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1. IVADAS

1.1. Tiriamoji problema ir jos aktualumas

Zmogaus genomo projektas (angl. Human Genome Project) yra vienas
Zymiausiy ir reikSmingiausiy tarptautiniy moksliniy tyrimy projekty istorijoje.
2003 m., pasibaigus Siam projektui, tarptautinis zmogaus genomo sekoskaitos
konsorciumas paskelbé nuskaityta Zzmogaus genomo seka ir nustaté, kad DNR
seka zmoniy populiacijoje yra apie 99,9 proc. vienoda, o likusig dalj sudaro
skirtumus tarp zmoniy lemiantys DNR sekos pokyciai, kuriy spektras
varijuoja nuo taskiniy varianty specifiniuose genuose iki didelés apimties
chromosomy skaiciaus bei struktiiros pokyciy [1].

Sparciai tobul¢jant Zzmogaus genomo tyrimo technologijoms,
pavyzdziui, lyginamoji genomo hibridizacija (LGH), viso egzomo sekoskaita
(VES) ar viso genomo sekoskaita (VGS), genetiniy pokyCiy nustatymo
efektyvumas gerokai iSaugo. Naudojant Sias pazangias tyrimo technologijas,
DNR sekos variantai ir kopijy skai¢iaus pokyciai (KSP) yra nustatomi tiek
koduojancioje, tiek nekoduojancioje Zmogaus genomo srityje [2]. Nors
anksCiau buvo manoma, kad genetiniai pokyciai, esantys tik baltymus
koduojanciose DNR srityse, yra svarbiis funkciniu poziiiriu, vykdant
ENCODE (angl. Encyclopedia of DNA Elements) projekta buvo nustatyta, kad
daugiau nei 80 proc. netransliuojamos DNR sekos yra transkribuojama ir yra
svarbi geny raiskos reguliavimui [3-5].

1 000 genomy projekto duomenimis, zmogaus genome iS ViSO
nustatoma apie 20 000-22 000 varianty sinoniminése ir nesinoniminése
sekose. Taciau kliniskai reik§mingy yra tik dalis DNR sekos varianty: 190-
210 insercijy bei delecijy, nelemianciy skaitymo rémelio poslinkio, 220-250
delecijy, lemianc¢iy skaitymo rémelio poslinkj, 80—100 varianty, sudaranciy
prieslaikin] baigmés kodong, bei 40-50 sukirpimo vietos varianty [6, 7].
Taéiau nustatomy varianty ir KSP poky¢iy skaicius nuolat didéja. ClinVar [8]
duomenimis, §iuo metu yra registruota 670416 liga lemianciy genetiniy
poky¢iy, o i$ jy daugiau nei 40 000 yra galimai susij¢ su intelektine negalia
(IN) [9].

IN nustatoma 1-3 proc. bendros populiacijos ir yra viena svarbiausiy
socialiniy ir ekonominiy asmens sveikatos prieziliros problemy visame
pasaulyje. IN, kuri daznai pasireiskia kartu su jgimtomis anomalijomis (JA),
pasireiSkia kliniSkai neatskiriamais ar sunkiai atskiriamais vienas nuo kito
fenotipais. Be to, IN / A lemia jvairis tiek genetiniai, tiek aplinkos veiksniai.
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Dél heterogeninés IN / JA prigimties $ig patologija lemianciy priezasciy
nustatymas yra itin sudétingas, o diagnostinis efektyvumas yra tik apie
50 proc. [10-13].

Lietuvoje, kaip ir visame pasaulyje, IN / JA yra aktuali asmens
sveikatos prieziiiros problema. Tod¢l nuo 2009 mety VU MF BMI ZMGK
vykdyti nacionaliniai ir tarptautiniai moksliniai projektai — LITGEN,
CHERISH, PROGENET, UNIGENE, kuriy metu buvo analizuojamas
lietuviy, jskaitant asmenis, turinius IN / JA, genomas. Siy moksliniy tyrimy
metu, naudojant paZangiausias tyrimo technologijas, istirta apie 400 asmeny,
turin¢iy sindroming ir nesindroming IN, identifikuoti kandidatiniai genai ir
nustatyti koduojancios ir nekoduojanc¢ios DNR sekos variantai ir KSP.

Nustatyty genetiniy poky¢iy patogeniSkumas dazniausiai yra
vertinamas atlikus iSsamig in silico analize. Visgi, remiantis ClinVar [8]
statistiniais duomenimis, tik 12 proc. DNR sekos varianty ir KSP yra
klasifikuojama patogeniniais ir 17 proc. nepatogeniniais, o tai reiSkia, kad
likusig dalj sudaro nezinomos ar iki $iol nepatvirtintos klinikinés reikSmeés
genetiniai pokyciai [9]. Todél daznai bioinformacinés analizés neuztenka
patogeniskumui pagristi. Be to, literatiiros duomenimis, maziausiai 10 proc.
patvirtinty liga lemian¢iy patogeniniy varianty i$ tiesy neturi jokio poveikio
fenotipui [14]. Todél siekiant jvertinti DNR sekos varianty ir KSP
patogeniSkumg reikalingi iSsamesni genomo, transkriptomo, proteomo,
metabolomo ar net interaktomo molekuliniai ir funkciniai tyrimai. Siame
moksliniame darbe IN / JA pasirinkta kaip paveldimos ligos modelis
etiopatogenezei jvertinti, o §ig patologijag lemiantys nezinomos ar iki Siol
nepatvirtintos klinikinés reikSmés DNR sekos variantai ir KSP iStirti iRNR
lygmeniu.

1.2. Tyrimo tikslas

Molekuliniais ir funkciniais informacinés RNR tyrimo metodais
jvertinti DNR sekos sukirpimo vietos varianty ir kopijy skaiciaus pokyciy
patogeniskuma bei nustatyti galima reikSme intelektinés negalios ir / ar jgimty
anomalijy etiopatogenezei.

1.3. Tyrimo uzdaviniai

1. Taikant bioinformacinius Zmogaus genomo sekos analizés jrankius,
i8analizuoti naujos kartos sekoskaitos tyrimy duomenis ir atrinkti
nezinomos klinikinés reikSmeés ar galimai patogeninius koduojancios
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bei nekoduojancios genomo sekos variantus ir kopijy skaiCiaus
poky¢ius, kurie gali biiti siejami su tiriamy asmeny intelektine negalia
ir / ar jgimtomis anomalijomis.

2. [Istirti atrinktus DNR sekos variantus ir kopijy skaifiaus pokycius
informacinés RNR lygmeniu, taikant kiekybinés tikro laiko PGR ir
Sangerio sekoskaitos metoda tiriamy asmeny kopijinés DNR
méginiuose.

3. Atlikus mokslinés literatiiros ir duomeny baziy analize, jvertinti
nustatyty DNR sekos wvarianty ir kopijy skaiCiaus pokyciy
patogeniskuma.

4. Taikant bioinformacinius Zmogaus genomo sekos analizés jrankius,
numatyti DNR sekos varianty ir kopijy skai¢iaus pokyciy padarinius
baltymo lygmeniu.

5. Patvirtinti DNR sekos pokyc¢io patogeniskuma, taikant CRISPR-Cas9
technologija zmogaus fibroblasty kultiroje.

6. Remiantis klinikiniais, molekuliniais ir funkciniais duomenimis,
apibudinti rys§j tarp genotipo ir fenotipo.

1.4. Tyrimo naujumas ir reikSmeé

Siame moksliniame darbe, kuris yra vienas i§ nedaugelio tokio
pobudzio darby Lietuvoje, uzsibréztam tikslui ir uzdaviniams jgyvendinti,
atrinkti nezinomos klinikinés reikSmés DNR sekos sukirpimo variantai ir
KSP, kurie yra nauji ir iki $iol literatiiroje neapraSyti. Tiriant kopijing DNR
jvertintas nustatyty neaiSkios klinikinés reik§més sukirpimo vietos varianty
patogeniskumas ir apibudintos jy in silico prognozuojamos pasekmés
baltymui. Tiriant KSP, gauta informacija apie pokycio pobudj, dydj ir
apimancius genus, kuri yra svarbi nustatant Zinomus bei naujus delecijos ar
duplikacijos sindromus. Tokie tyrimai taip pat padeda susiaurinti su Zinomais
sindromais susijusias genomines sritis ar net identifikuoti pagrindinius
sindroma lemianéius genus. Siame darbe nustatytas naujas MIR17HG
duplikacijos sindromas ir susiaurinta genominé sritis, lemianti 4q21 delecijos
sindromg. Taip pat MED13L genetinio pokyc¢io patogeniSkumui patvirtinti
pirmg kartag fibroblasty kultiroje pritaikyta CRISPR-Cas9 genomo
redagavimo technologija.

Funkciniai genomo tyrimai, tokie kaip geny raiskos analizé bei genomo
redagavimas, suteikia galimybe geriau suprasti jgimty sutrikimy
etiopatogenezés mechanizmus bei nustatyti ar patvirtinti diagnoze. Sios
fundamentinés zinios kartu su molekulinés diagnostikos ir funkciniy tyrimy
galimybiy plétra yra svarbios kuriant naujas diagnostikos ir gydymo
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strategijas ateityje. Atliekami tyrimai turi tiesioging nauda tiek tiriamiesiems
ir jy Seimoms, tiek gydytojams, kadangi didziajai daliai tiriamyjy nustatyta
molekuliné IN / JA diagnozé, o tai sudaro efektyvaus genetinio konsultavimo
pagrinda.

1.5. Ginamieji teiginiai

1. Informacinés RNR tyrimai kiekybinés PGR ir Sangerio sekoskaitos
metodu bei lasteliy kultiiros genomo redagavimas CRISPR-Cas9
technologija yra efektyviis nezinomos klinikinés reikSmés genetiniy
poky¢iy patogeniSkumui tirti.

2. 5° donorinés sukirpimo vietos sekos variantai dazniausiai lemia
egzono, esancio prie§ patogeninj variantg, iSkrita, o sukirpimo sekos
variantai 3¢ akceptoringje vietoje lemia egzono, esancio uz
patogeninio varianto, iskrita.

3. Patogeniniai MEDI13L variantai heterozigotinéje biikl¢je turi jtakos
fibroblasty kultiros gyvybingumui, senéjimui ir lastelés cikla
valdanc¢iy geny raiskai.

4. Klinikinis, molekulinis ir funkcinis kopijy skaifiaus pokyciy
charakterizavimas yra kompleksinis budas tirti ligg lemiancias
genomines sritis bei naujus sindromus.

1.6. Mokslinio darbo aprobacija

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

Disertacijos tema paskelbty straipsniy sarasas:

1. Siavriené E., PreikSaitiené E., Maldziené Z., Mikstiene V.,
Rancelis T., Ambrozaityt¢é L., Gueneau L., Reymond A.,
Kucinskas V. A de novo 13931.3 microduplication encompassing the
miR-17 ~ 92 cluster results in features mirroring those associated
with Feingold syndrome 2. Gene. 2020 Aug 30;753:144816.
IF=2.319.

2. Pranckéniené L., Siavriené E., Gueneau L., PreikSaitiené E.,
Mikstiené V., Reymond A., Kuc¢inskas V. De novo splice site variant
of ARID1B associated with pathogenesis of Coffin-Siris syndrome.
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Mol Genet Genomic Med. 2019 Oct 19:¢1006. doi:
10.1002/mgg3.1006. TF=2.448.

3. Siavriené E., Mikstiené V., Radzevitius D., MaldZiene Z.,
Rancelis T., Petraityt¢ G., Tamulyt¢ G., Kavaliauskiené¢ 1.,
Sarkinas L., Utkus A., Kuginskas V., Preiksaitien¢ E. Novel GLI3
variant causes Greig cephalopolysyndactyly syndrome in three
generations of a Lithuanian family. Mol Genet Genomic Med. 2019
Jul 20:e878. doi: 10.1002/mgg3.878. [F=2.448.

4. Siavriené E., Petraityte G., Mikstiené V., Rancelis T., Maldziené 7.,
Morkiiniené A., Byckova J., Utkus A., Kucinskas V., Preiksaitiené E.
A novel CHD7 variant disrupting acceptor splice site in a patient with
mild features of CHARGE syndrome: a case report. BMC Med Genet.
2019 Jul 17;20(1):127. doi: 10.1186/s12881-019-0859-y. IF=2.051.

5. Gasperskaja (Siavriené¢) E., Kucinskas V. The most common
technologies and tools for functional genome analysis. Acta Med Litu.
2017; 24 (1): 1-11. doi: 10.6001/actamedica.v24i1.3457.

Zodiniai pranesSimai:

1. Siavriené E. (pranes¢ja), PreikSaitien¢ E., Kucinskas V. Su
intelektine negalia ir jgimtomis anomalijomis siejamy geny varianty
funkciné analizé. Lietuvos moksly akademijos Biologijos, medicinos
ir geomoksly skyriaus 12-ta jaunyjy mokslininky konferencija
,,Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos®, 2019 m.
gruodzio 11 d. Kaunas, Lietuva. Gautas I vietos apdovanojimas.

2. Siavriené E. (prane$¢ja). iRNR splaisingo varianty, susijusiy su
intelektine negalia ir jgimtomis anomalijomis, funkciné analize.
Lietuvos moksly akademijos Biologijos, medicinos ir geomoksly
skyriaus 11-ta jaunyjy mokslininky konferencija ,,Bioateitis: gamtos
ir gyvybés moksly perspektyvos®, 2018 m. gruodzio 14 d., Vilnius.

3. Siavriené E. (prane$éja), Preiksaitiené E., Kué¢inskas V. Functional
genome analysis aiming to define the genetic cause of intellectual
disability. 56th Polish and 14th International Conference Juvenes Pro
Medicina, 2018 m. geguzés 25-26 d., Lodzé, Lenkija. ISBN 978-83-
947627-1-1. Gautas II vietos apdovanojimas.

4. Siavriené E. (praneséja), PreikSaitiené E., Kuc¢inskas V. Functional
Genome Analysis in Patients with Intellectual Disability. XIV Baltic
Congress of Laboratory Medicine, 2018 m. geguzés 1012 d. Vilnius.
T. 20, Spec. suppl. p. s2. ISSN: 1392-6470.
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2. MOKSLINES LITERATUROS APZVALGA

2.1. Zmogaus koduojancios ir nekoduojancios genomo sekos variantai ir
kopijy skaiciaus poky¢iai

Tarptautinis Zzmogaus genomo sekoskaitos konsorciumas, pasibaigus
Zmogaus genomo projektui (2003 m.), paskelbé nuskaityta zmogaus genomo
seka ir nustaté, kad DNR seka zmoniy populiacijoje yra apie 99,9 proc.
vienoda, o likusig dalj sudaro skirtumus tarp Zzmoniy lemiantys DNR sekos
poky¢iai, kuriy spektras varijuoja nuo pavieniy nukleotidy iki didelés apimties
poky¢iy (pvz., delecijos ar duplikacijos) [1].

Variantas — tai branduolio ar mitochondrijos DNR sekos vieno, re¢iau
keliy, nukleotidy pokytis. Vieno nukleotido pakaita, delecija (angl. Deletion;
kitaip iSkrita) ar insercija (angl. Insertion; kitaip intarpas) yra vadinama
taskiniu (angl. Point) variantu. Pagal poveikj aminoragséiy sekai isskiriami
keli taskiniy varianty tipai: tylintieji (angl. Silent), missense, nonsense ir
skaitymo rémelio poslinkio (angl. Frameshift) variantai. Variantai, kurie
nekeiia aminortigsciy sekos polipeptidingje grandingje, vadinami
sinoniminiais variantais, o keiiantys aminoriig§¢iy seka — nesinoniminiais
variantais (2.1 lentelé) [15].

2.1 lentelé. Taskiniy varianty tipai ir poveikis aminortig§¢iy sekai [15]

Poveikis
Pavadinimas Tipas aminorugsciy ApibréZimas
sekai
. . Aminortig§¢iy seka
.. . Vieno nukleotido N . .g‘ U' .
Tylintis variantas akaita Sinoniminis polipeptidinéje grandingje
P nepasikeicia.
. . Vieno nukleotido Kei¢iama viena
Missense variantas . o
pakaita aminorugstis.
. . Aminorigst] koduojantis
. Vieno nukleotido e g { J
Nonsense variantas Nesinoniminis ~ kodonas kei¢iamas j

kait
pakata baigmés (STOP) kodona.

Koduojama nauja

Kai cmeli
Skaitymo rémelio Insercija / delecija

poslinkio variantas aminorigscéiy seka.

Didesnés apimties genetiniai pokyciai yra vadinami kopijy skaiciaus
poky¢iais (KSP; angl. Copy number variation). Redonas su bendradarbiais
(2006) apibreze KSP kaip didesne nei 1 Kb genoming sritj, kuriai, palyginti
su referentiniu Zmogaus genomu, budingas jvairus kopijy skaiCius [16].
Patobuléjus technologijoms, atsirado galimybé nustatyti mazesnius
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genominius pokycius, todél Siuo metu KSP vadinami poky¢iai, kurie yra
didesni nei 50 bp [17]. Siai genetiniy poky¢iy grupei priklauso delecijos,
duplikacijos, insercijos, translokacijos, trinukleotidiniy pasikartojimy
iSsiplétimas (angl. Trinucleotide repeat expansion) bei tandemiSkai
pasikartojancios sekos [16, 18].

Variantas / KSP, kurio daznis bendroje populiacijoje yra >1 proc.,
vadinamas vieno nukleotido polimorfizmu (VNP; angl. Single nucleotide
polymorphism) ar kopijy skaiCiaus polimorfizmu (angl. Copy number
polymorphism), o retas variantas / KSP, kurio daznis < 1 proc. — mutacija. Sios
placiai paplitusios sgvokos daznai yra klaidingai interpretuojamos vertinant
varianto / KSP patogeniskumg. Todél, siekiant suvienodinti klinikinés
varianto reikSmés analizés principus visame pasaulyje, Amerikos medicininés
genetikos ir genomikos kolegija (angl. American College of Medical Genetics
and Genomics; ACMG) sukiiré standartus, pagal kuriuos DNR sekos variantai
ir KSP yra klasifikuojami j penkias grupes: patogeniniai (angl. Pathogenic),
galimai patogeniniai (angl. Likely pathogenic), neaiskios klinikinés reikSmés
(angl. Uncertain significance), galimai nepatogeniniai (angl. Likely benign)
bei nepatogeniniai (angl. Benign) variantai. Vadovaujantis Siomis ACMG
rekomendacijomis, polimorfizmas reiSkia nepatogeninj arba galimai
nepatogeninj variantg / KSP, o mutacija — patogeninj arba galimai patogeninj
variantg / KSP [19-22].

Zinomos jvairios DNR sekos varianty ir KSP atsiradimo prieZastys.
DNR sekos variantai gali atsirasti spontaniSkai dél jvairiy lasteliniy ar
biologiniy procesy sutrikimy (pvz., depurinimas, deaminimas, tautomeriniai
virsmai) arba gali buti indukuoti aplinkos veiksniy — mutageny (pvz.,
cheminés medziagos, jonizuojancioji spinduliuoté) [15]. O KSP dazniausiai
susidaro dél nealelinés homologinés rekombinacijos proceso mejozés metu
[16, 18]. Retesniais atvejais KSP atsiranda dél nehomologinio galy sujungimo
ar trikio tasko replikuojantis DNR grandinei [23].

Siuo metu naudojant jvairius pazangius molekulinés genetikos metodus
— dazniausiai naujos kartos sekoskaita (NKS; angl. Next generation
sequencing) — yra nustatomi variantai ir KSP tiek baltymus koduojanciose,
tiek nekoduojanciose DNR sekose. Baltymus koduoja apie 2 proc. Zzmogaus
genomo. Nepaisant to, anks¢iau buvo manoma, kad genetiniai pokyciai,
esantys tik Siose baltymus koduojanciose DNR srityse, yra svarbis funkciniu
pozitriu, o likusi genomo dalis buvo laikoma nereik§minga (angl. Junk DNA).
Taciau ENCODE (angl. Encyclopedia of DNA Elements) projekto metu buvo
nustatyta, kad daugiau nei 80 proc. tokios netransliuojamos DNR sekos yra
transkribuojama ir yra labai svarbi geny raiSkos reguliavimui [3-5].
Nekoduojamoje DNR sekoje yra reguliuojancios, transkripcijos veiksniy
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jungimosi, sukirpimo (angl. Splicing) bei 5° ir 3° netransliuojamos sritys.
Reguliuojancioje DNR sekoje yra transkribuojami ne tik geny promotoriai,
stiprikliai (angl. Enhancers), slopikliai (angl. Silencers) bei tarpikliai (angl.
Insulators), bet taip pat nekoduojancios RNR molekulés (2.1 pav.),
pavyzdziui, tRNR, miRNR, siRNR, snRNR, IncRNR, kurios dalyvauja
transliacijos, chromatino pertvarkos, geny raiskos reguliacijos ir kituose
gyvybiskai svarbiuose procesuose [24-26]. Farhas su bendradarbiais (2015),
atlikdami plataus masto viso genomo sagsajy (angl. Genome-wide association
studies; GWAS) tyrima, nustaté, kad net 90 proc. autoimuniniy ligy atvejy yra
nulemta varianty, esanciy Siose nekoduojanciose sekose, o dazniausios ligy
priezastys — patogeniniai variantai, esantys geno stipriklio srityje [27].
Nepatogeniniai nekoduojancios sekos variantai taip pat gali turéti jtakos
fenotipui. Guenther su kolegomis (2014) aprasé Europos populiacijai biidinga
dazng (MAF' =0,12) VNP (rs12821256), esantj KITLG (MIM #184745) geno
stipriklio sekoje, kuris nulemia Sviesia plauky spalva [28].
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2.1 pav. RNR Kklasifikacija. Schema adaptuota pagal mokslinj straipsnj [26]

"' MAF - retojo alelio daznis (angl. Minor allele frequency).
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2.1.1.Patogeniniai DNR sekos variantai ir kopijy skaiciaus pokyciai

Zmogaus genome pasireiskiantys VNP ir KSP, kuriy daznis bendroje
populiacijoje >1 proc., yra evoliucijos varomoji jéga, kadangi lemia fenotipy
Ivairove bei turi jtakos adaptacijos procesams. Nepaisant to, daugelio pasaulio
mokslininky tyrimo objektas yra reti DNR sekos variantai ir KSP, kuriy daznis
populiacijoje < 1 proc., kadangi Sie genetiniai poky¢iai gali turéti jtakos geny
raiSkai ar dozei, pazeisti geny struktiirg arba genus reguliuojancias sekas. Visa
tai lemia jvairius genetinius sutrikimus, jskaitant IN ir JA [16, 29, 30].

2013 metais baigesi 1 000 genomy projektas, kurio pagrindinis tikslas
buvo iStirti retus zmogaus genomo sekos variantus jvairiose pasaulio
populiacijose. Remiantis tyrimy rezultatais, Zmogaus genome buvo nustatyta
apie 10 000-11 000 varianty nesinoniminése sekose. PanaSus skai¢ius DNR
sekos varianty buvo nustatytas taip pat sinoniminése sekose. Projekto metu
nustatyta, kad kliniskai reikSmingy yra tik dalis varianty: 190-210 insercijy
bei delecijy, nelemianciy rémelio poslinkio, 220-250 delecijy, lemianciy
skaitymo rémelio poslinkj, 80—100 varianty, sudaranciy prieslaikinj baigmés
kodona, 40—50 DNR sekos sukirpimo vietos varianty [6, 7].

Redonas su bendradarbiais (2006) HapMap projekto metu, tirdami
skirtingas pasaulio populiacijas, sukiiré Zmogaus genomo KSP kataloga.
Vykdydami mokslinj projekta, mokslininkai net 1447 skirtingose Zmogaus
genomo srityse nustaté KSP. Sios genominés sritys apémé 360 Mb (12 proc.)
viso zmogaus genomo. Taip pat nustatyta, kad kiekvienas zmogus vidutiniSkai
turi 70 KSP, todél sie struktiiriniai genomo pokyciai apibudinti kaip labiausiai
paplitusi Zmogaus genomo jvairovés forma [16]. Nepaisant KSP paplitimo
zmogaus genome, didzioji dalis KSP yra nepatogeniniai. Zarrei su kolegomis
(2015) nustaté, kad mazdaug 100 geny homozigotinés delecijos Zzmogaus
genome neturi jokio poveikio fenotipui [17].

Patogeniniy KSP jtaka fenotipui pirmag karta buvo nustatyta 1936
metais tiriant Drosophila melanogaster. Tyrimo metu dél duplikacijos Bar
gene buvo stebimos nejprastos juostos formos akys (angl. Bar eye) [31]. Visgi
su didesniu patogeniskumo potencialu yra sicjamos delecijos, kadangi jrodyta,
jog organizmas lengviau toleruoja geny dozés pertekliy nei trikuma [32, 33].

Nustatomy varianty ir KSP skai¢ius nuolat didé¢ja. Remiantis
Nacionalinio biotechnologijy informacijos centro duomeny bazés (angl.
National Center for Biotechnology Information; NCBI) Clinvar [8]
duomenimis, §iuo metu yra jregistruota: 78 726 (12 proc.) patogeniniai,
36 641 (5 proc.) galimai patogeninis, 115 273 (17 proc.) nepatogeniniai, 177
894 (27 proc.) galimai nepatogeniniai bei 261 882 (39 proc.) nezinomos
klinikinés reik§més variantai ir KSP [9]. Dazniausi patogeniniai genetiniai
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poky¢iai yra taskiniai variantai (52 proc.) arba KSP: delecijos (27 proc.),
insercijos (11 proc.) ir duplikacijos (9 proc.) (2.2 pav. A). Atsizvelgiant |
genetiniy pokyciy poveikj aminoriigsciy sekai, dazniausiai nustatomi rémelio
poslinkio, missense bei nonsense tipo variantai (2.2 pav. B). Sie variantai taip
pat kaip dazniausi nurodomi zmogaus geny varianty duomeny bazé¢je HGMD
(angl. Human Gene Mutation Database) [34], kurioje i§ viso yra pateikta 275
716 varianty, siejamy su paveldimomis zmogaus ligomis [35].

A 1% B 4% 5%
5%
11%
9% . 9% \ 25%
52%
27% 24% 28%
i Tagkinis variantas i Rémelio poslinkio
M Missense
M Delecija
4 Nonsense
M Duplikacija i Sukirpimo vietos
M Insercija i Nekoduojancios RNR
M 5'ir 3' netransliuojamos vietos
M Kita

M Kita

2.2 pav. A) Patogeniniy varianty pasiskirstymas pagal varianto tipa;
B) Patogeniniy varianty pasiskirstymas pagal poveikj aminoriig§¢iy sekai
(skaitymo rémelio poslinkio, missense, nonsense variantai) ir vieta DNR sekoje
(sukirpimo vietos, nekoduojancios RNR, 5° ir 3° netransliuojamy viety variantai).
Skritulinés diagramos sudarytos remiantis ClinVar duomenimis [8, 9]

Procesas, kuomet pirimidinas (C/T) yra keiCiamas kitu pirimidinu, o
purinas (A/G) kitu purinu, vadinamas tranzicija. Pirimidino keitimas purinu
(ir atvirksc¢iai) vadinamas transversija [15]. Tranzicijos daznis yra zymiai
didesnis, palyginti su transversija: 1,4:1 sinoniminése sekose bei 2:1
nesinoniminése sekose [36]. ClinVar [8] duomenimis, apie 47 proc. sveikatos
sutrikimy ar ligos atvejy lemia tranzicija (A>G). Kiti patogeniniai taskiniai
variantai jvyksta genome daug reCiau, pavyzdziui, transversija (A>C) ir
tranzicija (C>T) siejama su ligomis, kurios atitinkamai sudaro 16 proc. ir 14
proc. atvejy [37].
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Nonsense, rémelio poslinkio bei sukirpimo vietos variantai daznai
lemia baltymo sutrumpéjimg, tokiais atvejais Sie DNR sekos variantai yra
vadinami baltymg trumpinanciais variantais (angl. Protein-truncating
variants; PTV). Sie variantai turi tam tikrg poveikj fenotipui dél dviejy
priezas¢iy. Visy pirma, PTV gali lemti baltymo funkcijos praradimg (angl.
Loss-of-function). Tokiais atvejais geno produktas tinkamai neatlieka savo
funkcijos arba jo funkcionalumas yra sumazgéjes. Retesniais atvejais PTV gali
lemti baltymo funkcijos jgijimg (angl. Gain-of-function) — geno produktas
atlieka jam nebiidinga funkcijg. Visa tai gali turéti neigiama poveikj fenotipui:
gali sutrikti metabolizmas, pigmentacija, elgsena ar net buti ligos atsiradimo
priezastis [38, 39].

Nors kiekvieno zmogaus DNR sekoje yra apie 50—100 heterozigotiniy
varianty, kurie charakterizuojami kaip PTV, o HGMD [34] duomeny bazéje
klasifikuojami kaip sukeliantys paveldimus sutrikimus, ne visi Zmoneés
suserga Siomis ligomis [6]. Tai gali biiti aiSkinama tuo, kad egzistuoja varianty
taisymo mechanizmai, tokie kaip tiesioginis (angl. Direct repair), baziy ar
nukleotidy ekscizijos (angl. Base or nucleotide excision repair),
neatitinkan¢iy  nukleotidy (angl. Mismatch repair), homologinés
rekombinacijos (angl. Homologous recombination) ir nehomologinio galy
sujungimo (angl. Nonhomologous end joining) [15]. Zinomas taip pat
mechanizmas, veikiantis posttranskripciniu lygmeniu, kuris lemia iRNR,
turin¢ios prieslaikinj baigmés kodona, skaidyma (angl. Nonsense-mediated
decay; NMD). Veikiant Siam mechanizmui, specifinis egzony jungties
baltymy (SMG1, RENTI1, eRF1, eRF3) kompleksas atpazjsta prieslaikinj
baigmés kodona, kuris 50-55 nt atstumu yra nutoles nuo paskutinés egzony
poros jungties vietos ir, sgveikaujant su kitais papildomais baltymais,
inicijuoja iRNR skaidymo procesg [40]. Siuo metu taip pat daugéja moksliniy
publikacijy apie apsaugancius (angl. Protective) variantus, kurie apsaugo
zmogaus genoma nuo ligos pasireiSkimo [41]. Pavyzdziui, moksliniais
tyrimais patvirtinta, kad CARD9 (MIM #607212), RNF186 (MIM #617163)
ir IL23R (MIM #607562) geny tam tikri variantai apsaugo nuo susirgimo
Krono liga [39].

2.1.1.1. Sukirpimo vietos variantai ir jy pasekmés informacinés RNR
lygmeniu

iRNR pirmtako (pre-iRNR; angl. Precursor messenger RNA)
sukirpimo arba kitaip vadinamas brendimo procesas yra svarbus geny raiskai
reguliuoti bei baltymy jvairovei uztikrinti [42]. Identifikuota 20 000-25 000
baltymg koduojanciy geny, taCiau zmogaus proteoma sudaro keliasdeSimt

29



karty daugiau baltymy, kadangi alternatyvaus pre-iRNR sukirpimo proceso
metu skirtingais deriniais paSalinami intronai, atskiriantys gretimus egzonus.
Tokiu biidu sukuriamos jvairios baltymy izoformos [43]. Pavyzdziui, Zinoma,
kad dél alternatyvaus sukirpimo proceso susidaro net 46 NF1 (MIM # 613113)
geno koduojami transkriptai [44]. Nors TTN (MIM #188840) zinomas kaip
daugiausiai egzony (363) turintis genas, zmogaus genai vidutiniskai turi 8,8
egzono, o intronai sudaro apie 90 proc. pre-iRNR sekos [45, 46].

Mazosios branduolio RNR (snRNR) dé¢l seky, turtingy uracilo,
vardijamos kaip U-RNR (U1, U2, U4, US, U6), atlieka pagrindinj vaidmenj
Salinant intronus. Sios snRNR jungdamosi su specifiniais baltymais (pvz.,
SRSF1, U2AF65, U2AF35, PTB) sudaro ribonukleoproteiny (RNP)
kompleksa, vadinama splaisosoma, kuri yra pagrindinis iRNR kirpimo jrankis
(2.3 pav.). Splaisosomos U1 ir U2 funkciniai subvienetai atpazjsta introny
specifines sekas (angl. Consensus sequence). U1 snRNR atpazjsta ir jungiasi
introno 5° gale, kuriame yra konservatyviis GU dinukleotidai. U2 snRNR
atpazjsta ir jungiasi adenino (A) turtingoje sekoje — Sakojimosi srityje (angl.
Branch site), kuri yra nutolusi apie 20 nt atstumu nuo konservatyviy AG
dinukleotidy introno 3¢ gale. Salia Sios sekos yra kita atpazinimui svarbi vieta
— polipirimidino seka (angl. Polypyrimidine tract), kurig atpazjsta U2 RNP.
Ul ir U2 RNP saveikaudami tarpusavyje suartina 5° ir 3¢ kirpimo sekas, o U4,
US ir U6 RNP uztikrina teisingg konfigiracija ir formuoja katalizinj
splaisosomos kompleksag. U2 ir U6 RNP dalyvauja transesterifikacijos
reakcijose. Pirmoje transesterifikacijos reakcijoje adenino, esancio
Sakojimosi sekoje, 2° hidroksi grupé saveikauja su fosfatu, esan¢iu introno 5°¢
gale. Susidarius kilpai (angl. Lariat), nukirpto egzono 3° hidroksi grupé
sgveikauja su fosfatu, kuris yra introno 3°gale. Kilpa pasalinama, o egzonai
sujungiami ligavimo reakcijoje panaudojant adenozino 5°-trifosfata (angl.
Adenosine 5'-thiotriphosphate; ATP) kaip energijos Saltinj. Splaisosomos
kompleksas disocijuoja, todél mechanizmo veikimo procesas gali biiti
kartojamas su kita pre-iRNR (2.3 pav.) [47, 48].
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Sukirpimo procesas yra reguliuojamas baltymy, vadinamy trans-
veiksniais (angl. Trans-acting factors), ir cis-reguliuojanéiy seky (angl. Cis-
regulatory sequences). Pagrindinés cis-reguliuojanéios sekos yra introno 5°
galo donoriné ir 3¢ galo akceptoriné sukirpimo seka bei introno 3° galo A
turtinga $akojimosi ir polipirimidino seka. Sioms sekoms taip pat priskiriami
vadinamieji sukirpimg reguliuojantys elementai (SRE; angl. Splicing-
regulatory elements), t. y. sukirpimo proceso stiprikliai ir slopikliai, kurie yra
tiek egzoninése (ESST, ESSL), tiek introninése (ISST, ISSL) sekose. SRE
sgveikaujant su specifiniais trans-veiksniais, sukirpimo mechanizmas yra
atitinkamai aktyvuojamas arba nuslopinamas (2.4 pav. A). Trans-veiksniy
grupei priklauso serino ir arginino turtingi baltymai (pvz., SRSF1 ar U2AF),
taip pat anksciau i§vardytos snRNR molekulés, sudaran¢ios RNP kompleksa
[49].

A
I§RSF1 hnRNP ) %—n’
? 1) T T T i ok
ESST ESSL 5'DSV ISSL APP 3ASV ESST
sekos
B AIPP
3'ASV 5'DSV  sekos
| legz — Wk 29z He— W 3egz | =P | legz 3egz |
Nauja
kirpimo
3'ASV 5'DSV vieta
1egz in | 3egz
Il | 1egz — Mk 2egz W—%— 3egz =P —
1egz 3egz
Nauja - -
kirpimo
vieta
+
I 1egz —g in — 2egz 3egz | = | 1egz  in | 2egz | 3egz
Nauja
kirpimo
Lvteta
IV | 1egz éz egz 73 egz - 1egz j;‘:z 3egz
ESST
V | 1egz DZ egz 3egz =P | 1egz 3 egz

32



2.4 pav. A) Cis ir trans sukirpimo procesa reguliuojantys elementai: 5‘DSV —
introno 5° galo donoriné ir 3°ASV — 3¢ galo akceptoriné sukirpimo vieta, ESST —
egzoniné sukirpimo proceso stipriklio vieta, ESSL — egzoniné sukirpimo proceso
slopiklio vieta, ISSL — introniné sukirpimo proceso slopiklio vieta, A/PP —
adenino ir polipirimidino turtingos sekos; B) Sukirpimo proceso patogeniniy
varianty pasekmés. Zyméjimas: egz — egzonas, in — intronas, raudona zvaigzduté
— patogeninio sukirpimo varianto vieta, geltona zvaigzduté — nauja kirpimo vieta;
schemos adaptuotos pagal moksling literattirg [48]

Remiantis moksline literatiira galima teigti, kad apie 10-15 proc.
sukirpimo proceso patogeniniy varianty Cis-reguliuojanciose sekose ar trans-
veiksnius koduojanciose sekose yra genetiniy ligy priezastis [50, 51].
7Zmogaus geny patogeniniy varianty duomeny bazés HGMD [34]
duomenimis, su genetinémis ligomis siejami 9 proc. (23 354/269 419)
sukirpimo vietos varianty [35]. ClinVar [8] duomeny bazéje Siuo metu yra
registruojama maziau, t. y. 6 865 (9 proc.) patogeniniai sukirpimo vietos
variantai, i§ kuriy 754 variantai siejami su IN [9]. Sie patogeniniai variantai
sutrikdo normalig sukirpimo mechanizmo veiklg.

Dazniausiai dél patogeninio varianto, ypa¢ introno 5 donorinéje arba
3¢ akceptoringje bei A/PP sekose, yra pasalinamas egzonas (2.4 pav. B 1) [36,
48]. Krawczakas su bendradarbiais (2007), atlike 38 genuose 478 patogeniniy
varianty metaanalize, nustaté, kad donorinés sukirpimo vietos patogeniniai
variantai yra mazdaug pusantro karto daznesni nei akceptorinés vietos
variantai [5S1]. Taip pat Sie patogeniniai variantai daznai lemia kriptinj (angl.
Cryptic) alternatyvyjj 5¢ ir 3¢ galo sukirpimg gretimame egzone arba introne
(2.4 pav. B1I) [50, 52]. Tokiais atvejais vietoj jprasty GU dinukleotidy introno
5¢ gale ir AG — 3° gale pasirenkama kita alternatyvi kirpimo vieta, kuri
dazniausiai lemia dalies introno jterpimg arba viso egzono praradimg.
Pavyzdziui, Eng su bendradarbiais (2004) nustaté patogeninj variantg c.4437-
1G>A ATM (MIM #607585) gene, kuris lémé kriptinés alternatyvios
sukirpimo vietos susidarymg vienu nukleotidu toliau nuo pirminés vietos,
kadangi pirmasis gretimo egzono nukleotidas yra G [53]. Remiantis Siuo
tyrimu, galima biity teigti, jog, ivykus pokyciui 3¢ akceptorinéje sekoje, U2
snRNR atpazjsta kita AG dinukleotidy pora, kuri yra arciausiai nutolusi nuo
pirminés 3¢ akceptorinés sukirpimo vietos. Taciau Moonas su kolegomis
(2005) moksliniame straipsnyje aprasé du HRPT2 (MIM #145001) geno
pakitusius transkriptus, kurie susidaré de¢l patogeninio varianto ¢.238-1G>A
antrajame introne. Pirmajame transkripte buvo pasalintas treciasis egzonas, o
kitame transkripte buvo pasalinta tik dalis (23 nt) treCiojo egzono [54]. Dél
Sios prieZasties iki Siol néra Zinomas tikslus mechanizmas, kokiu biidu jvykus
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poky¢iui sukirpimo vietose pasirenkama alternatyvi kirpimo vieta [50, 52,
55]. Manoma, kad tam gali turéti jtakos genomo vieta, ESST ir ESSL tankis
genome ar net pre-iRNR antrinés struktiiros [48].

Retesniais atvejais patogeniniai variantai introninése sekose, jskaitant
ISST ir ISSL, lemia dalies introno intarpg (2.4 pav. B III). Paprastai introninés
sekos iSlaikymas iRNR trukdo iRNR transportavimui i§ branduolio j citozolj,
todél tokios iRNR néra transliuojamos [36]. Pavyzdziui, ¢.3718-2477C>T
variantas, kuris yra dazniausiai nustatomas patogeninis variantas CFTR (MIM
# 602421) gene Lenkijos populiacijoje. Ivykus Siam pokyciui 19 introne, |
gretimg egzona yra jterpiama 84 nt ilgio introno seka, dél kurios susidaro
skaitymo rémelio poslinkis ir prieslaikinis baigmés (STOP) kodonas [56, 57].
Panasiai patogeniniai variantai egzoninése sekose, iskaitant ESST ir ESSL,
lemia egzono intarpg, kuris gali buti pilnas arba dalinis (2.4 pav. B IV).
Nustatyta, kad patogeniniai variantai ESST, taip pat kaip donoringje bei
akceptorinéje sukirpimo vietoje, dazniausiai lemia viso egzono iskrita (2.4
pav. B V) [48].

Trans-reguliuojanciy veiksniy patogeniniai variantai, kurie turi jtakos
sukirpimo procesui, nustatomi reciau, palyginti su Cis-reguliuojan¢iy seky
variantais. Anczukow su kolegomis (2012) aprasé peliy epiteliniy lasteliy
kultiiros funkcinj tyrima, kuriame buvo dirbtinai sutrikdyta SRSF1 baltyma
koduojanc¢io geno raiSka. Nustatyta, kad Sio geno padidéjusi raiska turi
neigiamg poveikj BCL2L11 (MIM #603827) geno sukirpimo mechanizmui:
vietoj 4 egzono jterpiamas 3 egzonas. Susidares alternatyvus transkriptas yra
atsparus apoptozei, todél skatinamas kriities véZio vystymosi procesas [49,
58].

Patogeniniai sukirpimo variantai CiS ir trans reguliuojanciuose
elementuose, priklausomai nuo tipo ir vietos genome, turi jvairiy pasekmiy
zmogaus proteomui. Dazniausiai dél Siy varianty susidaro skaitymo rémelio
poslinkis ir prieslaikinis (STOP) kodonas. Posttranskripciniu lygmeniu
veikiantis apsaugantis mechanizmas — NMD daznai atpazjsta iRNR
transkriptus, turin¢ius prieslaikinj baigmés kodong, ir skatina jy skaidyma.
Todel del DNR sekos varianto polipeptidas gali nesusidaryti. Tokiais atvejais
fenotipiniai poZymiai yra aiSkinami haplonepakankamumu. Kita vertus, kai
NMD mechanizmas neatpazjsta prieslaikinio baigmés kodono arba
patogeninis variantas, nesukeliantis rémelio poslinkio, lemia dalies
aminorigsciy sekos praradimg, yra gaminamas trumpesnis baltymas, kuris
gali biiti pakitusiy funkcijy arba i§ viso nefunkcionalus [36, 59].

Nors sukirpimo vietos variantai néra tokia dazna genetiniy ligy ir
sutrikimy, jskaitant IN, priezastis kaip Kkiti taskiniai variantai ar KSP [60],
sukirpimo varianty biologinés pasekmés bei molekuliniai etiopatogenezés
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mechanizmai yra svarbis ir vis dar reikalauja daugiau ir i§samesniy moksliniy
tyrimy [52].

2.1.2.Lietuvos populiacijos genomo jvairoveés tyrimai

Kiekviena pasaulio populiacija yra unikali dél savo kultiiros
geografinés padéties ir evoliuciskai vykusiy mutacijy, geny dreifo, gamtinés
atrankos ar migracijos. D¢l Sios priezasties populiacijy tyrimai yra labai
svarbiis, siekiant nustatyti populiacijai biidingus genetinius variantus [61].
Lietuvos populiacija yra isskirting, kadangi jos dydis isliko gana stabilus
nepaisant demografiniy pokyciy, nulemty gamtiniy ir socialiniy veiksniy.
Taip pat Lietuva yra viena i§ dviejy likusiy $aliy, kuriy kalbos priklauso balty
indoeuropieciy kalby grupei [62].

Siekiant identifikuoti Lietuvos populiacijai buidingas genomines sritis,
2011-2015 metais buvo vykdomas LITGEN projektas. Atlikus plataus masto
genominius tyrimus asmenims i§ SeSiy etnolingvistiniy Lietuvos regiony
(Ryty, Piety, Vakary Aukstaitija ir Siaurés, Piety, Vakary Zemaitija), buvo
gauti reikSmingi rezultatai. PavyzdZziui, nustatyta, kad Lietuvos populiacija
pasizymi homogeniskumu, kadangi genetiniai skirtumai tarp Sesiy tirty grupiy
sudaré < 2 proc. Nustatyta, kad Lietuvos populiacija yra artimiausia Latvijos
ir Estijos populiacijoms, o padétis kity analizuoty populiacijy atzvilgiu
priklauso nuo geografiniy atstumy [62, 63]. Lietuvos populiacijos genetiné
strukttra taip pat buvo tirta dr. I. Kavaliauskienés, dr. T. Rancelio, dr. L.
Pranckénienés, doc. dr. Z. Maldzienés ir kity Lietuvos mokslininky. Dr. 1.
Kavaliauskiené savo moksliniame darbe nustaté, kad genetinés jvairoveés
skirtumai tarp tirty Lietuvos etnolingvistiniy grupiy matomi pagal VNP aleliy,
mitochondrijos DNR, Y chromosomos haplogrupiy ir haplotipy
pasiskirstymg, o didziausi skirtumai budingi Y chromosomos genetinei
jvairovei [64]. Kituose moksliniuose darbuose buvo tirtas iSskirtinai
patogeniniy genomo varianty (dr. T. Rancelis [65]), de novo varianty (dr. L.
Pranckéniené [66]) ir KSP (doc. dr. Z. MaldZiené¢ [67]) pasiskirstymas
Lietuvos populiacijoje.

