum Color QV of a Read for a Position 7
Min Base QV of the non-reference allele of the position 28
Minimum Unique Start Positions of Less Common Allele 0
The Less Common Allele on Both Strands FALSE
Minimum Allele Ratio (Het) 0,15
Minimum Coverage (Het) 2
Minimum Unique Start Positions (Het) 2
Minimum non-Reference Color QV (Het) 7
Minimum non-Reference Base QV (Het) 28
Minimum Ratio of Valid Reads (Het) 0,65
Minimum Valid Tricolor Count (Het) 2
Minimum Coverage (Hom) 1
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2 PRIEDAS

.BAM duomeny byly apdorojimas The Genome Analysis Toolkit v.3.5
(GATK) jrankiu pagal Geros praktikos gaires

1. Fragmenty prilygiavimas prie referentinio genomo:

bwa mem -M -t 10 /kelias j referentinj genoma/hg38.fa
/kelias_j byla/1 fastq fragmenty grupé.fq /kelias j byla/2 fastq fragmenty grupé.fq |
samtools view -h -b -@ 10 -0 /kelias_j byla/l1.bam

2. Informacijos, reikalingos dirbant GATK programa, apie fragmenty
grupe priskyrimas:

java -jar /kelias_j byla/picard.jar AddOrReplaceReadGroups |=/kelias_j byla/l1.bam
O=/kelias_j byla/2.bam RGID=tiriamasis RGLB=lib1 RGPL=Illumina RGPU=1_1
RGSM-=tiriamasis RGDT=data

vvvvv

java -jar /kelias_j byla/picard.jar ReorderSam I=/kelias_j byla/2.bam
O=/kelias_j byla/3.bam R=/kelias j referentinj genoma/hg38.fa

vvvvv

java -jar /kelias_j byla/picard.jar SortSam |=/kelias_j byla/3.bam
O=/kelias_j byla/4.pam SORT_ORDER=coordinate

5. Duplikuoty DNR fragmenty pazyméjimas, kad analizés metu biity
vertinamas tik vienas is jy:

java -jar /kelias_j byla/picard.jar MarkDuplicates 1=/kelias_j byla/4.bam
O=/kelias_j byla/5.bam METRICS_FILE=/kelias_j byla/5.txt
TMP_DIR=/kelias_j byla/tmp

6. BAM duomeny bylos indeksy sukiirimas genominéms pozicijoms:

java -jar /kelias_j byla/picard.jar BuildBamIndex I=/kelias_j byla/5.bam
O=/kelias_j byla/5.bai

7. Pirmas iskrity-intarpy regiony perlygiavimo prie referentinio genomo
etapas. DNR fragmentams perlygiuoti reikalingo regiony sgraso
sudarymas:

java -jar /kelias_j byla/gatk.jar -T RealignerTargetCreator -R
/kelias j referentinj genoma/hg38.fa -S STRICT -I /kelias j byla/5.bam -0
/kelias _j byla/5.intervals -allowPotentiallyMisencodedQuals

8. Antras iskrity-intarpy regiony perlygiavimo prie referentinio genomo
etapas. DNR fragmenty perlygiavimas:

java -jar /kelias_j byla/gatk.jar -T IndelRealigner -R

/kelias_j referentinj genoma/hg38.fa -S STRICT -l /kelias_j byla/5.bam -targetintervals
Ikelias_j byla/5.intervals -0 /kelias_j byla/6.bam -known

/kelias_j byla/Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hg38.vcf.gz -
allowPotentiallyMisencodedQuals

.....

java -jar /kelias_j byla/picard.jar SortSam I=/kelias_j byla/6.bam
O=/kelias_j byla/7.bam SORT_ORDER=coordinate

10. BAM duomeny bylos indeksy sukiirimas genominéms pozicijoms:
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java -jar /kelias_j byla/picard.jar BuildBamIndex |=/kelias_j byla/7.bam
O=/kelias_j_byla/7.bai

11. Nukleotidy kokybés jverciy kalibravimas:

java -jar /kelias_j byla/gatk.jar -R /kelias_j referentinj genoma/hg38.fa -T
BaseRecalibrator -1 /kelias_j byla/7.bam -S STRICT -knownSites

/kelias_j byla/dbsnp_146.hg38.vcf.gz -0 /kelias_j byla/7.table --covariate
QualityScoreCovariate --covariate ReadGroupCovariate --covariate ContextCovariate --
covariate CycleCovariate -allowPotentiallyMisencodedQuals

12. Nukleotidy kokybés jverciy kalibravimo duomeny pritaikymas
sekoskaitos duomenims:

java -jar /kelias_j byla/gatk.jar -R /kelias_j referentinj genoma/hg38.fa -T PrintReads -I
/kelias i byla/7.bam -S STRICT -0 /kelias j byla/8.bam -BQSR /kelias_j byla/7.table —
allowPotentiallyMisencodedQuals

3 PRIEDAS

DnM identifikavimo VarScan (Variant detection in massively parallel
Sequencing data) v.2.4.2 programa komandinés eilutés ir parametrai

1. Tévo, motinos ir vaiko .BAM duomeny byly sujungimas:

samtools mpileup -B -q 1 -f ref.fasta tévo.bam motinos.bam vaiko.bam >triada.mpileup

2. dnM nustatymas:

java  -jar  /kelias j byla/VarScan.v2.4.2jar  trio /kelias j byla/triada.mpileup
Ikelias_j byla/triada --min-covage 20 --min-var-freq 0.30 --p-value 0.05 -adj-varfreq 0.05
-adj-p-value 0.05

Parametras Reik§mé
Maziausias horizontalusis padengimas (angl. min covage), 20
kad variantas biity nustatytas
Maziausias varianto daznis (angl. min varfreq) 0.30
P reiksmeé (angl. p-value) 0.05
Greta esancios bazés maziausias daznis (angl. adj varfreq) 0.05
Greta esancios bazes p reiksmeé (angl. adj p-value) 0.05
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4 PRIEDAS

