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Naslov: Varijante u genima za editovanje RNK, serotoninski receptor 2C i triptofan-

hidroksilazu 2 kao faktori rizika za pokusaj samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika

Sazetak: Samoubilacko ponasanje predstavlja globalni zdravstveni problem s obzirom da
oko milion ljudi godiSnje izvrSi samoubistvo, a efikasne mere prevencije ili leCenja ne
postoje. Kao i drugi sloZeni fenotipovi, etiologija samoubilatkog ponaSanja vezuje se za
brojne genetiCcke 1 sredinske faktore rizika i1 njihove medusobne interakcije. Pokusaj
samoubistva je Cesto, ali ne i nuzno, povezan sa psihijatrijskim oboljenjima i stresnim
dogadajima tokom Zivota, kao $to su stresni dogadaji iz detinjstva i akutni stresni dogadaji.
Neurobioloska istrazivanja ukazuju na hipofunkciju serotoninskog sistema kod osoba sa
samoubilackim ponaSanjem. Editovanje RNK deaminacijom adenozina u inozin,
katalizovan enzimima ADAR i ADARBI, doprinosi finoj i dinami¢noj regulaciji i
odrzavanju optimalne serotoninske transmisije kroz editovanje transkripata za triptofan-
hidroksilazu 2 (TPH2), enzima koji katalizuje sintezu serotonina u mozgu, i transkripata za
postsinapticki serotoninski receptor 2C (HTR2C). Cilj ove doktorske teze je identifikacija
varijanti u genima TPH2, HTR2C, ADAR i ADARBL, stresnih zivotnih dogadaja i njihovih
medusobnih interakcija koje mogu napraviti razliku izmedu psihijatrijskih bolesnika koji su

pokusali samoubistvo 1 onih koji to nikada nisu uradili.

Studija je wukljucila 353 psihijatrijska bolesnika sa dijagnozom depresivnog
poremecaja, bipolarnog afektivnog poremecaja i shizofrenije, od kojih je 165 pokusalo
samoubistvo, dok njih 188 nije. Stresni dogadaji iz detinjstva i akutni stresni dogadaji
procenjeni su koris¢enjem upitnika Early Trauma Inventory—Self Report i List of
Threatening Experiences Questionnaire, redom. Primenom Pirsonovog Xz—testa 1 logisticke
regresije testirane su potencijalne pojedinacne asocijacije stresnih dogadaja tokom
detinjstva, akutnih stresnih dogadaja, 23 tag varijante gena ADAR i ADARBL, varijanta
rs6318 gena HTR2C i varijante rs7305115 i rs4290270 gena TPH2 sa pokusajem
samoubistva. Generalizovani linearni modeli i selekcija unazad primenjeni su za ispitivanje
udruzenih efekata pojedinacnih faktora i njihovih interakcija na rizik za pokuSaj

samoubistva, ukljucujuci psihijatrijske dijagnoze, pol i starost bolesnika kao konfaunderi.



Opste traume i emocionalno zlostavljanje tokom detinjstva, akutni stresni zZivotni
dogadaji, 1rs9983925 i rs4819035 gena ADARBI1, haploblok rs9637192-rs2253763-
rs4819035 iz 3' kraja gena ADARBI1, kao i rs6318 gena HTR2C identifikovani su kao
pojedina¢ni faktori rizika za poku$aj samoubistva u ispitivanom uzorku psihijatrijskih
bolesnika. Ispitivanjem udruzenog efekta pojedinacnih i interaktivnih efekata sredinskih i
genetickih faktora rizika ustanovljena su dva najbolje fitovana minimalna modela koja bi
mogla identifikovati psihijatrijske bolesnike sa pove¢anim rizikom za pokusaj samoubistva.
Jedan model obuhvatio je udruZeni efekat emocionalnog zlostavljanja, akutnih stresnih
dogadaja, rs9983925 gena ADARBL1 i rs6318 gena HTR2C, kao pojedina¢nih faktora rizika,
I interakcije opstih trauma iz detinjstva sa psihijatrijskim dijagnozama i emocionalnim
zlostavljanjem. Drugi model identifikovao je udruzeni efekat opStih trauma iz detinjstva,
kao pojedinacnih faktora rizika, dvostruku interakciju opS$tih trauma i rs4290270 gena
TPH2 i trostruku interakciju opstih trauma, rs4290270 gena TPH2 i rs4819035 gena
ADARBLI.