Zmoniy populiacijos genetiniy varianty ir genominiy sri¢iy tyrimai yra
svarblis ne tik siekiant charakterizuoti kilme¢ ir populiacijai budingus
ypatumus dél besikeiCian¢iy aplinkos salygy, bet taip pat sveikatai
reikSmingoms genominéms sritims ir rizikos veiksniams identifikuoti bei
tinkamai gydymo strategijai parinkti. Moksliniais tyrimais patvirtinta, kad
skirtingos populiacijos gali skirtingai toleruoti naudojamo vaisto veikliagja
medziagg [68]. Taip pat patvirtintas skirtingas ligy paplitimo daznis tarp
skirtingy populiacijy. Pavyzdziui, pjautuvine anemija (angl. Sickle-cell; MIM
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#603903) zymiai dazniau serga Afrikos populiacija nei Europos, o cistiné
fibrozé (MIM #219700) ir hemochromatozé (MIM #231100), atvirksc¢iai, yra
dazniau buidinga europieCiams [68].

Lietuvoje dazniausia mirties priezastis yra Sirdies ir kraujagysliy
sistemos ligos (SKL), o, lyginant skirtingas Europos populiacijas, Lietuvoje
mirtingumas nuo $iy ligy yra beveik du kartus didesnis. LITGEN projekto
metu nustatyta, kad pagrindiniai SKL rizikos veiksniai yra padidéjes KMI ir
dislipidemija [69]. Koronarinés Sirdies ligos geneting architekttira bendroje
Lietuvos populiacijoje savo moksliniame darbe, panaudojusi daznus VNP
genomo zymenis, iStyré dr. I. Domarkiené¢ [70]. Kituose moksliniuose
darbuose tirti genetiniai veiksniai, dalyvaujantys kity ligy patogenezéje.
Pavyzdziui, doc. dr. L. Ambrozaityté nustaté stipriausius genus kandidatus,
lemiancius polinkj lipos ir / ar gomurio nesuaugimams [71], o dr.
V. Mikstiené¢ jvertino genetiniy veiksniy reikSme klausos sutrikimo
patogenezei ir fenotipinei iSraiskai [72].

VU MF BMI ZMGK yra vykdomi moksliniai darbai bei nacionaliniai
ir tarptautiniai projektai, skirti jvertinti IN ir / ar JA etiopatogenezei.
Pavyzdziui, doc. dr. Z. Maldziené nustaté genetiniy sri¢iy kiekybinius
pokycCius bei jose esancius stiprius genus kandidatus, kuriy dozés pokytis
lemia IN [67], o doc. dr. E. Preiksaitiené jvertino patogeniniy DNR sekos KSP
itakg asmeny, turin¢iy IN, fenotipui ir centrinés nervy sistemos raidos bei
funkcijos sutrikimams [32]. Nuo 2009 mety vykdomy projekty (pvz.,
UNIGENE, PROGENET, CHERISH, INGENES) metu, naudojant
paZangiausias tyrimo technologijas, buvo istirta daugiau nei 400 asmeny,
turin¢iy sindroming ir nesindroming IN, identifikuoti IN kandidatiniai genai,
patikslinta Zinomy sindromy fenotipiniy pozymiy jvairové bei iSanalizuoti
patogeniniai variantai ir KSP, kurie yra siejami su IN ir / ar JA [73].
UNIGENE projektas suteiké pagrindg funkciniams tyrimams Lietuvoje,
kadangi Sveicarijos mokslininkai varianty, siejamy su IN, i$tyrimui taiké
funkcinés genomikos metodus, o dalis jy buvo taikomi pastaruoju metu
vykdant INGENES projekta, kurio pagrindinis tikslas — nustatyti ir patvirtinti
IN ir / ar JA lemiancius naujus DNR sekos variantus ir KSP, atlickant
klinikinj, molekulinj ir funkcinj jy charakterizavima [74].

2.2. DNR sekos varianty ir kopijy skaiciaus pokyc¢iy tyrimy strategijos

Lyginamosios genomo hibridizacijos (LGH) ir sekoskaita vadinamy
DNR nukleotidy sekos nustatymo metody atsiradimas ir vystymasis lémé
proverzj medicinos srityje [75].
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Nuo 2004 mety pradéjus taikyti pazangias molekulinio kariotipavimo
technologijas, tokias kaip vektoriné lyginamoji genomo hibridizacija (vLGH,
angl. Array-based comparative genomic hybridization) ir vieno nukleotido
polimorfizmo lyginamoji genomo hibridizacija (VNP-LGH; angl. Single
nucleotide polymorphism genotyping array), suteikta galimybé ne tik
efektyviai nustatyti nesubalansuotus struktirinius genominius pokycius —
delecijas ir duplikacijas visame Zmogaus genome, bet ir patikslinti pokyciy
dyd; ir vieta genome. LGH metody principas pagristas skirtingai pazyméta
DNR hibridizacija su specifiniais Zymenimis: Zzinomos sekos
oligonukleotidiniais Zymenimis (vVLGH) arba vieno nukleotido polimorfizmy
zymenimis (VNP-LGH). Siy metody skiriamoji geba, priklausomai nuo
naudojamo zZymens, gali buti nuo 1 nukleotido (VNP-LGH) iki keliy Simty
nukleotidy ar net didesniy KSP (vLGH) [36, 76, 77].

Nezinomai genominei sriciai istirti visame pasaulyje yra taip pat placiai
naudojamos tiek pirmos (Sangerio), tiek antros (naujos) kartos sekoskaitos
technologijos [38]. 1977 metais Frederickas Sangeris su kolegomis sukiiré
grandinés terminacijos principu paremtg sekoskaitos metoda, kuris daugel;
mety buvo laikomas populiariausiu ir efektyviausiu DNR sekos varianty
tyrimo metodu. Sis metodas pagrjstas fluorescuojanéiais Zymenimis Zyméty
terminaliniy dideoksinukleotidtrifosfaty (ddNTP) naudojimu, kuriems
prisijungus prie polimerazés grandininéje reakcijoje (PGR; angl. Polymerase
chain reaction) amplifikuojamos grandinés nutrtiksta tolesnis grandinés
ilginimo procesas. Sio tyrimo metu naudojamas tik vienas pradmuo, tod¢l,
atlikus sekoskaitos PGR, gaunamas statistinis viengrandziy fragmenty
misinys, kuriy ilgis skiriasi tik vienu nukleotidu. Toks fragmenty miSinys
toliau tiriamas automatinés kapiliarinés elektroforezés metodu, kuriuo pagal
fluorescuojant] Zymenj nustatoma tiesioginé nukleotidy seka [36, 78, 79].
Sangerio metodas yra tinkamas tirti specifines genetines sritis, kadangi vieno
tyrimo metu tiriamas DNR fragmentas, kurio ilgis yra apie 700 nt [80]. Taip
pat Sangerio metodu jprasta atlikti triados (probando ir jo tévy) segregacijos
tyrima, siekiant jvertinti analizuojamo varianto kilme (de novo ar paveldétas)
[81].

2003 m. pasibaigus Zmogaus genomo projektui pradéjo sparciai
vystytis didelio nasumo NKS technologijos, kurios yra skirtos atlikti plataus
masto genomo tyrimams. Siomis technologijomis yra nustatomi ne tik
smulkiis KSP, kurie negali buti nustatomi LGH metodu, bet taip pat
koduojancios ir nekoduojanc¢ios DNR sekos variantai [75, 82].

Priklausomai nuo tyrimo apimties, zinomos kelios NKS DNR sekos
tyrimo strategijos: viso genomo (VGS; angl. Whole genome), viso egzomo
(VES; angl. Whole exome) ar su tam tikru pozymiu (pvz., IN) siejamy geny
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grupés (angl. Gene panel) sekoskaita. Nors egzomas sudaro nedidelg (2 proc.)
viso zmogaus genomo dalj, apie 85 proc. patogeniniy varianty, lemianéiy
ligas, paveldimas pagal Mendelio désnius, nustatomi koduojancioje genomo
dalyje. Dél Sios priezasties Zymiai dazniau yra atliekama VES ar specifiniy
geny grupés sekoskaita nei VGS [83]. Siekdami palyginti VES bei su IN
sigjamy 500 geny grupés sekoskaitos technologijas, Sunas su kolegomis
(2015), pritaike abu metodus, iStyré devyniy tiriamyjy, turinciy IN, méginius.
ISanalizavus ir palyginus abiem metodais gautus duomenis, buvo nustatyti tie
patys, galimai su patologija siejami, variantai [84]. Palyginti su VGS, VES
yra pranasesné dél mazesnés kainos, didesnio DNR fragmenty padengimo bei
analizuojamy duomeny apimties [83, 84]. Svarbu pazyméti, kad NKS taikymo
galimybés néra apribotos vien tik DNR sekos tyrimais. NKS metodais galima
taip pat tirti transkriptoma (iRNR sekoskaita) ar net proteomg (ChIP
sekoskaita) [36].

Nepriklausomai nuo taikomos NKS strategijos, iSskiriami keli
pagrindiniai  sekoskaitos etapai: bibliotekos paruoSimas, sekoskaita,
vizualizavimas ir duomeny analizé¢ [36]. Sekoskaitos principai skiriasi,
priklausomai nuo komerciniy NKS sistemy (2.2 lentel¢). Siuo metu
pla¢iausiai naudojamas yra lllumina genetinis analizatorius, kuriuo atlickama
sinteze pagrijsta sekoskaita (angl. Sequencing by synthesis) [36, 85].

2.2 lentelé. Populiariausios NKS sistemos [85]

Pavadinimas Sekoskaitos principas Gamintojas
454/Roche Sekoskaita ~ pagrjsta  sinteze  pagal 454 Life Sciences (JAV)
pirofosfaty susidaryma, kitaip vadinama
pirosekoskaita.
Illumina/Solexa Sekoskaita pagrijsta sinteze. Illumina (JAV)
lon Torrent Sekoskaita pagrjsta vandenilio jony (H*), Thermo Fisher

kurie yra atpalaiduojami kaip paSalinis Scientific (JAV)
produktas DNR sintezés metu, nustatymu.

HeliScope Vienos molekulés  sekoskaita, kuri Helicos BioSciences
atlieckama be amplifikacijos etapo. (JAV)

MinlON Vienos molekulés sekoskaita, kuri pagrista Oxford Nanopore

Nanopore DNR sekoskaita per nanoporg, jterpta j Technologies

sequencing laidZig elektrai polimero membrana. (Jungtiné Karalyst¢)

10x Genomics Vienos lgstelés sekoskaita. NASDAQ (JAV)

NKS, palyginti su pirmos kartos sekoskaitos metodu, yra pranasesné
atliekant didelio masto tyrima, taciau galimi klaidingai teigiami (angl. False-
positive) rezultatai, todél iki Siol Sangerio sekoskaita rekomenduojama taikyti
siekiant patvirtinti NKS rezultatus [86].

38



pozymiais ar ligomis, efektyviai nustatomi taikant plataus masto genomo
sgsajos (angl. Genome-wide association study; GWAS) tyrimus [87].
Naudojant specifinius lustus su VNP, kurie yra placiai paplite visame genome,
yra tiriamos serganciyjy ir sveikyjy asmeny grupiy genetinés sritys, susijusios
su konkrecia tiriama patologija ar specifiniu fenotipiniu pozymiu. Jei VNP yra
statistiSkai reikSmingai daznesnis sergantiesiems, o tyrimo rezultatai
atkartojami kituose tyrimuose, toks VNP vertinamas kaip susijes su liga ar
pozymiu [36, 88].

Per pastaruosius deSimtmecius buvo gerokai patobulinti zmogaus
genomo tyrimo metodai, todél DNR sekos varianty ir KSP nustatymas tapo
Iprasta procediira tiek mokslingje, tiek medicininéje praktikoje. Pritaikius
Siuos metodus labai iSaugo tiriamy asmeny, jskaitant tuos, kurie turi IN ir JA,
diagnostinis efektyvumas [75, 89].

2.2.1. In silico analizé

Nustacius genetinj variantg ar KSP, svarbu atlikti i§samig in silico
analize, apimancig jvairius bioinformacinius jrankius, duomeny bazes bei
moksling literatlirg, siekiant jvertinti genetinio varianto ar KSP
patogeniskumag ir jtakg fenotipui [20, 22].

Genetiniy poky€iy jvertinimas yra ypac¢ svarbus klinikingje
diagnostikoje, kadangi, literatiros duomenimis, maziausiai 10 proc.
patvirtinty liga lemianciy patogeniniy varianty i§ tiesy neturi jokio poveikio
fenotipui [14]. Siekiant iSvengti tokiy klaidy ir suvienodinti klinikinés
varianto reik§Smés analizés principus, ACMG sukiiré koduojancios ir
nekoduojancios genomo sekos varianty bei KSP (zr. 2.1 skyriy)
interpretavimo gaires ir kriterijus, pagal kuriuos genomo variantai turéty bati
priskirti vienai ar kitai kategorijai [20, 22].

DNR sekos variantai klasifikuojami j patogeniniy, galimai patogeniniy,
nepatogeniniy, galimai nepatogeniniy ir neaiSkios klinikinés reikSmés
varianty kategorijas, atsizvelgiant | varianto tipg (pvz., rémelio poslinkio,
iRNR sukirpimo vietos variantas), poveikj aminortgsciy sekai (sinoniminis ar
nesinoniminis variantas), kilme (de novo ar paveldétas), daznj populiacijoje,
vietg genome (pvz., karStajame mutacijy taSke ar funkciSkai svarby baltymo
domeng koduojanéioje sekoje). Reti de novo DNR sekos variantai, kurie
sukuria prieslaikinj baigmés kodong, sudaro skaitymo rémelio poslinkj ar
keic¢ia iRNR sukirpimo vieta, daznai yra vertinami kaip patogeniniai [20].
KSP patogeniskumas vertinamas panasiai, papildomai atsizvelgiama |
pokycio persidengimg su polimorfinémis sritimis ir patvirtintais liga
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lemianciais variantais, geny skaiciy analizuojamoje srityje, pokycio dydj bei
pobiidj (delecija ar duplikacija) [22, 33]. DaZniausiai patogeniniai KSP yra de
novo, nepersidengiantys su polimorfinémis sritimis, taciau persidengiantys su
zinomais ligg lemianciais variantais bei genais [32].

Vertinant  genetiniy pokyCiy patogeniskumg, rekomenduojama
iSnagrinéti moksling literatira ir duomeny bazes, kadangi analizuojamas
variantas gali biiti anksCiau nustatytas ir net aprasytas kity tyréjy, o didesnis
skaiCius apraSyty pacienty yra vienas svarbiausiy kriterijy patvirtinant naujus
kandidatinius genus.

Didziausia ir populiariausia medicinos ir gyvybés moksly publikacijy
duomeny bazé yra PubMed [90]. Kliniskai reik§mingy varianty duomeny
bazése (pvz., ClinVar [8], OMIM [91], HGMD [34]) pateikiama informacija
apie patogeninius variantus, kurie yra siejami su zmogaus paveldimomis
ligomis. PatogeniSkumui pagristi vienas svarbiausiy kriterijy yra varianto
daznis populiacijoje, kuris gali biiti patikrintas doSNP [92], dbVar [93], DGV
[94], 1 000 genomy projekto [6] duomeny bazése ar ENSEMBL [95], gnomAD
[96] genomo narSyklése. Vienintelis moksliniy duomeny baziy trilkumas yra
tas, kad néra vykdoma skelbiamy varianty perzitira pagal anks¢iau i§vardytus
kriterijus, todél galimi neteisingai klasifikuoty varianty atvejai. Dél Sios
priezasties, naudojant duomeny bazes, svarbu jvertinti visa teikiama
informacija: kokiais tyrimo metodais varianto patogeniskumas buvo pagrjstas,
kaip daznai duomeny bazés informacija yra atnaujinama ir kt. [20].

Siekiant supaprastinti varianty patogeniSkumo vertinimg yra sukurti
tieck komerciniai, tieck vie$ai prieinami internetiniai jrankiai: SIFT [97],
PolyPhen-2 [98], MutationTaster2 [99], PROVEAN [100] ir kt. Taip pat yra
sukurti bioinformaciniai jrankiai, skirti sukirpimo varianty padariniams
prognozuoti. Pla¢iausiai naudojamas yra Human Splicing Finder v.3.1 [101].
Naudojant, pavyzdziui, EXPASy [102] jrankj yra galimybé ne tik palyginti
tiriamaja genoming seka su referentine seka, bet ir paversti nukleotidy seka
baltymy seka. Tokig baltymy seka, nuskaityta pagal genomine sekg su tiriamu
patogeniniu variantu, patogu analizuoti vertinant patogeninio varianto poveikj
baltymo struktiirai. Populiariausios duomeny bazés, kaupiancios informacija
apie baltymy struktiirg ir jy funkcijas, yra UniProt [103] bei Pfam v 32.0 [104].

Vis daugéja moksliniy publikacijy apie in silico analizés klaidingai
teigiamus rezultatus [105]. PavyzdZziui, Miosge su kolegomis (2015) tirdami
de novo taskinius variantus, lemian¢ius imuninés sistemos sutrikimus, nustate,
kad net 73 proc. analizuojamy varianty, anksc¢iau bioinformaciniais jrankiais
jvertinty kaip patogeniniai, i§ tiesy neturi jokio poveikio baltymo struktiirai ir
limfocity patogenezei [106]. Be to, visi bioinformaciniai jrankiai skiriasi
tarpusavyje priklausomai nuo sukurto algoritmo ar analizei pasirinkto
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statistinio metodo, tod¢l vienu jrankiu variantas gali buti prognozuojamas kaip
patogeninis, o kitu — nepatogeninis. Dél Siy priezasCiy, atliekant in silico
analize, svarbu iSsamiai jvertinti teikiamg informacijg ir vadovautis daugiau
nei vienu jrankiu [107].

Paprastai, jvertinus genetinio pokyc¢io patogeniskuma, jo poveikj iRNR
ir / ar baltymo struktiirai, toliau atlickama genotipo ir fenotipo rysio analizé.
Analizuojant KSP, yra identifikuojami asmenys su persidengianciais
populiariausiy ir didziausiy tarptautiniy duomeny baziy, kurioje yra pildoma
informacija apie KSP ir fenotipinius pozymius, — DECIPHER (angl. Database
of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using Ensembl
Resources) [108]. Tikslus klinikiniy pozymiy, iskaitant IN ir / ar JA,
apibudinimas daugeliu atvejy padeda efektyviai identifikuoti genetinj
sindroma. Siam tikslui pasiekti yra sukurtos pazangios programinés jrangos
(pvz., Face2Gene [109]) bei internetiniai jrankiai (pvz., Phenolyzer [110], The
Human Phenotype Ontology [111]), kurie pagal klinikinius pozymius ir / ar
kandidatinius genus pateikia galimai susijusiy genetiniy sutrikimy ir sindromy
saraSa [112].

Bioinformaciniai jrankiai, duomeny bazés ir mokslinés literattiros
analizé yra labai naudinga vertinant genominiy pokyciy patogeniskuma ar
poveikj sukirpimo mechanizmui bei atliekant genotipo ir fenotipo rysio
analize. Nepaisant to, tai yra sudétingas procesas, kadangi daZniausiai Si
analiz¢ atliekama skirtingais biidais priklausomai nuo konkretaus klinikinio
atvejo [22]. Kai kuriais atvejais, atlikus i$samig in silico analizg, surenkama
pakankamai jrodymy, pagrindzianciy varianto patogeniSkumg ir jo jtaka
fenotipui. Visgi daznai tai yra tik tarpinis etapas, po kurio bitina atlikti
funkcinius eksperimentus, siekiant jvertinti nezinomos klinikinés reikSmeés
varianto patogeniSkumg ar patvirtinti tyrimo rezultatus (2.5 pav.) [82, 113].
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Funkciniai tyrimai

Geny raiskos tyrimai Modelinés sistemos:
kDNR tyrimai Lasteliy kultliry tyrimai
Ir kt. Modeliniai organizmai

2.5 pav. Pagrindiné genetiniy poky¢iy tyrimo strategija. Schema adaptuota pagal
moksling literaturg [113]

2.2.2.Funkciniai tyrimo metodai

Daugybé molekuliniy mechanizmy, tokiy kaip transkripcijos ir
transliacijos procesy reguliavimas, posttransliacinés modifikacijos, iRNR
arba baltymo transportavimas ir suardymas, veikia DNR-baltymo kelyje. Be
abejonés, dar daugiau tokiy biologiniy mechanizmy veikia DNR-organizmo
kelyje. Ivykus patogeniniam poky¢iui DNR sekoje, sutrikdoma biologiniy
tarpusavyje susijusiy veiksmy grandiné. Dél Sios priezasties nezinomos
klinikinés reikSmés genetiniy pokyc¢iy bei genotipo ir fenotipo rysio
charakterizavimui turéty biti taikomi eksperimentiniai genomo, epigenomo,
transkriptomo, proteomo, metabolomo ar net interaktomo tyrimai, apimantys
ne tik skirtingus funkcinius tyrimo metodus, bet ir skirtingas gyviny ar lasteliy
kultiiry modelines sistemas [114, 115].

XXI amzius kitaip vadinamas technologijy kiirimo amziumi, todél
nenuostabu, kad genetikos mokslo srityje taip pat gausu jvairiy technologijy,
skirty atlikti iSsamiai molekulinei ir funkcinei genetiniy pokyc¢iy analizei.
Taikant pirmos / antros kartos sekoskaitos, LGH ar GWAS tyrimy
technologijas, efektyviai nustatomi DNR sekos variantai ir / ar KSP [75, 89].
Pavyzdziui, Huo su bendradarbiais (2019), atlike GWAS, nustate 180
genetiniy sri¢iy, siejamy su Sizofrenija. Taip pat mokslininkai nustaté 132
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VNP, dél kuriy sutriko transkripcijos veiksniy jungimosi procesas, bei 97
VNP, kurie sutrikdé geny raiska, vykstancig zmogaus smegenyse [116].

Klasikiniu ir placiausiai taikomu specifiniy geny raiskos tyrimo metodu
laikoma kiekybiné tikro laiko polimerazés grandininé reakcija (kPGR; angl.
Quantitative real-time polymerase chain reaction; placiau 2.2.2.1 skyriuje)
[117]. O visas geny raiskos profilis paprastai yra tiriamas atlickant RNR
sekoskaita taikant NKS technologijas. Sis metodas ne tik suteikia informacija
apie viso transkriptomo raiska, bet ir nustatomi nauji transkriptai ar sukirpimo
varianty pasekmés transkriptomo lygmeniu [115]. Sia technologija istyres
mazdaug 1 000 asmeny i§ skirtingy audiniy i§gryninta RNR, jskaitant iRNR,
rRNR, tRNR ir net IncRNR, Genotipo-audiniy raiSkos (angl. Genotype-Tissue
Expression; GTEx) konsorciumas gavo duomenis apie audiniui specifing geny
raiSka, kuri yra kaupiama ir vieSai prieinama GTEX duomeny bazéje [118].
Sékmingo RNR sekoskaitos pritaikymo pavyzdys yra Cummings ir
bendradarbiy (2017) atliktas tyrimas. IStyrus 50 asmeny, turinciy raumeny
jgimtas anomalijas, ir iSanalizavus gautus duomenis, net 35 proc. tiriamyjy
buvo nustatyta ir patvirtinta klinikiné diagnozé. Svarbu pazyméti, kad
nezinomy atvejy bendras genetinis diagnostinis efektyvumas yra 25-50 proc.,
todél Sis tyrimas patvirtina RNR sekoskaitos tinkamumg tiriant nezinomos
klinikinés reikSmés variantus [119].

Geny raiskos poky¢iai galimi ne vien tik jvykus patogeniniam variantui
ar KSP baltyma koduojanciose ar reguliuojanciose sekose. Cheminés
modifikacijos, tokios kaip DNR metilinimas bei histony kovalentinés
modifikacijos, reguliuoja geny raiska be pasikeitimy pirminéje DNR sekoje.
Tokie geny raiskos pokyciai gali biiti efektyviai iStirti epigenetiniais tyrimo
metodais  identifikavus  pakitusias  sritis.  Pavyzdziui, chromatino
imunoprecipitacijos metodu nustatomos DNR sekos, kuriose yra
i§sidésCiusios nukleosomos, histony variantai arba vyksta histony
kovalentinés modifikacijos, o DNR imunoprecipitacijos metodu, kuris
pagristas antikiny, atpazjstanc¢iy metilinta DNR seka, prisijungimu,
nustatomos metilinimui jautrios DNR sekos [120].

Daugeliu atvejy transkriptomo tyrimai yra labai informatyvis ir
pakankami klinikinei diagnozei patvirtinti. Taciau baltymy struktiirai ir
funkcijoms jtakos gali turéti ne tik DNR sekos pakitimai, bet taip pat ir sutrike
posttransliaciniai reguliaciniai mechanizmai, iRNR sukirpimo mechanizmas,
baltymy modifikacijos (pvz., fosforilinimas, ubikvitilinimas, ribozilinimas) ar
netipinés baltymy tarpusavio sgveikos, todél daznai bitina jvertinti pokycius
baltymy lygmeniu [121].

Priklausomai nuo tyrimo tikslo, Zzinomos dvi pagrindinés baltymy
tyrimy strategijos. Viena i§ tyrimo strategijy yra pagrista imuninés reakcijos,
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kurioje  dalyvauja antigenas ir antikiinas, principu. PavyzdZziui,
imunofermentiniu  ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent assay)
metodu, kuris pasiZzymi aukS$tu jautrumu ir specifiSkumu, kiekybiskai
vertinami baltymai, antikiinui atpazinus ir prisijungus prie baltymo ligando
[122]. Kitas placiai naudojamas ir taip pat antikiiny principu pagristas metodas
yra Western blotting (arba trumpai Western blot). Tai pusiau kiekybinis tyrimo
metodas, kuris susideda i§ dviejy pagrindiniy etapy. Pirmajame etape
vykdoma  baltymy  elektroforezé  denatiiruojanCiomis  salygomis.
ISsifrakcionavusius baltymus perneSus ant specifinés membranos (pvz.,
nitroceliulioziné), baltymai inkubuojami su pirminiais antiktinais. Antrajame
etape antriniai antikinai inkubuojami su pirminiais, kuriy saveikos yra
vizualizuojamos imunofluorescencine ~ arba  chemiliuminescencine
mikroskopija [123].

Kai kuriais atvejais néra galimybés sukurti antikiino tiriamam baltymui,
todél yra sukurta kita baltymy tyrimo strategija be antikiiny naudojimo. Tokiy
metody pavyzdys yra masés spektrometrija, kurios pagrindinis principas —
ikrautos molekulés masés ir krivio santykio matavimas. Masés
spektrometrija, naudojama kartu su, pavyzdziui, dujy ar skysciy
chromatografija, yra tinkama technologija tirti ne tik proteoma, bet ir
metaboloma, todé¢l Sis metodas ypac¢ daznai taikomas paveldimy medziagy
apykaitos ligy diagnostikoje [124, 125]. Taip pat masés spektrometrija neretai
yra naudojama kartu su imunoprecipitacijos technologijomis. Siy metody
kombinacija yra efektyvi tiriant baltymy saveikas — interaktoma [126].

Siuo metu egzistuoja didelis metody, tinkanéiy tiksliai ir i$samiai
funkcinei genetinei analizei atlikti, pasirinkimas. Kiekvienas tyrimo metodas
turi privalumy ir trikumy, todél, prie§ pasirenkant metodg funkcinei analizei,
svarbu jvertinti ne tik tyrimo tiksla ir pobiidj, bet ir metodo apribojimus.
Tinkamai pasirinktas tyrimo metodas padeda atlikti i§samig funkcing analize
ir suprasti biologinius tarpusavyje susijusius mechanizmus tiek lasteliy, tiek
organizmo lygmeniu [114, 115]. Siame disertaciniame darbe neZinomos
klinikinés reik§més variantai buvo tiriami iRNR lygmeniu, todél detaliau
apzvelgiami Zzmogaus lgsteliy iRNR funkciniai tyrimo metodai.

2.2.2.1. Informacinés RNR tyrimai

Vis daugéja moksliniy publikacijy, rekomenduojanéiy nustatytus
koduojancios ir nekoduojanc¢ios DNR sekos pokycCius patvirtinti iRNR
tyrimais. Dél cheminiy savybiy iRNR, palyginti su DNR, yra maziau stabili ir
labiau jautri hidrolizei. Taip pat iRNR bidingas didelis koncentracijy
variabilumas tarp skirtingy tiriamyjy méginiy, kadangi iRNR koncentracijai
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turi jtakos daugelis veiksniy, pavyzdziui, tiriamo asmens lytis, amzius,
sveikatos buiklé, fizinis kriivis ar audinys, i§ kurio gryninama iRNR. Taciau,
atvirkstinés transkriptazés PGR metodu susintetinus kDNR pagal matricing
RNR, $iy problemy iSvengiama ir tolesniems tyrimams dazniau naudojama
butent kKDNR [15, 38, 48, 127].

Kiekybiné tikro laiko PGR (kPGR) technologija, pasizyminti dideliu
jautrumu, yra laikoma ,,auksiniu standartu* vertinant specifiniy geny raiska ar
KSP. kPGR yra klasikinés polimerazés grandininés reakcijos modifikacija,
kurios metu ne tik padauginamas tikslinis DNR ar kDNR fragmentas, bet ir
matuojamas fluorescencijos signalas, kurio intensyvumas yra tiesiogiai
proporcingas susintetinto produkto kiekiui. Fluorescencijos signalg skleidzia
naudojami fluorescuojantys zZymenys: | dvigrandge DNR interkaliuojantys
dazai (pvz., SYBR Green) arba taikiniui specifiniai Zymenys su fluoroforais
(pvz., TagMan), todél tikru laiku stebimas fluorescencijos signalo kitimas,
pagal kurj kiekybiSkai nustatomas pradinis DNR ar kDNR kiekis reakcijoje.
Kiekybinei analizei taikomos dvi strategijos: santykiné (angl. Relative
quantification) ir absoliuti (angl. Absoliute quantification). Taikant absoliutyjj
metodg, KSP ar geny raiskos pokytis vertinamas pagal kalibracing kreive
(angl. Standart curve), kuri sudaroma atliekant serijinius skiedimus méginio,
kuriame yra zinomas tiriamo DNR ar kDNR fragmento kiekis. O santykiniu
(kitaip vadinamu AACt) metodu KSP ar geno raiskos pokytis vertinamas
lyginant su kontroliniu (referentiniu) méginiu ir normalizuojant pagal namy
ruoSos geng (angl. Housekeeping gene). Tiriamo asmens geno raiskos pokytis
vertinamas poky¢io kartais (angl. Fold change; FC), t. y. kiek Kkarty
tiriamajame meginyje KSP ar geno raiSka skiriasi, lyginant su kontroliniu
méginiu. FC apskai¢iuojamas pagal formulg:

ACt; = Ct(tiriamo geno) — Ct (normalizuojancio geno)
ACt; = Ct(tiriamo geno) — Ct (normalizuojancio geno)
AACt = ACt; — ACt,
FC = 222¢ kur
Ct (angl. threshold cycle) — ciklas, kuriame méginio fluorescencijos lygis
reikSmingai virsija bazinj, pradiniy reakcijy cikly, fluorescencijos lygj. ACt; —
tiriamo asmens Ct, ACt; — kontrolinio asmens Ct [117, 128, 129].

Priklausomai nuo iSoriniy veiksniy (pvz., lytis ar amzius) iRNR
biidingas didelis iSeigos variabilumas tarp skirtingy tiriamyjy. Todél atliekant
kPGR neretai susiduriama su problema, kaip tinkamai suplanuoti tyrimg ir
patikimai interpretuoti gautus rezultatus. Siekdami iSvengti Siy problemy bei
norint uztikrinti kKPGR tyrimy efektyvuma, atkartojamumg ir nuosekluma,
Bustinas su kolegomis (2009) paskelbé MIQE (angl. Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) gaires, kuriomis
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rekomenduojama vadovautis atlieckant kPGR eksperimentus ir skelbiant
gautus rezultatus [130, 131].

kPGR — patikimas ir efektyvus metodas KSP ar geny raiskos analizei,
taCiau Siuo metodu yra labai ribotos galimybés istirti sukirpimo varianty
pasekmes iRNR lygmeniu. Remiantis moksline literattira, vienas i§ efektyviy
budy tirti tokius variantus yra kDNR sekoskaita Sangerio metodu. Dirbant
pagal §ig metodika, ypac¢ svarbu uztikrinti, kad tiriamajame méginyje nebiity
genominés DNR priemaiSy, prieSingu atveju tai kliudys gauti patikimus
rezultatus [38, 48]. Sia tyrimo strategija sékmingai pritaiké van Haelst su
kolegomis (2015) tirdami de novo akceptorinés sukirpimo vietos variantg
c.480-1G>T MED13L (MIM #608771) gene. Mokslininkai nustaté, kad dél
kriptinés alternatyvios kirpimo vietos penktas egzonas sutrumpéjo 45 nt, o
baltymo lygmeniu nebuvo transliuojama 15 aminortigs¢iy [132]. PanaSiai
Fusco ir kt. (2019) iStyré du asmenis, turin€ius introninius sukirpimo vietos
variantus ¢.6872-24T>A ir ¢.7571-12T>A FBN1 (MIM #134797) gene.
Atlikus kDNR sekoskaita Sangerio metodu, pirmuoju atveju buvo nustatytas
22 nt ilgio introno fragmento intarpas | gretimg 57 egzona, o antruoju atveju
buvo nustatytas kito 10 nt ilgio introninio fragmento intarpas j gretimg 62
egzong. Abiem atvejais dél kriptinés alternatyvios sukirpimo vietos
susidarymo variantai lémé rémelio poslinkj ir prieslaikinio baigmés kodono
susidaryma, dél kuriy susidaré trumpesni baltymai [133].

Taigi, molekuliniai ir funkciniai iRNR (ar kDNR) tyrimai yra reikalingi
siekiant suprasti tiriamo varianto etiopatogenezés mechanizmus iRNR
lygmeniu. O Siuo metu taikomi moderniis geny terapijos metodai ir
besivystancios genomo redagavimo technologijos suteikia galimybe Siuos
mechanizmus i$samiau iSanalizuoti in vitro lasteliy kultiirose ar in vivo
modeliniuose gyviinuose, tokiu biidu atspindint analizuojamag Zmogaus
fenotipa [131, 134].

2.2.2.2. Lasteliy kultiiry ir modeliniy organizmy panaudojimas
funkciniams tyrimams

Lasteliy kultiry ar modeliniy organizmy eksperimentai yra seniai
taikomi, siekiant nustatyti biologinius ir patologinius mechanizmus, taip pat
sukurti efektyvius gydymo budus. Pasirenkant modelinj organizma,
atsizvelgiama j kelis kriterijus. Visy pirma, organizmas turi biiti nepavojingas,
turi biiti trumpas. Taip pat turi biiti lengvai sukeliamos genomo modifikacijos
bei nustatomos grynaveislés homozigotinés organizmo linijos [135].

46



Zmogaus fenotipiniy poZzymiy modeliavimui pladiausiai naudojamos
pelés (lot. Mus Muculus), ziurkés (lot. Rattus norvegicus) ir zebrazuvés (lot.
Danio rerio). Dazniausiai patogeniniai variantai lemia geno funkcijos
praradima, todél Siuose modeliniuose organizmuose, taikant jvairius
mutagenezés mechanizmus, patogu uzslopinti (angl. Knock-out) tiriamo ligos
geno raiSka ir stebéti tokios modifikacijos poveikj fenotipo lygmeniu.
Pavyzdziui, N-etil-N-nitrozokarbamidu chemiskai indukuojant atsitiktinius
DNR sekos taSkinius variantus yra kuriamos transgeniniy peliy linijos,
atspindincios tiriamg zmogaus poZymj ar liga. Nors transgeninés pelés turi
nemazai privalumy, jy didziausias triitkumas yra tas, jog indukuoti variantai ne
visada nulemia identiSkus fenotipinius pozymius, kurie budingi tiriamam
asmeniui. Tod¢l alternatyvus funkciniy tyrimy biidas yra morfolino-
fosforodiamidatu  modifikuoty prieSprasmiy  oligonukleotidy (angl.
Morpholino phosphorodiamidate anti-sense oligonucleotides; MPO)
panaudojimas zebrazuvéje. Siems modifikuotiems oligonukleotidams
hibridizuojantis su tiksline iRNR yra nuslopinama baltymo transliacija
modeliniame organizme [136]. Pastaruoju metu Wortmann su kolegomis
(2015) sékmingai pritaiké Sig strategija nezinomos klinikinés reikSmeés
varianto CLPB (MIM # 616254) gene patogeniSkumui jvertinti. Nustatyta, kad
MPO injekcija zebrazuvéje sukélé akivaizdzias smegenéliy anomalijas, kurios
taip pat buvo stebimos tiriamiesiems asmenims [137].

Gyviny, taip pat kaip ir zmogaus, funkciniai tyrimai kelia daug
bioetiniy klausimy. Dél to nemaza dalis zmoniy prieStarauja in Vivo
eksperimentams su modeliniais gyviinais. Tadiau $iuo metu vis daugiau in
vitro moksliniy tyrimy atliekama su Zmogaus lgsteliy kultiromis. Pastaruoju
metu ypaé iSpopuliaréjo trijy dimensijy (3D) lasteliy kultiry kultivavimo
sistemos, kuriose vos per pora dieny lasteliy kulttira gali biiti padauginta iki
kliniskai reikSmingo lasteliy skaiciaus. Taip pat, palyginti su jprastomis dviejy
dimensijy lasteliy kultivavimo sistemomis, 3D sistemos biologiniu ir
biocheminiu atzvilgiu labiau atspindi Zmogaus in vivo mikroaplinka. Dél tokiy
privalumy in vitro zmogaus lasteliy kultiiry funkciniai tyrimai yra efektyvus
bioetiniy klausimy dél modeliniy gyviny sprendimo biidas [134]
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Priklausomai nuo tyrimo tikslo ir geny raiskos specifiniame audinyje,
funkciniams tyrimams gali biiti naudojamos jvairios lasteliy kultlros.
Patraukliausia moksliniams tyrimams yra fibroblasty kultiira, kadangi GTEX
projekto metu nustatyta, kad Siose 1astelése transliuojama daugiausiai (7 513)

geny (2.6 pav.).
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Be to, pirmin¢ fibroblasty kultiira gaunama i§ odos bioptato, kuris
paimamas nesudétingos ir mazai invazinés proceddiros metu, o in Vvitro
kultivavimas yra nesudétingas procesas. Fibroblastai yra taip pat svarbiis
reguliuojant jvairius fiziologinius procesus: tarplastelinés medziagos (angl.
extracellular matrix) sinteze¢, augimo veiksniy sekrecija, uzdegimines
reakcijas bei zaizdy gijima [138, 139].

Nepaisant to, tam tikry ligos geny raiska vyksta tik specifiniuose
audiniuose, pavyzdziui, smegenyse ar Sirdies raumenyje, todél funkciniais
genetiniais tyrimais iStirti Siuos genus ypac¢ sudétinga, o daznai i§ viso
nejmanoma [113]. Dél Sios priezasties funkciniams tyrimams tikty
embrioninés kamieninés lastelés (EKL), kurios pasizymi dideliu proliferacijos
potencialu ir galimybe diferencijuotis j visy tipy lasteles. Taciau tokie tyrimai
yra ribojami dél akivaizdziy moraliniy bei etiniy aspekty. Siekdami iSvengti
iy apribojimy Takahashi ir Yamanaka (2006) virusinés transformacijos
metodu perprogramavo zmogaus somatines lasteles ir tokiu buidu sukiiré
indukuotas pluripotentines kamienines lasteles (iPKL; angl. induced
pluripotent stem cells), kuriy proliferacijos ir diferenciacijos potencialas,
panasiai kaip EKL, suteikia galimybe tirti skirtingy tipy lasteles, jskaitant
neuronus ar kardiomiocitus [140, 141]. Pavyzdziui, Romero-Moya su
kolegomis (2017) transformavo tiriamy asmeny fibroblasty kulttirg j iPKL,
siekdami iStirti DNR varianta COQ4 (MIM #612898) gene, kuris galimai 1émé
kofermento Q10 trikuma (MIM #616276). Tiriant transformuotg iPKL
kulttrg buvo stebimi mitochondrijy anomalijy pozymiai, kuriuos nulemia
kofermento Q10 trikkumas. Be to, pritaik¢ CRISPR-Cas9 genomo redagavimo
sistema (zr. 2.2.2.3 skyriy), autoriai iStais¢ genetinj varianta COQ4 gene ir
tokiu biidu sékmingai atkiiré iPKL biocheminj fenotipg [142].

Taigi, funkciniai genetiniai tyrimai modelinése sistemose yra
reikSmingas ir efektyvus biidas charakterizuoti nezinomos klinikinés reikSmés
koduojamos ir nekoduojamos genomo sekos variantus. Todél publikuojama
vis daugiau moksliniy straipsniy, teigianciy, jog DNR sekos varianty
patogeniskumui jvertinti turi biiti taikomi funkciniai tyrimai, atveriantys
naujas diagnostikos ir gydymo galimybes medicininéje praktikoje [134].

2.2.2.3. CRISPR-Cas9 genomo redagavimo technologija

Genomo redagavimas (angl. Genome editing) — tai daug moksliniams
tyrimams zadanti technologija, kuri skirta gyvo organizmo DNR sekai jterpti,
itrinti arba pakeisti. Genomo modifikacijos yra atlickamos nuo 1979 mety,
kuomet $i technologija pirma kartg buvo pritaikyta mieléms [143].
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Zinoma jvairiy geny redagavimo strategijy. Pavyzdziui, patogiai ir
greitai genai gali buti nutildomi panaudojus siRNR, ta¢iau tai yra nestabili
modifikacija, ribojanti galimybes tirti ilgalaikj poveikj modelinése sistemose.
Siy apribojimy galima i§vengti panaudojus kitas technologijas, tokias kaip
transkripcijos aktyvintojus primenancias efektoriy nukleazes (angl.
Transcription activator-like effector-based nucleases; TALEN), cinko
pirsteliy nukleazes (angl. Zinc-finger nucleases; ZFN) arba meganukleazes.
Siomis nukleazémis gana tiksliai ir efektyviai modifikuojami genai, tatiau
kiekvienam DNR taikiniui reikia specifinés nukleazés, kurios sukiirimas,
sintez¢ ir patvirtinimas reikalauja daug darbo ir laiko [134, 144].

Revoliucionuojanti medicinos moksla ir vis plac¢iau naudojama
(2.7 pav.) yra CRISPR (angl. Clustured Regularly Interspaced Short
Polindromic Reapets) sistema, kuri Escherichia coli genome buvo atrasta
mazdaug prie§ 30 mety, taciau funkcijos ilga laika buvo nezinomos. Tik 2011
metais lietuviy mokslininky grupés buvo nustatyta, kad CRISPR-Cas9 sistema
galima uzprogramuoti kirpti DNR seka norimoje vietoje [145], todél ilgai
netrukus $i technologija Nature zurnale buvo pripazinta 2011 mety metodu
[146].
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CRISPR-Cas (angl. CRISPR-associated Cas protein) — tai bakterijy
apsaugos nuo virusy sistema, kuri yra sudaryta i§ specifinés DNR sekos
(CRISPR lokuso) ir Cas baltymy. Moksliniais tyrimais nustatyta, kad
modelinése sistemose panaudojus DNR taikiniui specifing giding RNR
(gRNR), sudarytg i§ crRNR (angl. CRISPR-derived RNA) ir tracrRNR (angl.
trans-activating crRNA), galima uzprogramuoti Cas9 baltyma kirpti DNR
seka norimoje vietoje. crRNR atpazjsta tiriamos DNR sekos PAM (angl.
protospacer-adjacent motif) sritj, o tracrRNR sgveikauja su Cas9 baltymu.
Ribonukleoproteino kompleksui kerpant tiksling DNR seka sudaromas
dvigrandis trukis. Tokiu biidu tikslinis DNR sekos fragmentas gali biti
iSkirptas (angl. Knock-out) arba, jterpiant donorinés DNR fragmenta,
pataisytas (angl. Knock-in). Susidariusj dvigrandj triikj uztaiso nehomologinis
galy sujungimo arba, reciau, homologinis rekombinacinis taisymo
mechanizmams. Tais atvejais, kai dél jvykusios vieno nukleotido ar DNR
sekos fragmento insercijos ar delecijos susidaro rémelio poslinkis, geno
koduojamo produkto funkcija yra prarandama (angl. Loss-of-function) (2.8
pav.). Jei rémelio poslinkis DNR sekoje visgi nejvyksta, gali pakisti geno
koduojamo produkto funkcija (angl. Gain-of-function) [148, 149].

tracrRNR
Cas9 }QRNR
’___g\ crBRNR
Kixx‘wsmmcccuumcwmt c
& E I&I&C.I.G_QQ%&&GAAWC

DNR taikinys

/ Dvigrandis trakis

SACGACCCTTCGOT —
CGAG CECT; TAGG,

W e GCTCTGOTGGGAAGTEA Arqg,@g DD

Reémelio poslinkis

2.8 pav. CRISPR-Cas9 genomo redagavimo sistemos schema. Adaptuota pagal
moksling literatiirg [148]
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CRISPR-Cas9 sistema vis placiau taikoma modelinése sistemose,
siekiant patvirtinti nezinomos klinikinés reik§més DNR varianto poveikj
fenotipui. Pavyzdziui, redaguoty Igsteliy klonai naudojami geno
haplonepakankamumo funkciniam poveikiui jvertinti transkriptomo,
proteomo, lgstelés ar net viso organizmo lygmeniu. Taciau daznai susiduriama
su jvairiais techniniais sunkumais klonuojant redaguotas lasteles, todél Sis
tyrimas turi biti ypa¢ gerai optimizuotas [150]. Norint jvertinti varianto
patogeniskumg ir jtakg fenotipui, taip pat sékmingai yra naudojami gyviiny
modeliai. Pavyzdziui, zebrazuvés buvo pritaikytos lietuviy kilmés sibsy,
kuriems pasireiske IN ir JA, tokios kaip hipotonija, epilepsija, smegeny ir kitos
anomalijos, funkciniams tyrimams. VES metodu buvo nustatyti du sudétiniai
(angl. Compound) heterozigotiniai variantai KIAA1109 gene (MIM #611565),
kuris anks¢iau nebuvo siejamas su jokia liga. Todél, siekiant patvirtinti geng
kandidata, j tyrima jtraukta daugiau tiriamyjy, turinc¢iy panasSiy klinikiniy
pozymiy ir genetiniy varianty tiriamajame gene. Naudojant MPO ir taikant
CRISPR-Cas9 genomo redagavima buvo sukurtos kiaall09 zebrazuviy
linijos, kurioms buvo stebimas islenktas kiinas, hidrocefalija ir kiti galvos
smegeny defektai. Zebrazuviy fenotipas atspindéjo tiriamy asmeny klinikinius
pozymius, todél Sio tyrimo rezultatai suteiké galimybe apibudinti nauja
sindroma, kuris buvo pavadintas Alkurayos—Kucinsko sindromu (MIM
#617822) [151].