Pradmeny sekos dnM tikrinti Sanger sekoskaitos metodu

Bendroji Lietuvos populiacija

Genas Tiesioginis pradmuo Atvirkstinis pradmuo
MEIS2 cgacggagattacccagtca ttgagtgggattctggggac
ULK4 actcactgatgggatttgtctt tggtacttctagactccacgc
OR2T34 acctctccattacccactgc cggcagaattcatcctgtgg
PGK1 gccatcctecccatgactaa agcagatcagagagtgggtt
DNAHG6 gggotggtggaaggaaatt aagcatggggatagggtgtg
KIF13A tgaccaatttgtttcatcgctt gcaccaatttctgctgcttc
SEC31A cccggccataatctgttcaag tgattcaacacagccatgcc
TDG caaaacaaccagtggaaccca acctcatgaagctgacacca
SPOCD1 ctggagcaaggactcgct atgttcatgaagcgcccatc
ACTR6 gcattacactggaaatggtaacc actcaacctctacttcaacatgg
MT1B atgtaccatcagaacacagct agaatgtagcaaaccggtcag
GTF2H2C ctcacaacctttctttgcattgt cgcaagttgtaaggctgcta
PCDHACL1 gtaccaagttgcaccagagc cattgtactccccacgcaac
STK4 ctgtatcggcctcccaagaa tccttetgcettcttctgggg
PPAT attggctgggcagagaagag caacaacgaagggctgacaa
REXO4 ttacttgcaaaaggtggcgg caacaagtcagccaccagtg
ADHFE1 ggcaacagaatgagactccg ccgacagcaacataggcatc
NBEA tgaacaccagtcacattgcc tcccagaaccttcaaagcttg
ZFPM2 tgcatgtgaaaaggtgaaagga cactggaagttgctgtcgac
UBR4 tggcaagatccactgcttca caagcttgcttggccagaag
SLC27A6 gcccagtgacccaagcttaa ggccagaagacagctctgat
PDZRN4 cagtgagggcaagaaggaga accgaaactggtagcatcct
VN1R4 tcccatgtatgtgactggca tcaccaggatgaggatgctc
CEP89 ttctccaggacacactcacg ttatttcttccetgeectge
SYNM gatgaagctggcctggacta tccactttgaatgggacgga
SLFN13 gcaagttcaacatggaggca catccctgttggccatttce
TBCK tggcactaggtaatttgagacg gcactctccttctccatect
KIF13A ggctgcccttaaacctctca gcaccaatttctgctgcttc
CEACAMb5 tgacggacgattcagcatct ggagcatgaagaccagggaa
TAC1 agaagcttgctttgttctggt aacccaaagattcaggttggt
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gcagtagtcacatggtctgc

MAP9 agctcttttgacatgtcgttgt
RASA1 ggtcagcagccttgttttaca acacctggatatggtaccttgt
STK38 cttccegtctectecctttt gcaattaggatgtggggctg
PMPCB agattgctggcacgttttct tgtccgtccaagtgcagtat
MAD1L1 tgatgccgtcactgaggatt aacccacctcgtagttcctg
CENPP tggtttacgttcttccagagtt cctggctcatgaactcctct
ATP2A2 ggtgacaaagttcctgctga tggagcgagactaaagcact
SOS2 ggagcgagttcagaagacct acacactaacacagaccatgc
UNK acttcattctctgctccegg acttggtgcagtagacgtca
ZNF256 ggagaagtcacaccggagaa tttccccactgtgaattcge
LONP1 atcctctgcttctatggecc cccggattgetctaccagat
AXL ccctactggtgggtgaatgt atagttgggtgggagtgtgg
SMARCA1 cccactcctaattctggtgga gcccgtttettcttttetge
ARSD gggtccctttggtgtactgt ggctccatggtaccttgact
CCDC181 ttgaaaaggacctggagtgg acatttaagcaatctacgcctca
ELP3 agagaagctgtcagggattg ctaggatccgagccaccaat
FAM122C tgcagccagtgactcagtag ccttcccagtcettcttgatgg
PARP4 tgcccaattttcccacagtt ctgttccctgaatgcgceaat
VWAS ttgatgagcaaccagtggct aagcttctgaaggatgggct
Asmeny su IN ir asmeny su IN sibsy grupéms
Genas Tiesioginis pradmuo Atvirkstinis pradmuo
HOXA1 cgacgaccgcttcctagt gggtacccaccacttacgtc
MAPK3 cacctccttatccacaggca tttatcccacacccaccctc
ARID1B gagagtacgtgggctttgga gacggtcagtgctcatcaac
PACS1 taaccacgctcgactctgtt gttcctctcacctetgecat
AKAPSL aggaggagaaggagcaggag ctcctegtegtectecac
BECN1 tcgggccagacagatgtg agagctccatttgcctgagt
ZCWPW1 ccaaagcccacctgtcattc acctgcagactccctctcta
NCOA3 tcgagtgtctagtcctccca tctttacctgttcctggeca
ABCB5 tgcccttgataaagccagga tgaaggtcagatggtgtgtga
AHDC1 cctgectgactecttggag gattccggcttcaactctgg
COL5A3 ggtgcctcccttttgtcttg cttccatccccatccaacct
KMT2A aggatcctgccccaaagaaa tttcttggcggtectgtagt
PPL ccgcagcatctctaacaagg tcaccgattccaaacagatcc
AARS aggtgttgctttgggtagga agcacagaagggtaagcaga
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TCF4 catcccttttgtcccacagc aggatcaggagcttggtctg
TRANK1 tagaacaccaccagaggcag cctcttgatgtgctcetgga
BRPF1 aaaatcaccaaccgcctgac ctagttcccagagcccacag

SMO gtgggtcagagtgaggagg ttcagggaagcggtcagg

IRF5 ccacacgcactctctgtaga ccaggacctcagagagaagc
SATB1 cctttcatttcttgcagggct tectttecctttegteetgg
ESPN acaggcagctgacatctaca ccctatgcccactagtgagg
ETNPPL acatcgtcacaatgggaaaac ccggcaatactgagctttattct

RAPGEF1 gctgctgtgggaagaatgg gctggtagatgtgctcgttc
AMPD?2 ctttgaccctggcatcactg atacctcggcgatctccttg
NFATC3 gcaggtattttgaaactccge cacttacagcactcaacggg
GORASP1 caagcacagagggcctagat ccaccaaagcagcaaggaat

MSH3 agcctgaaatccacctectc ctcctccagcecctatcateg
MECP2 tcgaaaaggtaggcgacaca cttttcacctgcacaccctc
ESRRG cacatttgttggtggctgaac gtacctggaatatgcttcgcc
TAB2 caaatcagcaaggccaccag agaggaagtgctggaggttc
QRICH2 acctcgtgcagatcatcagc ccataccttgctgacctattcc

MYADML2 ctcaagatcgtccaggcctt tgaggtacaggagcacagc
C6orf201 accccaaagccgaacagaat tggggcccatgtgcttttat
CREBBP cgatttcactggcacgttca gtgacaaaagccaccacctt
GIGYF2 tgtgtttggtcctacagatacc aaaagaataagagtttgctgggg

SYT1 ttcagaaagtgcaggtggtg catggcatcaacttcctcct
CTR9 tcacgaaaagcagcaaagatga tgcagttgtgtgtgttcctg
PRAME gtgctcgtagacctgttcct ctggcccaggtaaggagaaa
MYOM1 catcaagcttgttgtcattcca acgttccctcatcctcatcc
PLB1 ctatgacacgcaggaggact cgtctggagagctgtgtctt
DNAHS8 gtacggcatggcttgatgac cagtgtccagtctgccaaac
IGSF3 ggaagaggaaagggaggagg gagagcctctggaagcgaa
TLN1 atggcattgaggttgaggga tccatcctactgcecctctct
POLD1 cctctgatcatcecteccac gatggaagaagctgggacca

