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Ivadas

Dvyniai — unikalus tyrimy objektas, leidziantis tirti paveldéjimo ir gyvenimo eigoje atsiradusiy
fenotipiniy poky¢iy atsiradimo principus. Sio darbo tikslas yra iStirti genetinius ir epigenetinius dvyniy
skirtumus molekuliniais metodais. Antropologijoje daznai taikomi mtDNR tyrimai. Tai mitochondrijose
randamos Ziedinés DNR molekulés, paveldimos i motinos per kiausialgstés citoplazmg. Joms nebtidinga
rekombinacija, todél sukaupti genetiniai skirtumai perduodami i$ kartos j kartg. Pagal mtDNRsekas Zmoniy
populiacija skirstoma j haplogrupes. Jos nustatomos pagal genetines Zymes, vieno nukleotido polimorfizmus
(VNP). VNP —konkrecioje sekos vietoje esan¢io nukleotido skirtumas tarp skirtingy Zmoniy, nelaikomas
mutacija. Sias variacijas mazai veikia gamtiné atranka.

Tyrimo uZdaviniai

Remiantis Pardinas et al. (2010) metodologija, palyginti dvyniy ir ne dvynés sesers mtDNR pagal du
konkrecius VNP ir nustatyti galimas haplogrupes.

Tyrimo hipotezé

Trijy sesery, dvyniy ir ne dvynés, mtDNR sekoje nebus nustatyta VNP skirtumy, nes mtDNR
paveldima tik per motinos linija.

Tyrimo eiga

DNR skyrimas

DNR i$gryninimui i§ lgsteliy naudotas GeneJET Whole Blood Genomic DNA Purification Mini
komercinis rinkinys (Thermo Fisher Scientific; TF). Steriliais jrankiais paimta burnos gleivinés nuograndy ir
perkelta | mégintuvélius su izotoniniu tirpalu. Lizés buferiu suardytos Igsteliy membranos, proteinaze K —
baltymai. Méginiai 10 min. laikyti terminéje purtykléje (56°C), po to DNR iSgryninta, naudojant filtrines
kolonéles. vertinta i$skirtos DNR koncentracija ir §varumas.

Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Du mtDNR fragmentai, apimantys skirtingus VNP, pagausinti PGR badu. PGR miSinj sudaré
reakcijos buferis, atitinkama pradmeny pora (kad neziedinis dvigrandis fragmentas biity generuojamas nuo
prasminés ir antiprasminés mtDNR grandiniy), deoksiribonukleotidai, DNR polimerazé (Maxima Hot Start
Taq; TF) ir tiriamasis méginys. Abu fragmentai pagausinti atskiruose mégintuvéliuose, taip pat jtraukta
kontrolé (be DNR). Mégintuvéliai nucentrifuguoti ir inkubuoti termocikleryje.

Restrikciné analizé

VNP nustatymas pagrjstas fermentine restrikcijos reakcija, t.y. tikrinama, ar fragmenta kerpa
restriktazés, | kuriy atpazjstamg trumpg DNR sekg patenka tiriamasis VNP (1 lentelé¢). Buvo
naudotifermentai Hinfl ir Sau961 (FastDigest produkty linija; TF).Vieno VNP istyrimui buvo paruosta po 2
mégintuvélius kiekvienam méginiui istirti (reakcijai su (+) ir be (-) fermento; i$ viso 6 mégintuvéliai) bei
reakcijos tarSos kontrolé (NTC; 1 mégintuvélis). ] paruostus mégintuvélius jpilta FastDigest buferio, DNR,
(ne)jdéta restriktazés. Restrikcija vykdyta 15 min 37°C. Po to fermentai, neatidarius mégintuvéliy,
inaktyvuoti auksta temperatiira. Rezultatai analizuoti atlikus elektroforeze 3 % agarozés gelyje.



1 lentelé.\VVNP nustatymui mtDNR taikytos restriktazés ir rezultaty interpretavimas.

Vieno nukleotido Restriktaze Deoksiribonukleotidas
polimorfizmas (VNP) (kirpta/ nekirpta)
A12308G Hinfl G/ A
G13368A Sau96l G/ A

Rezultatai ir jy analizé

VNP nustatymas

Tyrimo rezultatai pateikti 1 pav. Atlikus VNP (G13368A) analizg su Sau96I, matyti, kad paveikus
meéginius (dvyniy sesery Twl ir Tw2 bei ne dvynés sesers Tw3) fermentu (+) visur susidaré¢ trumpesni (~140
bp) ilgio fragmentai, lyginant su neveiktais (-). Tai rodo, kad Sau96l kirpo mtDNR fragmenta savo
atpazinimo sekoje. Remiantis 1 lentele, tiriamoje pozicijoje visos seserys turi tg patj nukleotidg, guaning (G).

VNP (A12308G) analizé, naudojant Hinfl, parodé, kad + ir - reakcijose gauti fragmenty ilgiai
nesiskyré (~134 bp). Vadinasi, Siame mtDNR fragmente nebuvo Sios restriktazés atpazjstamos sekos. Pagal
1 lentele nustatyta, kad tiriamoje vietoje yra adenino nukleotidas (A).

Sau961 Hinfl

Twl Tw2 Tw3 NTC Twl Tw2 Tw3 NTC
-+ -+ + - + -+ -+

+ -+

1 pav. Dviejy VNP tyrimo (G13368A ir A12308G) rezultaty analizé agarozés gelyje. Tw1-3 — tiriamieji
meginiai, NTC — tarSos kontrolé. Kairéje nurodytas DNR ilgio Zymens fragmenty ilgis (baziy poromis).

Haplogrupiy nustatymas

Remiantis Pardinas et al. publikacijoje pateikta haplogrupiy nustatymo lentele, atmesta galimybe¢,
kad seserys priklauso haplogrupéms K, T,U. Taciau i§ turimy duomeny tikslios haplogrupés pagal du istirtus
VNP nustatyti nejmanoma, t.y. galimi 6 variantas: H, I, J, V, W arba X.

ISvados

*  Visy trijy sesery mtDNR pagal du iStirtus VNP skirtumy nerasta.
* Remiantis atliktu mtDNR dviejy VNP tyrimu, seserys gali priklausyti vienai i§ 6 haplogrupiy (H, I, J, V,
W arba X). Konkrecios haplogrupés identifikuoti nejmanoma.

Tolimesni uzdaviniai

*  GenetiSkai nustatyti Rh (rezus) faktoriy

*  GenetiSkai jvertinti laktozes netoleravimo tikimybe
»  [Stirtt mazyjy reguliaciniy RNR raiska

» [vertinti kiekybinius DNR metilinimo skirtumus
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