Kadangi moksliniais tyrimais patvirtinta, kad modelinése sistemose Sis
mechanizmas efektyviai veikia, dél savo unikaliy savybiy CRISPR-Cas9
sistema yra daug Zadanti medicininéje praktikoje. Remiantis
naudojant §ig technologija. Oficialiai uzregistruota 19-ka tokiy tyrimy, i$
kuriy septyni yra pasieke antraja klinikiniy tyrimy stadijg. Klinikiniy tyrimy
duomenimis, bandoma gydyti jvairias ligas: Zmogaus imunodeficito viruso
sukelta infekcija, pjautuving anemija, hematologinius ir onkologinius
susirgimus [153]. 2020 metais pirma kartg tiesiogiai pritaikyta CRISPR-Cas9
geny terapija asmeniui, serganc¢iam jgimta Léberio amauroze (angl. Leber’s
congenital amaurosis 10; MIM #611755). Taikomos geny terapijos metu
tikimasi pasalinti CEP290 (MIM #610142) patogeninj variantg, kuris,
manoma, akies tinklainéje lemia rodopsino sintezés sutrikimus [154, 155].

Visuotinai suprantama, kad visos technologijos turi privalumy ir
trakumy, ne iSimtis yra ir CRISPR-Cas9 sistema. Svarbiausi $ios sistemos
trikumai — redagavimo efektyvumas ir kirpimas Salutinése vietose (angl. Off-
target). Kirpimui Salutinése vietose patikrinti rekomenduojama taikyti NKS
arba specifing neatitik¢iy tyrimo nukleazémis metodg (angl. mismatch-
detection nuclease assay) [156]. Dedama daug pastangy CRISPR-Cas9
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metodo efektyvumui ir specifisSkumui padidinti. Pavyzdziui, mokslinio tyrimo
metu nustatyta, kad $io metodo efektyvumas priklauso nuo gRNR GC sgstato.
Nustatyta, kad sistema redaguoja taikinj didziausiu efektyvumu, jei GC sudaro
apie 65 proc. gRNR sekos [157].

Taigi, CRISPR-Cas9 technologija leidZia Zengti j nauja medicinos era,
todél Siuo metu sprendziami su tuo susij¢ bioetiniai klausimai. Nepaisant to,
tikimasi, kad artimoje ateityje Siuo tyrimo metodu bus efektyviai taisomi
pazeisti genai ir gydomos genetinés ligos [134, 158].

2.3. Intelektinés negalios ir jgimty anomalijy genetiné architekttra ir
genomika

Pastaruosius deSimtmecius plétojantis Zmogaus genomo tyrimo
technologijoms ir galimybéms jas eksploatuoti, buvo atlikta daug didelés
apimties tyrimy, kurie padaré proverzj nustatant jvairiy sveikatos sutrikimy ir
ligy geneting architektiira [75, 89]. Viena svarbiausiy socialiniy ir ekonominiy
asmens sveikatos priezitiros problemy visame pasaulyje yra IN, kuri daznai
pasireiskia kartu su JA. D¢l tokios heterogeninés IN / JA prigimties Sig
patologija lemianc€iy genetiniy priezas¢iy nustatymas yra itin sudétingas [1—
4].

IN lemia jvairis patogeniniai variantai: tiek taskiniai variantai, tiek
chromosomy skaiciaus ir struktiiros poky¢iai, kurie, manoma, sudaro apie 15
proc. visy atvejy. PanaSus skaifius taip pat nustatomas patogeniniy KSP.
Nepaisant to, dazniausiai IN siejama su taskiniais variantais [60]. Atliekant
paieska zmogaus varianty duomeny bazéje ClinVar [8] pagal raktinius Zodzius
Lintellectual disability, nurodomi 10 092 patogeniniai variantai, siejami su
IN. Dazniausi patogeniniai variantai yra rémelio poslinkio (26 proc.),
missense (25 proc.) bei nonsense (21 proc.) variantai. Reéiau nustatomi
variantai nekoduojamoje DNR sekoje: sukirpimo vietose (7 proc.), 5° ir 3¢
netransliuojamose vietose (6 proc.), taip pat nekoduojancios RNR srityse (5

proc.) [9].

2.3.1. Intelektinés negalios samprata ir klasifikacija

Nepaisant spartaus progreso medicinos ir sveikatos moksly srityje,
neuropsichiatriniy sutrikimy etiologija bei diagnostika vis dar kelia daug
klausimy. Siy sutrikimy grupei priklauso intelektiné negalia (IN; angl.
Intellectual disability), anks¢iau vadinta protiniu atsilikimu. IN
diagnozuojama asmenims iki 18 mety, kuriems budingas intelekto
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koeficientas (angl. Intelligence quotient; 1Q) yra mazesnis nei 70 ir kartu
pasireiSkia kognityviniy funkcijy bei adaptyvaus elgesio sutrikimai [159,
160].

Pagrindiniai IN klasifikatoriai yra Pasaulio sveikatos organizacijos
(PSO; angl. World Health Organization) sudaryta Tarptautiné statistiné ligy
ir sveikatos sutrikimy klasifikacija (deSimtasis leidimas, Australijos
modifikacija; TLK-10-AM) ir Amerikos psichiatry asociacijos patvirtintas
Psichikos sutrikimy diagnostikos ir statistikos vadovas (penktasis leidimas;
DSM-V) [159] (2.3 lentele). Atsizvelgiant j klinikinius pozymius yra skiriama
sindrominé ir nesindrominé IN. Dazniausiai pasireiSkia sindrominé IN,
pavyzdziui, Dauno (angl. Down syndrome; MIM #190685; ORPHA #870) ar
lazusios X chromosomos (angl. Fragile X syndrome; MIM #300624; ORPHA
#908) sindromai, kuriems yra budingi specifiniai neurofiziologiniai pozymiai
bei elgesio sutrikimai. Reciau diagnozuojami nesindrominiai IN atvejai.
Tokiems asmenims nepasireiskia kiti pozymiai, i§skyrus intelekto sutrikima
[161, 162].

2.3 lentelé. IN laipsniai ir asmeny, turin¢iy IN, diagnoziy statistika Lietuvoje pgl.
SVEIDRA (2018)

IN laipsnis T}T_?(cj-iso?ill\./l 1Q Serganciyjuy skaicius
Lengvas (angl. Mild) F70 50-69 4 131 (44 proc.)
Vidutinis (angl. Moderate) F71 3549 2 350 (25 proc.)
Sunkus (angl. Severe) F72 20-34 1331 (14 proc.)
Gilus (angl. Profound) F73 <20 1181 (13 proc.)
Nepatikslintas F79 - 417 (4 proc.)

IN daznis bendroje populiacijoje yra 1-3 proc. [10—12]. Si patologija
yra budinga tiek vyrams, tieck moterims, tac¢iau vyriskosios lyties asmenims §is
sutrikimas pasireiskia apie du kartus dazniau [112]. Toks pasiskirstymas
aiSkinamas tuo, kad daugiau nei 100 geny, siejamy su IN, yra
X chromosomoje [112, 161, 163]. Higienos instituto Privalomojo sveikatos
draudimo informacinés sistemos (SVEIDRA) duomenimis, 2018 metais
Lietuvoje uzregistruota 9 410 asmeny, kuriems diagnozuota IN. Daugumai
visy atvejy (44 proc.) budinga lengva IN (2.3 lentel¢). Nors Lietuvos
populiacijai budingas mazesnis serganc¢iyjy skai¢ius (< 1 proc.), IN islieka
viena svarbiausiy socialiniy bei ekonominiy asmens sveikatos priezitiros
problemy ne tik Lietuvoje, bet ir visame pasaulyje. Skai¢iuojama, jog iSlaidos
tyrimams bei konsultavimui dél IN sudaro apie 5-10 proc. visy asmens
sveikatos priezitiros sanaudy [12, 164, 165].
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2.3.2. Intelektinés negalios etiologija

IN etiologija yra heterogeniné, kadangi Sia patologija lemia tiek
aplinkos, tiek genetiniai veiksniai. Sie veiksniai gali paZeisti jvairias
organizmo sistemas, jskaitant centring nervy sistema, kuri intensyviai vystosi
prenataliniame laikotarpyje ir pirmaisiais gyvenimo metais. Todél Siame
laikotarpyje jvyke pazeidimai daznai lemia neuropsichiatrinius sutrikimus,
iskaitant IN (2.9 pav.) [166].
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2.9 pav. IN lemiantys aplinkos ir genetiniai veiksniai priklausomai nuo
neurologinio vystymosi stadijy. Schema adaptuota pagal moksling literatiirg [166]

Aplinkos veiksniy grupei priklauso jvairios infekcijos néstumo metu ir
po gimdymo: sepsio, toksoplazmozés, sifilio, raudonukés, citomegalo ar
zmogaus imunodeficito viruso infekcijos. Taip pat aplinkos veiksniams
priskiriami  teratogenai (pvz., alkoholis), metabolinés ligos (pvz.,
hiperbilirubinemija), netinkama mityba, jodo trukumas bei komplikacijos
gimdymo metu (pvz., smegeny pazeidimai, asfiksija) [167].

Manoma, kad 25-50 proc. visy IN atvejy lemia jvairios genetinés
priezastys — nuo stambiy (> 5 Mb) chromosomy skai¢iaus bei struktiiros
pokyc¢iy iki taskiniy varianty specifiniuose genuose. Nors daZniausios
monogeninés priezastys yra de novo sekos variantai, jos taip pat gali buti
paveldétos autosominiu dominantiniu, autosominiu recesyviu, susijusiu su
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X chromosoma ar net mitochondriniu paveldéjimo bidu. Zinomos ne tik
monogeninés, poligeninés, bet ir daugiaveiksnés ar net epigenetinés prieZastys
[167-169]. Siuo metu yra patvirtinta apie 700 geny, lemianéiy IN, tadiau
tobuléjant tyrimo metodams ir technologijoms su $ia patologija siejamy geny
nustatoma vis daugiau (2.10 pav.) [170, 171]. Nepaisant to, apie 50 proc. visy
IN atvejy etiologija licka nezinoma [167].
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2.10 pav. Naujy geny, siejamy su IN, nustatymas pagal paveldéjimo btda ir
naujos kartos sekoskaitos (NKS) ir vektorinés lyginamosios genomo
hibridizacijos (vLGH) technologijas [170]

2.3.3.Sindromin¢ intelektiné negalia

Sindroming IN turintiems asmenims daznai yra biidingos gretutinés
ligos ar sveikatos sutrikimai, pavyzdziui, jgimtos anomalijos (JA; angl.
Congenital anomalies), vystymosi atsilikimas (angl. Developmental delay),
autizmo spektro sutrikimas (ASS; angl. Autism spectrum disorder) ar
epilepsija, taciau dazniausiai kartu su IN pasireiskia A [172-174].

PSO JA apibudina kaip patologinius klinikinius pozymius,
pasireiSkiancius prenataliniame, perinataliniame, postnataliniame gyvenimo
laikotarpyje arba véliau gyvenime. Si patologija yra nejgalumo ar net
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ankstyvos mirties priezastis: pasaulyje kasmet mirSta daugiau nei 300 tukst.
naujagimiy [175, 176].

Sindrominiai IN ir JA atvejai dazniausiai budingi chromosomy
skai¢iaus poky¢iy nulemtiems sindromams: Dauno sindromui, sudaran¢iam
53 proc. visy atvejy, taip pat Ternerio (angl. Turner; ORPHA #881; 10 proc.),
Edvardso (angl. Edwards; ORPHA #3380; 9 proc.) bei Patau (ORPHA #3378;
8 proc.) sindromams [177].

SVEIDRA duomenimis, 2018 metais Lietuvoje uzregistruoti 54 096
asmenys, turintys jvairias JA. Lietuvos populiacijai daugiausiai biidingos
jgimtos raumeny ir skeleto (41,6 proc.) bei kraujo apytakos (33,3 proc.)
sistemy formavimosi ydos ir deformacijos (2.4 lentel¢). Ankstesnio mokslinio
tyrimo metu nustatyta, kad asmenims, turintiems IN, net 48,8 proc. visy atvejy
taip pat budinga bent viena [A, o trys ir daugiau JA stebimos reciau (11,4
proc.). Dazniausia JA yra mikrocefalija, sudaranti 24 proc. visy anomalijy, o
kitos JA stebimos reciau — jgimta hidrocefalija (17,8 proc.), priesirdziy
pertvaros defektas (10 proc.), nepatikslinti ausy dismorfiniai pozymiai (7,6
proc.), klinodaktilija (7,3 proc.) ir hipertelorizmas (5,6 proc.) [32].

Nors Lietuvos populiacijoje nervy sistemos formavimosi ydos
nustatomos rec¢iau nei kitos ydos (2.4 lentelé), Zinomi net 307 genai, lemiantys
IN ir nervy sistemos JA. Taip pat daug su IN siejamy geny lemia kitas JA: 146
genai siejami su IN ir mikrocefalija, 143 — su IN ir Zemu figiu, 141 —su IN ir
akiy anomalijomis [174].
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2.4 lentelé. Asmeny, turinCiy JA, diagnoziy statistika Lietuvoje pgl. SVEIDRA
(2018)

. R - Kodas pgl. Serganciujy
Diagnozés pavadinimas TLK-10-AM skaidius

Igimtos nervy sistemos formavimosi ydos Q00-Q07 1 659 (3,1 proc.)
Igimtos akies, ausies, veido ir kaklo
formavimosi ydos Q10-QI8 191035 proc.)
Iglmtos. kralpo apytakos sistemos 020-Q28 17998 (33,3
formavimosi ydos proc.)
Igimtos kvépavimo sistemos formavimosi Q30-Q34 217 (0.4 proc.)
ydos
Lipos ir gomurio defektai Q35-Q37 221 (0,4 proc.)
Kitos jgimtos virskinimo sistemos Q38-Q45 2553 (4.7 proc.)

formavimosi ydos
Igimtos lyties organy formavimosi ydos Q50-Q56 3 477 (6,4 proc.)

Igimtos Slapimo organy sistemos

formavimosi ydos Q60-Q64 2360 (4.7 proc.)
Igimtos raumeny ir skeleto sistemos Q65-Q79 22518 (41,6
formavimosi ydos ir deformacijos proc.)
Chromosomy anomalijos,
- 1 .
neklasifikuojamos kitur Q0-Q99 983 (1.8 proc.)
IS viso 54 096

2.3.4. Intelektinés negalios ir jgimty anomalijy tyrimo gairés

Dél heterogeninés etiologijos ir klinikiniy IN / JA pozymiy Sig
patologija lemianc¢iy genetiniy priezasCiy nustatymas yra itin sudétingas
[166]. Taciau pastaraisiais deSimtmeciais yra nuolat tobulinami molekuliniai
genetiniai ir funkciniai metodai, todél IN / JA iStyrimo gairés, kurios buvo
pasitlytos 1997 metais, keiciasi [178—180].

Siuo metu asmenims, turintiems IN / JA, yra rekomenduojamas etapinis
istyrimo planas (2.11 pav.) [13]. Sis diagnostinis tyrimas pradedamas nuo
ligos anamnezés, genealogijos sudarymo bei klinikiniy pozZymiy iStyrimo.
Atlikus diferencing diagnostikg jtariamai genetinei ligai yra taikomi
patvirtinantys tyrimai, pavyzdziui, citogenetiniai ar molekuliniai genetiniai.
Taciau $io etapo diagnostinis efektyvumas yra nedidelis — diagnozé nustatoma
ir patvirtinama tik 15-35 proc. tiriamyjy. Todél daznai yra atlickami iSsamesni
tyrimai: chromosomy skaiCiaus ir struktiiros pokyciy analizé naudojant,
pavyzdziui, VNP-LGH technologijg arba FMR1 (MIM #300805) geno
(CGQG), pasikartojimy skaiCiaus tyrimas dél lazusios X chromosomos
sindromo [13].
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Pradéjus placiau taikyti pazangias naujos kartos sekoskaitos (NKS;
angl. Next generation sequencing) technologijas, asmenims, kuriems
nepavyko nustatyti diagnozés, rekomenduojama atlikti varianty paieska
baltymus koduojanciose sekose taikant viso egzomo sekoskaita (VES; angl.
Whole exome sequencing) arba specifiniuose su IN / JA negalia siejamuose
genuose, taikant specifiniy geny grupés sekoskaita (angl. Gene panel
sequencing). Tam tikrais atvejais tikslinga atlikti viso genomo (VGS; angl.
Whole genome) sekoskaitg [89, 181, 182].

ANAMNEZE, GENEALOGUA, OBIEKTYVUS ISTYRIMAS, KLINIKINIY POZYMIY
VERTINIMAS, DIFERENCINE DIAGNOSTIKA

.‘
NE|TARIAMA ZINOMA ITARIAMA ZINOMA
GENETINE LIGA GENETINE LIGA
Chromosomy skaifiaus ir Patvirtinantys tyrimai
struktiiros pokygiy analizé y (citogenetiniai,
{pvz., VNP-LGH) molekuliniai genetiniai,
l biocheminiai ir kt.)
Y
FMRI geno tyrimas !
Y
Specifiniy geny grupés GENETINE DIAGNOZE
MNKS, VES arba VGS l
v

NUSTATYTAS GALIMAI PATOGENINIS AR
NEZINOMOS KLINIKINES REIKSMES VARIANTAS

Y
FUNKCINIAI TYRIMAI LIGOS PATVIRTINIMUI

l Genomas Transkriptomas Proteomas  Metabolomas Interaktomas ]
—— ' =
Lasteliy kultiros Gyviny modeliai

2.11 pav. Asmeny, kuriems diagnozuota IN ir / ar JA, iStyrimo gairés. Schema
adaptuota pagal moksling literattira [13, 30, 89, 115, 181, 182]
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Vadovaujantis naujausiomis rekomendacijomis atrinkty varianty
patogeniSkumui ir jtakos fenotipui jvertinti, reikalingi funkciniai tyrimai ne
tik genomo lygmeniu, bet ir transkriptomo, proteomo, metabolomo bei
interaktomo [115]. Modeliuojant jvairiy ligy, iskaitant IN / [A, pozymius, vis
placiau s¢kmingai naudojami lgsteliy kulttiry bei jvairiy gyviiny, pavyzdziui,
zebrazuvés (lot. Danio rerio) (2.11 pav.), pelés (lot. Mus musculus) ar ziurkés
(lot. Rattus norvegicus), modeliai [30].

IN / JA diagnostikos efektyvumas sparciai auga, todél nenustacius
diagnozeés svarbu turéti iSsaugotg tiriamo asmens biologing medziagg — DNR,
RNR ir / arba lasteliy kultiira, kuri gali buti pakartotinai iStirta ateityje,
atsiradus naujiems klinikiniams pozymiams, patobulinus jau sukurtas arba
panaudojus naujai atsiradusias tyrimo technologijas [13]. Pazymétina, kad
siilomos iStyrimo gairés (2.11 pav.) yra tinkamos ne tik IN / JA
etiopatogenezei tirti. Taikant panasig tyrimo strategija, bty galima jvertinti
genetiniy pokyCiy patogenezés mechanizmus ir patvirtinti diagnoze kone
kiekvienos heterogeninés prigimties paveldimos ligos kontekste.
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3. MOKSLINIO DARBO METODIKA

3.1. Tyrimo strategija ir tiriamieji

VU MF BMI ZMGK mokslininkai jau kelis de§imtme¢ius analizuoja
lietuviy genoma, vykdydami nacionalinius ir tarptautinius (pvz., LITGEN,
CHERISH, PROGENET, UNIGENE) projektus. Naujos kartos sekoskaitos
bei lyginamosios genomo hibridizacijos tyrimo metodais buvo sékmingai
iStirti asmenys (jskaitant tuos, kurie turi IN / JA) i§ bendros Lietuvos
populiacijos. Naudojant bioinformacinés analizés jrankius buvo nustatyti
galimai patogeniniai arba nezinomos klinikinés reik§més koduojancios ir
nekoduojancios genomo sekos poky¢iai, tinkantys funkcinei genomo analizei.

Tarptautinis UNIGENE projektas suteiké pagrindg funkciniams
tyrimams Lietuvoje, kadangi Sveicarijos partneriai varianty, siejamy su IN,
iStyrimui taiké funkcinés genomikos metodus, o dalis jy pastaraisiais 2017—
2020 metais buvo taikomi vykdant Lietuvos mokslo tarybos finansuojama
projekta ,.Intelektinés negalios ir jgimty anomalijy genetinés architekttiros
identifikavimas* (akronimas INGENES; sutarties Nr. S-MIP-17-19/LSS-
150000-1179; vad. doc. dr. Eglé Preiksaitiené).

Disertacinis darbas atliktas vykdant INGENES projekta. INGENES
biomedicininis tyrimas yra atliktas laikantis visy asmens duomeny apsaugos
bei bioetikos reikalavimy. Mokslinis tyrimas patvirtintas Vilniaus regioninio
biomedicininiy tyrimy etikos komiteto (leidimo Nr. 158200-17-962-469; zr. |
priedg), kaip to reikalauja Helsinkio deklaracija [183].

Siame moksliniame darbe tirti lietuviy kilmés asmenys pagal nustatytus
atrankos kriterijus. Pagrindiniai tiriamyjy atrankos kriterijai: (1) intelektiné
negalia (IN), psichomotorinés raidos atsilikimas (PRA) ir / arba viena ar
daugiau jgimty anomalijy (IA); (2) tirilamajam nustatytas nezinomos ar iki Siol
nepatvirtintos klinikinés reik§més koduojancios ar nekoduojan¢ios DNR
sekos variantas ar kopijy skaiCiaus pokytis. Naudojant ankstesniy projekty
duomenis pagal uzsibréztus atrankos kriterijus buvo atrinkti tiriamieji (n =
10). Siekiant tyrimui gauti iRNR méginius ir atlikti molekulinius bei
funkcinius tyrimus, atrinkti tiriamieji buvo pakviesti dalyvauti INGENES
projekte (3.1 lentelé). Geny raiSkos tyrime taip pat tirti kontroliniai iRNR
méginiai, kurie buvo paimti i§ atsitiktiniy negiminingy neturinéiy ligos
pozymiy asmeny i§ Lietuvos populiacijos. Keliais atvejais kontroling grupe
sudaré tiriamo asmens tévai, neturintys ligos pozymiy (zZr. 3.3.5 skyriy). Tirty
asmeny fenotipy duomenys gauti i§ medicininés dokumentacijos. Visi tyrime
dalyvave asmenys yra pasiras¢ Asmens informavimo ir Informuoto asmens
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sutikimo formas. Tiriamyjy asmenin¢ informacija buvo konfidenciali ir
saugiai uzkoduota, todél tyrimo metu buvo naudojami tik méginiy
identifikaciniai numeriai (tiriamyjy Zyméjimas: nuo #1 iki #10) (3.1 lentelé).
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3.1 lentelé. Mokslinio darbo metu molekuliniais ir funkciniais tyrimo metodais istirti asmenys (n = 10)

. Varianto / KSP NeZinomos . Molekuliniai ir / ar Pagrindiniai tiriamyjy
Tiria- ) e . RNR gryninimo Sl P
L nustatymo ir klinikinés reikSmés Genai funkciniai tyrimo klinikiniai poZymiai
mieji . . - metodas -
patvirtinimo metodai variantas / KSP metodai IN PRA JIA
iant: tat i koskait: imt ki i
" XaEr;an e YA NM_020732.3: ARID1B Tempus™ Spin igﬁf{“" N . lgimtos akiy, veido
> PatviTiimas ¢.4986+2T>C MIM#614556  RNA Isolation Kit megtm T smegent
Sangerio metodu anomalijos
. Sangerio sekoskaita
. Tempus™ Spin - .
Variantas nustatytas NM_000168.6: GLI3 . . kDNR méginiui; Igimtos skeleto
#2 . RNA Isolation Kit, . + - ..
Sangerio metodu c.473+3A>T MIM#165240 L Fibroblasty anomalijos
RNeasy® Mini Kit .
kultivavimas
iant.
#3 X;rslan atsv?rltlisrftytas NM_001042537.1: SLC9A6 Tempus™ Spin Sangerio sekoskaita N N Igimtos akiy
> patviriintas ¢.899+1G>A MIM#300231  RNA Isolation Kit ~ kDNR méginiui anomalijos
Sangerio metodu
Variant: tat imta Sirdi d
44 VaEr;an :tsv?;tlisn?aztas NM 017780.4: CHD7 Tempus™ Spin Sangerio sekoskaita N N ilim :HS:; ::ls yira’
> P ¢.5535-1G>A MIM#608892  RNA Isolation Kit ~ kDNR méginiui % Smegett
Sangerio metodu skeleto anomalijos
Variantas nustatytas . . .
kPGR; S tos §ird
4 aliusgenygrupes  NM 0010248472 TGFBR2 Tempus™ Spin e B B Igd‘:; o
NKS, patvirtintas ¢.1600-2A>G MIM#190182 RNA Isolation Kit . Yos, 5
. meéginiui anomalijos
Sangerio metodu
Variantas nustatytas .
. kPGR; S
4 atlikus geny grupés NM_000057.2: BLM Tempus™ Spin Sekoskai;“fg;‘]’l{ .
NKS, patvirtintas c.2308-2A>G MIM#210900 RNA Isolation Kit méginiui

Sangerio metodu
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3.1 lentelé (tesinys). Mokslinio darbo metu molekuliniais ir funkciniais tyrimo metodais iStirti asmenys (n = 10)

Tiria- Varianto / KSP NeZinomos RNR Molekuliniai ir / Pagrindiniai tiriamyjy
mieji  nustatymo ir patvirtinimo  Klinikinés reik§més Genai gryninimo ar funkciniai klinikiniai poZymiai
metodai variantai / KSP metodas tyrimo metodai IN PRA TIA
Variantas nustatytas atlikus CAPN3 Tempus™ Saneerio
geny grupés NKS, NM_000070: MIM#114240 P Berio Jgimtos raumeny ir
#7 e . Spin RNA sekoskaita KDNR - ..
patvirtintas Sangerio ¢.1746-20C>G . . o skeleto anomalijos
Isolation Kit ~ méginiui
metodu
GPC5
PureLink™ Igimta Sirdies yda,
MIM#602446
yg RSP nustatytas VLGH, dup13g31.3 e TotalRNA  kPGR, VES + + akiy ir veido
patvirtintas FISH metodu MIR17HG Blood Kit anomaliios
MIM#609415 !
PRKG2
MIM#601591
RASGEF1B
KSP nustatytas vLGH, MIM#614532 PureLink™ . Sl
- —_—— Igimtos veido ir
#9 patvirtintas kPGR metodu del4q21.22 HNRNPD Total RNA kPGR + + skeleto anomaliios
MIM#601324  Blood Kit !
HNRNPDL
MIM#607137
ENOPH1
MED13L VPGR: Sanseri
MIM#608771 > Angero
RBL Tempus™ sekoskaita KDNR
KSP nustatytas VNP-LGH, Spin RNA méginiui; . S
MIM #614041 . .
#10  patvirtintas del12q24.21 _(MIM#614041) < lation Kit,  CRISPR-Cas9 + + lgimtos veido ir
E2F1 skeleto anomalijos
kPGR metodu RNeasy® genomo
(MIM #189971) o .
~ene Mini Kit redagavimas
fibroblastuose
(MIM #123838)
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3.2. Tyrimo eiga

Siekiant jgyvendinti uzsibrézta disertacinio darbo tikslg ir uzduotis,
moksliniai tyrimai buvo atliekami pagal 3.1 paveiksle nurodyta tyrimo
strategija. Detaliau disertacijoje yra aprasomi tik tie tyrimo metodai (zr.
3.3 skyriy), kuriuos taiké disertacijos autoré rengdama mokslinj darba.
Autorés atlikty darby indélis pateiktas II priede.

CHERISH, PROGENET, LI UNIGENE projektai

Ankstesniy projekty metu nustatyty nezinomos klinikinés reikSmés varianty ir KSP atranka
molekulinei ir funkcinei genomo analizei

: . Fibroblasty kultiiros
Genominés DNR gryninimas Visuminés RNR gryninimas Kultivavimas

. Genomo m.
Segregacijos Fibroblasty klony
analizé -
gyvybingumo, lastelés
ciklo, senéjimo bei
geny raiskos

Koduojantios ir nekoduojan&ios DNR sekos varianty ir KSP patogeniskumo jvertinimas bei
genotipo-fenotipo ysio analize

3.1 pav. Mokslinio tyrimo eiga
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3.3. Tyrimo metodai

3.3.1. Genominés DNR gryninimas, Svarumo nustatymas bei méginiy
ilgalaikis saugojimas

Genoming DNR (gDNR) i§ periferinio kraujo leukocity i§grynino VU
MF BMI ZMGK darbuotojai. gDNR buvo gryninama i3 periferinio kraujo
leukocity dviem metodais: 1) standartiniu fenolio-chloroformo-izoamilo
alkoholio metodu [184]; 2) automatizuota sistema TECAN Freedom EVO®
200 (Tecan Schweiz AG, Sveicarija) magnetiniy daleliy prijungimo prie DNR
metodu pagal gamintojo pateikiamus protokolus. DNR koncentracija ir
$varumas buvo nustatomi spektrofotometru NanoDrop® 2000 (ThermoFisher
Scientific, JAV) vadovaujantis gamintojo vartotojo vadovu NanoDrop® ND-
1000 Spectrophotometer User Manual v.3.3 (ThermoFisher Scientific, JAV).
Geros kokybés méginiai buvo laikomi, jei absorbcijos santykis 260 nm ir 280
nm ilgio Sviesos bangoje (Azsons0) buvo daugiau nei 1,8 matavimo vieneto.
Paruosti DNR méginiai saugomi —20 °C saldiklyje.

3.3.2. Fibroblasty kulttros kultivavimas bei ilgalaikis saugojimas

Fibroblasty éminiai buvo paimti odos biopsijos procediiros metu, kuria
atliko gydytojas chirurgas. Fibroblasty kultiros buvo séjamos ir
kultivuojamos dviejy dimensijy plastikiniuose indeliuvose T25 (TPP,
Sveicarija) mitybinéje terpéje, kurig sudaré 85,4 proc. AmnioMAX C-100
Basal Medium (ThermoFisher Scientific, JAV) bazinés terpés, 14,2 proc.
AmnioMAX C-100 Supplement (ThermoFisher Scientific, JAV) priedo ir
0,4 proc. amfotericino B (angl. Amphotericin B, Gibco, Jungtiné Karalysté).
Tyrimas buvo atlickamas pagal standartinj fibroblasty kultivavimo protokola
[185].

Fibroblasty kultiros tankiui pasiekus 80-90 proc. (angl. Cell
confluence), Iastelés buvo uzSaldomos 2 ml tiirio kriomégintuvéliuose
(ThermoFisher Scientific, JAV) paruostoje $aldymo terpéje. Saldymo terpé
buvo ruoSiama naudojant 50 proc. mitybinés terpés, 33,5 proc. fetalinio
verSelio serumo (angl. Fetal bovine serum; Gibco, Jungtiné Karalysté) bei
16,5 proc. dimetilsulfoksido (angl. Dimethyl sulfoxide; DMSO; OriGen
Biomedical, JAV). Bendradarbiaujant su Nacionaliniu véZzio institutu (NVI),
paruosti kriomégintuvéliai pirmiausia buvo dedami j Saldymo déz¢ Mr. Frosty
(ThermoFisher Scientific, JAV). Siekiant uztikrinti, kad temperatiira
kriomégintuveliuose mazéty palaipsniui, t. y. 1 °C kas minutg, Saldymo dezé
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buvo dedama j $aldiklj (Arctiko, Danija), kuriame buvo —80 °C temperatiira.
Po 24 val. kriomégintuvéliai buvo perkeliami ilgalaikiam saugojimui j —150
°C saldiklj (Sanyo, Japonija). Tuo paciu principu tiriamojo #10 ir kontrolinio
asmens meéginiai buvo saugomi VU GMC, su kuriuo bendradarbiauta
redaguojant fibroblasty genomg CRISPR-Cas9 metodu ir atliekant funkcinius
fibroblasty kultiiros tyrimus (zr. 2.2.2.3 skyriy).

3.3.3. Visuminés RNR gryninimas

3.3.3.1. Visuminés RNR gryninimas i§ periferinio kraujo éminiy

Tiriamojo #8 ir #9 visuminé RNR (angl. Total RNA) buvo gryninama i§
periferinio kraujo €éminiy naudojant PureLink™ Total RNA Blood Kit
(Invitrogen, JAV) rinkinj pagal gamintojo protokola. Visy kity Siame darbe
aprasomy tiriamyjy visuminé RNR buvo gryninama i§ periferinio kraujo
éminiy, kurie buvo paimti | Tempus™ Blood RNA Tube (ThermoFisher
Scientific, JAV) mégintuvélius su viduje esanfiu komerciniu reagentu,
uztikrinan¢iu RNR  stabiluma. Visuminé RNR buvo gryninama pagal
gamintojo protokolg naudojant Tempus™ Spin RNA Isolation Kit
(ThermoFisher Scientific, JAV) rinkinj, kuris uZtikrina i$grynintos RNR
didele iSeigg (625 ng RNR i§ 3 ml kraujo éminio) ir gerg kokybe (Axso/280 >
1,9). Taip pat S§is rinkinys garantuoja itin mazg uZter§img gDNR
(< 0,005 proc.). Taciau, siekiant paSalinti galimus gDNR likucius, RNR
gryninimo metu méginiai buvo papildomai veikiami DNR nukleazés
fermentu, naudojant PureLink™ DNase Set (Invitrogen, JAV) rinkinj pagal
gamintojo protokola.

Pazymétina, kad molekuliniy ir funkciniy tyrimy metu tirtos taip pat
negiminingy ir neturin€iy ligos pozymiy kontroliniy asmeny visuminés RNR
méginiai. Siekiant wuztikrinti tyrimo efektyvuma, atkartojamumg ir
patikimumg, visuminé RNR buvo gryninama tuo paiu metu ir tuo paciu
gryninimo metodu kaip ir tiriamy asmeny.

3.3.3.2. Visuminés RNR gryninimas i§ fibroblasty kultiros éminiy

Tiriamojo #2 ir #10 visuminé RNR buvo gryninama i§ fibroblasty
kultiiros naudojant RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Vokietija) rinkinj pagal
gamintojo protokola. Sis visuminés RNR gryninimo metodas taip pat buvo
naudojamas CRISPR-Cas9 genomo redagavimo eksperimente, gryninant
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visuming RNR i§ neturincio ligos pozymio kontrolinio asmens fibroblasty
kultiiry pries ir po genomo redagavimo procediros (Zr. 3.3.8 skyriy).

Vadovaujantis gamintojo vartotojo vadovu RNeasy® Mini Handbook
(Qiagen, Vokietija), rekomenduojama gryninti RNR i§ lasteliy kulttiros,
kurioje yra apie 3—4 x 10° Igsteliy. Todél RNR buvo gryninama, kai lgsteliy
kultiiros, kultivuotos plastikiniame indelyje T25 (TPP, Sveicarija), tankis
sické > 90 proc. (angl. Cell confluence) [186]. Vykdant CRISPR-Cas9
genomo redagavimo eksperimentg, penkiuose (i$ 11) kultivavimo indeliuose
redaguoty fibroblasty dauginimosi efektyvumas buvo sumazgjes, todél
lasteliy visuminé RNR i$gryninta i§ maZesnio kiekio lasteliy (apie 2050 proc.
lasteliy tankis).

3.3.3.3. Visuminés RNR koncentracijos ir §varumo nustatymas bei
méginiy ilgalaikis saugojimas

ISgrynintos RNR koncentracija ir $§varumas buvo matuojami
spektrofotometru  NanoDrop® 2000 (ThermoFisher Scientific, JAV)
vadovaujantis gamintojo vartotojo vadovu NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer User Manual v.3.3 (ThermoFisher Scientific, JAV). Geros
kokybés méginiai buvo laikomi, jei absorbcijos santykis 260 nm ir 280 nm
ilgio $viesos bangoje (Axsons0) buvo daugiau nei du matavimo vienetai.
Paruosti RNR meéginiai saugomi —80 °C Saldiklyje.

3.3.4. Kopijinés DNR sintezé

iRNR budingas jautrumas hidrolizés procesui ir mazesnis stabilumas,
palyginti su DNR [15, 38, 48], todél, siekiant to i§vengti, visy tiriamyjy
iSgryninta visuminé RNR buvo naudojama kopijinés DNR (kDNR) sintezei,
kuri toliau buvo tiriama Sangerio sekoskaitos ir / ar kiekybinés tikro laiko
polimerazés grandininés reakcijos (kPGR; angl. Quantitative real-time
polymerase chain reaction) metodais.

Kopijiné DNR buvo sintetinama atvirkstinés transkripcijos polimerazés
grandininés reakcijos (AT-PGR; angl. Reverse transcription polymerase
chain reaction) metodu, naudojant High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit
(ThermoFisher Scientific, JAV) rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.
Ruosiant reakcijos miSinj (3.2 lentelé) ypa¢ svarbu naudoti vienoda
iSgrynintos visuminés RNR kiekj, kadangi iRNR biidingas didelis
koncentracijos variabilumas tarp skirtingy tiriamy méginiy. Todél, siekiant
uztikrinti AT-PGR efektyvuma, tiksluma ir atkartojamuma, priklausomai nuo
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iSgrynintos visuminés RNR koncentracijos j reakcijos misinj buvo dedamas
vienodas iSgrynintos visuminés RNR kiekis — 500 ng, 250 ng arba 200 ng.
Atsizvelgiant | gamintojo rekomendacijas, dedamos visuminés RNR kiekis
buvo apskaiciuojamas taip, kad nevirSyty 9 pl tirio. Todél, jei tiriamyjy ir
kontroliniy méginiy iSgrynintos visuminés RNR koncentracija buvo didesné
nei 56 ng/ul, reakcijai buvo naudojama 500 ng visuminés RNR. Retesniais
atvejais, kai visuminés RNR koncentracija buvo mazesné nei 55 ng/ul,
reakcijai buvo naudojama 250 ng arba 200 ng visuminés RNR. Laikantis Sios
skai¢iavimo strategijos reakcijos miSiniui pagaminti, dazniausiai buvo
naudojama maziau nei 9 pl visuminés RNR, dél to likes tiiris buvo uzpildomas
vandeniu (be nukleaziy) taip, kad bendras AT-PGR tiiris bty 20 pl. Tyrimo
metu taip pat buvo naudojama neigiama atvirkstinés transkriptazés kontrolé
(angl. Negative reverse transcriptase control; -RT), siekiant nustatyti, ar
reakcija nebuvo uztersta DNR (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. AT-PGR miSinio sudétis

Medziagos pavadinimas Taris (ul)
RT -RT
2x RT BufferMix 10 10
20x RT EnzymeMix 1 -
I$gryninta visuminé RNR ki 9 1ki 9
Vanduo be nukleaziy (jei taikoma) Iki 20 Iki 20
MiSinio taris 20 20

AT-PGR vykdoma ProFlex PCR System termociklerio kaitinimo bloke
(ThermoFisher Scientific, JAV) gamintojo rekomenduojamomis sglygomis:
inkubacija 60 min. +37 °C, reakcijos sustabdymas 5 min. +95 °C.
Susintetintos kDNR meéginiai saugomi —80 °C Saldiklyje.

3.3.5. Kiekybiné tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

Naudojant oligonukleotidinius hidrolizés TagMan™ zymenis (angl.
Probe; ThermoFisher Scientific, JAV), kPGR metodu buvo itirta penkiy
tiriamyjy (#5, #6, #8, #9, #10) ir vieno kontrolinio asmens (genomo
redagavimo eksperimente) 12 geny raiska (3.3 lentel¢). kPGR eksperimentai
buvo suplanuoti ir atlickami vadovaujantis MIQE rekomendacijomis ir
gairémis [130].

Siekiant iSvengti genominés DNR priemaisy méginyje, visi tyrimui
parinkti komerciniai TagMan™ zymenys buvo sukurti ant gretimy egzony
jungciy (3.3 lentele). MED13L geno raiskos tyrimo metu komercinio Zymens
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1-2 egzony jungciai nebuvo galima pasirinkti gamintojo internetinéje
svetainéje [187], todél pradmenys ir zymuo Siai genetinei sri¢iai buvo sukurti
naudojant NCBI Primer-Blast [188] ir Custom TagMan® Probes tool
(ThermoFisher Scientific, JAV) [189] bioinformacinius jrankius (Zr.
I prieda, III.1 lentelg). Siekiant efektyvaus tiriamos srities atpazinimo, visi
TagMan™ Zymenys buvo zyméti 5‘FAM (angl. 6-carboxyfluorescein)
fluoroforu bei 3‘NFQ (angl. nonfluorescent quencher) slopikliu, kuris
sgveikauja su DNR mazuoju grioviu (angl. minor groove binder, MGB).

3.3 lentelé. kKPGR metodu tirti genai

Tiriamicji Ge_nai _ T aqManT_M_iymenq T qu_unTM
kandidatai numeriai [187] Zymeny Vieta [187]
Hs00234253 ml 7-8 egzony jungtis
#5 TGFBR2 . .
Hs00559660 ml1 6—7 egzony jungtis
#6 BLM Hs01119887 ml 19-20 egzony jungtis
#8 GPC5 Hs00270114_ml 3—-4 egzony jungtis
PRKG2 Hs00922440_ml1 3—4 egzony jungtis
RASGEF1B Hs00959036_m1 12-13 egzony jungtis
#9 HNRNPD Hs01086912_ml 2-3 egzony jungtis
HNRNPDL Hs00943609 ml 1-2 egzony jungtis
ENOPH1 Hs00368361_ml 1-2 egzony jungtis
Hs01573430_ml1 3—4 egzony jungtis
MEDL3L Hs01011 103_m.1 16-17 egzon.q jun.gtis
Sukurtas naudojant 1-2 egzony jungtis
#10 in silico jrankius
RB1 Hs00153108_ml1 24-25 egzony jungtis
E2F1 Hs00153451 ml 3—4 egzony jungtis
CCNC Hs01029307_ml 2-3 egzony jungtis

kPGR reakcijos misiniui buvo naudojama tiriamyjy kDNR, vanduo be
RNazeés, 20x TagMan™ Gene Expression Assays (ThermoFisher Scientific,
JAV) ir 2x TagMan™ Gene Expression Master Mix (ThermoFisher Scientific,
JAV) pagal gamintojo rekomendacijas (3.4 lentelé).
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3.4 lentelé. kPGR misSinio sudétis

y .. Tiris (ul)
Medziagos pavadinimas 1 reakcija NTC
20x TagMan™ Gene Expression Assay 1 1
2x TagMan™ Gene Expression Master Mix 10 10
kDNR (1-100 ng)?
Vanduo be nukleaziy 5 9
MiSinio tiris 20 20

Siekiant uztikrinti rezultaty patikimuma, kiekvieno biologinio méginio
atveju buvo atlikta po 3 techninius pakartojimus. Taip pat, siekiant iSvengti
klaidingai teigiamy rezultaty (angl. False-positive results) dél meéginio
uzter§Simo ar pradmeny dimery formavimosi, buvo naudojama neigiama
kontrolé (angl. No template control; NTC). kPGR atlikta Applied Biosystems
7900HT system (ThermoFisher Scientific, JAV) termocikleryje pagal
gamintojo rekomenduojamas standartines salygas. Duomeny analizé atlikta
naudojant SDS v.2.3 (Applied Biosystems, JAV), ExpressionSuite v.1.1
(ThermoFisher Scientific, JAV), gbase™ (Biogazelle, Belgija), Microsoft Excel
2010 (Microsoft Corporation, JAV) programas bei R v.3.4.0 [190] statistinj
paketa. Geny raiskos pokyciai buvo vertinami naudojant AACt metoda
(skai¢iavimo formulé pateikta 2.2.2.1 skyriuje) ir normalizuojant pagal vieng
arba dvi endogenines kontroles (angl. Hausekeeping genes). GPC5, PRKG2,
RASGEF1B, HNRNPD, HNRNPDL bei ENOPH1 geny raiskos tyrimy metu
buvo naudojama ACTB (kodas: Hs99999903 ml; MIM #102630;
ThermoFisher Scientific, JAV) endogeniné kontrolé, o MED13L, TGFBR2,
BLM, MED13L, RB1, E2F1 bei CCNC geny raiSskos tyrimuose buvo
naudojamos ACTB ir GAPDH (kodas: Hs99999905 ml1; MIM #102630;
ThermoFisher Scientific, JAV) endogeninés kontrolés.

Tyrimy metu taip pat buvo naudojamos referentinés kontrolés. GPC5 ir
penkiy geny: PRKG2, RASGEF1B, HNRNPD, HNRNPDL ir ENOPH1 raiskos
tyrimuose biologines kontrolines grupes sudaré atitinkamai #8 ir #9 tiriamyjy
tévai, neturintys ligos pozymiy. Atliekant BLM raiskos tyrimg, #6 tiriamojo
méginiai lyginti su asmeny (n = 4), neturinéiy ligos pozymiy, tarp jy —
tiriamyjy tévy, méginiais. MED13L bei TGFBR2 geny raiskos tyrimy metu
buvo naudojamos vidinés (angl. Internal control) ir biologinés iSorinés (angl.
External control) kontrolés. MED13L tyrimo atveju viding kontrole sudaré to
paties geno dvi skirtingos genetinés sritys (1-2 bei 16—17 egzony jungCiy), o

2 kPGR reakcijoje naudotos kDNR koncentracija priklausé nuo isgrynintos visuminés RNR
iSeigos (zr. 3.3.4 skyriy).
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biologing iSorin¢ kontrole sudaré ligos pozymiy neturintys trys sveiki asmenys
(n = 3). PanasSiai buvo suplanuotas TGFBR2 geno raiSkos tyrimas: viding
kontrole sudaré to paties geno 6—7 egzony jungties geneting sritis, o iSoring
kontrole taip pat sudaré ligos poZymiy neturintys trys sveiki asmenys (n = 3).