TRAPPC12 gccttcatttccgtcagcaa gtcactccctgcaaacactg
SVEP1 ctgaagcctcccgaaaatgg tctctgaaccggaccacaaa
HIST1IH1E gccttcaacatgtccgagac tgatgcggctgttgttcttc
ZNF189 tgtgcagacagtgtggaaaa ctgcgctgttgactgaaact
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WNT3A acactcaccaccggatcttg atgccaatcttgatgccctc

CHD7 agagtggtgggagtgtggac ttacctgcccctctgttttg

5 PRIEDAS

Tinkamumo jveré¢iams nustatyti naudotos komandinés eilutés

1. Filogenetinio medZio paruoSimas su RAXML programa:

raxmIHPC -f a -x 12345 -p 12345 -N 100 -m GTRGAMMA -s /kelias_j_byla/seka.phy -n
seka

2. Filogenetinio medzio $aky ilgio sutvarkymas:

bin/codeml codeml.ctl

3. Tinkamumo jverciy apskaiciavimas:

java -cp /kelias_j byla/tdgl2.jar tdg.Analyse -s /kelias j byla/seka.phy -t
Ikelias j byla/RAXML_bestTree -gc standard -site 7 -tau le-6 -kappa 8.0004 -pi
0.21051,0.19380,0.40010,0.19559 -mu 3.0 > /kelias_j byla/fitness.out
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6 PRIEDAS
De novo genomo varianty katalogas

Chr Pozicija Pradzia Pabaiga Alt cytnc()jBa Func.refGene Genas pokytis snpl47
Lietuvos populiacijos grupéje nustatytos dnM
Yql1.2 N KDM5D
Y 22089056 22089056 G A 59 Tarpgeniné sritis TTTY10 NA NA
X | 135462743 135462743 T A X26.3 Intronas ADGRG NA NA
Y | 13846451 13846451 A G YOILZ | Tapgenine sritis | O o0 NA 5111213896
X | 77365375 77365375 A G Xq21.1 Egzonas PGK1 Nes'{‘/",\rl‘{;“'”'s NA
Y | 13661326 13661326 G T Yqil'z Tarpgeniné sritis GYfZP NA NA
X | 129370527 129370527 c T X026.1 Egzonas ZNZZSO NeS'Q/O,{I‘{;“'”'S NA
Y | 59146621 50146621 T G Yq12 Tarpgeniné sriti SPRY3, NA NA
q arpgenine stitis |\ Apmp7
. PABPC
X | 72224741 72224741 T € Xq13.2 NTS3 1198 NA rs376528143
X | 35971646 35971646 c G Xp21.1 Intronas CF;\P“ NA NA
CHRM3
1 | 240078659 240078659 © A 1043 Tarpgeniné sritis | ,RPS7P NA NA
5
1 66083861 66083861 c 1p31.3 Intronas LEPR NA NA
1 17185602 17185602 g 1p36.13 Upstream M'F;367 NA rs79106853
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Sinoniminis

1 169513583 169513583 G T 1924.2 Egzonas F5 VNV rs6037

1 | 196965137 196965137 T 19313 Intronas CFHR5 NA NA
MIR367

1 17195034 17195034 G A 1p36.13 Tarpgeniné sritis 5,0200 NA rs112930634

1| 212238392 212238392 A G 19323 Intronas DTL NA NA

2 11359095 11359095 A T 2p25.1 Egzonas ROCK2 NeSiQ/OQiTi”iS NA

2 | 200826683 200826683 C A 2433.1 Intronas C20rf47 NA NA

> | 54870021 54870021 T A 2p16.2 Intronas SPTBN1 NA NA

2 | 190722170 190722170 G A 2q32.2 Intronas PMS1 NA rs735558

2 11357395 11357395 A G 2p25.1 Intronas ROCK2 NA NA

> | 32142051 32142951 A G 2p22.3 Intronas MEIMO NA NA

2 | 197645222 197645222 C T 2433.1 NTS3 erEse NA NA

2 | 223797847 223797847 T 2436.1 Intronas ACSL3 NA NA

2 | 87105886 87105886 G 2p11.2 bRNR_Intronas AT;\TC NA 1557494924

2 | 113418840 113418840 c T 2q13 Intronas SLC12°A NA 5751111651

2 | 230312261 230312261 G A 2436.3 Intronas DNER NA rs10490182

3 | 11488058 11488058 A G 3p25.3 Intronas ATG7 NA NA

3 | 133896978 133896978 T C 3q22.2 Intronas RYK NA NA
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Baigmeés

3 | 41607621 41607621 c A 3p22.1 Egzonas ULK4 g NA
3 | 10115166 10115166 c T 3p25.3 Intronas FAECD NA NA
4 49635958 49635958 G 4pl1 Tarpgening sritis CWH43 NA NA
4 | 120981450 120981450 A c 4q27 Intronas MAD2L NA NA
4 | 123195492 123195492 T C 427 Intronas Kt NA NA
4 | 144447373 144447373 T C 4g31.21 Intronas SMARC NA NA
4 | 9214042 9214042 T C 4p16.1 Downstream sETE NA NA
4 | 49247454 49247454 A G 4p11 Tarpgeniné sritis | CWH43 NA 53883610
4 | 1389765 1389765 G A 4p16.3 NTS3’ CREA NA NA
4 | 79403747 79403747 C A 4g21.21 Intronas FRASL NA 15924149
4 | 71620200 71629209 T A 49133 Intronas RUFY3 NA NA
5 | 130825204 130825204 G A 5q31.1 Intronas RAlffE NA NA
5 49450645 49450645 T Cc 5011.1 Tarpgening sritis ,EMB NA NA
6 | 11201157 11201157 C T 6p24.2 NTS3’ NEDD9 NA 53798734
6 | 10697763 10697763 T C 6p24.2 Intronas PALIP NA NA
6 | 144171374 144171374 T C 624.2 Intronas LTV1 NA NA
7 | 33015903 33015903 G A 7p14.3 Intronas FKBPY NA NA
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7 | 143560565 143560565 T G 7935 Egzonas TCAF1 S'”S/”,\'IT/'”'S rs200302861
CCT6P