Lyginant su kontrolémis, geny raiskos pokytis du ir daugiau karty (angl.
Fold change; FC) buvo vertinamas kaip padidéjusi arba sumazéjusi tiriamo
geno raiska.

3.3.6. Sekoskaita Sangerio metodu

Siekiant patvirtinti nezinomos klinikinés reik§meés varianta, nustatyta
NKS tyrimo metodu, bei jvertinti varianto segregacija, Sangerio sekoskaitos
metodu buvo istirti keturiy tiriamyjy (#1-#4) gDNR méginiai. Siekiant
patvirtinti sukirpimo varianto poveiki iRNR lygmeniu ir patikslinti
vidugeninés MED13L delecijos dydj, $iuo metodu buvo istirti astuoniy
tiriamyjy (#1, #2, #3, #4, #5, #6, #7, #10) ir vieno kontrolinio asmens (genomo
redagavimo eksperimente) kDNR méginiai.

Pradmeny kiirimas

Pradmenys buvo sukurti naudojant Primer3 v.0.4.0. programa
(Whitehead Institute for Biomedical Research, JAV) [191] arba
bioinformacinj jrankj Primer-BLAST [188] vadovaujantis standartinémis
rekomendacijomis. Visy pirma, pradmenys buvo kuriami ne maZziau nei
50 nukleotidy atstumu iki tiriamo varianto vietos. Tinkamiausia pradmeny
pora buvo pasirenkama atsizvelgiant j nespecifiniy jungimosi viety genome
skai¢iy, G/C sastatg (40—60 proc.), pradmeny komplementaruma bei lydymosi
temperattry skirtumg (< 5 °C) [192].

kDNR tyrimy metu itin svarbu paSalinti galimus gDNR likucius
méginyje. Nors komerciniai visuminés RNR gryninimo rinkiniai uztikrina itin
maza uzterSimg gDNR, visy tyrimy metu meéginiai buvo ne tik papildomai
veikiami komerciniu DNR nukleazés fermentu, bet taip pat tiesioginis (angl.
Forward; F) arba grjztamasis (angl. Reverse; R) pradmuo buvo kuriamas ant
gretimy egzony jungties.

Oligonukleotidiniy pradmeny sekos ir PGR produkty ilgiai nurodyti 111
priede (I1I.1 lentelé).

PGR ir reakcijos produkto vertinimas

gDNR ir kDNR fragmentai buvo pagausinti atliekant polimerizacijos
grandining reakcija (PGR; angl. Polymerase chain reaction) naudojant 2%
Phusion Flash High-Fidelity PCR MasterMix (ThermoFisher Scientific, JAV)
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misinj, dejonizuotg vandenj, sukurtg pradmeny porg ir kDNR méginj. Taip pat
buvo naudojama NTC neigiama kontrolé (3.5 lentelé).

3.5 lentelé. PGR miSinio sudétis

" - Tiiris (ul)
Medziagos pavadinimas 1 reakcija NTC
Dejonizuotas vanduo 8 9
2x Phusion Flash PCR MasterMix 10 10
F (10 pmol/ul) 0,5 0,5
R (10 pmol/ul) 0,5 0,5
gDNR/KDNR? 1 -
MiSinio taris 20 20

PGR buvo vykdoma ProFlex PCR System termociklerio kaitinimo
bloke (ThermoFisher Scientific, JAV) nustatytomis sglygomis (3.6 lentelé).

3.6 lentelé. PGR termociklerio programos etapai ir sglygos

Etapai Temperatiira (°C) Trukmé (s)

Pradiné denattiracija 98 30
Denatiiracija 98 2

=

Pradmens prijungimas 64 10 e

=

Sintezé 72 20 =
Galutiné sintezé 72 60
Programos pabaiga 4 0

Siekiant jvertinti PGR produkto specifiSkumg, ilgj ir kiekj, buvo
vykdoma elektroforezé 1,5 proc. agarozés (Top Vision Agarose,
ThermoFisher Scientific, JAV) gelyje, kuris buvo ruoSiamas pagal
standartines gamintojo rekomendacijas. PGR produkto vizualizacijai santykiu
2:1 naudotas 3x dazas (DNA LoadingDye, ThermoFisher Scientific, JAV), o
DNR molekulinés masés ir dydzio standartas (100 bp GeneRuler,
ThermoFisher Scientific, JAV) naudotas produkto ilgiui jvertinti.
Elektroforez¢ buvo vykdoma EC 105 horizontalios elektroforezés sistemoje
(E-C Apparatus Corporation, JAV). Agarozés gelis su PGR produktais buvo
vizualizuojamas UV transiliuminatoriuje (E.A.S.Y. 442K, Herolab, Vokietija),

3 PGR reakcijoje naudota 100 ng/ul gDNR koncentracija, o naudotos kDNR koncentracija
priklausé nuo iSgrynintos visuminés RNR iSeigos (zr. 3.3.4 skyriy).
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o analizuojamas ir fotografuojamas EasyWin 32 (Herolab, Vokietija) geliy
analizavimo programa. Priklausomai nuo gauty rezultaty, keliais atvejais PGR
salygos buvo optimizuojamos (III priedas, II1.2 ir III.3 lentelés). Gavus
kokybiska PGR produkta, toliau buvo vykdoma PGR produkto sekoskaita
Sangerio metodu.

PGR produkty sekoskaita Sangerio metodu

Pirmiausia, i§ PGR reakcijos buvo i$valyti nepanaudoti nukleotidai ir
pradmenys naudojant fermentinj Exol-FastAP metoda. Siai reakcijai
naudojama Egzonukleazé 1 (angl. Exonuclease I; ThermoFisher Scientific,
JAV) ir FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (ThermoFisher
Scientific, JAV) sarminé fosfatazé pagal gamintojo rekomendacijas. Toliau
buvo atlieckama cikliné sekoskaitos PGR naudojant BigDye® Terminator v.3.1
Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific, JAV) rinkinj vadovaujantis
gamintojo optimizuotu protokolu.

Sekoskaitos reakcijos produktas buvo valomas etanoliu ir natrio
acetatu. Reakcijos miSinys (3.7 lentelé) iSpilstomas po 80 ul j mégintuvélius,
kuriuose yra 7 pl sekoskaitos PGR produkto. Méginiai inkubuojami tamsoje
8 min., o po inkubacijos centrifuguojami 7 min. 13 000 aps./min.
Meégintuvélius kruops$céiai dekantavus, jpilama po 300 ul Salto etanolio
(70 proc.) ir mégintuvéliai purtomi 2 min. Mégintuvéliai dar karta
centrifuguojami 7 min. 13 000 aps./min. ir kruopsc¢iai dekantuojami. Taip
paruosti méginiai paliekami i8dziiiti 20—30 min. kambario temperatiiroje arba
5 min. +37 °C temperatiiroje.

3.7 lentelé. Etanolio-natrio acetato miSinys vienam méginiui

Medziagos pavadinimas Tiris (ul)
Dejonizuotas vanduo 14,5
Etanolis (96 proc.) 62,5
Natrio acetatas 3
MiSinio taris 80

Isdziovinus sekoskaitos produktus, vykdoma automatizuota kapiliariné
elektroforezé, kuri nustato tiesioging nukleotidy seka. Siam uzdaviniui
pasiekti liofilizuotos DNR méginiai uzpilami 8 ul Hi-Di™ formamido (Hi-
Di™ Formamide, ThermoFisher Scientific, JAV) ir kruops¢iai pipetuojant
pernesami j 96 Sulinéliy sekoskaitos plokstele (Nerbe Plus, GmbH, Vokietija).
Plokstelé uzdengiama gumine tarpine (Nerbe Plus, GmbH, Vokietija) ir
nucentrifuguojama 1 min. 1500 aps./min. Universal 32 (Andreas Hettich
GmbH & Co, Vokietija) centrifugoje. Kapiliariné elektroforezé atlickama
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genetiniu  analizatoriumi ABI PRISM® 3130xl Genetic  Analyzer
(ThermoFisher Scientific, JAV). Siuo metodu nuskaitytos sekos analizuotos
Sequence Analysis v.5.1 (Thermo Fisher Scientific, USA) ir Chromas v.2.4.4
(Technelysium Pty Ltd) programomis. Naudojant EXPASy LALIGN [102]
bioinformacinj jrankj, sekos buvo lyginamos su referentine tiriamo geno seka
(ARID1B NM 020732.3, GLI3 NM_000168.6, SLC9A6 NM _001042537.1,
CHD7 NM_017780.4, TGFBR2 NM _001024847.2, BLM NM _000057.2,
CAPN3 NM _000070.3, MED13L NM_015335.5), gauta i§ ENSEMBL [95]
genomo narsSyklés.

3.3.7. Naujos kartos sekoskaita

INGENES projekto metu dr. Violeta Mikstiené, kuriai asistavo
disertacijos autor¢, doc. dr. Zivilé MaldZien¢ bei dokt. Gunda Petraityté, atliko
viso egzomo sekoskaitos (VES) tyrimg 31 tiriamajam, turinc¢iam IN ir / ar JA.
Tyrimo metu nustatyti nauji DNR sekos variantai, kurie buvo siejami su
tiriamy asmeny fenotipais. TaCiau disertaciniame darbe pagal uzsibrézta darbo
tikslg ir uzdavinius yra apraSomas tik vienas tiriamasis (#8), kuris buvo
tiriamas taikant $ig technologija.

VES atlikta pagal gamintojo (Illumina, Inc., JAV) tiekiamus reagenty
ir instrumenty protokolus. Siam tyrimui iSgryninta DNR (Zr. 3.3.1 skyriy)
buvo skiedziama 1x TE buferiniu tirpalu iki 5 ng/ul koncentracijos. DNR
bibliotekos paruostos naudojant 24 méginiams skirtg rinkinj Nextera Exome
Kit (Illumina, Inc., JAV) pagal protokola Nextera DNA Exome Reference
Guide (lllumina, Inc., JAV). Siekiant tiksliai iSmatuoti DNR bioblioteky
koncentracijg, buvo naudojamas rinkinys Qubit dsDNA BR Assay kit
(Invitrogen, JAV) ir Qubit v.2.0 fluorometras (Invitrogen, JAV) pagal
gamintojo rekomendacijas. DNR fragmenty gausinimui ir klasteriy
paruo$imui buvo naudojami rinkiniai TruSeq PE Cluster Kit v.3-HS (Illumina,
Inc., JAV) ir TruSeq Dual Index Sequencing Primer Box, Paired End
(Mlumina, Inc., JAV). Klasteriai amplifikuoti cBot instrumentu (Illumina, Inc.,
JAV) vadovaujantis gamintojo vartotojo vadovu cBot System Guide v.0.2
(Hlumina, Inc., JAV). VES atlikta naudojant rinkinj TruSeq SBS Kit v.3-HS
(Hlumina, Inc., JAV) ir genetinj analizatoriy HiScanSQ (Illumina, Inc., JAV)
pagal gamintojo vartotojo vadova HiScanSQ System User Guide v.0.1
(Ilumina, Inc., JAV).

Gautus duomenis anotavo dr. Tautvydas Rancelis. Nuskaitytos sekos
sulygiuotos BWA (angl. Burrows-Wheeler Alignment tool) [193] programa
pagal Zmogaus genomo referenting seka, pateikiamg genomo narSykléje
UCSC (GRCh37/hgl9) [194]. NKS analizés algoritmui naudotas jrankis
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GATK (angl. Genome Analysis Toolkit) [195]. Nustatyty varianty anotacijai
buvo naudojamas ANNOVAR v.2018Aprl6 [196] bei VarAFT v.2.16 (angl.
Variant annotation and filter tool) [197] jrankis.

Siekiant uztikrinti rezultaty patikimuma ir kokybe, galutiniy duomeny
vertinimas buvo atlickamas skirtingy INGENES projekto vykdytojy, tarp jy
taip pat darbo autorés. Analizei buvo atrinkti variantai, kuriy retojo alelio
daznis sveiky zmoniy populiacijose yra < 0,05. Siekiant jvertinti varianty
patogeniskumg buvo remtasi informacija ANNOVAR programa sukurtame
dokumente, ACMG kriterijais [19], duomeny bazémis bei moksline literatira
(IV priedas). Atrinkti patogeniniai ir / arba galimai patogeniniai sekos
variantai buvo patikrinti BAM dokumentuose naudojant jrankj IGV v.2.7.0
(angl. Integrative Genomics Viewer) [198].

3.3.8. Fibroblasty kultiiros genomo redagavimas CRISPR-Cas9
technologija

CRISPR-Cas9 genomo redagavimo technologija pritaikyta MED13L
genui nutildyti neturincio ligos pozymiy vyriskosios lyties asmens fibroblasty
kultiiroje. Pirmiausia buvo atsildytas saugomas kontrolinio asmens fibroblasty
méginys. Kriomégintuvelis iSimtas i§ skysto azoto Saldiklio ir nedelsiant
jdétas j +37 °C vandenj. Toliau méginys buvo apdorojamas pagal standartinj
fibroblasty kultivavimo protokola [185].

Siekiant nutildyti MED13L gena kultivuojamoje fibroblasty kultiiroje,
naudota MED13L DNR sekai specifine gRNR (Nr. CRISPR927871 SGM,;
TrueGuide™, Invitrogen, JAV), Cas9 baltymas (7rueCut™, Invitrogen, JAV)
ir transfekcijos reagentas (Lipofectamine™ CRISPRMAX™, |nvitrogen,
JAV) vadovaujantis gamintojo vartotojo vadovu TrueGuide™ Synthetic
gRNA User Guide (Nr. MANO0017058; Invitrogen, JAV). Siekiant jvertinti
lasteliy uzséjimo tankio jtaka genomo redagavimo efektyvumui, kontrolinio
asmens fibroblastai uzséti skirtingu tankiu (~0,3 x 10° j tris 9,6 cm?
skersmens kultivavimo indelius. AtsiZzvelgiant j gamintojo rekomendacijas,
transfekcijos procediira atlikta esant 30—70 proc. lasteliy konfluencijai.

Po dviejy redaguoty fibroblasty kultivavimo dieny vertintas genomo
redagavimo efektyvumas naudojant Primer-BLAST [188] jrankiu sukurtus
taikiniui specifinius PGR pradmenis (III priedas, III.1 lentel¢) ir komercinj
rinkinj (GeneArt™ Genomic Cleavage Detection Kit, Invitrogen, JAV).
Tyrimas atliktas vadovaujantis gamintojo vartotojo vadovu GeneAdrt™
Genomic Cleavage Detection Kit User Guide (Nr. MAN0009849, Invitrogen,
JAV). Siekiant uztikrinti efektyvia PGR ammplifikacija, pradmenys buvo
kuriami atsizvelgiant j bendrgsias gamintojo rekomendacijas: 18-22 bp ilgis,
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45-60 proc. GC sastatas, produkto ilgis ~400-500 bp. Taip pat pradmenys
kurti taip, kad prognozuojama kirpimo vieta nebity amplikono viduryje,
kadangi priesingu atveju gelio elektroforezés vaizde nebiity galimybés atskirti
dviejy PGR produkty. Gauty PGR produkty specifiskumas jvertintas 1,5 proc.
agarozés (Top Vision Agarose, ThermoFisher Scientific, JAV) gelyje (zr. 3.3.6
skyriy). Perkirpto tikslinio fragmento frakcija pagal agarozés gelyje
iSrySkéjusias juostas jvertinta ImageJ v.1.52t (National Institutes of Health,
JAV) programa. Genomo redagavimo efektyvumas apskaiCiuotas pagal
matematine formulg:

Efektyvumas (proc.) = 1 — ((1 — perkirpto tikslinio fragmento frakcija)'

Ivertinus genomo redagavimo efektyvuma, redaguoty fibroblasty
kultiros buvo klonuojamos skiedimo metodu (angl. Limiting dilution
cloning). Praskiedus lasteliy kultiiras iki 8 Igsteliy viename mililitre, uzséta
desimt 96 Sulinéliy kultivavimo indeliy (i$ viso 960 Sulinéliy). [vertinus pro
invertuotg mikroskopg Olympus CKX41 (Olympus Life Science, Japonija),
atrinkti kultivavimo indeliai, kuriuose augo viena lastelé. Sios atrinktos
lastelés toliau kultivuotos standartinémis sglygomis (zr. 3.3.2 skyriy) iki
funkciniams tyrimams pakankamo lgsteliy skai¢iaus. Taciau dél force majeure
aplinkybiy (karantinas dél SARS-CoV2 viruso) tyrimas buvo pertrauktas,
uzsaldzius 16-ka gyvybingy lasteliy klony.

3.3.8.1. Fibroblasty kultiiry funkciniai tyrimai

Fibroblasty gyvybingumo tyrimas

Fibroblasty skaicius ir gyvybingumas kultivuojamose kultiirose buvo
vertintas naudojant Biirker skaiCiavimo kamerg (angl. Biirker counting
chamber; Heinz-Herenz, Vokietija), vadovaujantis gamintojo instrukcijomis.

Fibroblasty morfologijos tyrimas

Kultivuojamy fibroblasty morfologija tirta kiekvieno pasazo metu,
lasteles stebint pro invertuota mikroskopa Olympus CKX41 (Olympus Life
Science, Japonija). Lastelés fotografuotos ankstyvuose (III-TV) ir vélyvuose
(X-XV) pasazuose, naudojant Iasteliy analizatoriy JULI™ (NanoEnTek, Piety
Kor¢ja).
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Fibroblasty senéjimo tyrimas

Lastelés augintos T25 flakonuose. Fibroblasty senéjimas tirtas
naudojant komercinj dazymo rinkinj Senescence Cells Histochemical Staining
Kit (Sigma-Aldrich, JAV) pagal gamintojo rekomendacijas.

Kultivuojamy 1gsteliy senéjimas buvo jvertintas invertuotu mikroskopu
Nikon (Nikon, Japonija). Desimt kultivavimo indelio viety nufotografuota
ImageJ v.1.52t (National Institutes of Health, JAV) programa. Nuotraukose
suskai¢iavus bendrg lasteliy skai¢iy bei mélynai nusidaziusiy lasteliy skaiciy,
buvo santykinai jvertintas nusidaziusiy lgsteliy skai¢ius, kuris véliau buvo
iSreikStas procentais.

Fibroblasty ciklo tyrimas

Fibroblastai, kultivuoti mitybinéje terpéje AmnioMAX (ThermoFisher
Scientific, JAV; zr. 3.3.2 skyriy), apdorojami pagal standartinj fibroblasty
kultivavimo protokola [185]. Gautos lasteliy suspensijos perpilamos j 1,5 ml
talpos centrifuginius mégintuvélius ir centrifuguojama 10 min. 1 000 g.
Nusiurbus supernatantg, fibroblastai suspenduojami 1 ml 8alto PBS (Gibco,
Jungtiné Karalyste) tirpale. Lastelés dar karta centrifuguojamos tomis
paciomis salygomis, suspenduojamos 100 pl PBS tirpale ir sula§inama 900 ul
etanolio (96 proc.). Paruosti méginiai laikomi 24 val. 4 °C temperatiiroje.

Kitg diena matuojamas lasteliy ciklas. Nucentrifugavus (5 min., 1 000
g) méginius ir nusiurbus supernatantg, fibroblastai suspenduojami 1 ml PBS
tirpale. Méginiai dar karta centrifuguojami tomis paciomis salygomis.
Nuosédos suspenduojamos 500 pl propidzio jodido/RNazés (BD Biosciences,
JAV) tirpale ir, apsaugant nuo Sviesos, inkubuojama 15 min. kambario
temperatiroje. Paruosti méginiai perpilami j tékmés citometro BD
FACSCalibur (BD Biosciences, JAV) mégintuvélius ir analizuojami
naudojant Cell quest programa.

3.3.9. Statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojant SDS v.2.3 (Applied
Biosystems, JAV), ExpressionSuite v.1.1 (ThermoFisher Scientific, JAV),
gbase® (Biogazelle, Belgija), Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation,
JAV) programas bei R v.3.4.0 [190] statistinj paketa. Atlikus statisting analizg,
gauti duomenys pateikti kaip aritmetinis vidurkis + standartinis nuokrypis.
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3.3.10. Bioinformaciné¢ duomeny analizé

Siekiant jvertinti tiriamo varianto patogeniSkuma bei jtaka baltymo
struktdirai ir funkcijai buvo atlickama in silico analizé naudojant jvairias
duomeny bazes, bioinformacinius jrankius ir analizuojant tarptautineg
moksling literatira. Moksliniam darbui naudotos duomeny bazés ir
bioinformaciniai jrankiai yra pateikti [V priede.
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4. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Pastaruosius deSimtmecius sparciai tobulinami viso Zmogaus genomo
molekuliniai genetiniai tyrimai suteiké galimybe efektyviau ir iSsamiau
identifikuoti jvairiy genetiniy ligy, jskaitant intelektinés negalios ir / ar jgimty
anomalijy (IN / JA), genetines priezastis. ClinVar [8] duomenimis, §iuo metu
yra registruota: 10 092 (23 proc.) patogeniniai, 4 329 (10 proc.) galimai
patogeniniai, 3 363 (8 proc.) nepatogeniniai, 4 915 (11 proc.) galimai
nepatogeniniy bei 20 522 (47 proc.) nezinomos klinikinés reikSmés variantai,
kurie yra siejami su IN [9]. Todél, nepaisant spartaus progreso, didzioji dalis
iy genetiniy pokyCiy yra nezinomos ar vis dar nepatvirtintos klinikinés
reikSmes.

Siekiant jvertinti koduojancios ir nekoduojancios DNR sekos pokyciy
patogeniskumg, naudojant ankstesniy moksliniy projekty (LITGEN,
CHERISH, PROGENET, UNIGENE) duomenis buvo atrinkta deSimt
tirlamyjy / tiriamyjy Seimy (#1-#10; 3.1 lentel¢), kurioms pasireiské
intelektiné negalia (IN), psichomotorinés raidos atsilikimas (PRA) ir / arba
jgimtos anomalijos (JA). Taikant molekulinius bei funkcinius genomo tyrimo
metodus, vykdant INGENES projekta, nezinomos klinikinés reikSmés DNR
sekos variantai ir KSP istirti iRNR lygmeniu.

iRNR budingas jautrumas hidrolizés procesui ir maZesnis stabilumas,
palyginti su DNR [15, 38, 48], todél molekuliniy ir funkciniy iRNR tyrimy
rezultatai priklauso nuo visuminés RNR gryninimo efektyvumo. Siame
moksliniame darbe buvo naudojami keli visuminés RNR gryninimo metodai.

Pirmiausia, dviejy tiriamyjy (#8 ir #9) visuminé RNR buvo i§gryninta
i§ periferinio kraujo éminiy naudojant komercinj PureLink™ Total RNA
Blood Kit (Invitrogen, JAV) rinkinj. Naudojant § rinkinj, tiriamyjy
iSgrynintos visuminés RNR koncentracijos buvo nedidelés (22,4 ng/pl ir 31,1
ng/ul; zr. ,,PureLink™" 4.1 pav.). Nors gautos visuminés RNR koncentracijos
ir méginiy kokybé (Axens0 ~ 2) buvo pakankama tolesniems tyrimams, dél
iRNR stabilumo ir mazos iSgrynintos visuminés RNR iSeigos parinktas ir
pritaikytas kitas, Tempus™ Spin RNA Isolation Kit (ThermoFisher Scientific,
JAV), visuminés RNR gryninimo rinkinys. Naudojant §j rinkinj buvo
iSgryninta visuminé RNR i§ visy kity darbe aprasomy tiriamy asmeny
periferinio veninio kraujo éminiy (n = 8). ISgrynintos visuminés RNR
koncentracijos (49,3 ng/ul — 166,5 ng/ul; zr. ,,Tempus™“ 4.1 pav.) ir méginiy
kokybé (Aazeor80: 2,04-2,17) buvo geresné, palyginti su rezultatais, gautais
pirmuoju visuminés RNR gryninimo rinkiniu. Siuo komerciniu rinkiniu
i8grynintos visuminés RNR méginiai taip pat pasizyméjo didesniu RNR
stabilumu tiek gryninimo metu, tiek po ilgalaikio $aldymo.
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Nors moksliniams tyrimams dazniausiai visuminé RNR gryninama i§
periferinio veninio kraujo éminio, tam tikry geny raiSka periferiniame
veniniame kraujyje yra labai maza arba i§ viso nenustatoma. Nenustacius
GLI3 geno raiskos tiriamojo #2 periferinio veninio kraujo méginyje, visuminé
RNR buvo iSgryninta i§ fibroblasty kultiiros naudojant RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Vokietija) rinkinj (Zr. ,,Rneasy® 1“ 4.1 pav.). Sis visuminés RNR
gryninimo metodas taip pat buvo naudojamas CRISPR-Cas9 eksperimente
(zr. 4.2.3 skyriy), gryninant visuming RNR i§ neredaguoty ankstyvyjy pasazy
(II-1V) tiriamojo #10 ir neturin¢io ligos pozymiy kontrolinio asmens
fibroblasty kultiros. Nustatyta visuminés RNR koncentracija atitinkamai
266,1 ng/ul ir 239,9 ng/ul (zr. ,,Rneasy® 2 4.1 pav.). Redagavus kontrolinio
asmens fibroblasty kultiira, i§ 11-kos redaguoty vélyvyjy pasazy (X—-XV)
lasteliy klony buvo iSgryninta visuminé RNR ir jvertinta jos koncentracija
(nuo 15,8 ng/ul iki 168,5 ng/ul; zr. ,,Rneasy® 3 4.1 pav.). Dél ilgalaikio
kultivavimo ir / ar genomo redagavimo pasekmiy redaguotose vélyvyjy
pasazy fibroblasty kultirose buvo mazesnis skaiCius lasteliy. Vertinant tiek
ankstyvuosius, tiek vélyvuosius kultivuojamy fibroblasty pasazus, nustatyta
tiesioginé koreliacija tarp fibroblasty skaiciaus kultliroje ir iSgrynintos
visuminés RNR koncentracijos.

150 200 250

Visuminés RNR koncentracija (ng/ul)
100

50

PuréLink"‘ Tembus"" RNea§y° T RNeas'y" ' 2 RNea§y°_3
(n=2) (n=8) (n=1) (n=2) (n=11)

4.1 pav. Visuminés RNR koncentracijos* priklausomai nuo gryninimo metody:
PureLink™ Total RNA Blood Kit (Invitrogen, JAV); Tempus™ Spin RNA

4 4.1 paveiksle vaizduojami 10 tiriamyjy ir vieno kontrolinio asmens, tirto CRISPR-Cas9
genomo redagavimo eksperimento metu, rezultatai. Nejtraukti geny raiskos tyrimuose tirty
kontroliniy asmeny visuminés RNR gryninimo rezultatai, kadangi geny raiSkos tyrimy
efektyvumui, atkartojamumui ir patikimumui uztikrinti visuminé RNR i§gryninta tuo paciu
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Isolation Kit (ThermoFisher Scientific, JAV); Rneasy® Mini Kit (Qiagen,
Vokietija). Stac¢iakampé diagrama nubrézta naudojant R v.3.4.0 [190] statistikos
paketa. Diagramos apatiné ir virSutiné vientisa linija Zymi atitinkamai 25-ajj ir 75-
aji procentilj, o diagramos ,,lisai* nurodo maziausig ir didziausig koncentracija.
Horizontali parySkinta linija sta¢iakampyje Zymi viduting koncentracija

Tiriant 1§ i§grynintos visuminés RNR susintetinta kDNR, septyniems
tiriamiesiems atitinkamai jvertintas ARID1B, GLI3, SLC9A6, CHD?7,
TGFBR2, BLM ar CAPN3 genuose nustatyty neaiskios klinikinés reikSmés
pre-iRNR sukirpimo varianty patogeniSkumas; penkiems tiriamiesiems
atitinkamai jvertintas TGFBR2, BLM, GPC5, HNRNPD, HNRNPDL,
ENOPH1, RASGEF1B, PRKG2, MED13L, RB1, E2F1 ar CCNC geny raiskos
pokytis ir vienam tiriamajam patikslintas vidugeninés MED13L delecijos
dydis. Tiriant nustatytos MED13L delecijos poveikj lastelés lygmeniu, nauja
CRISPR-Cas9 technologija taikyta Sio geno nutildymo eksperimentui odos
fibroblasty kultiiroje. Siekiant jvertinti DNR sekos sukirpimo varianty ir KSP
galimg poveikj baltymo lygmeniu bei suprasti sudétingg rysj tarp genotipo ir
fenotipo, atlikta iSsami in silico ir mokslinés literatiiros analizé. Detaliis
kiekvieno atlikto genetinio tyrimo rezultatai ir jy aptarimas pateikiami
tolesniuose disertacijos skyriuose.

4.1. Nekoduojancios DNR sekos sukirpimo varianty molekuliniy ir
funkciniy tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Remiantis ClinVar [8] duomenimis, 10 092 patogeniniai variantai yra
sigjami su IN [9]. Nekoduojan¢ios DNR sekos sukirpimo viety variantai
sudaro apie 7 proc. visy patogeniniy su IN siejamy varianty. Dazniausiai Sie
variantai lemia vieno ar, reciau, keliy egzony iskrita. Taip pat Sie patogeniniai
variantai daznai gali lemti kriptinj alternatyvyji 5¢ ar 3° galo sukirpimg
gretimame egzone arba introno (ar jo dalies) intarpa. Taciau iki Siol néra
zinomas tikslus mechanizmas, kokiu budu jvykus pokyciui DNR sekoje
pasirenkama alternatyvi kirpimo vieta [50, 52, 55]. Nors sukirpimo vietos
variantai néra tokia dazna IN / JA priezastis kaip taskiniai variantai ar KSP,
§iy varianty patogeniskuma taip pat reikalinga jvertinti. Siuo tikslu batina
atlikti iSsamig iRNR ir / ar kDNR analiz¢ [48].

metu ir tuo paciu gryninimo metodu kaip ir tiriamy asmeny. Dél §ios priezasties gautos
koncentracijos nereik§mingai skyrési nuo tiriamyjy.
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Isanalizavus ankstesniy projekty (LITGEN, CHERISH, PROGENET,
UNIGENE) duomenis, septyniems tiriamiesiems (#1—#7; zr. 3.1 lentele),
turintiems IN / JA, atrinkti nezinomos klinikinés reikSmés sukirpimo vietos
variantai, kurie buvo nustatyti VES ar geny grupés NKS technologijomis.
Trijy geny (ARID1B, GLI3, SLC9A6) DNR sekos variantai nustatyti
konservatyvioje 5 donorinéje sukirpimo vietoje, kity trijy geny (CHD7,
TGFBR2, BLM) variantai nustatyti konservatyvioje 3¢ akceptorinéje
sukirpimo vietoje, o CAPN3 geno variantas nustatytas 20 nt atstumu nuo
akceptorinés srities. Keturiems tiriamiesiems (#1-#4) genominés DNR sekos
variantai patvirtinti Sangerio metodu vykdant INGENES projekta, o kity
tiriamyjy variantai tuo paciu metodu buvo patvirtinti anks¢iau. Sangerio
metodu taip pat atlikta varianty segregacijos analizé, kuri patvirtino varianty
kilme. Nustatyta, kad ARID1B ir CHD7 geny variantai yra de novo kilmés, o
GLI3, SLCI9AG6, BLM ir CAPN3 DNR sekos variantai yra paveldéti i§ vieno i§
tévy. TGFBR2 ¢.1600-2A>G varianto kilmé nenustatyta, nes nebuvo
galimybés istirti tiriamojo #5 tévy.

Atlikus mokslinés literatiiros analizg, nustatyta, kad ARID1B, GLI3,
SLCY9AG, CHD7 ir TGFBR2 sukirpimo vietos variantai yra nauji ir iki Siol
literatiiroje neaprasyti. Taip pat Sie variantai néra registruoti ClinVar [8],
HGMD [34], dbSNP [92], dbVar [93], 1 000 genomy projekto [6] bei gnomAD
[96] duomeny bazése. BLM ¢.2308-2A>G bei CAPN3 ¢.1746-20C>G
variantai mazesniu nei 1 proc. dazniu yra nustatomi skirtingose pasaulio
populiacijose. Taciau, ClinVar [8] duomenimis, iki Siol S$iy varianty
patogeniSkumas néra patvirtintas. BLM ¢.2308-2A>G variantas dviejuose
Saltiniuose yra klasifikuojamas kaip patogeninis ar galimai patogeninis.
CAPN3 ¢.1746-20C>G variantas trijuose Saltiniuose yra klasifikuojamas kaip
nezinomos klinikinés reikSmés, o kituose — kaip patogeninis (1),
nepatogeninis (1) ir galimai nepatogeninis (1).

Naudojant bioinformacinius jrankius, jvertintas septyniy varianty
poveikis pre-iRNR sukirpimui. MutiationTaster2 [99] jrankiu SeSiy geny
(ARID1B, GLI3, SLC9A6, CHD7, TGFBR2, BLM) sukirpimo variantai buvo
jvertinti kaip patogeniniai, o CAPN3 geno variantas priskirtas prie
nepatogeniniy DNR sekos varianty grupés. Nepaisant to, remiantis Human
Splicing Finder v.3.1 [101] prognozémis, visi variantai galimai kei¢ia pre-
iRNR sukirpimo procesa. Nors kai kuriy (pvz., missense ar nonsense) varianty
atveju, atlikus iSsamig in silico analize, surenkama pakankamai jrodymuy,
pagrindzianCiy varianto patogeniSkumg ir jo jtaka fenotipui, sukirpimo
varianty atveju tai yra tik tarpinis etapas. Todél, siekiant tiksliai jvertinti §iy
varianty padarinius iRNR lygmeniu, bitina atlikti detalesnius molekulinius ir
/ ar funkcinius eksperimentus [82, 113].
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4.1.1. ARID1B ¢.5025+2T>C varianto tyrimas

Patogeniniai variantai SeStoje chromosomoje ilgajame petyje (6q25.3)
esanciame ARID1B (MIM #614556) gene yra viena dazniausiy sindrominés ir
nesindrominés IN priezasciy [170, 199]. HGMD [34] duomenimis, §iuo metu
registruojama 116 patogeniniy ARID1B DNR sekos varianty, i§ kuriy
dazniausi yra delecijos / insercijos (39,7 proc.) bei missense / nonsense
(29,3 proc.) tipo variantai, o apie pusé visy patogeniniy ARID1B varianty yra
siejama su autosominiu dominantiniu biidu paveldimu pirmojo tipo Coffino—
Siris sindromu (MIM #135900; ORPHA #1465).

Genetinio konsultavimo metu 14 mety amziaus moteriskosios lyties
tiriamam asmeniui #1, kuriam pasireiské sunki IN, psichomotorinis raidos
atsilikimas bei jvairus spektras JA: Zemas tgis, grubiis veido bruozai,
regéjimo sutrikimai, galvos smegeny pakitimai, hipertrichozé ir kt., buvo
itariamas Coffino—Siris (CSS) sindromas. Moksliniais tyrimais nustatyta, kad
§ sindromg lemia geny, koduojanc¢iy SWI/SNF (angl. SWitch/Sucrose Non-
Fermentable) komplekso subvienetus, patogeniniai variantai. Priklausomai
nuo pazeisto geno, iSskiriama net 11-ka CSS tipy. Todél, atsizvelgiant j
heterogening CSS prigimtj, VES yra tinkamiausias §ig patologijg lemianciy
genetiniy priezas¢iy nustatymo metodas.

Atlikus i§samig tiriamojo #1 gDNR meéginio VES duomeny analize,
nustatytas naujas heterozigotinis 5° donorinés sukirpimo vietos
NC _000006.12(NM_020732.3):c.5025+2T>C variantas 19-ame ARID1B
introne. Tiriamojo #1 ir jo tévy gDNR segregacijos tyrimas Sangerio metodu
patvirtino varianto de novo kilme. Siekiant jvertinti sukirpimo vietos varianto
poveiki pre-iRNR sukirpimo mechanizmui, atliktas tiriamojo #1 kDNR
tyrimas Sangerio metodu (4.2 pav. A, B). Tyrimo metu patvirtinta ARID1B
geno 19-0 egzono iskrita (4.2 pav. C). Insilico dél 131 bp ilgio 19-0jo egzono
nebuvimo kDNR susidaro skaitymo rémelio poslinkis ir prieslaikinis baigmés
kodonas (NP_065783.3:p.(Thr1633Valfs*11)). Dél Sios priezasties, manoma,
yra sintetinamas trumpesnis ARID1B (UniProtKB #Q8NFDS5) baltymas,
neturintis BAF250 C domeno (4.2 pav. D).
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18 egzonas 19 egzonas 20 egzonas
|...AAAGATATCG|ffTACT..ACCCAG|TTGTCTGGAT‘.| KDNR

Referentiné
seka

..AAAGATATCG|gtaag..tcag
..AAAGATATCG|gtaag..tcagTTACT..CCCAG/gcaa.. cca;iTTGTCTG GAT .|gDNR
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TTACT..CCCA gtaa.“ccagﬁTGTCTGGAT.A.QDNR
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18 egzonas 20 egzonas
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AAAT CCAG ACAA|CT GGGAGA GA 1AR -

AAAT CCAGACAA|CGATATCTTT
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4.2 pav. Tiriamojo #1 kDNR méginio tyrimas Sangerio metodu: A) PGR produkto vizualizacija agarozés gelyje. Elektroforezés pirmame
takelyje (zymima ,,+*) vizualizuojamas 1162 bp ilgio laukinio tipo alelio (zalia rodyklé¢) kDNR fragmentas bei 1031 bp ilgio pakitusio
alelio (raudona rodyklé) kDNR fragmentas, o antrame takelyje (Zymima ,—) vizualizuojama neigiama PGR kontrolé. Gelio
elektroforezés rezultatai vertinti pagal 100 bp DNR molekulinés masés ir dydzio standarta; B) Tiriamojo #1 PGR produkto
chromatograma; C) Sukirpimo ¢.5025+2T>C varianto sutrikdyto pre-iRNR sukirpimo proceso rezultato schema; D) Linijiné ARID1B
baltymo (UniProtKB #Q8NFDS5) struktiira su apytiksliai nurodyta prognozuojamo NP _065783.3:p.(Thr1633Valfs*11) pokycio vieta.
Schema adaptuota pagal Pfam [120] duomeny baze
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ARID1, kurio yra zZinomos dvi izoformos — ARID1A ir ARID1B, yra
vienas pagrindiniy SWI/SNF, kitaip vadinamo BAF (angl. Brahma-
Associated Factor), komplekso subvienety [200]. Sis sudétingas baltymy
kompleksas dalyvauja nuo ATP priklausomo chromatino struktiiros
pertvarkymo procese. SWI/SNF tiesiogiai sgveikaujant su PRC (angl.
Polycomb Repressive Complex 1) ir naudojant ATP energija, Salina
nukleosomas nuo DNR grandinés. Tokiu biidu II tipo RNR polimerazé ir
transkripcijos veiksniai jungiasi prie taikinio ir aktyvuoja transkripcijos
procesa (4.3 pav.) [199]. Be to, SWI/SNF gali keisti geny raiska sgveikaujant
su histony acetiltransferaze, kuri acetilina treciajj (H3) ir ketvirtaji (H4)
histong [201].

ARID1A/B/
ARID2 (PBAF)

SMARCA2/

SMARCA4
DPF2 .
r \SMARCB1J . T arpo! >4
\'\ L (\ "r" ~ T\ L
Nukleosoma DNR fragmentas
pasislenka - atsiveria = - » Transkripcija

4.3 pav. SWI/SNF baltymy komplekso reguliuojama geny raiSka. Adaptuota
pagal moksling literattirg [199]

SWI/SNF kompleksas saveikauja su DNR del ARID1B baltymo ARID
domeno, kuris atpazjsta ir jungiasi prie AT turtingos DNR sekos [199]. Kitas
funkciniu pozitriu svarbus ARID1B domenas yra Sio baltymo C gale esantis
BAF250. Yanas su bendradarbiais (2008), uZsloping (angl. Knock-out)
BAF250 domeno raiska peliy EKL, nustaté padidéjusia S$iy lasteliy
diferenciacijg ir sumazgjusj atsinaujinimo potencialg. Todél §is domenas yra
ypac¢ svarbus ankstyvos embriogenezés metu [202]. Tiek BAF250, tiek ARID
domenas yra ypac svarbus jvairiy audiniy funkcijoms palaikyti. GTEX portalo
[118] duomenimis, ARID1B geno raiska didziausia yra kraujo, odos,
skydliaukés, kiausidziy, Slapimo pislés, smegeny audiniuose bei
embrioninése kamieninése lastelése. Jungas su kolegomis (2017) tirdami
modelines Aridlb™ peles jrodé, kad Sio geno haplonepakankamumas turi
itakos nervy sistemos neurotransmisijos procesui, tarpneuroniniy pirmtaky
proliferacijai bei GABAerginiy tarpneurony kiekiui smegeny zievéje. Taip pat
tyrimo metu buvo stebimi Aridlb* peliy kognityviniy funkcijy bei

86



adaptyvaus elgesio sutrikimai, kurie yra analogiski CSS sergantiems
asmenims [200].

Remiantis ankstesniy tyrimy rezultatais, galima teigti, kad patogeniniai
variantai ARID1B gene neabejotinai nulemia neuropsichiatrinius klinikinius
pozymius, kurie pasireiskia tiriamajam #1. Siam tiriamajam nustatytas
sukirpimo vietos ¢.5025+2T>C variantas sutrikdo ARID1B pre-iRNR
sukirpimo procesg. Atsizvelgiant j nustatyto ¢.5025+2T>C varianto reikSme
pre-iRNR sukirpimui ir tiriamajam #1 pasireiskiancius klinikinius pozymius,
Sis ARID1B variantas yra patogeninis ir lemia pirmojo tipo CSS sindroma.

4.1.2. GLI3 c. 473+3 A>T varianto tyrimas

Polidaktilija, kuri gali bati tiek sindrominé, tiek nesindroming, yra
viena dazniausiy plastaky ir pédy jgimty anomalijy. Priklausomai nuo
papildomo pirsto atsiradimo vietos, klasifikuojama postaksialiné polidaktilija
bei preaksialiné polidaktilija, kurios pagal Temtamy ir McKusicko (1978)
apibrézta klasifikacijos schema papildomai skirstomos j kelis tipus [203].
IV tipo preaksialiné polidaktilija (PPD4; MIM #174700; ORPHA #93338),
pozymiais yra buidinga keliems sindromams, tarp jy GCPS (angl. Greig
Cephalopolysyndactyly syndrome; MIM #175700; ORPHA #380) bei PHS
(angl. Pallister-Hall syndrome; MIM #146510; ORPHA #672). Siuos
autosominiu dominantiniu biidu paveldimus sindromus nulemia septintos
chromosomos trumpajame petyje (7p14.1) esan¢io GLI3 (angl. Gli-kruppel
Family Member 3; MIM #165240) geno patogeniniai variantai.

GCPS budingi pozymiai — plastaky ir pédy pirSty PPD4 (4.4 pav. B, C)
bei specifinés kraniofacialinés srities anomalijos, genetinio konsultavimo
metu buvo stebimos #2 Seimos IV-1 ir III-2 nariams. PPD4 taip pat buvo
diagnozuota Sios Seimos II-3 nariui (4.4 pav. A).
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4.4 pav. A) Tiriamosios #2 Seimos genealoginis medis. Juodos spalvos
apskritimai Zymi sukirpimo ¢.473+3A>T varianto GLI3 gene paveldéjimg; B)
Tiriamojo IV-1 pédy pirSty polisindaktilija; C) Tiriamojo IV-1 plastakos pirSty
polisindaktilija (gyd. D. Radzevi¢iaus nuotraukos)

Sangerio sekoskaitos metodu iStyrus IV-1 tiriamojo DNR méginj,
nustatyti du heterozigotiniai variantai GLI3 gene: 5° sukirpimo vietos
NC _000007.14(NM_000168.6):c.473+3A>T wvariantas ir missense tipo
NM_000168.6:c.2179G>A  (NP_000159.3:p.(Gly727Arg); 1s121917710)
variantas. Atlikus varianty segregacijos analize, sukirpimo vietos
c.473+3A>T variantas patvirtintas taip pat III-2 ir II-3 tiriamos S$eimos
nariams. Tiriant ¢.2179G>A varianto segregacija, nustatyta, kad IV-1
tiriamasis paveldéjo §] varianta i§ neturincio ligos pozymiy tévo (III-3).
Ankséiau ¢.2179G>A varianta, paveldimg keturiy karty Seimoje, aprasé
Radhakrishna su bendradarbiais (1999). Mokslininkai nustaté c.2179G>A
variantg aStuoniems tiriamiesiems, kuriems pasireiSké postaksialiné
polidaktilija A ir B tipo, o pir§ty sindaktilija nebuvo stebima [204]. Taciau,
remiantis naujesniais 1 000 genomy projekto [6] ir gnomAD [96] duomeny
baziy duomenimis, §is variantas yra nustatomas sveikiems asmenims,
atitinkamai 0,003 ir 0,006 dazniu. D¢l Sios priezasties tikétina, kad tiriamajai

¢.473+3A>T varianto.
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Siekiant jvertinti anksCiau literatiroje neaprasSyto sukirpimo
c.473+3A>T varianto patogeniSkumg, atliktas II-3 tiriamajam (toliau
tiriamasis #2) kDNR molekulinis tyrimas Sangerio metodu. Pirmiausia tirta
kDNR, susintetinta pagal iRNR, kuri buvo iSgryninta i§ periferinio veninio
kraujo meéginio. Atlikus PGR ir jvertinus gelio elektroforezés vaizda,
nenustatyta jokio PGR produkto nei tiriamajam #2, nei kontroliniam asmeniui
(4.5 pav. A). GTEX portalo [118] duomenimis, GLI3 geno raiska kraujo
méginyje yra itin maza (TPM = 0,03), tod¢l gal¢jo buti nepakankama
molekuliniam genetiniam tyrimui atlikti. Dél Sios priezasties toliau tirta
kDNR, susintetinta pagal iRNR, kuri buvo iSgryninta i§ tiriamojo #2
fibroblasty kulttros. Pakartojus PGR ir jvertinus gelio elektroforezés vaizda,
s¢kmingai nustatytas 166 bp ilgio PGR produktas (4.5 pav. B). Remiantis Siuo
rezultatu, iSkelta prielaida, kad reakcijoje amplifikavosi tik laukinio tipo alelio
(angl. wild-type allele) PGR produktas. D¢l $ios priezasties PGR pakartota
suktirus naujus pradmenis, apimancius ilgesnj DNR fragmenta (419 bp; 111
priedas, III.1 lentelé). ISanalizavus gelio elektroforezés vaizda, nustatyti du
PGR produktai, kuriy ilgis jvertintas apie 419 bp ir 313 bp (4.5 pav. B).