7 | 64643549 64643549 G A 791121 | Tarpgeninssdts | 3,ZNF9 NA (52671978

2

7 | 33054313 33054313 G A 7p14.3 NTS3’ N3 NA NA
HEPAC Nesinoniminis

7 92855683 92855683 A © 7021.3 Egzonas AM?2 VNV NA

8 48866530 48866530 G A 8ql11.21 Intronas PRKDC NA NA

8 | 9577866 9577866 C A 8p23.1 Intronas TNKS NA NA

8 381331 381331 T G 80233 Intronas FB)S(OZ NA (5776602003

9 | 91940638 91940638 A T 9q22.2 Intronas SEE® NA NA

9 | 91940633 91940633 c A 9922.2 Intronas SEFC,Z'SB NA NA

9 | 75357478 75357478 c G 9q21.13 Intronas T™C1 NA NA

10 | 125602021 125602021 C T | 1092613 Intronas CPXM2 NA 510794571

10 | 42387123 42387123 T C 1001121 | Tarpgenine sritis | "~ oco NA NA

10 | 17032281 17032281 C T 10p13 Intronas CUBN NA 152291521

10 | 47668721 47668721 G A | 10q11.22 Intronas ANTXRL NA 54570521

10 | 94369005 94369005 T C | 1092333 Intronas KIF11 NA NA

11 | 51436127 51436127 G T 11p11.12 |  Tarpgeniné sritis ogféj’éo NA 5138669462
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Sinoniminis

11 | 57463500 57463500 T c 11g12.1 Egzonas ZDHHC5 N rs1783978
12 | 12633044 12633044 A G 12p13.2 Intronas DUSP16 NA NA
12 | 9162528 9162528 G A 12p13.31 NTS3 KLRG1 NA NA
12 | 47178811 47178811 G T 1213.11 Intronas SLC38A4 NA NA
12 | 96421364 96421364 A c 12923.1 Intronas LTA4H NA NA
12 | 22666120 22666120 A G 12p12.1 Intronas C2cD5 NA NA
12 | 53207583 53207583 c G 12¢13.13 Egzonas KRT4 NeS'Q/"Q{T'”'S rs76773498
12 | 10571687 10571687 A G 12p13.2 Egzonas KLRC3 NES'Q/OI\'I‘{;"'”'S NA
13 | 21173710 21173710 T G 13q12.11 Intronas IFT88 NA NA
14 | 34029438 34029438 T A 14q13.1 Intronas NPAS3 NA NA
14 | 36231843 36231843 G c 14q13.2 | bRNR_Intronas RAALI?DAP NA NA
14 | 75283980 75283980 € A 14924.3 Egzonas YLPM1 S'”S/",\'I"\‘/'”'S NA
15 | 81601117 81601117 c T 15025.1 Egzonas IL16 Nes'(‘/ol\rl‘{;“'”'s NA
Baigmes
15 | 37188859 37188859 G A 1514 Egzonas MEIS2 et NA
15 | 34542753 34542753 c T 15914 Intronas SLC12A6 NA NA
16 | 56686929 56686929 G T 16012.2 Egzonas MT1B Nes'{‘/",\’l‘{;"'”'s NA
16 | 68842480 68842480 G c 16922.1 Intronas CDH1 NA rs33963999
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ENPP7P

16 33677598 33677598 Cc A 16p11.2 Tarpgening sritis 13,LINC NA NA
00273
17 | 45673872 45673872 T c 17q21.32 Intronas NPEPPS NA NA
Sinoniminis

17 | 33772544 33772544 A G 17912 Egzonas SLFN13 VN NA

17 | 39084464 39084464 T A 17g21.2 Intronas KRT23 NA NA

17 | 37657710 37657710 T A 17912 Intronas CDK12 NA NA

17 | 40963623 40963623 c T 17g21.31 Intronas BECN1 NA NA

18 | 9775362 9775362 Cc T 18p11.22 Intronas RAB31 NA rs149779563
18 | 22806355 22806355 A G 18g11.2 Egzonas ZNF521 S'”{’/”,\'I”\‘/'”'S NA

19 | 40196627 40196627 G A 19q13.2 Egzonas '-G’Z'-Sl NeS'Qlol\'l‘{;“'”'s (572480733
19 | 30503146 30503146 T c 19912 Intronas URIL NA NA

19 58152020 58152020 T C 19913.43 Intronas ZNF211 NA rs3746221
19 | 14736288 14736288 c G 19p13.12 Intronas ADGRE3 NA rs34381727
19 | 55351066 55351066 c T 19¢13.42 Egzonas KIR2DS4 NES'Q/OI:I‘{;“'”'S rs1130503
20 | 45174026 45174026 A C | 20q13.12 Egzonas OCSTAM | Sinowminis (5202396
22 | 29451139 29451139 T G 22q12.1 NTS3’ ZNRF3 NA rs200424365

GSTT2,G | Nesinoniminis
22 | 24325783 24325783 G A 22q11.23 Egzonas i Ny rs200087397

Asmeny su IN grupéje nustatytos dnM
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Chr Pradzia Pabaiga Ref Alt cytoBa Regionas Genas EgzonasFunc.r snpl47
nd efGene

X | 154031355 | 154031355 G A Xq28 | Egzonas | MECP2 Nes'{‘/",\rl‘{;"'”'s rs28934906

1 | 149950131 | 149950131 G c 1212 | Egzonas | OTUD7B S'”‘\’/”,\'Ir{‘/'”'s NA

1 97699506 | 97699506 c T 1p21.3 | Egzonas | DPYD S'”{’/”,\'I"\‘/'”'S rs6670886
Rémelio

1 27550994 27550994 G - 1p36.11 Egzonas AHDC1 poslinkio rs749294057
delecija

1 3872647 3872647 A G 1p36.32 | Intronas | DFFB NA rs75402433

1 3872648 3872648 T C 1p36.32 | Intronas | DFFB NA rs79548119

1 6445909 6445909 € A 1p36.31 | Egzonas | ESPN NES'Q/",{I‘{;"'”'S NA

1 3872614 3872614 - GGC%%TC%TCCCCT 1p36.32 | Intronas | DFFB NA r$202183040

1 | 109625330 | 109625330 c T 1p13.3 Egzonas AMPD2 NeS'Q/O,\'I‘{;"'”'S rS748496694

1 | 216564242 | 216564242 A T 1g41 Egzonas ESRRG Nes'{m{/m'”'s NA

1 26889836 | 26889836 G A 1p36.11 Egzonas GPN2 S'”S/”,\'I”\‘/'”'s NA

1 | 169773475 | 169773475 A T 1924.2 Intronas Clorfl12 NA NA

2 29073917 | 29073917 c T 2p23.2 Egzonas C2orf71 S'”f/”,\'ln\‘/'”'s rs549344507

2 74514879 | 74514879 c T 2p13.1 Egzonas TLX2 S'”S/”l\'lr{‘/'”'s NA
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MROH2

2 233832151 233832151 = AAAA 2037.1 Intronas A NA rs76276350
2 | 127637301 | 127637301 c A 2q14.3 Intronas MYO7B NA rs2288656
2 | 218824425 | 218824425 T c 2935 Intronas PRKAG3 NA NA