4.5 pav. Tiriamojo #2 kDNR méginio PGR produkty vizualizacija agarozés
gelyje. Elektroforezés rezultatai vertinti pagal 100 bp DNR molekulinés masés ir
dydzio standarta: A) Tiriamojo #2 kDNR, susintetintos pagal iRNR, kuri buvo
iSgryninta i§ periferinio veninio kraujo méginio, tyrimas. Tiriamojo #2 PGR
produktas vizualizuojamas gelio pirmame ir antrame takeliuose, o treiame ir
ketvirtame takeliuose vizualizuojamas kontrolinio asmens kDNR tyrimas. PGR
produkty negauta; B) kDNR, susintetintos pagal iRNR, kuri buvo iSgryninta i$
fibroblasty kulttiros, tyrimas. Tiriamojo #2 laukinio tipo alelio (zalia rodykl¢) 166
bp ilgio DNR fragmentas vizualizuojamas gelio pirmame takelyje. Tiriamojo #2
laukinio tipo alelio 419 bp ilgio DNR fragmentas bei pakitusio alelio (raudona
rodyklé) 313 bp ilgio DNR fragmentas vizualizuojamas gelio treciame takelyje.
Neigiama PGR kontrol¢ atspindima antrame ir ketvirtame takeliuose

89



Sangerio metodu iStyrus gautus PGR produktus, nustatyta, kad dél 5°
sukirpimo vietos ¢.473+3A>T varianto sutrikdomas pre-iRNR sukirpimo
procesas iskrentant ketvirtam egzonui, kurio ilgis yra 106 bp (4.6 pav. A).
Bioinformaciniais jrankiais analizuojant sutrikdyto pre-iRNR sukirpimo
proceso jtaka baltymo lygmeniu, nustatyta, kad dél sukirpimo varianto
susidaro 57-iy aminortig§¢iy skaitymo rémelio poslinkis ir prieslaikinis
baigmés kodonas. Dél S§ios priezasties tikétina, kad yra sintetinamas
trumpesnis NP_000159.3:p.(His123Argfs*57) baltymas arba inicijuojamas
iRNR skaidymas. Remiantis moksline literatiira ir Pfam [104] bei UniProt
[103] duomeny bazé¢mis (4.6 pav. B), galima teigti, kad trumpesnis GLI3
(UniProtKB #P10071) baltymas neturi slopinan¢iojo domeno (AR’ 106-AR
263), cinko pirsteliy (angl. Zinc-finger) domeno (AR 462-AR 645),
proteolitinés skaidymo vietos (AR 703-AR 740), transaktyvinanciojo domeno
2 (AR 1044-AR1322) bei transaktyvinanciojo domeno 1 (AR 1376-AR 1580)
[205].

> AR — aminoriigstis.
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A 3 egzonas 4 egzonas 5 egzonas
| ...ccccacTace || AcccT...caTAT || GACTTCCGCC... |kDNR

Referentiné
seka

| ..cccoacTACC |gtaag..ticag| ACCCT. CATAT |gtaag...cocag| GACTTCCGCC... |gDNR

| ..ccccacTACC |gtaag..ticag| AcCCT...CATAT |gttag...cccag | GACTTCCGCC... |gDNR

Cc.473+3A>T

[ ..ccceactace || eacttceaec... |kDNR

B NP 000159.3:p. (H|5123Aris*57E

1AR 1580 AR

Nonsesnse ‘ ‘

Rémelio ‘
poslinkio |

Missense

| GCPS PHS | Nesindromine polidaktilija

4.6 pav. A) Tiriamojo #2 kDNR méginio chromatograma ir sukirpimo ¢.473+3A>T
varianto sutrikdyto pre-iRNR sukirpimo proceso rezultato schema; B) Linijiné
GLI3 baltymo (UniProtKB #P10071) struktira su apytiksliai nurodyta
prognozuojamo NP 000159.3: p.(His123Argfs*57) poky¢io vieta ir pagrindiniais
baltymo domenais. Raudonu staciakampiu vaizduojamas slopinantis domenas (AR
106-AR 263), mélynu — cinko pirsteliy domenas (AR 462-AR 645), geltonu —
proteolitiné skaidymo vieta (AR 703-AR 740), zaliu — transaktyvinantis domenas
2 (AR 1044-AR1322) bei transaktyvinantis domenas 1 (AR 1376-AR 1580).
Zemiau pavaizduoti daZniausi patogeniniai GLI3 missense, nonsense ir rémelio
poslinkio variantai, lemiantys skirtingus fenotipus: GCPS, PHS ir nesindroming
polidaktilija. Schema sudaryta remiantis Pfam duomeny baze [104] ir moksline
literattira [205, 206]
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GLI3 baltymas — tai transkripcijos veiksnys, kuris dalyvaujant SHH
(angl. Sonic Hedgehog Signaling Molecule) signaliniame kelyje turi dvigubg
poveikj susijusiy geny raiskai dél slopinancio ir transaktyvuojanciy
struktiriniy domeny. Tac¢iau moksliniais tyrimais jrodyta, kad balansas tarp
slopinan¢io ir aktyvuojan¢iy domeny yra ypac¢ svarbus ankstyvos
embriogenezés metu formuojantis galiiniy pirStams (4.7 pav.) [207, 208].
Modeliniy  Gli3"" peliy tyrimai patvirtina § teiginj, kadangi Sioms
heterozigotinéms peléms yra stebima polidaktilija ir kraniofacialiniy
anomalijy pozymiai, kurie budingi GCPS bei PHS fenotipui [209].

Transkripcija

4.7 pav. GLI3 dalyvavimas SHH signaliniame kelyje. A) Specifiniai baltymai
saveikaudami su aktyvinanéiu GLI3 (Zymima GLI3A) baltymu ji fosforilina.
Fosforilintas GLI3A yra degraduojamas proteosomoje, taip sudarant trumpesne
slopinancig GLI3 baltymo forma (zymima GLI3R), kuri slopina geny, atsakingy

uz galtniy pirSty formavimagsi, raiska; B) SHH saveikaujant su specifiniais
baltymais, GLI3 sudaro baltymy kompleksa, kuris iSvengia proteolitinio
skaidymo taip palaikant GLI3 aktyvia forma [208]

Patogeniniai GLI3 variantai sutrikdo balansg tarp aktyvuojanciojo ir
slopinanciojo GLI3 transkripto, tod¢l sutrikdoma SHH signaliniame kelyje
veikian¢iy geny veikla. HGMD [34] duomenimis, Siuo metu registruota
daugiau nei 200 patogeniniy varianty GLI3 gene. Didzioji dalis Siy genetiniy
varianty lemia sindroming polidaktilija — GCPS. Manoma, kad nuo varianty
vietos GLI3 geno srityje priklauso skirtingi fenotipai — GCPS, PHS ar
nesindroming polidaktilija. GCPS yra siejamas su DNR sekos variantais, kurie
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yra GLI3 geno pradzioje (iki 1 998 nt) ir gale (nuo 3481 nt). PHS lemia geno
vidurio patogeniniai variantai, kurie nepazeidzia represuojanc¢iojo domeno
(4.6 pav. B). Nepaisant to, patogeniniai variantai ne visada tiksliai koreliuoja
nulemiantis mechanizmas [206, 210].

Atsizvelgiant j tiriamajam #2 pasireiskiancius klinikinius poZymius ir
gautus genetiniy tyrimy rezultatus, naujas sukirpimo c.473+3A>T variantas,
sutrikdantis pre-iRNR sukirpimo procesg, yra laikytinas patogeniniu ir
lemianciu GCPS sindroma.

4.1.3. SLC9AG6 ¢.899+1G>A varianto tyrimas

IN yra budinga tiek vyrams, tieck moterims, tac¢iau, mokslinés literattiros
duomenimis, vyriSkosios lyties asmenims Sis sutrikimas pasireiskia apie du
kartus dazniau [112]. Toks pasiskirstymas aiSkinamas tuo, kad daugiau nei
100 geny, siejamy su IN, yra X chromosomoje, o naujy geny Sioje
chromosomoje identifikuojama vis daugiau [112, 161, 163]. Vienas i$ tokiy
su X chromosoma susijusiy genetiniy susirgimy buvo jtariamas tiriamajai
Seimai #3, kurioje vyriSkosios lyties asmenims (I-1, II-2, II-3) pasireiské IN,
psichomotorinés raidos sutrikimas, mazas tgis, mikrocefalija, traukuliai ir
kitos JA (4.8 pav.).

1 2 3

4.8 pav. Tiriamosios Seimos #3 genealoginis medis. Juodos spalvos kvadratai

zymi vyriSkosios lyties asmenis, turincius ligos pozymius. Juodos spalvos
perbrauktas kvadratas Zymi vyriSkosios lyties asmenj, turéjusj ligos poZymius.
Tasku zymétas apskritimas Zymi su X chromosoma susijusios ligos moteriskosios
lyties neSiotoja

ISanalizavus VES duomenis, II-2 ir II-3 Seimos #3 nariams
X chromosomoje nustatyti trys variantai - TENM1
NM _001163278.1:¢.3914G>A, TAF9B NM 015975.4:c.510T>A ir SLC9A6
NC _000023.11(NM_001042537.1):¢.899+1G>A. Nors TENM1 (MIM
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#300588) ir TAF9B (MIM #300754) iki Siol néra siejami su jokia pagal
Mendelio désnius paveldima liga, abiejy geny raiSka yra intensyvi smegeny
lastelése, o Siy geny i$jungimas modeliniuose organizmuose nulemia
neuropsichiatrinius sutrikimus [211, 212]. Patogeniniai variantai SLC9AG
(MIM #300231) gene siejami su Christiansono tipo sindromine IN (MIM
#300243; ORPHA #85278), kuri charakterizuojama progresuojancia IN,
sunkiais psichomotorinés raidos sutrikimais, mikrocefalija, hipotonija,
jvairaus tipo traukuliais ir JA. Sis su X chromosoma susijes dominantiniu biidu
paveldimas sindromas pirma karta buvo apraSytas pries 20 mety [213].
Nepaisant to, HGMD [34] duomenimis, iki S$iol nustatyta tik 18-ka
patogeniniy SLCOAG varianty, i$ kuriy trys yra sukirpimo vietos variantai.

Siekiant jvertinti trijy nezinomos klinikinés reikSmés varianty
segregacija Seimoje #3, atlikta dviejy serganéiy probandy (II-2, II-3),
neturin¢io ligos pozymiy sibso (II-1) bei motinos (I-2) gDNR méginiy
Sangerio sekoskaita. Tiriant TAF9B geng, missense tipo variantas nebuvo
nustatytas, kadangi visiems tiriamiems $eimos nariams, jskaitant probandus,
tiriamoje pozicijoje nustatytas nukleotidas, atitinkantis zmogaus referentinés
sekos (NM_015975.4) duomenis. Toks rezultatas gali biiti aiSkinamas tuo, kad
NKS metu TAF9B geno sekos missense tipo variantas galéjo biti neteisingai
prilygiuotas dél genome esanciy panasios sekos geny. Analizuojant TENM1
geno Sangerio sekoskaitos rezultatus, missense tipo variantas nustatytas I1-2,
II-3 bei II-1 tiriamiesiems hemizigotinéje biikléje bei -2 tiriamojo
heterozigotinéje bukléje (4.9 pav. A). IS I-2 (motina) paveldétas variantas taip
pat biidingas neturin¢iam ligos pozymiy sibsui II-1, todél §is genetinis pokytis
negali paaiSkinti ligos patogenezés. Analizuojant SLCIAG genetinio tyrimo
rezultatus, nustatyta, kad sukirpimo vietos variantas néra budingas II-1, ta¢iau
I1I-2 ir II-3 paveldg¢jo §j varianta 1§ I-2, kuri yra ¢.899+1G>A varianto neSiotoja
(4.9 pav. B). Iskelta prielaida, kad 5° donorinés sukirpimo vietos variantas
galimai nulémé II-2 ir II-3 tiriamyjy, kuriems budingi identiski klinikiniai
pozymiai, sindrominés IN patogenezés mechanizma.
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4.9 pav. Tiriamosios Seimos #3 gDNR sekos varianty Sangerio sekoskaitos
rezultatai. A) NM_001163278.1:¢.3914G>A variantas nustatytas TENM1 gene;
B) NC 000023.11(NM_001042537.1):c.899+1G>A  variantas nustatytas
SLCOAG gene. Juoda rodyklé Zymi varianto vietg. Raudona rodyklé zZymi galimai

patogeninj sukirpimo vietos variantg, kuris toliau tirtas kDNR lygmeniu

ISkelta hipotezé dél SLC9A6 gene nustatyto ¢.899+1G>A varianto
patogeniskumo buvo tikrinama Sangerio sekoskaitos metodu tiriant vieno i§
probandy (II-2; toliau tiriamasis #3) kDNR méginj. Nustatyta, kad 5°
donorinés sukirpimo vietos variantas lemia 6-0jo egzono iskritg (4.10 pav. A).
In silico dél prarasto 6-0jo egzono SLC9AG gene susidaro skaitymo rémelio
poslinkis (NP _001036002.1:p.(Val264Alafs*3)). Dél susidariusio
prieslaikinio baigmés kodono, tikétina, yra sintetinamas pakitusios funkcijos
trumpesnis SLCIA6 (UniProtKB #Q9258; (4.10 pav. B) baltymas arba vyksta
NMD inicijuojamas $ios iRNR skaidymas.
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4.10 pav. A) Tiriamojo #3 kDNR méginio chromatograma ir ¢.899+1G>A
varianto pre-iRNR sukirpimo proceso rezultato schema; B) SLC9A6 baltymo
(UniProtKB #Q9258) struktiiros schema endosomos membranoje su apytiksliai
nurodyta prognozuojamo NP 001036002.1:p.(Val264Alafs*3) pokycio vieta.
Cilindrinémis struktiiromis pazyméti transmembraniniai domenai, dalyvaujantys
Na' bei H* jony pernasoje. Schema adaptuota pagal moksline literattrg [214, 215]

GTEx portalo [118] duomenimis, SLC9A6G intensyviausia raiska yra
smegeny audiniuose. Nepaisant to, Sis baltymas taip pat yra svarbus palaikant
kity audiniy, pavyzdziui, inksty ir Zarnyno, veiklg. SLCOA6 koduojamas
produktas yra vienas i§ devyniy monovalentiniy Na* ir H" jony nesikliy (angl.
Na*/H* exchanger; NHE) $eimos baltymy, todél kitaip vadinamas NHE6. Sis
baltymas, daugiausia randamas Igsteliy endosomy ir mitochondrijy
membranose, yra atsakingas uz Na" bei H' jony pernasa prieSinga kryptimi
tarp organelés ir lastelés citoplazmos [216]. NHE6 baltyma sudaro 12-a
transmembraniniy spiraliy, i§ kuriy Sesta ir septinta yra biidingos visiems NHE
Seimos baltymams [216, 217]. Remiantis Wakabayashi ir kt. (2000) sukurtu
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modeliu, prognozuojamas NP _001036002.1:p.(Val264Alafs*3) pokytis yra
konservatyvioje septintoje transmembraninéje spiraléje (4.10 pav. B). Todél
tikétina, kad tiriamajam #3 nustatytas sukirpimo vietos c.899+1G>A variantas
SLC9A6 gene sutrikdo Na® ir H® jony pernasa ir tokiu bidu nulemia
Christiansono tipo sindrominés IN fenotipg. Tikslus mechanizmas, galintis
paaiskinti genotipo ir fenotipo ry$j, iki Siol néra zinomas. Taciau Ouyang su
bendradarbiais (2013), tirdami modelines peles, nustaté, kad patogeniniai
variantai SIc9a6 sutrikdo nerviniy lasteliy aksony ir dendrity Sakojimasi, kuris
yra biitinas tinkamai neurony veiklai uztikrinti. Tikétina, kad sutrikus $iai
veiklai vystosi kognityviniy funkcijy bei adaptyvaus elgesio sutrikimai [218].

Atsizvelgiant j sukirpimo vietos ¢.899+1G>A varianto sutrikdoma pre-
iRNR sukirpimo mechanizma ir baltymo prognozuojamus struktiirinius
pokycius, tiriamajam #3 nustatytas SLCOAG genetinis pokytis yra patogeninis
ir siejamas su Christiansono tipo sindromine intelektine negalia.

4.1.4. CHD7 c.5535-1G>A varianto tyrimas

CHARGE sindromas (MIM #214800; ORPHA #138), kuris genetinio
konsultavimo metu buvo jtariamas moteriSkosios lyties tiriamajam
asmeniui #4, charakterizuojamas akies koloboma, Sirdies yda, choany atrezija,
psichomotorinés raidos atsilikimu, genitalijy A, ausy IA ir / ar kurtumu (angl.
Coloboma of the eye, heart anomaly, choanal atresia, retardation of mental
and somatic developmen, genital abnormalities, ear abnormalities and/or
deafness) [219]. Dalis §iy klinikiniy pozymiy budinga taip pat MFDGA
sindromui (angl. Mandibulofacial dysostosis Guion-Almeida type; MIM
#610536; ORPHA #79113), Kabuki sindromui 1 (MIM #147920; ORPHA
#2322) bei hipogonadotropiniam hipogonadizmui (MIM #612370; ORPHA
#432), kuriuos atitinkamai lemia genetiniai variantai EFTUD2 (MIM
#603892), KMT2D (MIM #602113) bei CHD7 (MIM #608892) genuose. O
autosominiu dominantiniu biidu paveldima CHARGE sindromg lemia
patogeniniai DNR sekos variantai SEMA3E (MIM #608166) ir CHD7 genuose
[220-223]. Manoma, kad astuntos chromosomos ilgajame petyje (8ql12)
esan¢io CHD7 geno heterozigotiniai variantai lemia apie 70 proc. visy
CHARGE sindromo atvejy [224]. Specifines CHD7 duomeny bazés [225]
duomenimis, S$iuo metu yra registruojamas 801 genetinis variantas CHD7
gene, o i jy 686 yra patogeniniai arba nezinomos klinikinés reik§més [226].
Remiantis HGMD [34] duomeny baze, i$ viso skai¢iuojami 737 patogeniniai
variantai, i§ kuriy dazniausi yra missense / nonsense (43 proc.), insercijos /
delecijos (39,2 proc.) bei sukirpimo variantai (12,5 proc.).
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Atlikus i§samig 16 mety amziaus tiriamojo #4 VES duomeny analize,
nustatytas nezinomos klinikinés reik§més heterozigotinis sukirpimo vietos
variantas NC_000008.11(NM_017780.4):¢.5535-1G>A, kuris yra CHD7 26-
ojo introno akceptorinéje srityje, bei patogeninis heterozigotinis variantas
NM 004004.5:c.167delT, NP _003995.2:p.(LeuS6Argfs*26), rs80338942
GJB2 gene. Patogeniniy ar galimai patogeniniy varianty EFTUD2, KMT2D ar
SEMAB3E genuose nenustatyta.

Siekiant jvertinti sukirpimo varianto ¢.5535-1G>A patogeniskumg ir
galimg poveikj tiriamam fenotipui, atlikta tiriamojo #4 kDNR sekos analizé
Sangerio sekoskaitos metodu. Nustatyta, kad sukirpimo vietos variantas
aktyvuoja alternatyvig 3 akceptoring sukirpimo vieta, kuri nuo pirminés
vietos yra nutolusi tik vienu nukleotidu. Tokiu biidu paskutinis 26-0jo introno
A nukleotidas ir pirmasis 27-0jo egzono G nukleotidas tampa alternatyvia 3°
sukirpimo vieta (4.11 pav.).

26 egzonas
ITGcTAGCAGATGGTGGTGACGGFG*GAGAATTTGA kDNR
Referentine
seka
lTGCTAGCAGATGGTGGTGACGGIglaa cataglc G AGAATTTGA| DNR
ITGCTAGCAGATGGTGGTGACGG]glaa cataaGEGA}GAATTTGA DNR
€.5534-1G>A
[TGCTAGCAGATGGTGGTGACGbeGAGAATTTGA KDNR
A ‘|.~\ N \ .
A o [ W AN SV
/“\/":. [ r 1 ’\}2.’} VA
f \ N AN f s <& . / '
RAANOANA Y VAL £\ X

4.11 pav. Tiriamojo #4 kDNR méginio chromatograma ir aktyvuojamos
alternatyviosios 3‘ akceptorinés sukirpimo vietos CHD7 26-ame introne proceso
schema

ENSEMBL [95] duomeny bazés duomenimis, apie 46,52 proc.
(271 628/583 835) zmogaus referentinés sekos egzony prasideda
G nukleotidu. Taip pat, remiantis moksline literatira, gana daznai
akceptorinéje srityje -1 pozicijoje G nukleotidas kei¢iamas j A. McDaniellas
su kolegomis (2006) aprasé NOTCH2 (MIM # 600275) geno sukirpimo
variantg ¢.5930-1G>A, kai pirmasis 33-i0jo egzono nukleotidas yra G.
Panasiai Pasmooij ir kt. (2007), Mukhopadhyay ir kt. (2006), Gelincik ir kt.
(2015), Simpsonas ir kt. (2007) aprasé akceptorinés vietos variantus -1
pozicijoje, kai gretimame egzone pirmasis nukleotidas yra G [227-231].
Visais atvejais Sie sukirpimo variantai lémé egzono iskritg. AnksCiau yra
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aprasytas tik vienas ATM (MIM #607585) geno patogeninis variantas c.4437-
1G>A, kuris 1émé kriptinés alternatyvios sukirpimo vietos susidarymg vienu
nukleotidu toliau nuo pirminés vietos, panasiai kaip tiriamojo #4 atveju [53].
Iki Siol néra zinomas tikslus sukirpimo mechanizmas, nulemiantis kirpimo
vietos pasirinkima [50, 52, 55]. Manoma, kad tam gali turéti jtakos genomo
vieta, ESST ir ESSL tankis genome ar net pre-iRNR antrinés struktiiros [48].

In silico jvertinus sukirpimo varianto ¢.5535-1G>A poveikj baltymo
lygmeniu, nustatyta, kad susidaro 23-jy aminoriig§iy skaitymo rémelio
poslinkis NP_060250.2:p.(Gly1846Glufs*23). Dél susidariusio prieslaikinio
baigmés kodono, tikétina, sintetinamas trumpesnis CHD7 baltymas (angl.
Chromodomain Helicase DNA-Binding Protein 7; UniProtKB #Q9P2D1)
arba inicijuojamas iRNR skaidymas. CHD7 baltymg sudaro 2 997
aminorigstys, o pagrindinés S$io baltymo struktiirinés dalys yra du
chromodomenai, SNF?2 ir helikazés domenas bei du BRK domenai (4.12 pav.
A)[232,233]. Pastarieji du BRK domenai (4.12 pav. B) dél tiriamo sukirpimo
varianto nesusidaro. Moksliniais tyrimais yra nustatyta, kad BRK domenai
reguliuoja geny raiska ir chromatino organizacijos procesa, sgveikaujant su
aukstesniyjy eukarioty chromatino komponentais (pvz., CTCF baltymu)
[234]. Schnetzas su bendradarbiais (2009) nustaté, kad CHD7 kartu su
kofaktoriais (angl. Cofactor), pavyzdziui, P300, OCT4, SOX2 ir NANOG,
reguliuoja audiniui specifiniy geny raiska. Baltymy kompleksas atpazjsta
reguliacinio elemento, vadinamojo stipriklio, treCiojo histono ketvirtoje
pozicijoje esant] (mono- arba di-) metilinta lizing (H3K4) ir, sudarant
chromatino kilpa, priartina stipriklj prie transkripcijos pradzios vietos (angl.
transcription start site; 4.12 pav. C). Manoma, kad tokiu btidu reguliuojama
audiniui specifiniy geny raiSka yra ypa¢ svarbi embrioniniy kamieniniy
lasteliy proliferacijai ir diferenciacijai, o sutrikus Siam mechanizmui
mechanizmg patvirtina Chd7+/- modeliniy peliy tyrimai, kuriy metu
hemizigotinés pelés pasizyméjo Kklinikiniais pozymiais, siejamais su
CHARGE sindromu [236-238].
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Chromodomenai  SNF2 Helikazés BRK

1846 AR
i, S i ;__L_wu|
1AR NP_060250.2:p.(Gly1846Glufs*23) 2997 AR
B C
H3K4me1/2
0 H3kames

. Audiniui specifinio Transkripcijos
geno stipriklio sritis pradzios vieta
4.12 pav. A) Linijiné CHD7 baltymo (UniProtKB #Q9P2D1) struktira su
apytiksliai nurodyta prognozuojamo NP_060250.2:p.(Gly1846Glufs*23)
poky¢io vieta. Schema adaptuota pagal Pfam duomeny baz¢ [104]; B) BRK
domeno trimatés struktiiros schema, sukurta LiteMol [239] jrankiu; C) CHD7
regulivojama audiniui specifiniy geny raiska. Schema adaptuota pagal moksline
literatiirg [235]

Nors tiriamajam #4 pasireiSkia CHARGE sindromui btidingas klausos
sutrikimas (4.13 pav.), §i patologija gali bti siejama su patogeniniais DNR
sekos variantais tieck CHD7, tieck GJB2 gene.

4.13 pav. Tiriamojo #4 kaukolés laikinojo kaulo kompiuterinés tomografijos
vaizdai. A) Pusapvaliy kanaly aplazija; B) Nervinio kanalo atrezija

Patogeniniai GJB2 geno variantai dazniausiai yra siejami su
autosominiu recesyviu biidu paveldimu klausos sutrikimu (MIM #220290).
Anksciau rs80338942 variantas keleta karty buvo nustatytas tiriamiesiems
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asmenims i§ bendros Lietuvos populiacijos, kuriems pasireiské jvairaus
laipsnio klausos sutrikimai ar net kurtumas. Nustatyta, kad homozigotinis arba
sudétinis heterozigotinis variantas lemia skaitymo rémelio poslinkj ir
prieslaikinj baigmés kodona, dél kurio susidaro sutrumpéjes baltymas,
nulemiantis klausos defektus. Taciau yra patvirtinta, kad GJB2 variantas
heterozigotinéje biikléje yra nepakankamas paaiSkinti klausos sutrikimo
potogeneze [240]. Todél tiriamasis #4 yra Sio GJB2 patogeninio varianto
nesiotojas, o jam pasireiSkiantis klausos sutrikimas yra aiskinamas sukirpimo
variantu, kuris buvo nustatytas CHD7 gene.

Remiantis iSanalizuota literatiira, gautais genetinio tyrimo rezultatais ir
tiriamojo #4 klinikiniu fenotipu, ¢.5535-1G>A sukirpimo vietos variantas yra
laikytinas patogeniniu ir lemian¢iu dalinj arba visiska CHD7 geno
haplonepakankamuma, dél kurio tiriamajam #4 diagnozuotas CHARGE
sindromas.

4.1.5. TGFBR2 ¢.1600-2A>G varianto tyrimas

Baltymai, veikiantys TGF-B (angl. Transforming growth factor beta)
signaliniame kelyje, reguliuoja daugeli lastelés funkcionavimui biitiny
procesy, jskaitant augimo, diferenciacijos, apoptozés bei homeostazés. Siuos
baltymus koduojan¢iy geny patogeniniai variantai lemia autosominiu
dominantiniu buidu paveldimus Marfano, Shprintzeno—Goldbergo bei
Loeyso—Dietzo sindromus (LDS), kurie charakterizuojami skeleto, akiy,
plauciy, Sirdies ir kraujagysliy sistemy pazeidimais (4.1 lentelé) [241]. Dél
pasireiskiancios jgimtos skeleto deformacijos bei jgimty Sirdies defekty
vienas $iy sindromy buvo jtartas 21 mety amziaus tiriamajam #5.

4.1 lentelé. TGF-B signaliniame kelyje veikiantys genai ir siejami sindromai pagal
OMIM [91]

Sindromas MIM Genas MIM
Marfano #154700 FBN1 (angl. Fibrillin 1) #134797
Shprintzeno—
Goldbergo #182212 SKI (angl. SKI proto-oncogene) #164780

TGFBR1 (angl. Transforming Growth
Factor-Beta Receptor, Type I)
TGFBR2 (angl. Transforming Growth
Factor-Beta Receptor, Type II)

LDS3 #613795 SMAD3 (angl. SMAD Family Member 3) #603109
TGFB2 (angl. Transforming Growth
Factor-Beta, Type II)

TGFB3 (angl. Transforming Growth
Factor-Beta, Type I1I)

LDSI #609192 #190181

LDS2 #610168 #190182

LDS4 #614816 #190220

LDS5 #615582 #190230
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NKS geny grupés tyrimo technologija iStyrus tiriamojo #5 gDNR
méginj, nustatytas galimai patogeninis sukirpimo vietos
NC_000003.12(NM_001024847.2):¢c.1600-2A>G variantas TGFBR2 geno
heterozigotingje biikléje. Sis 3¢ akceptorinés sukirpimo vietos variantas yra
TGFBR2 septintame introne, o aStuntas egzonas yra paskutinis tiriamo geno
transkripto egzonas. Atsizvelgiant | ankstesniy tyrimy rezultatus, iskelta
hipotezé, kad c.1600-2A>G variantas gali lemti kriptinés alternatyvios
sukirpimo vietos susidaryma arba septinto egzono iSkritg. Sukdrus
oligonukleotidinius pradmenis, apimancius penkto—Se$to egzony jungties
vieta, septinta ir dalj astunto egzono (III priedas, III.1 lentel¢), Sangerio
metodu nusekvenuotas tik nepakitusio alelio kDNR sekos fragmentas

(4.14 pav.).
F R
r ]

kDNR 5 egzonas 6 egzonas 7 egzonas 8 egzonas

‘ AR VUV YLV Y ‘H\"‘ e
[\ ' w \ V | VY |
VIV VLIV VIVYV VLY PR fVAY Y VYV AVY LR )

L CTGGC TCAACCACCAGGGCATCCAGATGGTGTGT.

7 egzonas 8 egzonas

4.14 pav. Tiriamojo #5 kDNR méginio chromatograma. Schemoje nurodytais
oligonukleotidiniais pradmenimis (F ir R) atlikus Sangerio sekoskaita,
nusekvenuotas tik nepakitusio TGFBR2 geno alelio fragmentas

Remiantis §iuo rezultatu, iSkelta nauja hipotezé, kad c¢.1600-2A>G
variantas gali lemti astuntojo egzono iskrita, kadangi sukurtais pradmenimis
nepavykty nusekvenuoti kDNR fragmento be egzono, kuriame jungiasi
griztamasis oligonukleotidinis pradmuo. D¢l Sios priezasties atlikta kPGR
naudojant oligonukleotidinius TagMan™ zymenis c.1600-2A>G varianto
poveikiui pre-iIRNR sukirpimo procesui jvertinti. Hipotezei dél galimai
i8kritusio aStunto egzono patikrinti buvo naudojami Zymenys, kurie
hibridizuojasi skirtingose TGFBR2 geno srityse — 67 ir 7-8 egzony jungties
vietose. Tiriamoji 6—7 egzony jungties sritis buvo naudojama kaip vidiné
kontrolé, pagal kurig nustatyta, kad 7—8 egzony jungties vietos fluorescencijos
intensyvumas yra apie du kartus mazesnis (FC=1,99, 4.15 pav. A). Taip pat
atlikta tiriamojo #5 ir trijy neturinCiy ligos poZymiy negiminingy asmeny
(kontrolé #1-#3) méginiy lyginamoji analizé. Normalizuojant duomenis,
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vieno i§ kontrolinio asmens rezultatai reikSmingai i$siskyreé i$ tiriamos imties,
todél galutiné lyginamoji analizé atlikta lyginant tiriamajj #5 ir biologing
grupe, kurig sudaré kontrolé #1 bei kontrolé #3°. Nustatyta 1,96 karto mazesné
TGFBR2 7-8 egzony jungties vietos raiSka ir normali 6-7 egzony jungties
vietos raiska (4.15 pav. B). Remiantis gautais rezultatais, sukirpimo vietos
¢.1600-2A>G variantas lemia astuntojo egzono iskritg, galimai kartu apimant
introning sritj. Siekiant patvirtinti tikslias sutrikusio pre-iRNR sukirpimo
proceso vietas, Sangerio sekoskaitos tyrimas pakartotas, sukiirus nauja
oligonukleotidinj griZztamajj pradmenj 3° netransliuojamoje srityje (3‘UTR).
ISanalizavus gautg tyrimo rezultata, nustatytas tik nepakitusio TGFBR2 geno
alelio fragmentas. Atsizvelgiant j gautus geno raiSkos ir Sangerio sekoskaitos
tyrimy rezultatus, tikétina, kad dél sukirpimo vietos ¢.1600-2A>G varianto
i8krenta ne tik astuntas egzonas, bet ir 3°UTR. Laimeris su kolegomis (2006)
nustaté, kad patogeniniai variantai CINH (MIM #606860) geno 3‘UTR lemia
koduojamo baltymo haplonepakankamuma, dél kurio sergama paveldima
angioedema (MIM #106100) [242]. Todél manytina, kad c.1600-2A>G
variantas lemia TGFBR2 baltymo (UniProtKB #P37173)
haplonepakankamuma.

¢ TGFBR2 geno raiskos tyrime eliminuotas 29 mety amziaus moteriskosios lyties kontrolinis
asmuo. Atlikus geno raiskos tyrima, nustatyta, kad Sio kontrolinio asmens TGFBR2 raiska yra
reikSmingai sumazéjusi lyginant tiek su tiriamojo, tiek su kitais kontroliniais méginiais. Nutarta
$i méginj eliminuoti i§ analizés, nes prieSingu atveju reikéty atlikti papildomus tyrimus, kurie
galéty paaiskinti kontrolinio asmens kraujyje sumazéjusios TGFBR2 raiskos priezastj.
Pazymétina, kad Siame geno raiskos tyrime naudota papildoma vidiné kontrolé. Todél vienos
vidinés kontrolés ir dviejy iSoriniy biologiniy kontroliy uztenka jvertinti geny raiskos pokytj ir
patikrinti iSkelta hipotezg.
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4.15 pav. A) Lyginamuoju AACt metodu jvertintas TGFBR2 raiskos pokytis (FC)
tarp tiriamojo #5, dviejy neturin€iy ligos poZymiy negiminingy asmeny (kontrolé
#1 ir #3; biologiné grupé) bei vidinés kontrolés (TGFBR2 6-7). Histogramy
,»usai“ zymi techniniy pakartojimy vidurkio SN. B) Tiriamojo #5 TGFBR2 raiskos
pokytis pagal biologing grupe (n = 2). Histogramy ,,0sai“ Zymi biologinés grupés
vidurkio SN. Histogramos nubréztos naudojant Microsoft Excel 2010 (Microsoft
Corporation, JAV) statistinj paketa pagal rezultatus, apdorotus SDS v.2.3
(Applied Biosystems, JAV) ir gbase™ (Biogazelle, Belgija) programa

TGFBR2 geno produktas yra vidulgstelinis TGF-B II tipo receptorius
(4.16 pav. A), kuris atsakingas uZz signalo perdavimg lastelés citozolyje.
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Pirmiausia, TGF-f augimo veiksniai, prisijunge prie II tipo receptoriaus N-
gale esandio ektodomeno, inicijuoja receptoriaus dimerizacija. Sie
homodimerai saveikauja su TGF-f I tipo receptoriaus homodimerais ir sudaro
stabilia  heterotetramering baltymy struktirg. Baltymy kompleksas
aktyvuojamas II tipo receptoriaus C-gale esanciu serino ir treonino kinazés
domenams fosforilinus I tipo receptoriy. Tuo paciu principu I tipo receptorius
toliau aktyvuoja SMAD baltymy signalinio kelio kaskada, kuris reguliuoja
miRNR brendimg ir iRNR transkripcija (4.16 pav. B) [243]. TGFBR2
koduojamas baltymas yra svarbus ne tik aktyvuojant TGF-f signalinj kelig. II
tipo receptoriaus gale yra bazolateralinis motyvas (angl. Basolateral Motif),
kuris nukreipia receptoriy j poliarizuoty epiteliniy lasteliy bazolateraling dalj
[244].

A B TGFp _/TGj
N-galas e _,C}Q

C|toplazma
Ektodomenas

0
TGFB/
I T (T LT
TR I Tt
Y

5213 B\

| —p—
EMAD2 or SMAD3(P)

miRNR
reguliavimas

Serino ir treonino
kinazés domenas

Bazolateralinis
‘motyvas

IKSMAD2/SMAD3

v Transkripcijos

C-galas reguliavimas

Branduolys

4.16 pav. A) TGFBR2 (UniProtKB #P37173) baltymo struktiiros lgstelés
membranoje schema. Juodi apskritimai, pazyméti P raide, Zymi fosforilinimo
sritis; B) TGFBR2 signalo perdavimo TGF-p kelyje schema. Schemos adaptuotos
pagal moksline literatlirg [243, 244]

Moksliniais modeliniy organizmy tyrimais patvirtinta, kad TGF-
signalinio kelio sutrikimai yra siejami su jvairiy audiniy, jskaitant Sirdies ir
kraujagysliy, pazeidimais. HGMD [34] duomenimis, Zinomi 127 patogeniniai
TGFBR2 variantai, o TGFBR1 gene registruojama dvigubai maziau kliniskai
reikSmingy varianty. Didzioji dalis visy apraSyty patogeniniy varianty,
siejamy su LDS, — heterozigotiniai missense variantai, kurie yra evoliuciskai
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konservatyviuose 1 ir II tipo receptoriaus serino ir treonino kinazés
domenuose. Gallo su bendradarbiais (2014), tirdami modelines Tgfbr1Ms1e~/*
ir Tgfbr26®™* peles, nustaté, kad aortos sieneléje kaupiasi fosforilintas
SMAD?2, o kity baltymy, veikian¢iy TGF-f signaliniame kelyje, raiska yra
reikSmingai padidéjusi. Dél sutrikusios geny raiskos Sioms peléms pasireiské
aortos aneurizma ir skeleto deformacijos, kurios taip pat yra budingos tiek
pirmojo, tiek antrojo tipo LDS [241, 245].

Sukirpimo vietos ¢.1600-2A>G variantas lemia TGFBR2 aStuntojo
egzono ir 3‘UTR iskrita, todél, remiantis ACMG [20] rekomendacijomis,
variantas klasifikuotinas patogeniniu. Baltymo lygmeniu tikétina, kad c.1600-
2A>G variantas lemia II tipo receptoriaus haplonepakankamuma.
Atsizvelgiant | tirlamojo #5 nustatyta genotipa ir jam pasireiSkiancius
klinikinius pozymius, patogeninis TGFBR2 variantas lemia antrojo tipo
Loeyso—Dietzo sindromg.

4.1.6. BLM ¢.2308-2A>@G varianto tyrimas

Anemija, kitaip vadinama mazakraujyste, pasireiSskia eritrocity
skaiGiaus ir hemoglobino koncentracijos sumazéjimu kraujyje. Si patologiné
organizmo busena biidinga ne tik sergant onkologinémis ar autoimuninémis
ligomis, bet taip pat ir genetinémis, pavyzdziui, Bloomo sindromu (OMIM
#210900; ORPHA #125). Sj autosominiu recesyviu biidu paveldima sindroma
lemia homozigotiniai arba sudétiniai heterozigotiniai DNR sekos variantai
BLM (MIM #604610) gene. HGMD [34] duomenimis, retesniais atvejais,
kurie sudaro apie 14 proc. visy zinomy atvejy, BLM patogeniniai variantai yra
siejami su kitais susirgimais (pvz., kriities ar kasos vézys).

Pagal klinikinius pozymius Bloomo sindromas buvo jtariamas labai
smulkaus kiino sudéjimo 29 mety amziaus moteri§kosios lyties asmeniui #6,
kuriam pasireiske lengvi psichomotorinés raidos sutrikimai, pancitopenija bei
lengvo laipsnio aplastiné anemija su  paroksizminés naktinés
hemoglobinurijos (angl. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, PNH) klonu.
Tiriamojo #6 gDNR méginys iStirtas specifiniy geny grupés NKS tyrimo
technologija. Atlikus sekoskaitos duomeny analizg, nustatytas galimai
patogeninis sukirpimo vietos NC_000015.10(NM_000057.2):c.2308-2A>G
(rs1248548542) variantas BLM geno heterozigotinéje biikléje. Tiriant kDNR
meéginj Sangerio metodu, nustatyta, kad §is 3¢ akceptorinés sukirpimo vietos
variantas sutrikdo pre-iRNR sukirpimo procesa pasalinant 11-3jj egzona (4.17
pav. A). Kadangi $iuo metodu buvo tirti taip pat tiriamojo #6 tévy kDNR
méginiai, paaiskéjo, kad variantas yra paveldétas i§ tévo. Bioinformaciniais
jrankiais jvertinus tiriamo varianto pasekmes baltymo lygmeniu, nustatyta,
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kad dél ¢.2308-2A>G varianto formuojasi galimai trumpesnis BLM baltymas
(UniProtKB #P54132; NP_000048.1:p.(Ile700_GIn802del)) (4.17 pav. B).

A 10 egzonas 11 egzonas 12 egzonas
| .ccacannac | Atcr.tcac | T66GGacaT.. [KDNR

Referentiné

seka
| .CCAGAAAAG |gt..ag| ATCT.TCAG [gr.ag TGGGGACAT.. [JDNR
[ .ccacanaac et ~E8[ ATCT.TCAG Igt...ag[ T666GACAT.. [JDNR
c.2308-2A>G
.CCAGAAAAG | TGGGGACAT.. [KDNR
, i\
B Y% AR
= - . e . v t - e — N
B NP_000048.1:p.(Ile700_GIn802del)
642 994 1074 1208
| I | 1
10 m ﬁ 'j:un
| lb~ | I
858 1068 1194 1290

4.17 pav. A) Tiriamojo #6 kKDNR méginio chromatograma ir 3¢ akceptorinés
sukirpimo vietos ¢.2308-2A>G varianto pre-iRNR sukirpimo proceso rezultato
schema; B) Linijiné BLM baltymo (UniProtKB #P54132) struktiira su apytiksliai
nurodyta prognozuojamo NP _000048.1:p.(Ile700_GIn802del) pokycio vieta ir
pagrindiniais funkciniais ir struktiiriniais baltymo domenais. Mélynu
staciakampiu vaizduojamas ATPazés domenas, geltonu — ZFN, zaliu — RQC,
violetiniu — HRDC. Schema adaptuota pagal moksling literatiirg [246]

BLM koduoja RecQ tipo DNR helikazg, tod¢l Sis genas dar vadinamas
RECQ3 (angl. RecQ Protein-like 3). RecQ tipo baltymai priklauso helikaziy
Seimai, kurios nariams, turintiems strukttirinj RQC (angl. RecQ C-terminal) ir
HRDC (angl. Helicase and RNaseD C-terminal) domeng, budingas ypac
didelis konservatyvumas tiek bakterijy, tick Zmogaus lgstelése. RecQ tipo
DNR helikazes, prisijungusios prie ATPazés domeno, hidrolizuoja ATP
molekulg. Sie baltymai, naudojant ATP kaip energijos $altinj, reguliuoja DNR
replikacija, rekombinacijg ir reparacija bei dalyvauja pazaidy taisymo
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mechanizme [246, 247]. Tiriamo NP _000048.1:p.(Ile700 GIn802del)
poky¢io vieta yra BLM baltymo ATPazés domene (4.17 pav. B), todél
tikétina, kad dél 3 akceptorinés sukirpimo vietos varianto sutrinka baltymo
ATP-azinis aktyvumas. Nepaisant to, nustatytas tik vienas patogeninis
variantas, kurio nepakanka autosominio recesyvaus Bloom sindromo
patogenezei paaiskinti. Dél Sios priezasties BLM kDNR seka buvo tiriama
detaliau.

Iskelta hipotezeé dél galimai sutrikusios BLM geno raiskos. Kiekybinés
PGR metodu atliktas Sio geno raiSkos tyrimas. Santykiniu AACt metodu
jvertintas tiriamojo #6 BLM geno raiskos pokytis (FC) pagal referentinius
méginius. Palyginti su biologine grupe (n = 4), nustatyta, kad tiriamojo #6
BLM raiska yra 1,2 karto mazesné, taCiau atitinkanti normos ribas
(4.18 pav. A). Vertinant FC individualiai tarp tiriamojo #6 ir kiekvieno
kontrolinio méginio, nustatyta, kad geno raiskos pokytis (0,86 < FC < 1,51)
atitinka normga (4.18 pav. B).
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4.18 pav. A) Lyginamuoju AACt metodu jvertintas BLM rai$kos pokytis (FC)
tiriamojo #6 ir biologinés grupés (n = 4) periferinio veninio kraujo méginiuose.
Histogramy ,,0sai* zZymi biologinés grupés vidurkio standartinj nuokrypi (SN;
angl. Standard deviation); B) Tiriamojo #6 BLM FC pagal kontrolinius méginius.
Zyméjimas: kontrolé #1 — tiriamojo motina, kontrolé¢ #2 — tiriamojo tévas,
kontrolé #3 ir #4 — neturintys ligos pozymiy negiminingi prieSingy ly¢iy asmenys.
Histogramy ,,Gsai* Zymi techniniy pakartojimy vidurkio SN. Histogramos
nubréztos naudojant Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, JAV)
statistinj paketg pagal rezultatus, apdorotus SDS v.2.3 (Applied Biosystems, JAV)
programa

Remiantis literatiira, Bloomo sindromg turintiems asmenims daZnai

budingas padidéjes genomo nestabilumas dél sutrikusios RecQ tipo DNR
helikazés veiklos [247]. Todél, bendradarbiaujant su VU GMC Botanikos ir
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genetikos katedra, tiriamajam #6 ir jo tévams diferenciniu dazymo metodu
atliktas’ seseriniy chromatidziy mainy (SCM; angl. Sister chromatid
exchange) tyrimas. Taciau visy SCM metafazéje skaiCius nustatytas
kontrolinio lygio (SCM < 14; 4.19 pav.).

11,5
11
10,5
10
9,5
9
8,5

SCM/metafazéje

Tiriamasis #6 Kontrolé #1 Kontrolé #2

4.19 pav. Tiriamojo #6 ir kontroliniy asmeny seseriniy chromatidziy mainy
tyrimo rezultatai. Zyméjimas: kontrolé #1 — tiriamojo motina, kontrolé #2 —
tiriamojo tévas

Atsizvelgiant | ¢.2308-2A>G lemiamg pre-iRNR sukirpimo proceso
pokytj, funkciskai svarby baltymo domena koduojancioje sekoje, BLM geno
variantas pagal ACMG [20] rekomendacijas galéty bati klasifikuojamas kaip
patogeninis. Visgi Sis variantas heterozigotinéje biukléje negali paaiSkinti
autosominiu recesyviu bidu paveldimo Bloomo sindromo patogenezes
tiriamojo #6 atveju. Todél Sio varianto patogeniSkumui pagristi reikéty
papildomy jrodymy, kurie galéty buti gauti atlikus funkcinius tyrimus
modelinése sistemose.

4.1.7. CAPN3 ¢.1746-20C>G varianto tyrimas

Galaniy ir juosmens raumeny distrofijos (angl. Limb girdle muscular
dystrophies; LGMD) - tai autosominiu recesyviu ar autosominiu
dominantiniu btidu paveldimy raumeny sutrikimy grupé, kuriai budingas
genetinis  heterozigotiSkumas.  Priklausomai nuo  paZzeisto  geno,
klasifikuojama maziausiai 14-ka LGMD tipy. Daugelyje Saliy labiausiai
paplitusi yra autosominiu recesyviu buidu paveldima antrojo A tipo LGMD
(LGMD2A; MIM #253600; ORPHA #267), kurig lemia homozigotiniai arba
sudétiniai heterozigotiniai variantai 15 chromosomos (15q15.1) CAPN3

7 SCM tyrimg atliko doc. dr. Veronika Dedonyté.
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(MIM #114240) gene [248]. HGMD [34] ir LOVD [249] duomenimis, $iuo
metu zinoma apie 400—500 patogeniniy CAPN3 varianty. Nors didzioji dalis
§iy varianty yra koduojancioje DNR sekoje, apie 15-25 proc. varianty yra
nekoduojancioje genomo dalyje [248].

Dél pasireiskianios raumeny patologijos 43 mety amzZiaus
tiriamajam #7 atliktas specifiniy geny grupés NKS tyrimas. Nustatyti du
heterozigotiniai CAPN3 variantai. Ketvirtame egzone nustatytas patogeninis
NM 000070.2:¢.598 612del (rs72750383) variantas, kuris anksciau buvo
patvirtintas asmenims, kuriems pasireiSk¢é LGMD pozymiai (PMID
#9452114, #25135358, #18854869, #16141003). 13-ame introne nustatytas
nezinomos klinikinés reikSmés NC 000015.10(NM_000070.2):c.1746-
20C>G variantas. Segregacijos analiz€¢ Sangerio sekoskaitos metodu
patvirtino variantus sudétinéje heterozigotingje bukléje, sukirpimo variantas
paveldétas i§ motinos, o 15 nt delecija — i tévo.

Siekiant jvertinti c¢.1746-20C>G varianto padarinius iRNR lygmeniu,
atlikta tiriamojo #7 kDNR analizé Sangerio metodu. Nustatyti du pakite
transkriptai. Pagal CAPN3 NM 000070.2 referenting seka, viename
transkripte nustatyta 15-0jo egzono iskrita, o kitame — 14-o0jo ir 15-0jo egzono
iSkrita (4.20 pav.).

13 egzonas 14 egzonas 16 egzonas

LLCTCTCTGAGGAAGT TGAAAATACCATCTCCGTGG ATCGGCCAGTG CCCATCATCTT.
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CCTCTCTGACCCATCATCTT CGTTTCGGACAGAGCAAACAGCAACAAGGAGCTGGGT

13 egzonas 16 egzonas
4.20 pav. Tiriamojo #7 kDNR méginio chromatograma

Remiantis moksline literatiira, galima teigti, kad retesniais atvejais
patogeniniai sukirpimo variantai gali lemti dviejy ar daugiau pakitusiy
transkripty atsiradimg tam tikrame audinyje. Pavyzdziui, Nascimbeni su
kolegomis (2010) tyré CAPN3 sukirpimo vietos c¢.1524+1G>C varianto
poveikj iRNR lygmeniu. Tyrimo metu nustatyta, kad dél sukirpimo vietos
varianto susidaro du skirtingi transkriptai. Vienas 1§ tiriamy transkripty
susidaré praradus dalj 11-0jo egzono, o kitame transkripte nustatytas dalies
11-0jo introno intarpas j gretimg egzong [248]. Kita vertus, alternatyvus pre-
iRNR sukirpimo procesas yra normalus reiSkinys, uztikrinantis baltymy
jvairove lasteléje. Pavyzdziui, dél alternatyvaus sukirpimo mechanizmo
susidaro net 46 skirtingi NF1 transkriptai [43, 44]. Taip pat Blazquez su
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bendradarbiais (2008) 26-iy tirlamyjy kraujo méginiuose nustaté keturis
skirtingus CAPN3 koduojamus iRNR transkriptus. Visi iStirti kraujo
transkriptai neturéjo 15-0jo egzono, o tarpusavyje skyrési 6-ojo ir 16-0jo
egzony kombinacija. Palyging ¢.1782+1072G>C varianto poveikj pre-iRNR
sukirpimui skirtinguose kraujo ir raumens bioptato éminiuose, mokslininkai
nustaté 100 bp ilgio 14-ojo introno intarpg tarp 14-ojo ir 16-0jo egzono kraujo
transkripte, o raumens transkripte §is introno intarpas nustatytas tarp 14-ojo ir
15-0jo egzono [250]. Remiantis §iuo rezultatu tikétina, kad Zmogaus kraujo
lastelése vyksta alternatyviy, neturinéiy 15-0jo egzono, CAPN3 koduojamy
iRNR transkripty raiska. Todél manytina, kad sukirpimo c.1746-20C>G
variantas tiriamojo #7 kDNR méginyje lemia tik 14-0jo egzono iskrita, o 15-
asis egzonas yra prarandamas dé¢l lasteléms biidingo jprasto alternatyvaus
sukirpimo proceso (4.21 pav. A).

CAPN3 geno produktas yra kalcio (Ca?") aktyvuojama cisteino
proteaze, kuri priklauso kalpainy (angl. Calpains) superSeimai. Funkciniu
poziiiriu kalpainai, jskaitant CAPN3, yra ypa¢ svarbis ne tik hidrolizuojant
jvairius baltymus, bet ir reguliuojant lastelés ciklo, apoptozés ir
diferenciacijos procesus. Visi kalpainai turi du aktyvyji baltymo centra
formuojancius proteolitinius Serdies domenus (angl. Proteolytic core
domains; PC), CBSW (angl. Calpain-type f-sandwich) domeng bei baltymo
homodimerizacijg uztikrinantj EF-rankos motyvo kilpos (angl. Penta EF-
hand loop; PEFL) domeng. CAPN3 (UniProtKB #P20807) baltymas,
skirtingai nei kiti kalpainy Seimos nariai, papildomai turi tris specifines
jsiterpusias sekas (angl. insertion sequences; IS1, IS2, NS) (4.21 pav. B).
Manoma, kad dél $iy unikaliy seky CAPN3 yra maZiau stabilus ir pasizymi
didesne savaiminio suardymo (angl. autodegradation) geba. Be to,
moksliniais tyrimais pagrjsta, kad IS2 seka, kurios dalj koduoja CAPN3
15 egzonas, perduoda branduolio lokalizacijos signalg ir uztikrina saveika su
raumeny TTN baltymu [250]. GTEx portalo duomenimis, intensyvi TTN
(MIM #188840) raiska vyksta tik skeleto ir Sirdies raumenyse, o kraujyje ir
kituose audiniuose ji yra labai neryski. Kadangi zmogaus periferiniame
veniniame kraujyje néra TTN baltymo poreikio, tikétina, kad vykstant
evoliucijai jvyko alternatyvus CAPN3 sukirpimas, kuris lémé 15 egzono,
koduojanéio tik Sesias aminornigstis, iskrita. Sis pokytis nesukelia skaitymo
rémelio poslinkio, todél raumeny ir kraujo CAPN3 baltymo strukttira skiriasi
nezymiai. Be to, konservatyvumo analizé, apémusi zmogy ir penkias
atsitiktinai parinktas evoliuciskai nutolusias riiSis, atskleidé, kad keliy
organizmy, pavyzdziui, Monodelphis Domestica ir Suc Scrofa, CAPN3 kDNR
taip pat néra 15-0jo egzono. PrieSingai, 14 egzono, kurio iskritg 1émé tiriamas
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sukirpimo ¢.1746-20C>G variantas, koduojama sritis yra labai konservatyvi
ir budinga visiems analizuotiems organizmams (4.21 pav. C).
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NP_000061.1:p.(Phe200_Leu204del) NP_000061.1:p. (G|u582AspfS 62)
Tiriamasis #7 (-14E,-15E) EFILRVFSEKRNLSDPSSSFRTEQTATRSWVHTRSORRAKAKQALISKSSPHSHSLAALIRKVRNSNNSGTFSSR------ 642
Tiriamasis §7 (-15E) EFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPV~----- PIIFVSDRANSNKELGVDQESEEGKGKTSPDKQKQSP - -mmm=== 630
Homo sapiens EFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPVKKKKTKPI IFVSDRANS NKELGVDQESEEGKGKTSPDKQKQSP - ===~ 636
Mus musculus EFILRVFSEKRNLSEEAENTISVDRPVKKKKNKPT IFVSDRANSNKELGVDQEAEEGKDKAGPEKRGETP - -~ 636
Rattus norvegicus EFTLRVFSEKRNLSEEAENTISVDRPVKKKKNKPIIFVSDRANS NKELGVDQEAEEGKDKTGPDKQGESP- -- 636
Monodelphis domestica EFILRVFSEKRNLSEDVENTIAVDHPV------ PIIFVSDRANSNKELGVDHESQEGKDKPE----- KPT- - 592
Gallus gallus EFILRVFSEKRSLSEEVENMIEADRPSKKKKGKPIIFVSDRANS NKELTTDEDAGKDGEKTHVDEKK = - === ===~ 626

Sus scrofa EFILRVFSEKRNLSEEVENTISVDRPV-=~--- PIIFVSDRANSNKELGVDQESEEGODKTSPDKQEKSPKVSEHVHEWGS 593

Kk kkkkkRkRk Kk

4.21 pav. A) Sukirpimo c¢.1746-20C>G varianto sutrikdyto pre-iRNR sukirpimo
proceso rezultato schema; B) CAPN3 (UniProtKB #P20807) baltymo struktiira su
apytiksliai nurodyta prognozuojamy NP _000061.1:p.(Phe200 Leu204del) ir
NP_000061.1:p.(Glu582Aspfs*62) pokycCiy vieta. Schema adaptuota pagal
moksling literatlira [251]; C) CAPN3 baltymo sekos konservatyvumo analizé,
apémusi Sesias skirtingas rusis. Sukirpimo varianto nulemtas 62-y aminortigs§ciy
skaitymo rémelio poslinkis paZzymétas raudona spalva, 15-ojo egzono
koduojamos aminoriigStys pazymétos mélyna spalva. Konservatyvios sekos
vietos pazymétos zvaigzdute (*), konservatyviis variantai — dvitaskiu (:), pusiau
konservatyviis variantai — taSku (.), nepazymétos vietos reiSkia nekonservatyvias
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sekos vietas®. Konservatyvumo analizé atlikta Clustal Omega [252]
bioinformaciniu jrankiu

Abu tiriamajam #7 nustatyti CAPN3 variantai yra funkciniuose baltymo
domenuose. Ketvirtojo CAPN3 egzono 15 nt delecija lemia penkiy
aminoriigd¢iy iSkrita (NP_000061.1:p.(Phe200 Leu204del)) i§ aktyvyji
baltymo centra formuojancio proteolitinio Serdies domeno (PC1). In silico
sukirpimo vietos variantas lemia skaitymo rémelio poslinkj ir prieslaikinio
baigmés kodono susiformavima. Prognozuojamas
NP_000061.1:p.(Glu582Aspfs*62) pokytis apima CBSW domeno gala,
Isiterpusig antraja seka (IS2) bei EF-rankos motyvo kilpos domenag (4.21 pav.
B). Todél tikétina, kad nustatyti variantai pazeidzia CAPN3 funkcijg. Nors
CAPN3 geno funkcijos praradimg (angl. Loss-of-function variants)
nulemiantys variantai yra nustatomi sergantiesiems LGMD?2A, iki $iol tikslus
patogenezés mechanizmas néra zinomas. Tacdiau moksliniais modeliniy
gyviiny tyrimais patvirtinta, kad i§jungus CAPN3 gena sutrikdoma specifiniy
geny raiSka (pvz., NCX3) ir Ca’" reguliacijos procesas, atsiranda
mitochondrijy paZzeidimy bei sukeliamas oksidacinis stresas, o visa tai
sutrikdo normalig raumeny veiklg [251].

Nustatytas sukirpimo vietos ¢.1746-20C>G variantas sutrikdo pre-
iRNR sukirpimg, todél yra klasifikuojamas patogeniniu. Tiriamajam #7
nustatytas CAPN3 geno sudétinis heterozigotinis genotipas nulemia
autosominiu recesyviu biidu paveldima antrojo A tipo LGMD.

4.2. Kopijy skaiciaus poky¢iy molekuliniy ir funkciniy tyrimy rezultatai
ir jy aptarimas

Koduojancios ir nekoduojancios DNR sekos KSP, ypac delecijos ir
duplikacijos, yra viena dazniausiy IN / JA priezas¢iy [9, 60]. Trims
tiriamiesiems (#8, #9, #10) ankstesniy projekty metu (CHERISH,
PROGENET, UNIGENE) atlikus viso genomo molekulinio kariotipavimo
tyrimg, nustatyti trys nezinomos klinikinés reikSmés KSP: 13q31.3
duplikacija, 4921 delecija ir 12q24.21 (vidugeniné MED13L) delecija. Kity
patogeniniy ar galimai patogeniniy KSP, sietiny su tiriamiesiems asmenims

8 Nors tirtos baltymo sekos yra konservatyvios, dél sukirpimo varianto nulemto skaitymo
rémelio poslinkio Clustal Omega bioinformacinis jrankis §ias sritis Zymi pusiau
konservatyviomis ar nekonservatyviomis.
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literatiirg, jvertinta, kad visi nustatyti nezinomos klinikinés reiksmés KSP yra
unikalis ir iki Siol neaprasyti. DGV [94] duomenimis, $iy, moksliniame darbe
nagrinéjamy, genominiy sri¢iy KSP néra budingi sveiky zmoniy populiacijai.
Todél siekiant jvertinti 13q31.3 duplikacijos, 4921 delecijos bei vidugeninés
MED13L delecijos patogeniskumg ir rysj tarp genotipo ir fenotipo, atliktas jy
klinikinis, molekulinis bei funkcinis apibtidinimas.

4.2.1. Molekulinis, funkcinis ir klinikinis 13q31.3 duplikacijos
apibiidinimas

Molekulinio kariotipavimo vLGH (1M skiriamosios gebos, Agilent
Technologies, JAV) [253] metodu buvo i§tirta 19 mety moteris, tiriamasis #8
(DECIPHER #366736), kuriai pasireiské IN (IQ = 49), psichomotorinés
raidos vélavimas, makrocefalija, aukstas tgis, veido ir skeleto anomalijos.
IStyrus tiriamojo #8 DNR méginj buvo nustatyta intersticiné 13 chromosomos
duplikacija  (13q31.3), kuri pagal referentini Zmogaus genoma
(GRCh37/hgl9) apémée 844 153 bp sritj. Tyrimas patvirtintas FISH metodu
[253], taip pat $iuo metodu nustatyta de hovo duplikacijos kilmé. I$analizavus
genoming sritj, nustatyta, kad 13q31.3 duplikacija ap¢émé¢ MIR17HG (MIM
#609415) gena koduojantj miR-17~92 klasterj, pagal kurj transkribuojamos
Sesios specifinés miRNR: miR17, miR18A, miR19A, miR20A, miR19B1 ir
miR92A1. Sios miRNR molekulés yra ypaé svarbios reguliuojant geny raiska.
Pavyzdziui, patvirtinta, kad miR17 ir miR20A tiesiogiai reguliuoja nuo
cikliny priklausomy kinaziy slopikliy CDKN1A (MIM #116899) ir CDKN1C
(MIM # 600856) raiska. Taip pat yra reguliuojami genai, kurie svarbis
apoptozés, diferenciacijos bei angiogenezés procesui [254].

De Pontualis su kolegomis (2011) nustaté, kad 13q31.3 hemizigotiné
delecija lemia autosominiu dominantiniu biidu paveldimg antrojo tipo
Feingoldo sindroma (MIM #614326). Mokslininky tirtos 13q31.3 delecijos
sritys apémé MIR17HG bei visg arba dalj GPC5 (MIM #602446) geno.
Funkciniy miR-17~92"" peliy tyrimy metu nustatyta, kad heterozigotinéms
mikrocefalija, Zemas tigis ir skeleto anomalijos. Nors §is tyrimas patvirtina
miR-17~92 klasterio jtaka skeleto vystymuisi, iki Siol buvo keliama hipoteze,
kad GPC5 geno poky¢iai gali prisidéti nulemiant II tipo Feingoldo sindromui
bidingus klinikinius pozymius [255]. Sia hipoteze patvirtina ankstesni
modeliniy peliy tyrimai, kuriy metu nustatyta, kad sutrikusi Gpc5 raiska turi
itakos peliy centrinés nervy sistemos, inksty bei galtiniy formavimuisi. Taip
pat jrodyta, kad Gpc5 geno koduojamas Igstelés pavirSiaus heparano sulfato
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proteoglikanas yra itin svarbus reguliuojant lgstelés augima, dalijimasi ir
diferenciacijg [256].

Remiantis iSanalizuota literattira ir duomeny bazémis, yra aprasytos dvi
panasaus dydzio (516 Kb ir 845,7 Kb) 13q31.3 srities duplikacijos,
apimancios MIR17HG ir dalj GPC5 geno [257, 258]. Sios duplikacijos buvo
nustatytos penkiems tiriamiesiems i§ dviejy skirtingy Seimy, kuriems, panasiai
kaip tiriamajam #8, pasireiské psichomotorinés raidos vélavimas,
makrocefalija, augimo sutrikimai bei skeleto anomalijos (4.22 pav.,
4.2 lentelé). Svarbu pazyméti, kad dalis fenotipiniy pozymiy, t.y.
makrocefalija, aukstas tgis, pirSty polidaktilija, kuriuos nulemia 13q31.3
srities duplikacija, yra prieSingi poZymiams: mikrocefalija, Zemas figis, pirSty
sindaktilija, kurie yra stebimi esant II tipo Feingoldo sindromui, nulemtam
13q31.3 srities delecijos. Kadangi duplikacijos sritys apémé tieck MIR17HG,
tiek GPCS5 gena, autoriai pritaré De Pontualio ir kt. (2011) iSkeltai hipotezei,
kad galimai abu genai nulemia tiriamus klinikinius pozymius. DECIPHER
duomeny bazéje [108] yra registruotas kitas tiriamasis (#294908), kuriam
nustatyta 521 Kb dydzio duplikacija, apimanti MIR17HG, tac¢iau klinikinis
fenotipas yra nezinomas. Mokslinéje literatiiroje yra aprasytos kelios didesnés
persidengiancios 13q31.3 srities duplikacijos, taciau tik dviejy duplikacijy,
nustatyty vLGH metodu, yra nurodomos tikslios KSP sritys. Vienu atveju
genotipo ir fenotipo rysio analizé yra neinformatyvi dél duplikacijos dydzio
(22.5 Mb) [259]. Kitu atveju negalima jvertinti duplikacijos (5.58 Mb) jtakos
kognityviniy funkcijy vystymuisi dél tiriamojo amziaus (27 mén.; 4.22 pav.,
4.2 lentelé) [260].
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4.2 lentelé. Analizuoty asmeny, kuriems nustatyta 13q31.3 duplikacija, klinikiniy poZymiy santrauka

s Kannu ir kt. (2013) Hemmat ir kt. (2014) Van der
Pagrindiniai Tiriamasis #8 Zwaag ir kt
klinikiniai poZymiai Probandas Motina Probandas Sibsas Motina @ OglO) '
Dup13q31.3 sritis 91 166 748— 91 520- 91,520- 91989 261- 91989 261— 91989 261- 90 867 465—
(GRCh37/hgl9) 92 010 901 bp 92 430 Kb 92 430 Kb 92 504 857 bp 92 504 857 bp 92504 857bp 96 454223 bp
Duplikacijos dydis 844 Kb 845,7 Kb 845,7 Kb 516 Kb 516 Kb 516 Kb 5.59 Mb
Amzius 17 mety 4,5 mety 41 mety 9 mety 11 mety 34 mety 27 mén.
Lytis Mot. Vyr. Mot. Vyr. Viyr. Mot. Vyr.
Gimimo svoris 75 25 ND? Norma ND ND >97
(procentilis)
Galvos apimtis Makrocefalija Makrocefalija ~ Makrocefalija Makrocefalija Makrocefalija Makrocefalija Makrocefalija
Ugis (procentilis) >97 >97 >97 Zemas {igis Zemas {igis Zemas Tgis Norma
IN + ND ND ND ND + ND
PRA + + ND + + ND Norma
Z .
Akys V almmas, Telekantas ND Hipertelorizmas  Hipertelorizmas  Hipertelorizmas Telekantas
astigmatizmas
Igimta Sirdies yda + + ND ND ND ND ND
. Arachnodaktilija, . e . e . s
Pirsty ir / ar skeleto . i . . Brachidaktilija, = Brachidaktilija, = Brachidaktilija, . .
.. pectus excavatum, Polidaktilija Polidaktilija . S . s . i Polidaktilija
anomalijos skoliozé klinodaktilija klinodaktilija klinodaktilija

9 ND - néra duomeny.

10 pRA — psichomotorinés raidos atsilikimas.
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4.22 pav. 13 chromosomos ideograma, tiriamojo #8 vLGH tyrimo rezultatai 13q31.3(91 166 748-92 010 901)x3 dn (GRCh37/hg19) bei
geny, patenkanciy j duplikacijos sritj, schema. Tiriamojo #8 13q31.3 duplikacijos sritis paZyméta Sviesiai mélynu staciakampiu, OMIM
genai paryskinti, o mélynos linijos Zymi pagal moksling literatiirg [257, 258, 260] ir DECIPHER [108] duomeny bazg persidengianciy
13q31.3 duplikacijy sritis
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Tiriamojo #8 nustatyta 844 Kb dydzio duplikacija be geno kandidato
MIR17HG apémé taip pat tris BRK1P2, PPIAP23 ir RNU6-75P pseudogenus
bei keturis ilgas nekoduojancias RNR koduojancius genus (LINC01049,
LINCO00410, LINC00380 ir LINC00379), taciau neapémé GPC5 geno (4.22
pav.). Pazymétina, kad atstumas, skiriantis nustatytos duplikacijos sritj ir
GPC5 geng, yra apie 40 Kb. Remiantis GeneCards duomeny baze [261],
tiriamoje duplikacijos srityje yra maziausiai vienas GPC5 gena reguliuojantis
elementas (Nr. GH13J091346). Be to, moksliniais tyrimais jrodyta, kad KSP
turi jtakos gretimy geny raiSkai, o poveikis gali buti stebimas visos
chromosomos ar net transkriptomo mastu [262-264]. Todél siekiant patikrinti
De Pontualio ir kt. (2011), Kannu ir kt. (2013) bei Hemmato ir kt. (2014)
hipoteze dél galimy dviejy MIR17HG ir GPC5 geny kandidaty bei norint
jvertinti, ar GPC5 geno raiska nebuvo sutrikdyta, atlikta GPC5 geno raiskos
analizé kPGR metodu. Duomeny analizé atlikta santykiniu AACt metodu,
lyginant tiriamojo #8 GPC5 geno raiskos pokytj (FC) su biologinés grupés,
kurig sudaré neturintys pozymiy keturi sveiki asmenys (tarp jy tiriamojo #8
tévai), méginiais. Lyginant su referentiniais méginiais, nustatyta, kad GPC5
rai$ka atitinka norma (0,56 < FC < 1,47) (4.23 pav.).

14

142

1.0

Geno raiSkos pokytis
(kartais)

06 08

Biologiné grupé

4.23 pav. Staciakampé diagrama atspindi GPC5 geno raiskos pokytj (FC) tarp
tiriamojo #8 ir biologinés grupés (n = 4) kraujo méginiy. Horizontali parySkinta
linija staciakampyje zymi biologinés grupés vidutine verte (FC = 1), pagal kuria
nustatyta, kiek karty pakito GPCS5 raiska (FC = 0,83; Zymima punktyrine linija)
tiriamojo #8 kraujo méginyje. Diagramos apatiné ir virSutiné vientisa linija Zymi
atitinkamai 25-3jj ir 75-3ji procentilj, o diagramos ,,0sai“ nurodo referentinés
biologinés grupés maziausig ir didziausig FC reikSmes. Stac¢iakampé diagrama
nubrézta naudojant R v.3.4.0 [190] statistikos paketa pagal rezultatus, apdorotus
SDS v.2.3 (Applied Biosystems, JAV) ir ExpressionSuite v.1.1 (ThermoFisher
Scientific, JAV) programa
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Dalis tiriamojo #8 klinikiniy pozymiy (aukStas tigis, veido asimetrija,
jgimta Sirdies yda, arachnodaktilija, skoliozé) taip pat blidinga autosominiu
dominantiniu biidu paveldimam Marfano sindromui (MIM #154700), kurj
nulemia DNR sekos variantai FBN1 (MIM #134797) gene. Siekiant jvertinti,
ar tirlamojo #8 genome néra patogeniniy varianty, atlikta VES. Atlikus
i§samig gauty duomeny bioinformacing analizg, nenustatyta jokiy patogeniniy
ar galimai patogeniniy DNR sekos varianty, kurie galéty biti siejami su
tiriamojo #8 fenotipu.

Remiantis klinikine tiriamojo #8 informacija, genetiniy tyrimy
rezultatais bei iSanalizuota moksline literatiira ir duomeny bazémis, galima
teigti, kad miR-17~92 klasterio duplikacija, kuri, DGV [94] duomenimis, néra
budinga sveikiesiems asmenims, yra patogeniné ir lemia nauja sindroma,
charakterizuojama poZymiais, i§ dalies prieSingais antrojo tipo Feingoldo
sindromui.

4.2.2. Molekulinis, funkcinis ir klinikinis 4q21.22 delecijos apibtidinimas

vLGH (105K skiriamosios gebos, Agilent Technologies, JAV) [253]
metodu istirtas 16 mety amziaus moteriskosios lyties tiriamasis #9, kuriam
biidinga IN, psichomotorinés raidos atsilikimas (PRA), kalbos sutrikimai,
zemas ugis, nutukimas, hipotonija bei dismorfiniai pozymiai (pvz., veido
anomalijos, skersiné delno rauk$lé, brachidaktilija). Ketvirtosios
chromosomos ilgajame petyje (4q21.22) nustatyta de novo delecija, kuri
patvirtinta kPGR metodu [253]. Pagal referentinj Zmogaus genoma
(GRCh36/hg18) 4q21.22 delecija apémé 824 053 bp srit].

Remiantis DGV [94] duomeny baze, intersticinéje 4q21.22 delecijos
srityje yra baltyma koduojantys genai (HNRNPD (MIM#601324), HNRNPDL
(MIM #607137), ENOPH1, TMEM150C (MIM #617292), SCD5 (MIM
#608370), SEC31A (MIM #610257), THAP9 (MIM #612537)), ilga
nekoduojanciag RNR koduojantis LINCO0575 genas bei miRNR koduojantis
MIR575 genas. Delecija taip pat apémé dalj LINS4 (MIM #613367) geno.
Nors 4q21 delecijos srityje nustatoma daug baltymus koduojanciy geny, tik
keli i§ jy turi patvirtintg poveikj Zzmogaus fenotipui. Moksliniais tyrimais
nustatyta, kad SEC31A lemia autosominiu recesyviu biidu paveldimg nervy
sistemos vystymosi sutrikimg (MIM #618651), o HNRNPD, HNRNPDL ir
ENOPHL1 yra siejami su 4q21 delecijos sindromu (MIM #613509).

Siuo metu zinoma daugiau nei 50 klinikiniy atvejy, kai yra nustatytos
persidengiancios 4q21 srities delecijos: i§ jy 31 atvejis yra registruotas
DECIPHER duomeny bazéje [108], o kita dalis yra aprasyta mokslingje
literattiroje [265—274]. Siekiant jvertinti rysj tarp genotipo ir fenotipo, buvo

120



analizuojami tik tie publikuoti 4q21 delecijos atvejai, kuriy buvo nurodomos
tikslios KSP sritys (4.3 lentelé, 4.24 pav.).

Bonnet su kolegomis (2010) istyré devynis negiminingus asmenis,
kuriems, kaip ir tiriamajam #9, pasireiSké sunkiis psichomotorinés raidos
defektai (jskaitant kalbinés raidos vélavimg ar nebuvima), augimo sutrikimai,
raumeny hipotonija bei veido anomalijos. Nors visiems tiriamiesiems buvo
nustatyta skirtingo dydzio 4q21 delecija, apibrézta persidengianti KSP 1,37
Mb dydzio sritis, kuri apémé penkis kandidatinius genus: HNRNPD,
HNRNPDL, ENOPH1, RASGEF1B (MIM #614532) ir PRKG2
(MIM#601591). Pastarasis genas yra siejamas su zemu tgiu [265], o kiti
genai, manoma, lemia psichomotorinés raidos atsilikima, hipotonijg, veido
anomalijas ir kitus dismorfinius pozymius [266, 267, 270].

DECIPHER duomeny bazéje [108] bei mokslinéje literatiiroje yra
aprasyta keliasdeSimt persidengian¢iy 4q21 srities delecijy, taciau 29
analizuoty asmeny klinikinis fenotipo aprasymas yra gana informatyvus
genotipo ir fenotipo rysio analizei [265-274]. Nors 4q21 delecijos sindromas
yra budingas tiek vyrams, tiek moterims, visgi dazniau (63,3 proc.) pasireiskia
moteriskosios lyties asmenims. DidZioji dauguma (25/30) visy analizuoty
atvejy kilmé yra de novo, o likusiy penkiy tiriamyjy paveldéjimo biidas yra
nezinomas. Visiems tiriamiesiems pasireiSké psichomotorinés raidos
atsilikimas. Taip pat daznai stebimos veido jgimtos anomalijos (90 proc.),
zemas Ugis (83 proc.), kalbinés raidos vélavimas (80 proc.) bei hipotonija (70
proc.). Smegeny pazeidimai (43,3 proc.) bei hipertelorizmas (33,3 proc.)
pasireiSkia reciau (4.3 lentelé).

Augimo sutrikimas — tai vienas pagrindiniy 4921 delecijos klinikiniy
pozymiy, kuris siejamas su PRKG2 haplonepakankamumu. PRKG2 koduoja
IT tipo nuo ¢cGMP (angl. Cyclic Guanine Monophosphate) priklausoma
proteinkinaze, kuri jungiasi su lasteliy pavirSiaus baltymais ir reguliuoja
Jvairius procesus, pavyzdziui, renino sekrecijg ar kauly augimg. Siekdami
jvertinti Sio geno poveiki kauly formavimosi procesui, Miyazawa su
bendradarbiais (2002) tyré Prkg2” peliy linijas, kurioms dél sutrikusios
endochondralinés osifikacijos postnataliniame laikotarpyje buvo stebimas
nykstukinis (angl. dwarfism) fenotipas [275].

Palyginti su tiriamojo #9 824 Kb dydzio 4g21 delecija, mokslinéje
literatiiroje yra apraSyta tik viena maZesné persidengianti delecija (761 Kb),
kuri, panasiai kaip tiriamojo #9 atveju, neapémé PRKG2 geno [266]. Zarrei ir
kt. (2017), Yano ir kt. (2015), Bhoj ir kt. (2013), Tsang ir kt. (2012) bei
DECIPHER #271211 ir #401283 tiriamiesiems taip pat nustatytos
persidengiancios delecijos, kurios neapémé su tiriamyjy zemu Gigiu siejamo
PRKG2 geno (4.24 pav.). Nors §iy tiriamyjy genome yra nepakites PRKG2
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kopijy skaicius, visgi daugumai (5/8; 62,5 proc.) pasireiské augimo sutrikimai.
Svarbu pazymeéti, kad augimo sutrikimai nepasireiské tik vienai septyneriy
mety tiriamajai (1/8; 12,5 proc.), o Kkitais atvejais (2/8; 25 proc.)
antropometriniai duomenys nebuvo pateikti [266, 267, 269-271].
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4.3 lentelé. Analizuoty asmeny, kuriems nustatyta 4q21 delecija, klinikiniy pozymiy santrauka

Del4q21 sritis

Analizuoti . Pavel- . < - - -
ASMEnVs (bp) Dydis détimas Lytis PRA Kalbos Zemas  Hipo- Smegeny Veido Hipertelo-
y GRCh36/hg18 ) sutrikimai agis tonija  pazeidimai  anomalijos rizmas
Tiriamasis 83273 844 824 Denovo Mot N N N N B + B
#9 84 097 897 Kb '
80 926 692— 32
+ + + + + + +
A 84 215 893 Mb Denovo  Mot.
82 228 875— 4,5
+ + + + + + +
B %6 711 060 Mb Denovo  Mot.
78 995 025— 5,5
: + + + + + + -
€ 84450549 Mp  DEnove  Vyr
80293 554— 6,3
+ + + + + + +
_— D %6 615 654 Mb Denovo  Mot.
i;) lliltle g /6949115~ 66 Denovo Mot + + + + + + +
201(')’ 83 601 083 Mb ’
E 77 174 381— 9,6 De novo v 4 N N N N N N
86 773 353 Mb r
80293 554— 9,7
: + + + + + + -
G 6615654 Mp  Denove  Vyr
70 547 247— 13,5
+ + + + + + +
H 24066 553 Mp  Denove  Vyr
81 706 999— 15,1
. + + + + + + -
96 867 539 Mp ~ Denovo Mot

123



4.3 lentelé (tesinys). Analizuoty asmeny, kuriems nustatyta 4q21 delecija, klinikiniy poZymiy santrauka

Del4g21 sritis

Analizuoti . Pavel- . < - - -
(bp) Dydis ... Lytis Kalbos Zemas  Hipo-  Smegeny Veido Hiperte-
asmenys déjimas L . .. AR .. .
GRCh36/hg18 sutrikimai agis tonija  pazeidimai anomalijos  lorizmas
Zarrei ir kt. 82909 269— 1,3
> ’ + 11 + —
2017 84 260 359 Mp  Denove  Vyr ND ND ND
82942 185— 761
A D ; + + + — ND —
83 703 439 Kb enovo  Vyr
Hu ir kt., 81872297— 336
+ + + - + -
2016 ° 85234249 Mp  Denovo Mot
80044 702— 20,33
: + + + - + -
€ 0378930  wmp Denove Vwr
Komlosiirkt, — 81628004- 485 = . . . - . .
2015 86 480 977 Mb :
Yano ir kt., 82900 791— 1,6
+ + - + +
2015 84 408 390 Mb ND Vyr. ND
Sakazume ir 78 396 380— 12.7
+ + +
kt., 2015 91 106 330 Mb ND Mot. ND ND ND
83 061 747— 2.0
. + - - + +
Bhojir  ° 85090 749 Mp  Denovo Mot ND
kt., 2013 82 048 194— 3.4
. + + +
25 469 787 Mb Denovo  Vyr ND ND ND

"'ND — néra duomeny.
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4.3 lentelé (tesinys). Analizuoty asmeny, kuriems nustatyta 4q21 delecija, klinikiniy poZymiy santrauka

Del4g21 sritis

A;:?r:iez:gi (bp) Dydis dZ?i\:z:s Lytis PRA Ka_llb_os _ Zemas Hipf)- Smegeny Veidc_)_ Hiperte-

GRCh36/hg18 sutrikimai agis tonija  pazZeidimai anomalijos  lorizmas
Tsa;g) li; kt., 8921 ‘:239493439; 9Mb Denovo Mot + + + + ND + -

1 150- 1

Rli)nllll(lf}sl-ir A 88 6015659 15400 If/ib Denovo  Mot. + + + + + + +
kt, 2011 B 8817655 689212200’ f/ﬁ ND Mot. + + + ND ND + ND
DECPHER 838467 151 oy . . b S W
D:SF;IfR 883 408562828174g ll\/sz Denovo  Vyr. + + ND + ND + ND
D:g; 2';5R 882466‘;2667086; 11\’/[9: Denovo  Mot. + ND + + ND + ND
DECIPHER 210l 21y N+ W W
DECPHER 8230149 302 oo v+« b - S e
DEZCSI;%ER 8826934711 998955 31\,:5 ND Mot ND i ND i i i
DELIQ;ER 882627219009715; ‘;’;f Denovo  Mot. + + + ND ND ND ND
D:;;COI]P;ER 8805 13190478249_ 51\’/[1: Denovo  Mot. + ND + ND ND + ND
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4.24 pav. 4 chromosomos ideograma, tiriamojo #9 VLGH tyrimo rezultatai 4q21.22(83 273 844-84 097 897)x1 dn (GRCh36/hg18) bei
delecijos srities geny schema. Tiriamojo #9 4q21 delecijos sritis pazyméta pilku staciakampiu, kandidatiniai genai paryskinti, o raudonos

linijos Zymi pagal moksling literatiirg [265-274] persidengianciy 4q21 delecijy sritis
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Siekiant patikrinti mokslingje literatiiroje keliama hipoteze dél penkiy
kandidatiniy HNRNPD, HNRNPDL, ENOPH1, PRKG2 bei RASGEF1B geny,
sigjamy su 4q21 delecijos sindromu, atlikta geny raiskos analizé kPGR
metodu. Nepaisant to, kad tiriamojo #9 genome vLGH metodu nustatytas
normalus PRKG2 (chr4: 82 228 861-82 355 242, hg18) ir RASGEF1B (chr4:
82566 571-83 184 421, hgl8) kopijy skaiCius, §iy geny raiSka gali biiti
sutrikdyta, kadangi KSP poveikis gali buti stebimas visos chromosomos
mastu, o ypa¢ gretimiems genams [262-264]. Be to, atstumas tarp tiriamos
delecijos trukio vietos ir PRKG2, RASGEF1B geny yra atitinkamai apie 918
Kb ir 89 Kb. Taip pat net 62,5 proc. analizuoty asmeny, kuriy 4q21 srities
delecijos neapémé PRKG2 geno, siejamo su Zemu Ugiu, visgi pasireiské
augimo sutrikimai. Atkreiptinas démesys, kad tiriamos delecijos srityje yra
miR575, kuri sgveikauja su jvairiais iRNR taikiniais ir neigiamai reguliuoja
juy raiska.

Atsizvelgiant | tai, kas iSdéstyta, atlikta lyginamoji HNRNPD,
HNRNPDL, ENOPH1, PRKG2 bei RASGEF1B geny raiskos analizé, apimanti
tiriamojo #9 periferinio veninio kraujo méginj ir jo sveiky tévy referentinius
méginius (4.25 pav. A). Palyginti su biologinés grupés, kurig sudaré tiriamojo
#9 tévai, geny raiSkos rezultatais, nustatyta, kad HNRNPD, HNRNPDL ir
ENOPH1 geny, esanciy 4q21 delecijos srityje, raiSka tiriamojo #9 kraujo
lastelése yra reik§mingai sumazéjusi, kadangi nustatytas didesnis nei du kartus
geny raiskos pokytis (HNRNPD FC =2,19; HNRNPDL FC = 2,12; ENOPH1
FC=2,38). Gretimojo RASGEF1B raiska atitinka norma (FC = 1,39), o, tiriant
PRKG2, nustatyta reik§mingai sumazéjusi (FC = 2) PRKG2 raiska (4.25 pav.
B). Siekiant patvirtinti PRKG2 raiSkos rezultata, svarbu pakartoti tyrima,
padidinus referentinés biologinés grupés imtj. Taip pat, remiantis GTEX
portalo [118] duomenimis, $io geno raiSka yra maza tiriamy asmeny kraujyje
(TPM' = 0,03), todél patikimiau baty tirti §io geno raiskg, iSgryninus
visuming RNR 18 kito audinio, pavyzdziui, odos fibroblasty, kuriems biidinga
didesné¢ PRKG2 raiska (TPM = 2,9). Pakartotinis tyrimas nebuvo atliktas,
kadangi tiriamojo #9 iSgrynintos visuminés RNR kiekio neuzteko pakartoti
kPGR, o Seima nesutiko odos biopsijos ar pakartotinei kraujo paémimo
procediirai.

12 TPM (angl. Transcripts per million) — 1 000 000 RNR transkripty viename méginyje.
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4.25 pav. A) Lyginamuoju AACt metodu jvertintas HNRNPD, HNRNPDL,
ENOPH1, PRKG2 bei RASGEF1B geny raiskos pokytis (FC) tiriamojo #9 ir jo
tévy periferinio veninio kraujo méginiuose. Histogramy ,,fisai zZymi techniniy
pakartojimy vidurkio SN. B) Tiriamojo #9 penkiy geny raiSkos pokytis pagal
biologing grupe (n = 2). Histogramy ,,0sai* Zymi biologinés grupés vidurkio SN.
Histogramos nubréztos naudojant Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation,
JAV) statistinj paketa pagal rezultatus, apdorotus SDS v.2.3 (Applied Biosystems,

JAV) ir gbase* (Biogazelle, Belgija) programa

Be tirty geny kandidaty, 4g21 delecijos srityje taip pat yra MIR575
koduojama miRNR, kuri, RegNetwork [276] duomeny bazés duomenimis,
reguliuoja 190 skirtingy geny raiSkg. Phenoanalyzer [110] bioinformaciniu
jrankiu iSanalizavus pateiktg geny sarasg, nustatyta, kad nei vienas analizuotas
genas néra reikSmingai susijes su tiriamojo #9 klinikiniu fenotipu. Taip pat
analizuojant moksling literatiirg ir duomeny bazes, nerasta jokio galimo rysio
tarp Sios miRNR ir penkiy kandidatiniy geny, ypa¢ RASGEF1B ir PRKG2,
kuriems nustatytas nepakites kopijy skaicius tiriamojo #9 genome. Dél Siy
priezas¢iy miRNR nebuvo toliau tirta funkciniais genetiniais tyrimais.
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Nors PRKG2 geno kopijy skaicius tiriamojo #9 genome yra normalus,
dél sumazéjusios raiSkos yra tikétinas $io geno haplonepakankamumas, kuriuo
gali buti aiSkinamas probando Zemas tigis. kKPGR metodu tiriamojo #9 tirtame
méginyje nustatyta normali RASGEF1B raiska suteiké galimybe¢ susiaurinti
anksciau su 4q21delecijos sindromu siejama genetine sritj. Todél, remiantis
iSanalizuota moksline literatiira ir duomeny bazémis bei tiriamojo #9 kPGR
rezultatais, galima teigti, kad patogeniné 4921 delecija, apimanti HNRNPD,
HNRNPDL, ENOPHL1 ir PRKG2, lemia 4g21 delecijos sindroma.

4.2.3. Molekulinis, funkcinis ir klinikinis 12q24.21 delecijos
apibiidinimas

Intelektiné negalia su specifiniais veido bruozais su ar be Sirdies ydy
(angl. Intellectual disability and distinctive facial features with or without
cardiac defects; MIM #616789; ORPHA #369891) — tai autosominiu
dominantiniu biidu paveldimas sutrikimas, kuriam budinga IN,
psichomotorinés, ypa¢ kalbinés, raidos vélavimas, mikrocefalija, mazosios
veido anomalijos bei galimos jvairios §irdies ydos. Sios patologijos, dazniau
vadinamos MED13L haplonepakankamumo sindromu, priezastis yra baltymo
funkcijos praradimg lemiantys heterozigotiniai variantai MED13L (MIM
#608771) gene, kuris yra 12 chromosomos ilgajame petyje (12q24.21).