2 | 170401203 | 170401293 T c 2g31.1 Egzonas FAslT KD Nes'(‘/",\’l‘{;‘“”'s NA

2 | 28032985 | 28032985 T © 2p23.2 Intronas RBKS NA NA

2 | 28032986 | 28032986 c A 2p23.2 Intronas RBKS NA NA

2 | 28032987 | 28032087 A c 2p23.2 Intronas RBKS NA NA

2 | 233613741 | 233613741 G T 2937.1 Egzonas GIGYF2 NeS'Q/"Q{T'”'S NA

3 | 175471628 | 175471628 T A 3426.31 Intronas NAﬁ'Z-AD NA rs201261597
3 | 175471629 | 175471629 G - 3026.31 Intronas NAﬁ'éAD NA rs67167200
3 36831070 | 36831070 € A 3p22.2 Egzonas TRANK1 Nes'{’/or\rl‘{;“'”'s NA

Rémelio
3 9740827 9740839 CATGCAGAG - 3p25.3 Egzonas BRPF1 poslinkio NA
GCTG K
delecija

3 18386559 | 18386559 T c 3p24.3 Egzonas SATB1 Nes'{‘/ol\rl‘{;“'”'s NA

3 39098275 | 39098275 c G 3p22.2 Egzonas GORIASP NES'Q/OI:I‘{;“'”'S NA

3 | 16358081 | 16358081 G T 3p24.3 Intronas RFTN1 NA rs774103191
3 100064534 100064534 A G 3912.2 Intronas NIT2 NA r1s372927365
3 | 99885147 | 99885147 T - 3q12.1 Intronas CMSS1 NA NA
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137963914 | 137963914 c T 3022.3 Intronas ARMCS NA rs567697082
49147291 49147291 C G 4pl11 Tarpgeniné sritis CWH43 NA NA
49147291 | 49147201 c G 4pl1 Tarpgeniné sritis | CWH43 NA NA
UGT2B2
69410865 69410865 A T 4q13.3 Tarpgening sritis 8;UGT2B NA NA
4
108749239 | 108749239 G A 4q25 Egzonas ETNPPL Nes'(‘/ol\’l‘{;“'”'s rs753029468
Ne rémelio
AATAGTAGT e
87615711 87615728 GACAGCAGC = 4g22.1 Egzonas DSPP poslln!<_|o NA
delecija
110972455 | 110972455 T G 4q25 NTS3 ELOVL6 NA NA
CTTTCC IRXL;LO
4095534 4095534 - TTTTCT | 5p15.33 | Tarpgeniné sritis | C101929 NA rs70963758
TTT 153
IRXL;LO
4095539 4095539 T c 5p15.33 | Tarpgeniné sritis | C101929 NA rs1689760
153
710908 710908 T A Bp15.33 | Tampgeninesmifis | ki i NA 5368146265
p15. arpgening sritis DHHC11
80654917 | 80654917 c G 5q14.1 Egzonas MSH3 NES'Q/",{I‘{;“'”'S rs2405877
157203998 | 157203998 T 6025.3 Sukirpimas ARID1B NA NA
02888027 | 92888027 G 60161 | Tamgeninésritis | ey NA NA
149378814 | 149378814 C A 6025.1 Egzonas TAB2 LEF L NA
kodonas
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Nesinoniminis

6 4099363 4099363 A C 6p25.2 Egzonas Cé6orf201 VNV NA
Ne rémelio
7 27095698 27095700 TGG - 7p15.2 Egzonas HOXA1 poslinkio rs753969638
delecija
7 | 100402540 | 100402540 G A 7q22.1 Egzonas ZCWPW | Baigmés 151046667014
1 kodonas
Ne rémelio
7 20755558 20755560 TCA - 7p21.1 Egzonas ABCB5 poslinkio NA
delecija
7 | 129203441 | 129203441 A G 7932.1 Egzonas SMO Nes'(‘/",\’l‘{;‘“”'s NA
ACTCTGCAG e romeli
7 | 128947208 | 108047327 | CCOCCCACT - 7932.1 Egzonas IRF5 poslinkio 5199508964
CTGCGGCCG K
delecija
ccT
8 | 133021896 | 133021896 G T 8024.22 Intronas TG NA NA
8 | 37751607 | 37751607 c A 8p11.23 Intronas ERLIN2 NA NA
8 | 144427027 | 144427027 c T 8424.3 Intronas VPS28 NA rs61498915
8 | 35750476 | 35750476 - A 8p12 Intronas UNC5D NA rs111565377
8 | 144427025 | 144427025 - GT 8024.3 Intronas VPS28 NA rs139513541
8 | 26906286 | 26906286 T 8p21.2 e NA NA
:STMN4
9 | 134796954 | 134796954 A 9934.3 Intronas COL5AL NA rs3827852
9 76175233 | 76175237 AATGA - 9921.13 Intronas PCSK5 NA rs774970963
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GATCACACC

9 | 134848781 | 134848804 | TCCCAGGAA - 99343 | DRNR_Intronas | OO NA NA
GCACAG

o | vewsaws | veirszze | ARISSALTC - 9q21.13 Intronas PCSKS5 NA rs750861488
o | 135714735 | 135714735 - GG 9934.3 Intronas KCNT1 NA rs141291153
9 | 134848803 | 134848803 A G 99343 bRNR_Intronas 'ﬁgzlgzl NA 1534435434
9 | 131621977 | 131621977 A G 9934.13 Egzonas RAPIGEF NeSiC/OQU“i”iS NA

9 | 33036799 | 33036799 c T 9p21.1 Intronas DNAJAL NA rs112603003
10 | 104055446 | 104055446 A T 10025.1 Intronas COL117A NA 151747676
10 7824305 7824305 © - 10p14 Intronas TAF3 NA rs199762284
10 | 7824301 7824301 T - 10p14 Intronas TAF3 NA rs141447291
10 | 1124278 1124278 c T 10p15.3 Egzonas WDR37 Si”i’/",\ilr\“/i”is NA

10 | 7824301 7824301 T - 10p14 Intronas TAF3 NA rs141447291
11 | 1191646 1191646 T C 11p15.5 Egzonas MUCC5A NeSiQ/O,\'I‘{;“i”iS 575826663
11 | 48163428 | 48163431 CTGG - 11p11.2 Intronas PTPRJ NA 175225930
11 | 63014846 | 63914846 G - 11q13.1 Intronas RCOR?2 NA rs113350066
11 406488 406488 c T 11p15.5 Egzonas SIGIRR Si”i’/”l\ilr{‘/i”is NA

11 | 66211206 | 66211206 c T 11g13.2 Egzonas PACS1 NESiQ/OQ{;“i”iS rs398123009
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Rémelio