Tiriamajam #10 (5 mety amziaus), kuriam pasireiské MED13L
metodu [277] nustatyta galimai patogeniné vidugeniné MEDI13L geno
delecija. Pagal referentinj zmogaus genoma (GRCh37/hgl9) 12q24.21
delecija apémé 97 880 bp sritj, kurioje yra MED13L geno 3 ir 4 egzonai (4.26
pav.). Atlikus 3-5 egzony kiekybinj tyrimg kPGR [253] metodu tiriamojo
asmens gDNR méginyje, patvirtintas KSP tiriamojo #10 genome. Sis tyrimas
atskleide, kad dél $iai sriciai specifiniy zondy trikumo VNP-LGH rinkinyje
buvo nustatyta trumpesné delecija, nei yra i$ tiesy, kadangi ne tik 3 ir 4
egzony, bet ir 5 egzono kopijy skaicius tiriamojo DNR méginyje sumazéjes.
IStyrus tiriamojo #10 tévus, nustatyta Sios delecijos de novo kilmé.
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4.26 pav. 12 chromosomos ideograma, tiriamojo #10 VNP-LGH tyrimo rezultatai
12q24.21(116 523 305-116 621 185)x1 dn (GRCh37/hgl9) bei vidugeninés
MED13L delecijos schema. Tiriamojo #10 12q24.21 delecijos sritis pazyméta
raudonu stac¢iakampiu, o 1 ir 16-31 egzonai, kuriy kopijy skaicius tiriamojo #10
genome nustatytas nepakites, pazyméti zaliais sta¢iakampiais

Nepaisant atlikty VNP-LGH ir kPGR tyrimy, 2-3 bei 5-16 MED13L
geno egzony sritys buvo neinformatyvios (4.26 pav.). Siekiant nustatyti tikslig
KSP sritj ir jvertinti $io pokycio padarinius iRNR lygmeniu, atliktas tiriamojo
#10 MED13L raiskos tyrimas lyginamuoju kPGR metodu. Tyrime buvo
naudojami oligonukleotidiniai 7TagMan™ Zzymenys, kurie hibridizuojasi
skirtingose MED13L geno srityse — 1-2, 3—4 ir 16—17 egzony jungties vietose.
Kadangi VNP-LGH tyrimu buvo nustatytos dvi MED13L 1, 2 bei 16-31
egzony kopijos, 1-2 ir 16—17 egzony jungties sritys atliko vidinés kontrolés
funkcija, remiantis jy tyrimo rezultatais nustatyta, kad 3—4 egzony jungties
fragmento fluorescencijos intensyvumas yra apie du kartus mazesnis (4.27
pav. A). Taip pat atlikta tiriamojo #10 ir trijy neturinCiy ligos poZymiy
negiminingy asmeny (kontrolé #1-—#3; biologiné grupé) méginiy lyginamoji
analizé. Nustatyta 1,79 karto mazesné MED13L 3—4 egzony jungties vietos
raiSka, o 1-2 bei 16-17 egzony jungties viety raiSka buvo nepakitusi (4.27
pav. B).

130



A 180
1,60
1,40
1,20 I I
1,00 = + I
0,80 I

0,60 I
0,40 ‘
0,20 ‘
00 TEEEN EEECSES ST .

FC

Kontrolé #1 Kontrolé #2 Kontrolé #3 Tiriamasis #10

B 1,40

1,20
1,00 {
0,80

0,60
0,40
0,20
0,00

FC

Biologiné grupé Tiriamasis #10

MMED13L_1-2 @ MED13L_3-4 @MED13L_16-17

4.27 pav. A) Lyginamuoju AACt metodu jvertintas MED13L raiskos pokytis (FC)
tarp tiriamojo #10, trijy neturinciy ligos poZymiy negiminingy asmeny (kontrolés
#1-#3; biologiné grupé) bei vidinés kontrolés (MED13L 1-2 ir MED13L _16-17).
Histogramy ,,Gsai* Zymi techniniy pakartojimy vidurkio SN. B) Tiriamojo #10
MED13L raiSkos pokytis pagal biologing grupe (n = 3). Histogramy ,,lisai* Zymi
biologinés grupés vidurkio SN. Histogramos nubréztos naudojant Microsoft Excel
2010 (Microsoft Corporation, JAV) statistinj paketa pagal rezultatus, apdorotus
SDS v.2.3 (Applied Biosystems, JAV) ir gbase™ (Biogazelle, Belgija) programa

MEDI13L koduojamos srities delecijos dydis patikslintas, atlikus
tiriamojo #10 kDNR méginio analiz¢ Sangerio sekoskaitos metodu.
Tiesioginis oligonukleotidinis pradmuo buvo kuriamas antrojo egzono srityje,
o grjztamasis oligonukleotidinis pradmuo — 8, 10 ir 15 egzony srityse. Nesant
delecijos, naudojant Siuos pradmenis, amplifikuojasi DNR sekos fragmentai,
kuriy ilgis 953 bp (2-8 egzony amplikonas), 1 262 bp (2—-10 egzony

131



amplikonas) bei 2 524 bp (2—15 egzony amplikonas) (I priedas, III.1 lentel¢).
Tyrimas pradétas, naudojant pradmenis, amplifikuojancius trumpiausia
fragmentg. Atlikus PGR ir jvertinus gelio elektroforezés vaizda, nustatytas
vienas 953 bp ilgio PGR produktas (4.28 pav. A). Remiantis §iuo rezultatu,
iSkelta prielaida, kad reakcijoje amplifikavosi tik laukinio tipo alelio (angl.
wild-type allele) kDNR fragmentas. Dél Sios priezasties atlikta papildoma
PGR, naudojant pradmenis, apimancius ilgesnius kDNR fragmentus (1 262 bp
ir 2 524 bp; 11 priedas, 111.1 lentelé). PGR reakcijoje, kurioje naudoti 2 ir 10
egzonams specifiniai pradmenys, amplifikavosi du PGR produktai, kuriy
apytikslis ilgis jvertintas apie 1 262 bp ir 292 bp (4.28 pav. A). llgesniojo 2
524 bp ilgio fragmento, apimanc¢io MED13L geno 2—15 egzonus, amplifikuoti
nepavyko. Amplifikuoti PGR produktai istirti Sangerio sekoskaitos metodu.
Nustatyta, kad 12q24.21 delecija apémé koduojancig sritj nuo 3 iki 9 egzono
imtinai (4.28 pav. B). In silico NG_023366.1(NM_015335.5):¢c.(310+1_311-
1) (1280+1 1281-1)del pokytis lemia skaitymo rémelio poslinkj ir
prieslaikinio baigmés kodono susidaryma (NP_056150.1:p.(Val104Glyfs*5))
(4.28 pav. C).
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. — - & Gilissen 2014 AN
NP_056150.1:p.(Val104Glyfs*5) - pArg1872His (NR) ° p.Gly1839Arg
Muncke 2003 Caro-Llopis 2016

4.28 pav. A) Tiriamojo #10 kDNR méginio PGR produkto vizualizacija agarozés
gelyje. Elektroforezés pirmame takelyje vizualizuojamas 953 bp ilgio laukinio
tipo alelio (zalia rodyklé) kDNR fragmentas. TreCiame takelyje vizualizuojamas
laukinio tipo alelio 1 262 bp ilgio kDNR fragmentas bei pakitusio alelio (raudona
rodyklé) 292 bp ilgio kDNR fragmentas. Penktas takelis atitinka 2 524 bp ilgio
fragmento PGR. Neigiama PGR kontrolé vaizduojama 2, 4 ir 6 takelyje.
Rezultatai vertinti pagal 100 bp DNR molekulinés masés ir dydZio standartg; B)
Tiriamojo #10 PGR produkto chromatograma; C) Linijiné MED13L baltymo
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(UniProtKB #Q71F56) struktira su apytiksliai nurodyta prognozuojamo
NP_056150.1:p.(Val104Glyfs*5) pokycio vieta ir literatiroje aprasyty pokyciy
sritimis. Schema adaptuota pagal Pfam [120] duomeny baz¢ ir moksling
publikacija [278]

Remiantis moksline literatiira, MED13L koduojamo baltymo funkcijos
praradima lemiantys skaitymo rémelio poslinkio ar nonsense tipo variantai
sudaro didziaja dalj (76 proc.) visy iki Siol Siame gene nustatyty genetiniy
poky¢iy [279]. HGMD [34] duomeny bazéje jtraukti 28 patogeniniai MED13L
poky¢iai. ClinVar [8] duomenimis, tokiy patogeniniy varianty ir KSP yra
registruojama daugiau — 91, i§ kuriy didZiaja dalj sudaro Sio geno delecijos
(36 proc.) ir duplikacijos (20 proc.). Nors MED13L geno delecija yra
dazniausiai Siame gene nustatomas genetinis pokytis, tiriamajam #10
nustatyta nauja vidugeniné delecija, apimanti 3-9 egzonus, kuri anksc¢iau
literattiroje nebuvo aprasyta.

MED13L koduojamas produktas (angl. Mediator Complex Subunit 13-
Like) yra didelio baltymy komplekso, vadinamo mediatoriumi (angl. Mediator
complex), subvienetas (UniProtKB #Q71F56; 4.29 pav. A). Mediatoriaus
komplekso struktiira yra labai konservatyvi. ISskiriamos trys pagrindinés
strukttrinés dalys: galva (angl. head), viduriné dalis (angl. middle), uodega
(angl. tail) bei CDKS8 kinazés modulis (CKM). Mediatoriaus kinazés dalj
sudaro CDKS, ciklinas C bei MED13L, MED13, MED12L, MED12
koduojami baltymai (4.29 pav. A). Moksliniai tyrimai rodo, jog mediatoriaus
MEDI13L ir jo paralogo MED13 koduojami subvienetai uztikrina tiesioging
saveika tarp MedPIWI domeno (4.28 pav. C) ir antrojo tipo RNR polimerazés,
todél yra ypal svarbiis reguliuojant geny raiSka [280]. Utami su
bendradarbiais (2014) tyré¢ hemizigotinés biiklés MED13L geno poveikj
jvairiose modelinése sistemose. Pirmiausia, i§junge MEDI13L ortologa
(med13b) zebrazuvéje, mokslininkai nustaté sutrikusig nerviniy skiauteriniy
lasteliy (angl. Neural crest cells) migracija, kuri vélesnése zebrazuviy
vystymosi stadijose nulémé kremzliniy struktiry deformacijas. Taip pat
mokslininkai tyré in vitro sio geno poveiki zmogaus neuronuose, kurie buvo
sukurti transformuojant i§ EKL kilusius nerviniy lasteliy pirmtakus. Siose
lastelése MED13L i$jungtas panaudojus siRNR technologija, o, atlike viso
transkriptomo analiz¢, mokslininkai nustaté sutrikusig net 1 117 geny raiska.
Daugelis iy geny dalyvauja Wnt (angl. Wingless, Int-1) ir FGF (angl.
Fibroblast growth factors) signaliniuose keliuose, kurie intensyviai veikia
reguliuojant jvairius vidulgstelinius ir tarplastelinius procesus ankstyvose
embriono vystymosi stadijose, o ypa¢ formuojant galiiniy skeleta bei nervy
sistema [281]. Angusas ir Nevinsas (2012), tirdami zmogaus véZzinius
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audinius, nustate, kad MED13L yra svarbus Rb/E2F signalinio kelio,
reguliuojancio lgstelés G1/S (arba R) patikros taska, kofaktorius. Baltymas Rb
(angl. Retinoblastoma) yra Zinomas kaip svarbus vézio slopiklis, kuris
jungiasi su E2F transkripcijos veiksniu specifiniy geny promotoriuose ir
slopina jy raiskg. Ciklino ir nuo ciklino priklausomos kinazés (CDK)
kompleksas fosforilina Rb ir pakei¢ia baltymo konformacijg taip, kad E2F
transkripcijos veiksnys negali sgveikauti su Rb. Todél laisvas E2F aktyvuoja
geny, koduojanciy daugelj lastelés ciklui svarbiy baltymy (pvz., ciklinas A),
raiska (4.29 pav. B). Mokslinio tyrimo metu nustatyta, kad MED13L
sgveikaujant su RB/E2F baltymy kompleksu kartu slopinama ciklino A raiska,
nuo kurio priklauso ne tik tolesné lastelés ciklo veikla, bet ir Igstelés senéjimo
procesas [282].

A

"‘/ mﬂsp,o’iuﬁm‘ MED21 b /M
< . =W, |G, Lastelés

ikl G1/S|patik / @
ciklas sl

-m xp

* “

Cdc2s ‘,

. S = ikl MED13L
I Vidurine dalis M Uodega Ciklinas A o _ 1 -

Ciklinas E

4.29 pav. A) Mediatoriaus komplekso schema [280]. Raudona rodyklé Zymi
MEDI3L ir jo paralogo MED13 subvieneta; B) Rb/E2F signalinio kelio schema,
kuri adaptuota pagal moksling literatiira [282, 283]

Manoma, kad patogeniniy MED13L varianty sutrikdyti Wnt, FGF bei
Rb/E2F signaliniai keliai nulemia MED13L haplonepakankamumo sindromg.
Iki Siol literatliroje yra aprasyti 69 asmenys [279], kuriems buvo nustatyti
patogeniniai pokyc¢iai MED13L gene. DECIPHER [108] duomeny bazéje
registruotos devynios patogeninés MED13L delecijos ir trys duplikacijos (4.4
lentelé). Taciau ne visi paskelbti KSP yra tinkami genotipo ir fenotipo rysio
analizei. Tirlamyjy, kuriems nustatyta 275,59 Kb dydzio delecija (#294797)
ir 18,71 Mb dydzio duplikacija (#370352), néra zinomas klinikinis fenotipas.
Kito tiriamojo (#285997) genotipo ir fenotipo analizé yra neinformatyvi dél
delecijos dydzio (101,30 Mb). MED13L haplonepakankamumo sindromui
iskaitant tiriamajj #10, pasireiSkia jvairaus laipsnio IN ir psichomotorinés,
jskaitant kalbinés, raidos sutrikimas. Kiti fenotipiniai poZymiai — raumeny
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hipotonija, smegeny pazeidimai, akiy, veido ir galiniy anomalijos
diagnozuojamos ne visiems, bet daugumai tiriamyjy (3776 proc.). Jgimtos
Sirdies ydos (JSY), kurios mokslinéje literatiiroje yra daznai pabréziamos kaip
vienas pagrindiniy MED13L haplonepakankamumo sindromo pozymiy, yra
nustatomos tik penktadaliui analizuoty asmeny (4.4 lentel¢).
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4.4 lentelé. Analizuojamy asmeny, kuriems nustatyti patogeniniai MED13L variantai ar KSP, klinikiniy pozymiy santrauka

Kalbineés . L . .
i . . Dismorfiniai lani Hipo- AKi « Autiz-
Analizuoti asmenys IN PRA raidos . smo . a} . Ga un.l.q po “ Slvne,g?nq, ISY u
S veido poZymiai  anomalijos  tonija anomalijos pazeidimai mas
atsilikimas
Tiriamasis #10 + + + - + - + - - -
Literatiiroj Syti
-Heraturoje aprasytl - o/60  69/69 68/69 50/67 31/69 46/66 23/69 26/58 12/64  16/69
tiriamieji (n = 69) (08l
#264232 ND + ND + + ND ND + ND ND
S o #260719 ND + ND ND + ND + ND ND ND
—_ w
ks I #271765 ND + ND + + ND ND ND ND ND
T -
b 8 #271595 + + ND + ND ND ND ND ND +
< 0O
:t > #285418 + ND ND ND ND ND ND ND ND ND
N a
#283932 ND + + + ND ND + ND ND ND
#277527 ND + + + ND ND + ND ND ND
o S F  #296364 + + + ND ND ND ND ND ND  ND
N e
352
S=9Q
- % [a) #296365 ND + ND + ND ND ND ND ND ND
©
Bendras skaiius 72/72 78/78 72/73 56/74 35/73 46/67 27/73 27/60 12/65 17/71
Bendras skaicius 100 100 99 76 48 69 37 45 18 23
(proc.) proc. proc. proc. proc. proc. proc. proc. proc. proc. proc.

136



Nors moksliniais tyrimais yra pagrista, kad patogeniniai MED13L
variantai lemia MED13L haplonepakankamumo sindroma, tikslus MED13L
genetinio pokyCio nulemtos patologijos etiopatogenezés mechanizmas ir
poveikis zmogaus Igsteliy lygmeniu néra visapusiskai istirtas. Siame tyrime,
sieckiant jvertinti nustatyto MEDI13L KSP lemiama poveiki Iasteliy
morfologijai, gyvybingumui, senéjimui, lasteliy ciklui bei susijusiy geny
raiSkai, MED13L genui nutildyti kontrolinio asmens odos fibroblasty
kulttroje buvo naudota CRISPR-Cas9 technologija. Siekiant jgyvendinti §j
uzdavinj, uzsibrézta palyginti kontrolinio asmens redaguotos ir neredaguotos
fibroblasty kultiros ypatybes su tiriamojo #10 nemodifikuotos lasteliy
kulttros savybémis. Pirmiausia, siekiant jvertinti fibroblasty uzsé¢jimo tankio
itaka genomo redagavimo efektyvumui, kontrolinio asmens fibroblastai buvo
uzséti skirtingu tankiu (~0,3 x 10°) j tris kultivavimo indelius. Apytiksliai
jvertinus vienodomis salygomis kultivuoty lasteliy tankj, trijuose kultivavimo
indelivose nustatyta mazdaug 50 proc., 60 proc. ir 65 proc. konfluencija.
Visuose trijuose indeliuose kultivuoty lasteliy skaiius buvo pakankamas
transfekcijos procediirai atlikti. Nors lasteliy tankis trijuose kultivavimo
indelivose skyrési, MED13L taikinio kirpimo efektyvumas apskai¢iuotas
panasus, atitinkamai — 44 proc., 43 proc. ir 43 proc.

Lyginamajai ir funkcinei lasteliy kultiiry analizei reikalingos i$ vienos
lastelés iSaugintos kultiiros, todél apie 44 proc. efektyvumu modifikuota
fibroblasty kulttira praskiesta iki vienos lastelés kultivavimo indelyje. I$ viso
kultivavimo indeliuose uzséta 960 Sulinéliy. Atrinkus Sulinélius, kuriuose
augo vienos lgstelés klonai, i§ viso kultivuoti 25 gyvybingi Iasteliy klonai iki
funkciniams tyrimams pakankamo lgsteliy kiekio. Tac¢iau dél force majeure
aplinkybiy (karantinas dél SARS-CoV2 viruso sukeltos COVID-19
infekcijos) tyrimas buvo pertrauktas, uzSaldzius 16-ka'’ fibroblasty kultiiry.
Pasibaigus karantinui Lietuvos Respublikos teritorijoje, kontrolinio asmens
redaguotos fibroblasty kultiiros bei tiriamojo #10 neredaguota fibroblasty
kulttra buvo atsildytos ir toliau kultivuojamos.

Redaguotas lasteliy kultiras kultivuojant 1§ vienos Iastelés
neiSvengiama ilgalaikio lasteliy klony kultivavimo ir su tuo susijusiy
pasekmiy: morfologijos pakitimy, gyvybingumo sumazéjimo, lastelés ciklo
pazeidimy ir Iasteliy senéjimo proceso [284]. Kultivuojant redaguotas
kontrolinio asmens fibroblasty kultiiras, pastebéta, kad dalies lasteliy kulttry
morfologija pradéjo kisti anksCiau. Tokiose morfologiskai besiskirianciy

13 Devyniose fibroblasty kultiirose Iasteliy skai¢ius buvo nepakankamas $aldymo procediirai
atlikti.
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lasteliy kulttrose fibroblastai dauginosi akivaizdziai lé¢iau ir mazéjo juy
gyvybingumas. Dél sulétéjusios lgsteliy proliferacijos ir gyvybingumo ne
visuose kultivavimo indeliuose buvo pakankamas lasteliy skai¢ius visuminés
RNR gryninimo procediirai'*. Dél Sios priezasties visuminé RNR i$gryninta i$
11-kos kontrolinio asmens redaguoty fibroblasty kultiiry ir tiriamojo #10
neredaguotos ankstyvojo pasazo fibroblasty kulttiros.

Sangerio sekoskaitos metodu tiriant pagal iRNR susintetinta kDNR,
SeSiose kontrolinio asmens redaguotose fibroblasty kultirose nustatyti
poky¢iai MED13L gene, o likusiose penkiose redaguotose fibroblasty
kulttirose jokiy MED13L varianty nenustatyta. Trijose fibroblasty kultiirose
(zymima: #A—#C) nustatyta heterozigotiné antrojo egzono iskrita, o vienoje
lasteliy kultiiroje (#D) nustatyta dviejy G nukleotidy iSkrita heterozigotinéje
bukléje. Kitose dviejose fibroblasty kulttrose (#E, #F) abicjuose aleliuose
nustatyti skirtingi genetiniai pokyciai: antrojo egzono iskrita, dviejy G
nukleotidy iskrita bei G nukleotido intarpas. In silico jvertinus $iy pokyciy
prognozuojamus padarinius baltymo lygmeniu, nustatyta, kad visais atvejais
susidaro skaitymo rémelio poslinkis ir prieslaikinis baigmés kodonas,
lemiantys MED13L haplonepakankamuma lasteléje (4.5 lentelé).

4.5 lentelé. Sangerio sekoskaitos metodu nustatyti MED13L variantai po genomo
redagavimo CRISPR-Cas9 technologija bei in silico prognozuojamas §iy varianty
poveikis baltymo lygmeniu

Redaguota In silic_o
lasteliy G_eno- MED13L redagavimo Pasekmés prog_nc_)zu01amas
Kultiira tipas KkDNR lygmeniu poveikis ba_ltymo

lygmeniu
4A Hetero- NG 023366.1(NM_015335.5): NP 056150.1:
zigotinis c.(72+1_73-1) (310+1_311-1)del  p.(Ala25Cysfs*13)
4B Hetero- NG _023366.1(NM_015335.5): NP 056150.1:
zigotinis c.(72+1 73-1) (310+1 311-1)del p.(Ala25Cysfs*13)
4C Hetero- NG _023366.1(NM_015335.5): NP_056150.1:
zigotinis c.(72+1_73-1) (310+1 311-1)del p.(Ala25Cysfs*13)
Hetero- NP 056150.1:
#D zigotinis NM_015335.5:¢.95 96del p.(Trp32Serfs*1)
Skirtingi NG 023366.1(NM_015335.5): NP 056150.1:
4 poky¢iai c.(72+1_73-1)_(310+1_311-1)del  p.(Ala25Cysfs*13)
abiejuose NP_056150.1:
alelijuose NM_ 015335.5:¢.95_96del o (TroSers 1)

14 Vadovaujantis gamintojo vartotojo vadovu RNeasy® Mini Handbook (Qiagen, Vokietija)
visuminés RNR gryninimui rekomenduojamas fibroblasty skai¢ius yra 3—4 x 106 Iasteliy.
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Skirtingl— \(\ 1 015335.5:0.95 96del NP_036130.1:
4F pokyciai - - p.(Trp32Serfs*1)

abiejuose . NP _056150.1:

alelivose NM_015335.5:¢.96_97insG p.(Arg33Alafs*1)

Siekiant jvertinti nustatyty MED13L varianty jtaka lastelés cikla
valdan¢iy RB1 (MIM #614041), E2F1 (MIM #189971) ir CCNC (MIM
#123838) geny raiskai, atlikta lyginamoji geny raiskos analizé kPGR metodu.
Pirmiausia jvertinta iy geny raiska tiriamojo #10 kraujyje. Lyginant su vidine
kontrole’ (1-2 egzony jungtis; MEDI3L 1), 3-4 egzony jungties
(MEDI13L _2) vietos fluorescencijos intensyvumas yra apie 2,9 karto
mazesnis. Lastelés ciklg valdanciy RB1, E2F1 ir CCNC geny raiska nustatyta
taip pat maZesné, atitinkamai 7,8, 6,6 ir 8,7 karto (4.30 pav. A). GTEX portalo
[118] duomenimis, 755 istirty asmeny kraujyje lastelés cikla valdan¢iy geny
(RB1 TPM =1,9; E2F1 TPM =4,2; CCNC TPM = 2,5) raiska yra atitinkamai
3,10, 1,4 ir 2,4 karto mazesné, palyginti su MED13L (TPM=5,9) geno raiska.
Taciau, remiantis atlikto kPGR tyrimo rezultatais, tiriamojo #10 kraujyje
analizuojamy lastelés cikla valdanciy geny raiska yra ne tik 6,6-8,7 karto
mazesné, palyginti su vidine MED13L kontrole, bet ir apie du kartus mazesné
nei 3—4 egzony jungties vietos (4.30 pav. A), kurios delecija patvirtinta kPGR
ir Sangerio sekoskaitos metodais, raiSka. GTEx portale [118] taip pat
nurodoma, kad Zmogaus fibroblastuose analizuojamy keturiy geny raiska yra
zymiai didesné nei kraujo méginiuose (MED13L TPM = 28,9; RB1 TPM =
38,1; E2F1 TPM = 9,1; CCNC TPM = 29,8). Todél ta pati kPGR tyrimo
strategija taikyta siekiant jvertinti $iy geny raiskos pokytj tiriamojo #10 bei
kontrolinio asmens redaguotose fibroblasty kultirose (#B, #C, #E, #F'©).
Palyginti su vidine kontrole (MED13L 1), 3—4 egzony jungties (MED13L _2)
vietos fluorescencijos intensyvumas yra apie 32 kartus mazesnis, o lastelés
ciklg valdan¢iy RB1, E2F1 ir CCNC geny raiska yra daugiau nei 7 kartus

15 Geny raikos tyrime taip pat tirta biologiné kontrolé — vienodomis salygomis kultivuota
neredaguota neturin¢io ligos pozymio asmens fibroblasty kulttra. Atlikus geny raiskos tyrima,
nustatyta, kad Sio kontrolinio asmens MED13L raiska yra reik§mingai sumazéjusi, lyginant su
tiriamojo #10 méginiu. Dél Sios priezasties §is méginys eliminuotas i$ analizés, o lyginamoji
analizé atlikta pagal viding kontrole (MED13L 1-2 egzony jungties vieta), kurios nepakitusi
raiska tiek tiriamojo, tiek biologinés grupés (n = 3) méginiuose patvirtinta pirmo MED13L geno
raiskos tyrimo metu (4.27 pav. B).

16 Geny raiSka netirta #A ir #D redaguotose fibroblasty kultirose, kadangi iSgrynintos
visuminés RNR koncentracijos buvo per mazos, atitinkamai 20 ng/pl ir 30,6 ng/pl. AT-PGR
misinyje turi biiti naudojamas vienodas i§grynintos visuminés RNR kiekis, siekiant uztikrinti
geny raiskos tyrimo efektyvuma, tikslumg ir atkartojamuma.
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mazesng¢ tiek tiriamojo #10, tiek kontrolinio asmens redaguotose fibroblasty
kultiirose (4.30 pav. B).

Dviejose fibroblasty kulttirose (#E, #F) abiejuose aleliuose nustatyti
skirtingi antrojo egzono genetiniai pokyciai. Prognozuojama, kad Sie variantai
lemia skaitymo rémelio poslinkj ir prieslaikinj baigmés kodong abiejuose
aleliuose, tod¢l 3—31 MED13L egzony raiska neturéty buti stebima. Atliktame
kPGR tyrime uzfiksuotas 1-2 egzony jungties vietos fluorescencijos
intensyvumas #F fibroblasty kultiroje bei abiejose kultirose nustatyta 3—4
egzony jungties vietos raiska (4.30 pav. B). Dél Sios priezasties tikétina, kad
#E ir #F fibroblasty kultiiroje buvo kultivuojami dviejy redaguoty lasteliy
klonai, kurie yra netinkami tolesnei funkcinei analizei.
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4.30 pav. A) Lyginamuoju AACt metodu pagal viding kontrole (MEDI13L 1)
ivertintas MED13L, RB1, E2F1 ir CCNC raiskos pokytis (FC) tiriamojo #10
periferinio veninio kraujo meéginyje. Histogramy ,,Gsai“ Zymi techniniy
pakartojimy vidurkio SN. B) MED13L, RB1, E2F1 ir CCNC raiskos pokytis
tiriamojo #10 ir redaguotose (#B, #C, #E, #F) fibroblasty kultiirose. Histogramy
»usai“ zymi techniniy pakartojimy vidurkio SN. Histogramos nubréztos
naudojant Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, JAV) statistinj paketa
pagal rezultatus, apdorotus SDS v.2.3 (Applied Biosystems, JAV) ir gbase*
(Biogazelle, Belgija) programa

Sangerio sekoskaitos ir kPGR metodu jvertinus MED13L variantus tiek
tiriamojo #10, tiek kontrolinio asmens fibroblasty kultiirose, toliau atlikta
lyginamoji $iy lasteliy kulttry funkciné analiz¢, kadangi lasteliy morfologijos,
gyvybingumo, senéjimo ir ciklo pokyciams gali turéti jtakos ne tik ilgalaikis
kultivavimas, bet ir geny, atsakingy uz lastelés cikla, raiskos poky¢iai [282,
285].

Kultivuojant fibroblasty kultiras stebéta lasteliy morfologija
kiekviename pasaze. Prie$ atliekant genomo redagavimo eksperimenta buvo
palyginta ankstyvyjy pasazy (~III-IV) tiriamojo #10 ir kontrolinio asmens
neredaguoty fibroblasty kultiry morfologija. Ivertinta, kad abiejose
fibroblasty kultirose dauguma lasteliy buvo nepakitusios taisyklingos
verpstés formos (4.31 pav. A). Tolesnio kultivavimo metu, nagrinéjant
tiriamojo #10 neredaguota fibroblasty kultiira bei kontrolinio asmens
redaguotas fibroblasty kultturas, pastebéta, kad su kiekvienu vélyvesniu
pasazu dauggja padidéjusiy ir netaisyklingos formos lasteliy. Tokios
pakitusios morfologijos fibroblastai kultiroje neformuoja tankiy
monosluoksnio ploty (4.31 pav. B). Kultivavimo pabaigoje vélyvyjy pasazy
(~X-XV) fibroblasty kulttrose tokiy lasteliy buvo didzioji dauguma.
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4.31 pav. Ankstyvojo (~III-1V) ir vélyvojo (~X—XV) pasazo fibroblasty kultiiry
morfologijos tyrimas invertuotu mikroskopu Olympus CKX41 (Olympus Life
Science, Japonija; padidinimas 4x, mastelis 500 um): A) Reprezentatyvi
ankstyvojo pasazo kontrolinio asmens neredaguotos fibroblasty kulttiros
nuotrauka; B) Reprezentatyvi ankstyvojo pasazo tiriamojo #10 neredaguotos
fibroblasty kultiiros nuotrauka; C) Reprezentatyvi kontrolinio asmens redaguotos
vélyvojo pasazo fibroblasty kultiros, kurioje nenustatyta MEDI13L varianty,
nuotrauka; D) Reprezentatyvi kontrolinio asmens redaguotos vélyvojo pasazo
fibroblasty kulttiros, kurioje nustatytas MEDI13L variantas heterozigotinéje
bukléje, nuotrauka

Lasteliy padidéjimas, suplokstéjimas ir jgyta netaisyklinga forma yra
lasteliy  sen¢jimo  pozymis [285]. Siekiant jvertinti MEDI13L
haplonepakankamumo jtaka fibroblasty senéjimui, jvertintas senstanc¢ioms
lasteléms biuidingas -galaktozidazés aktyvumas tiriamojo #10 neredaguotoje
fibroblasty kultiiroje bei kontrolinio asmens redaguotoje ir neredaguotoje
fibroblasty kultiiroje. Fermentas B-galaktozidazé skaldo dazg X-gal (5-bromo-
4-chloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozidas), susiformuoja mélynos spalvos
skaidymo produktai, todél senstancios lastelés nusidazo mélynai [286].
Ivertinus nusidaziusiy lasteliy ir bendrg Igsteliy skaiCiy, nustatyta, kad
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kontrolinio asmens neredaguotoje ankstyvojo pasazo fibroblasty kulttroje
senstan¢iy lasteliy yra apie 10 proc. Nepaisant to, kad tiriamojo #10
ankstyvojo pasazo fibroblasty kultiiroje tik pavienés lgstelés buvo
morfologiskai pakitusios, atlikus senéjimo tyrimg nustatyta beveik 3 kartus
daugiau (27,6 proc.) senstanciy lasteliy, palyginti su kontroline neredaguota
fibroblasty kultiira (4.32 pav. A, B). Tiriant kontrolinio asmens vélyvyjy
pasazy fibroblasty kultiras po CRISPR-Cas9 genomo redagavimo
eksperimento nustatyta, kad fibroblasty kultiiroje, kurioje nenustatyta
MED13L varianty, yra apie 55,2 proc. senstanciy lasteliy, o fibroblasty
kulttiroje, kurioje nustatytas MEDI13L variantas heterozigotinéje biikléje,
senstancios lgstelés sudaré 76,8 proc. (4.32 pav. C, D).

Lot 7
£

A )
A\ =

4.32 pav. Tiriamojo #10 bei kontrolinio asmens redaguotos ir neredaguotos
fibroblasty kultiiry sen¢jimo tyrimas invertuotu mikroskopu (Nikon, Japonija;
padidinimas 40x, mastelis 100 pm): A) Reprezentatyvi ankstyvojo pasazo
kontrolinio  asmens  neredaguotos  fibroblasty  kultiros  nuotrauka;
B) Reprezentatyvi ankstyvojo pasazo tiriamojo #10 neredaguotos fibroblasty
kulttiros nuotrauka; C) Reprezentatyvi kontrolinio asmens redaguotos vélyvojo
pasazo fibroblasty kultaros, kurioje nenustatyta MED13L varianty, nuotrauka. D)
Reprezentatyvi kontrolinio asmens redaguotos vélyvojo pasazo fibroblasty
kultoros, kurioje nustatytas MEDI13L variantas heterozigotinéje bikléje,
nuotrauka. Senstancios lastelés yra pakitusios morfologijos ir nusidaziusios
zalsvai-mélynai
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Ilgalaikis lasteliy kultivavimas turi jtakos lasteliy gyvybingumui,
kadangi susidaro dideli Igsteliy agregatai, kurie slopina Igsteliy proliferacijg ir
spartina apoptozés procesa [287]. Prie§ genomo redagavimo eksperimentg
kontrolinio asmens fibroblasty kultiiros gyvybingumas sieké apie 96 proc., o
tiriamojo #10 buvo kiek mazesnis — 89 proc. [vertinus redaguoty vélyvyjy
pasazy fibroblasty kultiiry gyvybinguma, nustatyta, kad ilgalaikio kultivavimo
metu lgsteliy gyvybingumas sumazéjo visose tirtose 1asteliy kultiirose. Be to,
nustatyta, kad redaguotoje fibroblasty kultiiroje, turinCioje heterozigotinj
MED13L variantg, lemiantj haplonepakankamuma, yra apie du kartus daugiau
zuvusiy lasteliy nei fibroblasty kulttiroje be MED13L varianto. Todél tikétina,
kad tiek ilgalaikis kultivavimas, tiek heterozigotiniai MED13L geno variantai
lemia fibroblasty gyvybingumo mazéjima.

Galiausiai, vertinti ankstyvyjy pasazy tiriamojo #10 ir kontrolinio
asmens neredaguoty ir vélyvyjy pasazy redaguoty fibroblasty ciklo poky¢iai.
Tiek tiriamojo #10, tiek kontrolinio asmens fibroblastai ankstyvuosiuose
pasazuose buvo gyvybingi ir efektyviai dauginosi, todél tirtas 10 000 lasteliy
ciklas. Nustatyta, kad neredaguotoje kontrolinéje kultiiroje dauguma Iasteliy
(82 proc.) efektyviai augo ir vykdé medziagy apykaita, nes buvo
G1 (angl. growth 1) fazéje. Dalis Igsteliy (3 proc.) buvo S (angl. synthesis)
fazéje, kurioje dvigubéjo lasteliy genetiné medziaga, o likusi dalis lasteliy (15
proc.) aptikta G2 (angl. growth 2) fazéje (4.33 pav. A). PanaSus nustatytas
tiriamojo #10 fibroblasty pasiskirstymas pagal fazes: G1 — 83 proc., S — 5
proc., G2 — 12 proc. (4.33 pav. B). Dél sumazéjusios Iasteliy proliferacijos ir
gyvybingumo vélyvuosiuose pasazuose redaguotoje fibroblasty kultiiroje,
kurioje nustatytas MED13L variantas heterozigotinéje buikléje'”, jvertintas 2
235 lasteliy ciklas. Nustatyta, kad 79 proc. lgsteliy buvo G1 fazéje, 11 proc.
lasteliy — S fazéje, o 10 proc. — G2 fazéje (4.33 pav. C). Kadangi nenustatyta
reik§mingo pokycio tarp kontrolinés ir tiriamojo #10 ankstyvyjy pasazy
fibroblasty kultiiry, tikétina, kad heterozigotiniai MED13L variantai neturi
reikSmingos jtakos Igstelés ciklui.

17 Kity kultiry lasteliy skai¢ius buvo per mazas Igstelés ciklui jvertinti.

144



4.33 pav. Lastelés ciklo analizés rezultatai. A) Kontrolinio asmens neredaguotos
ankstyvojo pasazo fibroblasty kultiros; B) Tiriamojo #10 ankstyvojo pasazo
fibroblasty kultiros; C) Kontrolinio asmens redaguotos vélyvojo pasazo
fibroblasty kultiiros

bei  funkciniy MEDI13L geno tyrimy rezultatais, nustatyta
NG _023366.1(NM_015335.5):c.(310+1_311-1) (1280+1_1281-1)del
delecija yra patogeniné ir nulemia MED13L haplonepakankamumo sindroma.
Sékmingai redagavus kontrolinio asmens fibroblasty kultiira, jvertinta Sio
KSP funkciné reik§mé lastelés lygmeniu.

4.3. Rezultaty apibendrinimas ir praktinés rekomendacijos

Sio mokslinio darbo tikslas — molekuliniais ir funkciniais iRNR tyrimo
metodais jvertinti DNR sekos sukirpimo vietos varianty ir kopijy skaiciaus
poky¢iy patogeniSkuma bei nustatyti galima reikSme IN / JA etiopatogenezei.
Siekiant uzsibrézto darbo tikslo, nustatytos septyniy sukirpimo varianty (#1—
#7) ir trijy KSP (#8—+#10) pasekmés iRNR lygmeniu bei jvertintas jy
patogeniSkumas. Taip pat atliktas S$iy genetiniy pokyciy klinikinis,
molekulinis ir / ar funkcinis apibiidinimas.

ARID1B, GLI3, SLC9A6, CHD7 ir TGFBR2 sukirpimo vietos variantai
yra neapraSyti literatiiroje ir néra registruojami ClinVar [8], HGMD [34],
dbSNP [92], dbVar [93], 1 000 genomy projekto [6] bei gnomAD [96]
duomeny bazése. Nors kity dviejy BLM ir CAPN3 geny sukirpimo variantai
yra nustatomi skirtingose pasaulio populiacijose, ClinVar [8] duomenimis, iki
Siol jy patogeniSkumas taip pat nebuvo patvirtintas.
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Sukirpimo variantai gali turéti skirtingg poveikj pre-iRNR [48]. Istirti
ARID1B, GLI3, SLC9A6, BLM ir CAPN3 geny sukirpimo variantai 1émé vieno
egzono iskritg. Sukirpimo variantas TGFBR2 gene 1émé paskutinio egzono ir
3‘UTR i8kritg. Sukirpimo variantai 5° donorinéje vietoje (ARID1B
c.5025+2T>C, GLI3 c.473+3A>T, SLCOA6 c.899+1G>A) lémé egzono,
esancio pries variantg, iSkritg, o sukirpimo variantai 3° akceptorinéje vietoje
(TGFBR2 c.1600-2A>G, BLM ¢.2308-2A>G) 1émé egzono uz varianto i$kritg.
Mokslinés literatiiros duomenimis, DNR sekos variantai, kurie yra nutole nuo
konservatyviy sukirpimo viety, dazniau lemia introno ar jo dalies intarpa [36,
48]. Visgi istirtas ¢.1746-20C>G sukirpimo variantas CAPN3 gene 1émé 14-
ojo egzono iSkrita. Kitas nejprastas rezultatas — sukirpimo vietos ¢.5535-
1G>A varianto CHD7 gene aktyvuojama kriptiné alternatyvi 3° akceptoriné
sukirpimo vieta, kuri nuo pirminés vietos yra nutolusi tik vienu nukleotidu
(4.6 lentelé). ki Siol néra zinomas tikslus mechanizmas, kokiu budu jvykus
pokyciui DNR sekoje pasirenkama alternatyvi kirpimo vieta [50, 52, 55].
Manoma, kad tam gali turéti jtakos genomo vieta, egzoniné sukirpimo proceso
stipriklio / slopiklio vieta ar net pre-iRNR antrinés struktiiros [48].

Atlikus i$samig in silico analizg, nustatyta, kad ARID1B ¢.5025+2T>C,
GLI3 ¢.473+3A>T, SLC9A6 ¢.899+1G>A, CHD7 ¢.5535-1G>A ir CAPN3
c.1746-20C>G variantai lémé skaitymo rémelio poslinkj ir prieslaikinio
baigmés kodono susidarymg (4.6 lentel¢). Baltymy lygmeniu Sie pokyciai
lemia  baltymo sutrump¢jimg (angl. Protein  truncation) arba
haplonepakankamumg dél NMD (angl. Nonsense-mediated decay)
inicijuojamo iRNR skaidymo. Posttranskripciniu lygmeniu veikiant Siam
mechanizmui, specifinis egzony jungties baltymy kompleksas atpazjsta
prieslaikinj baigmés kodona, jei jis yra apie 200 nt atstumu nutoles nuo
pradzios kodono ir mazdaug 50-55 nt atstumu nutolgs nuo paskutinés egzony
poros jungties vietos. Tokiu atveju S$is kompleksas, saveikaujant su
papildomais specifiniais baltymais, inicijuoja iRNR, turinCios prieslaikinj
baigmés kodona, skaidymo procesa [40]. Pazymétina, kad dalis transkripty
gali iSvengti §io mechanizmo, tokiu atveju nustatomas mazesnis kiekis
pakitusiy transkripty. Tais atvejais, kai NMD proceso metu atpaZjstami ir
suardomi visi pakite transkriptai, pagrindinis molekulinés patogenezés
mechanizmas yra baltymo haplonepakankamumas. Kita vertus, jei NMD
visiSkai iSvengiama, sutrumpg¢jusio transkripto raiSka gali turéti neigiamos
jtakos baltymo funkcijai. ARID1B sukirpimo varianto nulemtas prieslaikinis
baigmés kodonas néra nutolgs 50—55 nt atstumu nuo paskutinés egzony poros
jungties vietos, todél NMD $§io baigmeés kodono negali atpazinti. Keturiy kity
geny (GLI3, SLCY9A6, CHD7, CAPN3) sukirpimo varianty nulemti
prieslaikiniai baigmés kodonai atitinka NMD atpazinimo salygas, todél iRNR
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skaidymas galéty biiti inicijuojamas. Sangerio sekoskaitos tyrimo metu §iy
geny transkriptai buvo istirti, todél tikétina, kad NMD proceso dalinai arba
visiskai iSvengta. Remiantis Siais rezultatais, tikétina, kad ARID1B, GLI3,
SLC9AG, CHD7 ir CAPN3 geny variantai lemia baltymo sutrumpéjima, o ne
haplonepakankamuma. Kiti tirti TGFBR2 ir BLM sukirpimo variantai
nesudaro skaitymo rémelio poslinkio (4.6 lentel¢). BLM ¢.2308-2A>G
sukirpimo vietos variantas lemia dalies funkciskai svarbaus baltymo domeno
praradima, todél BLM funkcija gali buti sutrikusi. Sukirpimo vietos ¢.1600-
2A>G variantas TGFBR2 gene lemia paskutinio egzono ir 3°UTR praradima,
todél tikétina, kad TGFBR2 haplonepakankamumas nulémé ligos
etiopatogeneze.

Analizuojant skirtingy, atsitiktine tvarka parinkty, evoliuciskai
nutolusiy rasiy ARID1B, GLI3, SLC9A6, CHD7, TGFBR2, BLM ir CAPN3
aminoriig§¢iy sekas, nustatyta, kad pokyciai jvyko ypa¢ konservatyviose
srityse, todél Sios sritys gali biiti svarbios funkciniu pozitriu (4.34 pav.,
4.21 pav. C).
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4.6 lentelé. Nekoduojancios DNR sekos sukirpimo varianty molekuliniy ir / ar funkciniy tyrimy apibendrinti rezultatai

Nustatytas In silico .

_ - . L . _ Varianto
Tiria- Sukirpimo Genas Geno- Varianto poveikis prognozuojamas Patvirtinta ato-
masis variantas tipas kilmé iRNR poveikis baltymo diagnozé Pv

. . geniSkumas
lygmeniu lygmeniu
Coffino—Siris

41 NM 020732.3: ARID1B Hetero- De novo 19 egzono NP _065783.3: sindromas 1 Patoeeninis
¢.4986+2T>C MIM#614556  zigotinis iSkrita p-(Thr1633Valfs*11) (MIM #135900) g

yy  NM_000168.6: GLI3 Hetero- Pat‘;;f:etas 4egzono NP _000159.3: S(Tllsglr(: dcaiftill;; Patogeninis

AT3+3A>T MIM#16524 igotini iskri .(His123Argfs*
c.473+3 #165240  zigotinis Kartose iSkrita p.(His123Argfs*57) (MIM #175700)
g NM001042537.1:  SLCOAG Hemizi-  Paveldétas  6egzono NP 001036002.1: gggjﬁiﬁg‘};ﬁm Patogeninis
.899+1G>A MIM: 231 ini i3 iskri .(Val264Alafs*
c.899+1G #30023 gotinis 1§ mamos iSkrita p.(Val264Alafs*3) (MIM #300243)
Alternatyvi
. CHARGE

44 NM 017780.4: CHD7 Hetero- De novo akceptoriné  NP_060250.2: sindromas Patogeninis

c.5535-1G>A MIM#608892  zigotinis suki@imo p-(Gly1846Glufs*23) (MIM #214800) &
vieta
8 egzonoir TGFBR2 Loeyso—Dietzo
NM_001024847.2: TGFBR2 Hetero-
#5 cl 66 0-2ASG MIM£190182 7 eoet:irr())is ND 3‘UTR (UniProtKB #P37173) sindromas 2 Patogeninis
' 8 iskrita haplonepakankamumas  (MIM #610168)
NM_000057.2:

46 o2 368 IASG BLM Hetero- Paveldétas 11 egzono ~ NP_000048.1: Galimai
151248548542 MIM#210900  zigotinis i$ tévo iskrita p-(11e700_GIn802del) patogeninis
NM_000070.3: CAPN3 Hetero- Paveldétas 14 egzono NP _000061.1: Galtniy 1r4uosm.ens ..