11 118481886 118481887 AA - 11923.3 Egzonas KMT2A poslinkio NA
delecija
11| 120429672 | 120429672 A G 1123.3 Intronas AR"l'SEF NA 1S760767574
11 | 10774247 | 10774247 c G 11p15.3 Egzonas CTR9 NeSiQ/"Q{Ti”iS NA
11 | 58877237 | 58877237 T C 11q12.1 Intronas FAMILL NA NA
11 | 67926692 | 67926692 A G 11q13.2 Intronas KMT5B NA NA
12 | 14681492 | 14681492 A T 12p12.3 Intronas Gucy2c NA rs75088100
12 | 50138675 | 50138675 c T 12q13.12 Intronas CERS5 NA NA
12 | 9182165 9182165 A T 12p13.31 Intronas pzP NA rs12814448
12 | 122191519 | 122191519 G c 1202431 Egzonas LRRC43 Si”{’/”,\ilr\“/i”is NA
12 14882821 14882821 G A 12p12.3 Intronas MGP NA NA
12 | 10215790 | 10215790 G A 12p13.2 Egzonas CLEC9A Si”{’/”,\ilr\“/i”is NA
12 | 79842733 | 79842733 c G 12921.2 Egzonas SYT1 NeSiQ/O,\'I‘{;"i”iS NA
12 | 40643544 | 40643544 T G 12q12 Intronas LRRK2 NA NA
12 | 40643549 | 40643549 G A 12q12 Intronas LRRK2 NA NA
13 | 87618586 | 87618588 TGT - 13g31.2 |  bRNR_Intronas M'ﬁ‘g’oo NA rs397771872
13 | 87618586 | 87618588 TGT ; 13g31.2 | bRNR_Intronas M'E‘g’oo NA (5397771872
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MIR4500

13 | 87618603 | 87618605 TCA - 13312 |  bRNR_Intronas s NA NA
MIR4500
13 | 87618586 | 87618588 TGT - 13g312 | bRNR_Intronas s NA 15397771872
MIR4500
13 87618586 87618588 TGT - 13g31.2 bRNR_Intronas HG NA rs397771872
13 | 33006413 | 33096413 A C 13¢13.1 Intronas NaBPeL NA NA
13 | 33006414 | 33096414 T G 13q13.1 Intronas N482P2'- NA NA
13 | 33096415 | 33096415 A G 13q13.1 Intronas N4BZPZL NA NA
13 | 33006416 | 33096416 A G 13q13.1 Intronas NaBP2L NA NA
14 | 73987008 | 73987008 A - 149243 Intronas ENTPDS NA 536015948
14 | 73987004 | 73987004 T - 140243 Intronas ENTPD5 NA 5199818408
14 | 20382493 | 20382493 C T 149112 Intronas TEP1 NA NA
14 | 70011458 | 70011458 A T 14024.2 Intronas SMOCL1 NA 559684948
14 | 28792102 | 28792102 A C 14912 bRNR_Egzonas L'N5C1015 NA 534203558
14 | 73874252 | 73874252 G - 14924.3 Intronas PTGR2 NA NA
14 | 23030371 | 23939371 A C 149112 Intronas NGDN NA NA
14 | 23030372 | 23939372 C A 149112 Intronas NGDN NA NA
14 | 60398779 | 60398779 A T 149231 | DbRNR_Intronas | LRRCO NA NA
14 60398780 60398780 A T 14923.1 bRNR_Intronas LRRC9 NA NA
15 | 56921007 | 56921007 T C 15¢21.3 Intronas TCF12 NA NA
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Nesinoniminis

16 | 30117194 | 30117194 c G 16p11.2 Egzonas MAPK3 Ny NA

16 4910877 4910877 G c 16p13.3 Egzonas PPL NeSi{‘/",\rl‘{;“i”is NA

16 2060687 2060687 c T 16p13.3 Egzonas TSC2 Si”‘\’/”,\ilr{‘/i”is rs45517153

16 | 70268299 | 70268299 G A 16¢22.1 Egzonas AARS NEST/OI\'I‘{;'"”B rs762241422

16 582231 582231 G - 16p13.3 Intronas PIGQ NA rs67976359

16 | 68166907 | 68166907 G A 16022.1 Egzonas NFATC3 NeSiQf,\rl‘{;'“”is NA

16 | 70538514 | 70538514 A T 16g22.1 Intronas SF3B3 NA rs766430910

16 | 3786782 3786782 T G 16p13.3 Egzonas CREBBP NEST/OI\'I‘{;'"”B NA

16 | 48258419 | 48258419 c A 16q12.1 Intronas ABCC11 NA rs9927238

16 48258424 48258424 T C 16qg12.1 Intronas ABCC11 NA rs9933821

16 | 14312667 | 14312667 c G 16p13.12 Intronas MKL2 NA rs776362770

17 | 7107769 7107769 A € 17p13.1 Intronas ASGR?2 NA r$62058754

17 | 61404805 | 61404805 c G 1723.2 Intronas TBX2 NA rs56298202

17 | 61404808 | 61404808 c - 1723.2 Intronas TBX2 NA rs201348033
Rémelio

17 42818609 42818610 TG - 17921.31 Egzonas BECN1 poslinkio NA
delecija

17 | 80962539 | 80962539 A 17925.3 Egzonas RPTOR Si”{’/”,\ilr{‘/i”is 517848671

17 61404808 61404808 - 17923.2 Intronas TBX2 NA rs201348033
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ACCAGGTTG

17 | 76202312 | 76202341 | SACCAAACE ; 17¢25.1 Egzonas QRICH2 %}ialiéo 15758349471
TAT
17 | 81041177 | 81941177 c T 17¢25.3 Egzonas MYSZDM NeSi{‘/",{l‘{;“i”is NA
18 | 55228987 | 55228987 c T 18¢21.2 Egzonas TCF4 NESiQ/OI\'I’{;“i”iS rs121909121
18 | 7035945 7035945 c 18p11.31 Intronas LAMAL NA NA
18 3090782 3090782 c T 18p11.31 Egzonas MYOM1 NeSii‘/Ol\rl‘{;“i”is NA
19 | 36151659 | 36151659 - c 19913.12 Intronas COXT7AL NA rs112834485
19 | 22634473 | 22634474 cG - 19p12 NTS5 ZNF492 NA rs148291606
19 | 15380381 | 15380381 T G 19p13.12 Egzonas AKAPSL NeSiQ/OQ{/mi”is rs767901026
19 | 42855568 | 42855568 c G 19913.2 | bRNR_Egzonas | PSG1OP NA rs200711372
19 | 10001778 | 10001778 G A 19p13.2 Egzonas COL5A3 NeSiC/OI\rI‘{;“i”iS rs150865244
19 | 4156872 4156872 - 19p13.3 Intronas CRESB3L NA rs11322852
19 | 12868024 | 12868024 A G 19p13.13 Intronas MAST1 NA NA
19 | 55788770 | 55788770 G 19913.42 Intronas NLRP11 NA rs377100270
20 | 47652547 | 47652547 - G 20q13.12 Egzonas NCOA3 f:ﬁs”;‘:;g:t NA
20 | 34741039 | 34741039 G A 20q11.22 Egzonas NCOA6 Si”f/",\ilr\‘}i”is NA
21 | 14381245 | 14381245 G A 21q11.2 Egzonas HSPA13 Si”flnl\ilq‘/i”is 1s767243273
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22 | 22819430 | 22819430 A G | 22q11.22 | Tarpgeniné sritis G,ﬂz'égg NA 15774937594
22 | 22892482 | 22892482 G A 22q11.22 Egzonas PRAME NeSiQ/OI{I‘{;“i”iS rs201064885
Asmeny su IN sibsy grupéje nustatytos dnM

Chr Start End Ref Alt cytc()jBan Func.refGene Genas Egzg?gséil;nc.r avsnpl47
11 47137255 47137255 C T 11p11.2 Intronas C11orf49 NA NA

16 | 2056182 | 2056182 G A 16p13.3 Intronas TSC2 NA NA
1 | ss72e14 | 3e7eeta | .| GOCCCTGTCCCT g5, Intronas DFFB NA 15202183040
2 | 28604758 | 28604758 | C T 2p23.2 Egzonas PLB1 NeSiQ/OI\’I‘{;“i”iS 1$34289907
4 | 87615747 | 87615747 | A G 4q22.1 Egzonas DSPP NeSiQ/OI\rI‘{;“i”iS rs150637282
1 | 3872614 | 3872614 ; GGC%%TC%TCCCCT 1p36.32 Intronas DFFB NA 15202183040
10 | 130107315 | 130107315 & A G 100263 | bRNR Egzonas | CThCF NA NA

18 | 23572246 | 23572246 c 18q11.2 Intronas NPC1 NA NA
6 | 38872575 | 38872575 | C G 6p21.2 Egzonas DNAHS NeSiQ/OI\rI‘{;“i”iS NA

17 | 42669400 | 42669400 T 17q21.2 Intronas PLE::,(HH NA NA
3 | 38722419 | 38722419 A 3p22.2 Intronas SCN10A NA NA
1 | 116579663 | 116579663 | - TCC 1p13.1 Egzonas IGSF3 ”O?r‘:gaerr‘:fs:iﬂ 1s576658823
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GPBP1L

1 45629686 45629686 A G 1p34.1 Intronas 1 NA NA
11 | 8100511 | 8100511 c T 11p15.4 Egzonas TUB Si”‘\’/”l\ilr\“/i”is rs138124865
6 | 89080770 | 89080770 | C T 6015 NTSS® PNRC1 NA NA
9 | 35710880 | 35710880 | G A 9p13.3 Egzonas TLN1 NeSiQ/"Q{Ti”iS 1s556004234
19 | 50402098 | 50402098 @ 19913.33 Egzonas POLD1 NESiQ/OI\'I’{;“i”iS rs768494581
1 | 222979750 | 222979750 | A G 1941 Intronas DISP1 NA NA
2 | 3383400 | 3388400 | C T 2p25.3 Egzonas TRAPPC | Sinoniminis NA
5 10986610 10986610 - G 5p15.2 Intronas CTNND2 NA rs36031475
1 | 168293289 | 168293289 | G T 1924.2 Intronas TBX19 NA rs12096093
STARD3
7 | 38245283 | 38245283 | - GG 7p141 | Tarpgeniné sritis NL;PTAR NA rs200076851
8 | 144427025 | 144427025 | - Cil 8024.3 Intronas VPS28 NA rs139513541
19 | 1234760 | 1234760 T 19p13.3 Intronas CBARP NA 1s752082048
9 | 110513026 | 110513026 9931.3 Egzonas SVEP1 Si”f/",\ilr\‘}i”is NA
1 168293287 | 168293287 - TT 1q24.2 Intronas TBX19 NA rs373712384
12 9182165 9182165 T 12p13.31 Intronas PzP NA rs12814448
6 | 26156583 | 26156583 | G 6p22.2 Egzonas HISTIHL | Nesinoniminis NA
9 | 101409420 | 101409420 | G A 9931.1 Egzonas ZNF189 NESiQ/OQ{;“i”iS 1s747885994
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MIR4500

13 87618586 87618588 | TGT - 13g31.2 bRNR_Intronas HG NA rs397771872
16 582231 582231 G - 16p13.3 Intronas PIGQ NA rs67976359
5 710908 710908 T A 5p15.33 | Tarpgeniné sritis DT:: Ei;lzl NA rs368146265
13 | 87618586 | 87618588 | TGT - 130312 | bRNRIntronas | MR NA 15397771872
19 613554 613554 - | GGGGCTGGGGCC | 19p13.3 Intronas HCN2 NA 1ST78777728
1 | 209628212 | 209628212 | C T 1932.2 Intronas LAMB3 NA rs767847211
1| 228022772 | 228022772 | C T 1042.13 Egzonas WNT3A Si”‘\’/”,\ilq‘/i”is 1$745929272
10 | 100978934 | 100978934 & G A 10q24.31 Egzonas SEMA4G Si“i’/”,\il’{/“”is 1s781655724
10 | 7824301 | 7824301 T ] 10p14 Intronas TAF3 NA rs141447291
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7 PRIEDAS

DnM patogeniSkumo jvertinimas

Lietuvos populiacija (VarScan)

N N - o | S Z . o = "

* £ &7 sFlS<|g B |° |E8|& g%

15 81601117 C| T|D B B N N L T N 8,498 N 3,86 2
15 37188859 G| A D A 40 D 6,16 6
2 11359095 Al T|T B B N N N D N 6,42 D 0,364 2
16 56686929 G | T D P u N 19,07 D 1,83 6
19 40196627 G| A D B P 15,67 N -0,44 3
22 24325783 G| A B B N N 5,248 N -0,017 0
3 41607621 C|A A 46 D 4,54 6
X 77365375 A |G |D P B D H D D 23,6 D 5,88 11
X 129370527 C| T |T B B N N T N 0,002 N -1,89 0
7 92855683 A|lC|T B B N N T N 11,72 D 4,94 2
12 53207583 C|G|T B B N L D N 2,968 N 4,25 2
12 10571687 A|G|T B B N L T N 0,517 N -3,32 0
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Lietuvos populiacija (VarSeq)
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9 139994174 G A | D D D (U| D M D D 24,7 D 8
18 77171237 C AT D D D D M T N 259 D 6
8 145541635 T Cc D D |[D| D L 258 D 6
17 21318782 G A | D B B |[D| D L T D 22,4 D 6
X 107977333 G A | D D P D, D M D D 22,8 D 9
X 96200528 T cC | T P B N | N L T N 19,7 D 4