#1 - e1746-206G, MIM#114240  zigotinis  i§ mamos iskrita (Glu582Aspfs*62) raumeny distrofija 2 Patogeninis
15201892814 g PAIOBLASP (MIM #253600)
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Tiriamasis #1

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Monodelphis domestica
Gallus gallus

Sus scrofa

Danio rerio
Latimeria chalumnae

Tiriamasis #2

Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Gallus gallus

Sus scrofa

Danio rerio
Latimeria chalumnae

Tiriamasis #3

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Monodelphis domestica
Gallus gallus

Sus scrofa

Danio rerio
Latimeria chalumnae

Tiriamasis #4

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Monodelphis domestica
Gallus gallus

Sus scrofa

Latimeria chalumnae

Tiriamasis #5

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Moncdelphis domestica
Gallus gallus

Sus scrofa

Danio rerio

Latimeria chalumnae

Tiriamasis #6

Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Monodelphis domestica
Gallus gallus

Sus scrofa

Danio rerio

Latimeria chalumnae

FPPGSVEASQPVLKQRRKITSKDIVVWISRTFSRVL 1643
FPPGSVEASQPVLKQRRKITSKDIVTPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDST 1707
FPPGSVEASQPILKQRRKITSKDIVTPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDST 1662
FPPGSVEASQPVLKORRKITSKDIVTPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDST 1165
FPPGSVEASQPVLKQRRKITSKDIVTPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDST 1530
FPPGSVEASQPVLKPRRKITSKDIVTPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDST 959

FPPGSVEASQPVLKQRRKITSKDIVTPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDST 1737
YPLDSVEATQPQLKPRRRLTSKDIGTPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDNT 1529
FPPGSVEATPPVLKARRKITSKDIGAPEAWRVMMSLKSGLLAESTWALDTINILLYDDSS 950

Dk kkkky ok Kk kkggkxkkk | *

EPHYRLPPYLVALRIRTCPSLGSPHTGTPLLLPSLPSALHIPTLIPTWTISAPCTAAHRSP-===~=== 179
EPHYHPPHLFPAFHPP-VPIDARHHEGRYHYDPSPIPPLHMTSALSSSPTYPDLPFIRISPHRNPTAAS 186
EPHYHPPHLFPAFHPP-VPIDARHHEGRYHYDPSPIPPLHVPSALSSSPTYPDLPFIRISPHRNPTAAS 186
EPHYHPPHLFPAFHPP-VPIDARHHEGRYHYDPSPIPPLHVPSALSSSPTYPDLPFIRISPHRNPTAAS 186
DPHYHPPHLFPAFHPP-VPIDARHHEGRYHYEPSPIPPLHVPSALSSSPTYSDLPFIRISPHRNPAAAS 186
EPHYHPPHLFPAFHPP-VPIDARHHEGRYHYDPSPVPPLHVPSALSSSPAYSDLPLFRISPHRNPAAAS 186
DPHYTAPQFFPAFHHP-VPIDDRHTQGRYIYEPSPVPSLHMPPALAASPTFSDISLIRISPHRNPSMGT 187
DPHYPPPHLFPAFHPP-VPIEARHHEGRYHYEPSPIPQLHVPSAITGNPAYPDIPFIRISPHRNPAAAS 79

skkk kg kg * * *k ko B 1 Kk

VTGQLAGDFYFTDCLLFGAIVSATDPAQ 266
VTGQLAGDFYFTDCLLFGAIVSATDPVIVLAIFHELQVDVELYALLFGESVLNDAVAIVL 246
VTGQLAGDFYFTDCLLFGAIVSATDPVTIVLAIFHELQVDVELYALLFGESVLNDAVAIVL 299
VTGQLAGDFYFTDCLLFGAIVSATDPVTVLAIFHELQVDVELYALLFGESVLNDAVAIVL 318
VTGOLGGDFYFTDCLLFGAIVSATDPVTVLAIFHELQVDVELYALLFGESVLNDAVAIVL 299
VTGQLGGDFYFTDCLLFGAIVSATDPVTVLAIFHELQVDVELYALLFGESVLNDAVAIVL 407
VTGQLAGDFYFTDCLLFGAIVSATDPVTVLAIFHELQVDVELYALLFGESVLNDAVAIVL 246
IIGQLGGDFFFTDCLFFGAIVSATDPVTVLAIFNELKVDVDLYALMFGESVLNDAVAIVL 280
QISQLGGDFYFTDCLFFGAIISATDPVTVLAIFNELQVDVDLYALLFGESVLNDAVAIVL 301

LRk KkRpkhkRE Rk hkRRR

EKYNSMRADPALCFLERVGMPDAKAIAAEQRGTDMLADGGDGENLIEKMKTON INQPEHRSKMK -~ == ==~ 1874
EKYNSMRADPALCFLERVGMPDAKAIAAEQRGTDMLADGGDGGEFDREDEDPEYKPT--RTPFKDEIDEFA 1872
EKYNSMRADPALCFLERVGMPDAKAIAAEQRGTDMLADGGDGGEFDREDEDPEYKPT--RAPFKDEIDEFA 1862
EKYNSMRADPALCFLERVGMPDAKATAAEQRGTDMLADGGDGGEFDREDEDPEYKPT-~-RAPFKDEIDEFA 1861
EKYNSMRADPALCFLERVGMPDAKAIAAEQRGTDMLADGGDGGEFDREDEDPEYKPT--RTPFKDEIDEFA 1872
EKYNSMRADSTLCFLERVGMPDAKAIAAREQRGTDMLADGGDGGEFDREDEDPEYKPT--RTPFKDEIDEFA 1873
EKYNSMRADPALCFLERVGMPDAKAIAAEQRGTDMLADGGDGGEFDREDEDPEYKPT--RTPFKDEIDEFA 1865
EKYNSVRADPTLCFLERVGMPDAKAIAAEQRGTDMLADGADGGEFDREDEDPEYKPT--RTPFKDEMDEFA 1856

Sy L e L S

PSFWLNHQ
PSFWLNHQGIQMVCETLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELE-HLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK-- 592
PSFWLNHQOGIQIVCETLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELE-HPERLSGRSCSQEKIPEDGSLNTTK-- 592
PSFWLNHQGIQIVCETLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELE-HPDRLSGRSCSQEKIPEDGSLNTTK-- 567
PNTWLSHRGIQMVCETLAECWDHDPEARLTAQCVAERFDQLG-DLDRLSGRSCSEEKIPEDCSLSPTK-- 564
PSSWLNHQGIQMVCETLIECWDHDPEARLTAQCVAERFSEFK-HHDKLSGRSCSEEKIPEDGSVTTAK-- 671
PSSWLNHQGIQTVCETLAECWDHDPEARLTAQCVAERFSELE-HLDRLSGRSSSEEKIPEHGSLNTTK-- 564
PSSWMKHQOGVAAVCATINECWDHDPEARLTAQCVAE RFNEMDDDLDKLSTCSSSEEKIPEDCAVSVSDDK 556
SSSWLNHQOGMQVVCETIVECWDHDPEARLTAHCVAERFSELE-HLDKLSGRSCSEEKIPEDCSESDGK-- 585
o Xeak1
SEATNIYLOLSKKDPIIKLLYVTPEK=mmm mmm o w770
SEATNIYLQLSKKDPIIKLLYVTPEKICASNRLISTLENLYERKLLARFVIDEAHCVSQW 803
SEAANIYLOLSKKDPIIKLLYVTPEKVCASNRLISTLENLYERKLLARFVIDEAHCVSOW 814
SEAANIYLOLSKKDPIIKLLYVTPEKVCASNRLISTLENLYERKLLARFVIDEAHCVSQW 794
SEAANIYLQLSKKDPIIKLLYVTPEKVCASNRLISTLENLYERKLLARFVIDEAHCVSQW 837
ADASKTYMQOLSKKDPIIKLLYVTPEKVCASNRLLSALENLYDRKLLARFVIDEAHCVSQW 771
SEATSIYLOLSKKDPIIKLLYVTPEKVCASNRLISTLENLYNRKLLARFVIDEAHCVSQW 815
SEARRTYMQLSRKDPAIKLLYATPEKVCASGRMISALONLYERGLLARLVIDEAHCVSQW 814
AEAGSIYMOLSKKDPIVKLLYVTPEKLCASNRLLSTLTNLYERKMLTCFVIDEAHCVSQW 832

ik KokkR KA sRRKE AR R

4.34 pav. ARID1B (tiriamasis #1), GLI3 (tiriamasis #2), SLC9AG6 (tiriamasis #3),
CHD7 (tiriamasis #4), TGFBR2 (tiriamasis #5), BLM (tiriamasis #6) baltymo
sekos konservatyvumo analiz¢ lyginant skirtingas raisis. IStirty sukirpimo varianty
nulemtas aminortig§¢iy skaitymo rémelio poslinkis pazymétas raudona spalva.
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Konservatyvios sekos vietos pazymétos zvaigzdute (*), konservatyvis variantai
— dvitaskiu (:), pusiau konservatyvils variantai — tasku (.), nepazymétos vietos
reiSkia nekonservatyvias sekos vietas'8. Konservatyvumo analizé atlikta Clustal
Omega [252] bioinformaciniu jrankiu

Atsizvelgiant | ARID1B ¢.5025+2T>C, GLI3 ¢c.473+3A>T, SLC9A6
c.899+1G>A, CHD7 ¢.5535-1G>A, CAPN3 ¢.1746-20C>G ir TGFBR2
c.1600-2A>G lemiamus pre-iIRNR sukirpimo proceso, prognozuojamus
baltymo struktiiros pokycius, konservatyvumo analizés rezultatus ir
tiriamiesiems pasireiSkiancius klinikinius pozymius, §ie variantai pagal
ACMG [20] rekomendacijas klasifikuotini kaip patogeniniai (4.6 lentelé).
BLM nustatyto c¢.2308-2A>G varianto nepakanka jtarto autosominio
recesyvaus Bloomo sindromo patogenezei paaiskinti. Atlikus SCM ir BLM
geno raiskos analize, nenustatyta jokiy kity BLM geno pokyciy, todél hipotezé
dél sudétinio heterozigotinio varianto, lemiancio Bloomo sindroma,
nepatvirtinta. Nors ¢.2308-2A>G variantas nelemia tiriamojo #6 klinikinio
fenotipo, atsizvelgiant j varianto daznj (MAF < 0,01) ir nustatyta galima
funkcinj poveikj konservatyvioje baltymo srityje, pagal ACMG [20]
rekomendacijas §is DNR sekos wvariantas klasifikuotinas kaip galimai
patogeninis (4.6 lentelé).

Siame moksliniame darbe istirta de novo kilmés 13q31.3 duplikacija,
4921 delecija bei vidugenine MED13L delecija. Atlikus Siy KSP klinikinj,
molekulinj ir / ar funkcinj apibiidinimg, ne tik patvirtintas Siy genetiniy
poky¢iy patogeniskumas, bet ir gauti unikalis, iki Siol literatiiroje neaprasSyti
duomenys.

Iki Siol buvo manoma, kad GPC5 kartu su MIR17HG galimai lemia
asmeny su persidengiancia duplikacija 13q31.3 fenotipus [257, 258]. Taciau
§i hipotezé buvo paneigta, patvirtinus, kad GPC5 geno raiska ir kopijy
skaiCius tiriamojo #8 yra nepakites, o pasireiSkiancius klinikinius pozymius
lemia greta GPC5 geno esan¢io MIR17HG geno duplikacija. Siame tyrime
i8analizuotais duomenimis, galimai apibtudintas naujas MIR17HG geno
duplikacijos sindromas.

Literatiiros duomenimis, 4q21 delecijos sindroma lemia penkiy
HNRNPD, HNRNPDL, ENOPH1, RASGEF1B ir PRKG2 geny delecija.
vLGH metodu istyrus tiriamojo #9 gDNR, nustatyta viena maziausiy iki $iol

18 Nors tirtos baltymy sekos yra konservatyvios, dél sukirpimy varianty nulemto skaitymo
rémelio poslinkio Clustal Omega bioinformacinis jrankis §ias sritis Zymi pusiau
konservatyviomis ar nekonservatyviomis.
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aprasyty Sios srities delecijy, kuri apémé HNRNPD, HNRNPDL ir ENOPH1
gena. Nors, tirlamajam #9 nustatytas nepakites RASGEF1B ir PRKG2 kopijy
skaiCius genome, lyginamuoju kPGR metodu iStyrus gretimy dviejy geny
raiSka, nustatyta, kad RASGEFI1B raiSka yra nepakitusi, o PRKG2 —
sumaz¢jusi. Tai suteiké galimybe sumazinti galimy kandidatiniy geny skaiciy
iki keturiy: HNRNPD, HNRNPDL, ENOPH1, PRKG2.

Tiriamajam #10 VNP-LGH tyrimu 12q24.21 srityje nustatyta
vidugeniné MED13L delecija. Kiekybinés PGR ir Sangerio sekoskaitos
metodu iStyrus tiriamojo #10 kDNR, patikslintas delecijos dydis —
NG 023366.1(NM_015335.5):c.(310+1_311-1) (1280+1_1281-1)del. In
silico prognozuojama, kad Sis pokytis lemia skaitymo rémelio poslinkj ir
prieslaikinio baigmés kodono susidaryma
(NP_056150.1:p.(Val104Glyfs*5)). Susidargs prieslaikinis baigmés kodonas
yra pakankamu atstumu nutoles nuo transkripto pradzios ir paskutinés egzony
poros jungties vietos, todél $i sritis galéty biiti atpazinta NMD mechanizmo ir
inicijuotas iRNR suardymas. Tac¢iau dél tos pacios priezasties kaip sukirpimo
varianty atveju tikétina, iRNR suardymo i$ dalies arba visiSkai iSvengta. Nors
kPGR ir Sangerio sekoskaitos tyrimy uzteko pagristi nustatyto KSP
patogeniskumg ir jo rysj su fenotipu, molekulinis patogenezés mechanizmas
iki Siol néra iki galo zinomas. Siekiant jvertinti Sio KSP pasekmes lastelés
lygmeniu, atliktas neturincio ligos pozymiy kontrolinio asmens fibroblasty
kultiiros genomo redagavimo tyrimas, kuriame MEDI13L geno kirpimo
efektyvumas nustatytas apie 44 proc. Sangerio sekoskaitos metodu ityrus 11-
ka redaguoty fibroblasty kultuiry, keturiose kultiirose nustatyti heterozigotiniai
variantai MED13L gene. Jokiy homozigotiniy MED13L varianty nenustatyta.
Kultivuojant redaguotas fibroblasty kulttras, buvo pastebéta, kad dalies
kultiiry morfologija pasikeité akivaizdziai anksciau, taip pat sulétéjo lasteliy
proliferacija ir sumaZzéjo gyvybingumas. D¢l Sios priezasties nepavyko
padauginti $iy lgsteliy iki funkciniams tyrimams reikiamo skaiciaus. Galimai
Siose fibroblasty kultiirose buvo homozigotiniai MED13L variantai, kurie yra
letallis lastelei. Siekiant patvirtinti iSkelta prielaids, reikéty taikyti kitokig
tyrimo strategijg, pavyzdziui, i§ karto po genomo redagavimo i§ vienos
lastelés iSgryninti DNR, ja pagausinti WGA (angl. whole genome
amplification) metodu ir istirti taikant Sangerio sekoskaitos ir / ar NKS
technologijas. Viso genomo ir / ar transkriptomo tyrimas NKS metodu taip pat
rekomenduotinas, siekiant tiksliau jvertinti atlikto genomo redagavimo
pasekmes, kadangi CRISPR-Cas9 technologijai yra budingas kirpimas
Salutinése vietose (angl. Off-target). Nepaisant to, Siame tyrime sékmingai
jvaldytas genomo redagavimo metodas fundamentiniy tyrimy tikslais. Gauti
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unikaliis tyrimo rezultatai, kurie papildé Zinias apie tiriamo KSP funkcing
reikSme.

Sioje disertacijoje, taikant kPGR ir Sangerio sekoskaitos tyrimo
technologijas bei redagavus lasteliy kultiiros genomg CRISPR-Cas9 metodu,
jvertinti deSimties koduojancios ir nekoduojancios DNR sekos sukirpimo
vietos varianty ir KSP patogeniSkumas iRNR lygmeniu. Atlikus iSsamig
genotipo ir fenotipo rysio analize, patvirtinta klinikiné diagnozé devyniems
tiriamiesiems / §eimos nariams, turintiems IN, PRA ir / arba viena ar daugiau
JA. Sie molekuliniai ir funkciniai iRNR tyrimai suteiké galimybe ne tik
suprasti IN / JA etiopatogenezés mechanizmus, bet ir patobulinti molekulinés
diagnostikos strategija (Zr. 2.3.4 skyriy; 2.11 pav.). Atkreiptinas démesys, kad
parinkta zmogaus genomo koduojancios ir nekoduojancios DNR sekos tyrimo
strategija yra tinkama ne tik IN / JA etiopatogenezei tirti. Taikant panasia
tyrimo strategija, biity galima jvertinti genetiniy pokyciy patogenezés
mechanizmus ir patvirtinti diagnoze kone kiekvienos heterogeninés prigimties
paveldimos ligos kontekste. Tiksliai nustatyta diagnozé yra svarbi tiek
konsultuojan¢iam gydytojui, tiek tiriamiesiems ir jy Seimoms, kadangi tokiu
biidu suteikiama galimybé parinkti tinkamg gydyma, pateikti iSankstines
prognozes bei jvertinti pasikartojimo rizika kity néStumy metu.

Haruki Murakami (g. 1949) yra pasakes: ,, Testinumas — tai pastovaus
ritmo iSlaikymas. Tai bitina ilgalaikio darbo sqlyga“, tad, siekiant suprasti
iSanalizuoty patogeniniy DNR sekos varianty ir KSP jtakg baltymo strukttrai
ir funkcijai proteomo, metabolomo ar net interaktomo lygmeniu bei papildyti
Zinias apie rysj tarp genotipo ir fenotipo, tikslinga testi Siuos tyrimus. Tokiy
tyrimy pavyzdziai yra baltymy analizé Western blot metodu ar modeliniy
sistemy eksperimentai CRISPR-Cas9 metodu. Sie tyrimai ne tik patvirtinty in
silico analizés rezultatus, bet ir padéty suprasti NMD inicijuojamg iRNR
skaidymo procesa, baltymy tarpusavio saveikas bei kitus svarbius
molekulinius procesus. Taip pat atsizvelgiant ] tai, kad intensyviausia
analizuoto SLC9A6 geno raiSka yra nervinése lastelése, rekomenduotina
fibroblasty transformacija j nerviniy lasteliy linija, po kurios tikslinga atlikti
Siy lasteliy funkcinius tyrimus. Kadangi BLM sukirpimo variantas
heterozigotingje biikléje negali paaiskinti Bloomo sindromo patogenezés,
reikalingi detalesni tiriamojo #6 tyrimai. HGMD [34] duomenimis, BLM
patogeniniai variantai lemia ne tik Bloomo sindromg, bet taip pat gali biiti
kriities ar kasos vézio priezastis. Dél Sios priezasties rekomenduotina toliau
stebéti tiriamojo #6 klinikinius poZymius, kurie gali pasireiksti vélesniame
ligoms (pvz., Fanconi anemija), kurias lemia kity geny patogeniniai variantai.
Atsizvelgiant | tai, kad tiriamajam #6, naudojant NKS technologija, iki $iol
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iStirta tik specifiniy geny grupé, tikslinga atlikti VGS, kadangi tiriamojo geny
grupéje galéjo nebiti tikslinio geno. Galiausiai, siekiant patvirtinti su 4q21
delecijos sindromu siejamus keturis kandidatinius genus, rekomenduotina
pakartoti tiriamojo #9 kPGR, padidinus referentinés biologinés grupés imtj.
Taip pat tikslinga atlikti funkcinius modeliniy sistemy tyrimus, siekiant
suprasti molekulinj mechanizmg, dél kurio sumazéja PRKG2 raiska.
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ISVADOS

Taikant bioinformacinius Zmogaus genomo sekos analizés jrankius, pagal

nustatytus atrankos kriterijus atrinkti septyniy ARID1B, GLI3, SLC9AG6,

CHD7, TGFBR2, BLM ir CAPN3 geny sukirpimo variantai ir trijy

13q31.3, 4921.22, 12q24.21 genetiniy sri¢iy kopijy skaiciaus pokyciai,

kuriy klinikiné reikSmé buvo nezinoma ar nepatvirtinta.

Siekiant jvertinti atrinkty DNR sekos pokyCiy patogeniSkumag

informacinés RNR lygmeniu, taikant kPGR ir Sangerio sekoskaitos

metodus istirti deSimties tiriamy asmeny kopijinés DNR méginiai.

Nezinomos ar nepatvirtintos klinikinés reikSmés DNR sekos pokyciai

klasifikuoti kaip patogeniniai (9) arba galimai patogeniniai (1).

In silico ARID1B ¢.5025+2T>C, GLI3 ¢.473+3A>T, SLC9A6

c.899+1G>A, CHD7 ¢.5535-1G>A, CAPN3 ¢.1746-20C>G ir MED13L

NG _023366.1(NM_015335.5):c.(310+1_311-1) (1280+1_1281-1)del

lemia skaitymo rémelio poslinkj ir prieslaikinio baigmés kodono

susidaryma, BLM ¢.2308-2A>G sukirpimo variantas lemia dalies
funkciskai svarbaus baltymo domeno praradima, TGFBR2 ¢.1600-2A>G
sukirpimo variantas lemia koduojamo baltymo haplonepakankamumg.

CRISPR-Cas9 metodu redagavus kontrolinio asmens fibroblasty kulttira

44 proc. efektyvumu, nustatyta, kad patogeniniai MED13L variantai

heterozigotingje biikléje mazina fibroblasty kultiros gyvybinguma,

spartina sené&jimo procesa ir slopina lgstelés ciklg valdanciy geny raiska.

Atliktas ARID1B, GLI3, SLC9A6, CHD7, TGFBR2, BLM ir CAPN3 geny

nekoduojancios DNR sekos sukirpimo varianty bei 13q31.3 duplikacijos,

4921 delecijos ir vidugeninés MED13L delecijos molekulinis, funkcinis ir

klinikinis apibiidinimas, kuris padéjo suprasti sudétingg rysj tarp genotipo

ir fenotipo:

6.1. ARID1B, GLI3, SLC9A6 sukirpimo variantai 5° donoringje vietoje
lemia atitinkamai pirmojo tipo Coffino—Siris sindroma, Greigo
cefalopolisindaktilijg, Christiansono tipo sindroming intelekting
negaliag. CHD7 ir TGFBR2 sukirpimo variantai 3° akceptorinéje
vietoje lemia atitinkamai CHARGE sindromg ir antrojo tipo Loeyso—
Dietzo sindromg. CAPN3 c¢.1746-20C>G sukirpimo variantas
sudétingje heterozigotingje biikléje lemia antrojo tipo galiiniy ir
juosmens raumeny distrofija;

6.2. BLM 3¢ akceptorinés sukirpimo vietos ¢.2308-2A>G varianto
heterozigotingje biikléje nepakanka paaiskinti autosominiu recesyviu
biidu paveldimo Bloomo sindromo patogenezés;
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6.3.

6.4.

6.5.

Tryliktos chromosomos ilgojo peties duplikacija galimai lemia naujg
pozymiais, i$ dalies prieSingais antrojo tipo Feingoldo sindromui,
nulemtam $ios srities delecijos;

Remiantis nepakitusiu RASGEF1B kopijy skai¢iumi ir nepakitusia
§io geno raiska tirilamojo genome, susiaurinta anksCiau su
4g21delecijos sindromu siejama genetiné sritis, kuri apima keturis
genus: HNRNPD, HNRNPDL, ENOPH1, PRKGZ2;

Dvyliktos chromosomos ilgojo peties vidugeniné MED13L delecija
lemia MED13L haplonepakankamumo sindroma.
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I1 PRIEDAS. Disertacijos autorés atlikty darby indélis

Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy bioetikos komiteto leidimo parengimas |l
Reagenty ir priemoniy tyrimui parinkimas, uzsakymas ir uzsakymy koordinavimas [ —
Genominés DNR gryninimas i$ periferinio kraujo éminiy
Visuminés RNR gryninimas i$ periferinio kraujo éminiy bei kopijinés DNR sinteze [ —
Fibroblasty kultiros kultivavimas bei ilgalaikis saugojimas [ —————
Visuminés RNR gryninimas i$ fibroblasty kultros éminiy bei kopijinés DNR sintezé [ —
Geny raiskos tyrimas kiekybinés tikro laiko PGR metodu [ —
Sanger sekoskaita genominés DNR meéginiams |l
Sanger sekoskaita kopijinés DNR méginiams [—
Fibroblasty kultiros genomo redagavimas CRISPR-Cas9 sistema i —
Redaguoty fibroblasty kultiry funkciniai tyrimai e —
Viso egzomo sekoskaitos tyrimas [—|
Viso egzomo sekoskaitos anotuoty duomeny analize —————
Statistiné duomeny analize —
DNR sekos varianty ir KSP bioinformaciné analize
Genotipo-fenotipo rydio analize I ——

0% 10% 20% 30% 40% S0% 60% 70% 80% 90% 100%
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111 PRIEDAS. Pradmeny sekos ir PGR reakcijos salygos

111.1 lentelé. gDNR ir kDNR pradmeny sekos

Tm?_ Ger?as. Tmavr,nojl Pradmens seka (5° 2> 3°) Vieta genome Pradmens Prc.)dL.]kto
masis  (Referentiné seka)  medZiaga lydymosi temp. ilgis
oDNR F: GAGAGTACGTGGGCTTTGGA 19 egzonas 59,4 °C 182 bp
ARID1B R: GACGGTCAGTGCTCATCAAC 19 intronas 58,9 °C
#l (NM_020732.3) KDNR F: TACCCACAGCAGCCGAATTA 17-18 egzony jungtis 59,1°C 1162 bp
R: CGCTGTCTTCCTCCTCATCC 20 egzonas 59,9 °C
F: CTGCAGTACCTCACAGAGCT 13 intronas 59,1°C 374 bp
oDNR R: TCTTCAAAGCCCAGTGGACA 14 intronas 59,1 °C
F: GCCAGCTCCATTCACCAGA 3 intronas 59,7°C 592 bp
GLI3 R: TGGTTACAGCGTCATTTTAGGAC 4 intronas 590C
#2 (NM_000168.6) F: CCACTACCACCCTCCTCATCT 3—4 egzony jungtis 60,3 °C 166 bp
kDNR R: CCTAATGAAGGGCAGGTCCG 5 egzonas 60,2 °C
F: CCAGCACCACTTCTAATGAGGAT 2-3 egzony jungtis 60,1 °C 419bp
R: CCTAATGAAGGGCAGGTCCG 5 egzonas 60,2 °C
F: CTTGCTATATTCCACGAGCTTCA 6 egzonas 58,6 °C
SLC9A6 R R GCCTCATTCTTCCAAATGTTTCC 6 intronas 58,5 °C 212p
(NM_001042537.1) kDNR F: ACGCTGATGAAGGTAACGGG 5 egzonas 60,1 °C 431 bp
3 R: GCTTCAGCCAAGAGGAAGGT 8 egzonas 60 °C
TAF9B F: ATAGTTTGCGGTAAGCTGAGTG 5 intronas 58,7°C
(NM_015975.4) gDNR R: GCCACCTTCCTGTTGGGTATT 6 intronas 60,2 °C 302bp
TENM1 F: GGGTTCGTGTTGAAAAATTGCC 21 intronas 59,5 °C
(NM_001163278.1) e R GTGGATGGGCTAAAGTGTGG 22 intronas 58,5 C 393 bp
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I11.1 lentelé (tesinys). gDNR ir kDNR pradmeny sekos

Tm?_ Ger?as. Tmavr,nojl Pradmens seka (5’ = 3’) Vieta genome Pradmens Pr(.)dL.jktO
masis  (Referentiné seka)  medZiaga lydymosi temp. ilgis
CHD? ¢DNR F: TCGGTATGCCTGATGCCAAG 26 egzonas 60,2 °C 713 bp
44 (NM_017780.4) R: CCTTGAAAGCAAAGCAAGAAACAG 27 intronas 59,7 °C
- KDNR F: TCGGTATGCCTGATGCCAAG 26 egzonas 60,2 °C 444 bp
R: TTCTTGTCCACTTTTGCCGC 29-30 egzony jungtis 59,6 °C
KDNR F: TAACAGTGGGCAGGTGGGA 5—6 egzony jungtis 60,5 °C 449 bp
45 TGFBR2 R: TTAGGGAGCCGTCTTCAGGA 8 egzonas 60 °C
(NM_001024847.2) LDNR F: TAACAGTGGGCAGGTGGGA 5—6 egzony jungtis 60,5 °C 638 bp
R: CTATGTCACCCACTCCCTGC 3‘UTR 60 °C
46 BLM KDNR F: CCTGGGGTCACTGTTGTCAT 9 egzonas 59,6 °C 452 bp
(NM_000057.2) R: AAGCTCATGCTAAACACCTGAG 12-13 egzony jungtis 58,7°C
47 CAPN3 KDNR F: GCTTCGCCATCTACGAGGTT 11-12 egzony jungtis 60,2 °C 380 bp
(NM_000070.2) R: GCTTGTTTTGCCTTTGCCCT 16 egzonas 60,2 °C
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I11.1 lentelé (tesinys). gDNR ir kDNR pradmeny sekos

Tm?_ Ger?as. Tmavr,nojl Pradmens seka (5’ = 3’) Vieta genome Pradmens Pr(.)dL.jktO
masis  (Referentiné seka)  medZiaga lydymosi temp. ilgis
F: CGGGAATCAAATGGCGTAGG 2 egzonas 59 °C 953 bp
R: AGCACTCTGCATACCTCCAC 8 egzonas 59,5 °C
KDNR F: CGGGAATCAAATGGCGTAGG 2 egzonas 590C 1262 bp
R: CCCTGGTTGAGATACTGTGGG 10 egzonas 59,8 °C
F: CGGGAATCAAATGGCGTAGG 2 egzonas 59 °C 2524 bp
R: GGTGGAGTGGGAAACATCCT 15 egzonas 59,3°C
410 MED13L kDNR F: CGAGCCTGGAGGATTGTCA 1 egzonas 59,1°C
(NM_015335.4) (Geny R: GCTGGGGCTGAAATTATGGG 2 egzonas 59 0C 118 bp
raiskos ~ TagMan™ Zymuo: 12 egzony jungtis 612°C
tyrimas)  ACCTCTTTTCGCTGGCTGAACTCAC ’
gDNR F: CTCCCACCTTAAAATTCGAGAAGA 1 intronas 58,5
(CRISPR- 559 bp
Cas9 R: GGGGTGAGAATGTTCCTTTTGAG 2 intronas 59,5
tyrimas)
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111.2 lentelé. Optimizuoto PGR miSinio sudétis

PGR miSinio sudétis vienai reakcijai

Tiria- Tiriamoji - . Bendras
masis Genas medsia Ja Dejonizuotas  2x Phusion Flash F R KDNR  miinio
& vanduo PCR MasterMix (10 pmol/nul) (10 pmol/pl) tiris
#1 ARID1B (MIM #614556) kDNR 4l 10w 0,5 ul 0,5 ul 5u
#3 SLC9A6 (MIM #300231) kDNR 4 ul 10 0,5 ul 0,5 ul 5u
#4 CHD7 (MIM #608892) kDNR 4l 10 pl 0,5 ul 0,5 ul 50 20 ul
#6 BLM (MIM #210900) kDNR Sul 10wl 0,5 ul 0,5l 4
#7 CAPN3 (MIM #114240) kDNR 4ul 10wl 0,5 ul 0,5 ul 5ul
111.3 lentelé. PGR termociklerio programos etapai ir optimizuotos salygos
PGR etapai
Tiria- Tiriamoji — . P —
. Genas .. Pradiné 30 cikly Galutiné .
masis medZiaga . — = - - - . ] Pabaiga
denatiiracija  Denatiiracija ~ Pradmeny prijungimas Sintezé sintezé
#1 ARID1B (MIM #614556) kDNR 98°C,30s 98°C,2s 60°C, 10s 72°C,20s  72°C,60s  4°C,©
gDNR 98 °C,30s 98°C,2s 62°C,10s 72°C,7s 72°C,60s  4°C,©
#3 SLC9A6 (MIM #300231)
kDNR 98°C,30s 98°C,2s 64°C, 10s 72°C,15s  72°C,60s  4°C, 0
#4 CHD7 (MIM #608892) gDNR 98°C,30s 98°C,2s 62°C, 10s 72°C,20s  72°C,60s  4°C,©
#7 CAPN3 (MIM #114240) kDNR 98°C,30s 98°C,2s 62°C, 10s 72°C,20s  72°C,60s  4°C,
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IV PRIEDAS. Tyrimy metu naudotos duomeny bazés ir bioinformaciniai jrankiai

- : - . Cita-
Pavadinimas Nuoroda internetiniame puslapyje Trumpas apibiidinimas vimas
Mokslinés literatiiros duomeny bazé
. . Duomeny bazé, turinti daugiau nei 30 mIn. medicinos mokslo publikacijy i§
https: . .nlm.nih.

NCBI PubMed ps://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ MEDLINE, gyvybés mokshy Zurnaly bei elektroniniy knygy, [90]
Pagrindinés genomo narsyklés
Genomo narSyklé, kurioje kaupiama informacija apie genus, jy referentines sekas,

ENSEMBL http://www.ensembl.org/index.html gali biiti atliekama geny anotacija, seky sulygiavimas, nuspéjama geny reguliaciné [95]
funkcija ir kt.

Svkle. skirta interaktvviai vizualizuofi . veiuofi
UCSC Genome https://genome.ucse.edu/ Genomo narS}./ - é, s. irta 1ntera.t}./V1a1 Vlle.a .1z.uf)t1 genomo duomenims, sulygiuoti [194]
Browser sekoms, nuspéti varianty funkciniam poveikiui ir kt.
Geny ir / ar genomo duomeny bazés

Duomeny bazé, kaupianti informacija apie visus anotuotus >mogaus genus. Si

GeneCards https://www.genecards.org/ duomeny bazé integruoja genoming, transkriptoming, proteoming, geneting, kliniking  [261]
ir funkcing informacija i§ ~150 skirtingy Saltiniy.

NCBI Gene https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ Duomet.lq baze, kurioj.e pateikta in.formé.icija apie geny nomenklatiira, geny raiska, [288]
referentines sekas, variantus, fenotipus ir kt.

NCBI Genome  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/  Duomeny bazé, kurioje pateikta informacija apie genomus ir geny referentines sekas.  [289]
Kaupiami Genotipo-audiniy raiskos (angl. Genotype-Tissue Expression) projekto

GTEXx portal https://www.gtexportal.org/home/ duomenys apie audiniams buidinga geny raiska ir jos reguliacija. Projekto metu tirti [118]
~1 000 asmeny méginiai, kurie buvo i$skirti i§ 54 pazeisty audiniy.

The Expression . . . .

€ Expressio https://www.ebi.ac.uk/gxa/home/ Skirtingy rusiy geny raiSkos atlasas. [290]

Atlas
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IV PRIEDAS (tesinys). Tyrimy metu naudotos duomeny bazés ir bioinformaciniai jrankiai

- : - . Cita-
Pavadinimas Nuoroda internetiniame puslapyje Trumpas apibiidinimas vimas
Populiacinés duomeny bazés
1 000 genome Internetiniame puslapyje pateikta informacija apie tarptautinio 1 000 genomy
ro.ecg https://www.internationalgenome.org/  projekto tyrimy rezultatus, pateikiamas Zzmogaus genomo varianty katalogas bei [6]
proj genotipy duomenys.
dbSNP https://www.nebi.nlm.nih_gov/snp/ Vi.eno nukleotid(? poli@orﬁzmq (VNP), sr.nulkiq delecijy / duplikacijy, mikrosatelity [92]
bei nepolimorfiniy varianty duomeny bazé.
dbVAR https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/ Puom.e.nq t?azé, e?Pimaimti jstrulftﬁrinius genomo pokycius: deleci.j.as, duplikacijas, 93]
inversijas, insercijas, judriuosius genomo elementus, translokacijas.
DGV http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home Struktiiriniy genominiy varianty duomeny bazé. [94]
Pateikiami jvairiy tarptautiniy projekty vykdyty egzomo ir genomo tyrimy
gnomADv.2.1.1 L . . i Lo .
browser https://gnomad.broadinstitute.org/ apibendrinti duomenys. Anks¢iau egzomo duomenys buvo kaupiami atskirai [96]
vadinamojoje ExAC (angl. Exome Aggregation Consortium) duomeny bazéje.
Bioinformaciniai jrankiai sukirpimo varianto patogeni§$kumui jvertinti
MutationTaster2  http://www.mutationtaster.org/ DNR sekos varianty patogeniSkumo vertinimo jrankis. [99]

Human Splicing
Finder v.3.1

http://www.umd.be/HSF3/

Sukirpimo varianty ir jy poveikio iRNR in silico analizé.
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IV PRIEDAS (tesinys). Tyrimy metu naudotos duomeny bazés ir bioinformaciniai jrankiai

- : - . Cita-
Pavadinimas Nuoroda internetiniame puslapyje Trumpas apibiidinimas vimas
PGR ar kPGR tyrimo metu naudojami pagalbiniai bioinformaciniai jrankiai
NCBI Primer- h.ttps://Www.ncbl.nlm.nlh.gov/tools/p Bioinformacinis jrankis, skirtas sukurti pradmenims. [188]
blast rimer-blast/
https://www.thi fisher.com/order/
Custom TagMan Ps WAICTOTSACE COMVOTCE g o formacinis jrankis, skirtas sukurti TagMan™ Zymenims. [189]
Probes tool custom-oligo/custom-tagman-probes
Bioinformaciniai jrankiai, skirti transkriptomo ar proteomo analizei atlikti
EXPASy LALIGN:
Irankis, skirtas palyginti tiriamajai genominei sekai su referentine seka.
ExPAS https://web. . 102
y PS://WED.expasy-otg ExPASy Translate: [102]
Irankis, skirtas nukleotidy (DNR / RNR) sekai paversti baltymy seka.
Clustal Omega https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clus  Jrankis, skirtas konservatyvumo analizei atlikti, lyginant RNR, DNR ar aminortags¢iy [252]
talo/ sekas.
Pfam v 32.0 https://pfam.xfam.org/ Baltymy, jy funkciniy domeny, baltymy Seimy katalogas. [104]
UniProt https://www.uniprot.org/ Kaupiama informacija apie baltymy sekas ir jy funkcijas. [103]
LiteMol https://www .litemol.org/ Irankis, skirtas generuoti trimatés baltymy struktiiros modeliams. [239]
. Zmogaus ir peliy reguliaciniy elementy, veikianéiy transkripcijos ir
RegNetwork http://regnetworkweb.org/about.jsp [276]

posttranskripciniu lygmeniu, duomeny bazé.
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IV PRIEDAS (tesinys). Tyrimy metu naudotos duomeny bazés ir bioinformaciniai jrankiai

Pavadinimas Nuoroda internetiniame puslapyje Trumpas apibiidinimas \fl:rlr:ZS
Duomeny bazés genotipo ir fenotipo rysio analizei atlikti
NCBI ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/  Informacija apie rysj tarp zmogaus varianty ir fenotipo. [8]
NCBI OMIM https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/ ~ Zmogaus geny ir fenotipy santrauky duomeny bazé. [91]
https://www.orpha.net/consor/cgi- . e NI
Rety | klinik .
ORPHANET bin/index.php?Ing=EN ety ligy, susijusiy klinikiniy poZymiy ir vaisty portalas [291]
HGMD http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.p ~ Zmogaus geny varianty duomeny bazéje pateikiama informacija apie visus Zinomus [34]
hp variantus, kurie yra siejami su Zmogaus paveldimomis ligomis.
DECIPHER https://decipher.sanger.ac.uk/ Kaupiami daugiau nei 35 tikst. tiriamy asmeny genotipo ir fenotipo duomenys. [108]
Phenolyzer http://phenolyzer.wglab.org/ Bioinformacinis jrankis, skirtas nustatyti rySiui tarp genotipo ir fenotipo. [110]
The H o L
thnotjm:n http://human-phenotype- Duomeny bazg, skirta klinikinei diagnostikai bei bioinformacinei fenotipo ir [111]
Ontolog)rl) ontology.github.io/ lasteliniy / biocheminiy mechanizmy sasajy analizei pagal fenotipinius pozymius.
CHD?7 database https://molgenis51.gcc.rug.nl/ Kaupiami duomenys apie CHD7 variantus ir su §iuo genu siejamus fenotipus. [225]
LOVD 1. Leiden Open Variation D ¢je kaupi
LOVD v.3.0 https://www.lovd.nl/ (ang P atabase) duomeny bazéje kaupiama [249]

informacija apie rysj tarp DNR sekos varianty ir fenotipo.
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PADEKA

Sv. Jonas Paulius II (1920-2005) yra pasakes: ,, Zmogus yra didis ne
tuo, kiek turi turty, bet tuo, kuo jis yra; ne tuo, kg turi, bet tuo, kuo dalinasi su
kitais.“ Todél nuosirdziai dékoju visiems, kurie dalinosi savo Ziniomis ir
patirtimi man einant genetikos mokslo keliu, o ypa¢ esu dékinga:

doktorantiiros studijy moksliniam vadovui akad. prof. habil. dr.
Vaiduc¢iui Kucinskui, kuris sugalvojo mokslinio darbo idéjg ir suteiké
galimybe ja igyvendinti. Taip pat dékoju gerbiamam Profesoriui, kad nukreipé
mane reikiama mokslo linkme, visada geranoriskai atsakydavo j iSkilusius
klausimus bei skatino dalyvauti mokslinése stazuotése ir konferencijose;

mokslinio darbo konsultantei ir INGENES projekto vadovei doc. dr.
Eglei Preiksaitienei, kuri suteiké galimybe tapti $io projekto komandos dalimi.
Gerbiamai Docentei dékoju ne tik uz pasitikéjima, padrasinima bei vertingus
patarimus rengiant disertacijg, bet ir uz turimas zmogiSkas vertybes:
draugiSkumg, nuoSirdumg ir supratinguma;

visiems INGENES projekto vykdytojams, kuriy déka gavau
reikSmingos patirties visam gyvenimui. Esu nuoSirdziai dékinga dr. Violetai
Mikstienei, kuri iSmoké naujy darbo metody bei visada nuosirdziai,
ripestingai ir geranoriSkai konsultavo jvairiais iSkilusiais techniniais
klausimais; doc. dr. Zivilei MaldZienei uz nuosirduma, draugiskuma ir bendrg
darbg laboratorijoje; dr. Tautvydui Ranceliui uz pagalba sprendziant
klausimus, susijusius su bioinformacine analize. Taip pat Sirdingai dékoju
bendramintei draugei dokt. Gundai Petraitytei uz draugiSkuma, nuosirduma,
patarimus, palaikyma bei produktyvy bendra darbg laboratorijoje;

disertacijos Gynimo tarybos pirmininkei prof. (HP) dr. Loretai
Cimbalistienei bei nariams prof. dr. Vytautui Kasiuleviciui, prof. dr. Arvydui
Kaminskui, prof. habil. dr. Limui Kup¢inskui, prof. dr. Janiui Klovin$’ui uz
jdomius klausimus diskusijai;

recenzentéms prof. dr. Riitai Mameniskienei, dr. Ingridai Domarkienei
ir dr. Birutei Burnytei uz pastabas ir vertingus pasitilymus, kurie padéjo
patobulinti disertacija;

visiems tiriamiesiems, kurie sutiko dalyvauti tyrime ir leido analizuoti
savo genetinius ir klinikinius duomenis;

VU MF BMI ZMGK vedéjui prof. (HP) dr. Algirdui Utkui uz suteikta
galimybe jgyvendinti mokslinio darbo idéja;

visam VU MF BMI ZMGK ir V§] VUL SK MGC kolektyvui uz
suteikta pagalba ir kompetentingus patarimus. ISskirtiné padéka yra dr.
Valentinai Ginevicienei, dr. Alinai Urnikytei ir dr. Laurai Pranckénienei uz
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palaikymag ir gerg nuotaikg darbe. Taip pat esu dékinga Daliai Kuzminskienei
uz kantrybe ir vertinga pagalbg sprendziant doktorantiiros studijy metu
i8kilusius klausimus;

doc. dr. Ausrai Sasnauskienei ir dokt. Vilmantei Zitkutei uz galimybe
atlikti dalj Sio darbo eksperimenty VU GMC bei suteikta pagalba vykdant
mokslinius tyrimus;

prof. Alexandre’ui Reymond’ui, dr. Lucie Gueneau ir dr. Norine Voisin
uz suteikta galimybe stazuotis Lozanos universiteto Integratyviosios
genomikos centre. Sioje stazuotéje ne tik jgijau unikaliy Ziniy ir praktinio
darbo jgiidziy, bet ir prapléciau savo draugy rata;

pirmiesiems genetikos mokytojams — prof. habil. dr. Juozui Rimantui
Lazutkai, prof. (HP) dr. Grazinai Slapsytei, dr. Gabrieliui Kundrotui, doc. dr.
Veronikai Dedonytei, kurie ne tik uzkrété meile genetikos mokslui, bet ir
visada padrasindavo Siltu bendravimu. Taip pat doc. dr. Veronikai Dedonytei
dékoju uz atlikta seseriniy chromatidziy mainy tyrima;

savo mylimiausiai Seimai ir artimiausiems draugams dékoju uz
palaikyma ir supratima. Uz kantrybe, jkvépima bei skatinimg siekti gyvenimo
tiksly ir svajoniy ypa¢ dékoju vyrui Markui, dukrai Olivijai ir mamai
Leokadijai — Jiisy déka nesustoju net ir sunkiausig akimirka.
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