25153595 G c | T P B D, D N D N 19,71 D 6
6 108246042 C G| T P B D D L T N 27,3 D 6
19 45488503 T c | T P P D, D L D 29,5 D 7
15 37188859 G A D| A 40 D 4

42165754 C T P 15,32 N 2
4 38019979 G A | D D D |[D| D M T D 29,7 D 8
11 | 129743683 | A T D D D |[D| D L D 29,4 D 8
18 43223957 G AT P B |[D| D L T N 22,9 D 5
21 30359058 T A | D D P N| D M T D 26,7 D 7
12 19408017 G A | D D D [N| D L T D 25,6 D 7

17605166 T cC | T D D |[D| D L D 24,6 D 7
7 45122324 C A | D D P P L T D 24 N 6
17 45669359 T G| D D D |[D| D H T D 29,9 D 9
6 32632782 G AT P B | U P L T N 0,001 N 2

47342713 G C | D D D |[N| D L D N 27,5 D 7
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15 79586767 G C D P B N N T N 15,55 D 4
16 56686929 G T D D P N T D 19,07 D 6
16 58577327 A C D B B N T N 0,049 N 1
21 45820184 A G D D D D T D 23,8 D 8
11 55322081 C T D D P N L T D 17,25 N 5

118513069 | A T T P B D T D 16,92 D 5
7 50444255 A G T P B D T N 11,28 D 4
21 45533648 C T D D D D M T D 28,1 D 8

191844593 Cc T D 27,6 D 3
4 48592700 T C D D D M T D 259 D 7
12 39170101 C T T P B D M T D 25 D 6
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Asmeny su intelektine negalia grupé

o |y s . s5 2|2 - t | Eza

= STIgF T =T =g g ° [¥7 %6 E°7
11 1191646 T |C 2,585 N -6,66 0
6 157203998 | T | C 25,6 D 5,63 4
11 66211206 C | T|D D M T 35 D 4,79 9
19 15380381 T |G |T B B N D T N 22,7 D 3,54 4
19 42855568 C |G T 0,578 N -1,21 0
7 100402540 | G | A N A 35 N 2,54 4
19 10001778 G |A|T D P U N L D N | 12,52 N 3,9 4
16 4910877 G |C|D D P D N M T N 24,7 D 0,778 6
16 70268299 G |A|D D D D D M T D 33 D 5,62 9
18 55228987 C|T|D D D D| A M D D 35 D 5,89 10
3 36831070 G |A|T B B N N N T N | 2,798 N -5,76 0
7 129203441 | A | G | D D D D D M T D 26,5 D 55 9
3 18386559 T | C|D D D D D L T D 244 D 6,05 9
1 6445909 G |A|D D D D D L D N 26,2 D 4,37 g
4 108749239 G |A|D D D D D H T D 33 D 5,32 10
9 131621977 | A | G | D D D D D L T D 30 D 5,57 g
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1 109625330 | C | T | T B B N D N D N 24,7 D 4,13 5
16 68166907 G | A|D D D D M D D 32 D 5,73 9
3 39098275 C|G|T P B N N N T N 7,11 N 1,23 1
5 80654917 C|G|T B B D N D N | 13,43 D 3,14 4
X | 154031355 | G | A | D D D D| A L D D | 269 D 5,48 10
1 216564242 | A | T | D D D D D H D D 30 D 4,33 11
6 149378814 | C | A N | A 36 D 6,16

17 | 81941177 C|T|T B B N N N T N | 8,345 N 1,56 0
2 170401293 | T | C | D D D D D M T D 28 D 4,8

6 4099363 A |C|T B B N N N T D | 0,382 N 1,09 1
16 3786782 T|G|D D P D D M D D | 241 D 5,25 10
2 233613741 | G | T | T D D D D L T D | 231 D 1,93 7
12 79842733 C|G|D D D D D M T D | 276 D 6,16 9
11 10774247 C |G |D D D D D M T D 31 D 5,82 ¢
22 22892482 G |A|D P P N N L T D | 225 N 2,54 5
18 3090782 C | T|D P B D D L T D | 244 D 57 9
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Asmeny su intelektine negalia sibsy grupé
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8 PRIEDAS
DnM skaiciaus ir tévy amzZiaus koreliacijos grafikas

26 30

mamos amZius [ ]

161

34
tévo amiius

Linear (tévo amiZius)

42



PADEKA

NuoSirdziai dékoju:

asmenims, dalyvusiems LITGEN ir UNIGENE projektuose;

moksliniam vadovui akad. prof. habil dr. Vaidudiui Kuéinskui uz
ikvépimg mokslui;

prof. dr. Audronei Jakaitienei uz pagalba skaic¢iuojant de novo mutacijy
daznius ir patarimus atliekant statistinius skaiciavimus;

disertacijos Gynimo tarybos pirmininkei prof. habil. dr. Zitai Ausrelei
Kucinskienei bei nariams prof. dr. Ceslovui Venclovui, prof. habil. dr.
Limui Kupdinskui, prof. dr. Loretai Cimbalistienei, prof. dr. Alexandrai
Zhernakovai uz jdomius diskusijos klausimus;

recenzentéms doc. dr. Almai Molytei, dr. Ingridai Domarkienei ir dr.
Zivilei MaldZienei Uz pastabas, padéjusias patobulinti §j darba;

akad. prof. habil. dr. Vaiduéiui Kuéinskui ir VU MF BMI ZMGK
mokslininkams, vykdziusiems LITGEN ir UNIGENE projektus, uz galimybe
analizuoti lietuviy populiacijos sveiky asmeny egzomo, asmeny, turinéiy
intelekting negalig, jy sveiky tévy ir sibsy egzomy sekoskaitos rezultatus;

V3] VUL SK MGC kolegoms doc. dr. Laimai Ambrozaitytei, Daivai
Kazlauskaitei, Dalytei Pliaugo, Vilijai Deveikienei uZz bendrg darba
laboratorijoje;

Dokt. Evelinai Siavrienei uz eksperimenting ARID1B geno funkcing
analize, draugiska palaikyma, nuoSirdumg ir supratima;

Doc. dr. Eglei Preiksaitienei uz profesinius patarimus, draugiska
palaikyma, nuoSirdumg ir supratima;

Dr. Ausrai Morkiinienei uz visada gera nuotaika;

Uz kantrybe, supratimg ir visokeriopg parama noriu ypa¢ padékoti savo
artimiausiems monéms — sinums Vytautui Zaibui ir Ry&iui, vyrui
Vytautui.

Uz skatinimg nesustoti — mamai.
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