Rezultati studije ukazuju da geni ADARB1, HTR2C i TPH2 i kumulativno izlaganje
razli¢itim stresnim dogadajima tokom detinjstva i akutnim stresnim dogadajima ostvaruju
udruzeni efekat koji doprinosi predispoziciji za pokusaj samoubistva kod psihijatrijskih
bolesnika, pre svega onih sa dijagnozom depresivnog poremecaja ili bipolarnog afektivnog

poremecaja.

Kljuéne redi: pokusaj samoubistva, editovanje RNK, serotoninski receptor 2C, triptofan-
hidroksilaza, zlostavljanje u detinjstvu, stresni dogadaji, gen-sredina interakcije, rizi¢ni

faktori, studija asocijacije, statisticki model.
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Title: Variants in RNA editing, serotonergic receptor 2C and tryptophan-hydroxylase 2
genes as risk factors for suicide attempt in psychiatric patients

Abstract: Suicidal behavior is a global health problem since about one million people per
year commit suicide and there is no effective prevention or treatment. Like other complex
phenotypes, etiology of suicidal behavior is associated with numerous genetic and
environmental risk factors and their interactions. A suicide attempt is often, although not
necessarily, associated with psychiatric disorders and stressful life events, such as
childhood abuse and acute stressful life events. Neurobiological studies have indicated a
hypofunction of the serotonin system in patients with suicidal behavior. RNA editing by
deamination of adenosine to inosine, catalysed by ADAR and ADARBI1 enzymes,
contributes to fine and dynamic tuning and maintenance of an optimal serotonin
transmission through the editing of transcripts encoded by the tryptophan-hydroxylase 2
(TPH2) and serotonin receptor 2C (HTR2C) genes. TPH2 is a rate limiting enzyme for
serotonin synthesis in the brain, while HTR2C is a postsynaptic receptor. The aim of this
doctoral thesis was to identify variants in the TPH2, HTR2C, ADAR and ADARBL1 genes,
individual stressful life events, and possible interaction among these factors that might help
to differentiate between psychiatric patients who attempted suicide and those who did not.

The study included 353 patients diagnosed with major depressive disorder, bipolar
affective disorder and schizophrenia, of which 165 attempted suicide, while 188 did not.
Childhood abuse and acute stressful life events were evaluated using the Early Trauma
Inventory Self-Report questionnaire and the List of Threatening Experiences Questionnaire,
respectively. Pearson’s y’~test and logistic regression were performed to test potential
individual association of various domains of child abuse, acute stressful events, 23 ADAR
and ADARBL tag variants, HTR2C variant rs6318 and TPH2 variants rs7305115 and
rs4290270 with attempted suicide. Generalized linear models and backward selection were
applied to test the joint effect of individual and interacting effects of examined factors on
suicide attempt, including psychiatric diagnoses, patients’ gender and age as potential

confounders.



Childhood general traumas and emotional abuse, acute stressful life events, ADARB1
rs9983925 and rs4819035, haploblock rs9637192-rs2253763-rs4819035 at the 3' end of the
ADARBL1 gene, and HTR2C rs6318 were identified as individual risk factors for suicide
attempt in the examined sample of psychiatric patients. The examination of the joint effect
of the individual and interactive effects of environmental and genetic risk factors revealed
two best fitting minimal models which might identify psychiatric patients with an increased
risk for suicide attempt. One model included the joint effect of emotional abuse, acute
stressful events, ADARB1 rs9983925 and HTR2C rs6318 as individual risk factors and the
two-way interactions of childhood general traumas with psychiatric diagnoses and with
emotional abuse. Another model revealed the joint effect of childhood general traumas as
individual risk factors, a two-way interaction of general trauma and TPH2 rs4290270 and a
three-way interaction of general traumas, TPH2 rs4290270 and ADARB1 rs4819035.

The results of this study indicate that ADARB1, HTR2C and TPH2 genes and a
cumulative exposure to a variety of childhood and acute stressful events display a joint
effect that contributes to a predisposition for suicide attempt in psychiatric patients,
primarily in those suffering from major depressive disorder or bipolar affective disorder.

Key words: attempted suicide, RNA editing, serotonin receptor 2C, tryptophan-
hydroxylase, child abuse, stressful events, gene-environment interaction, risk factors,
association study, statistical model.

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Molecular Biology
UDC number: [[577.21:575.22]+316.614.5]:616.89-008.441.44(043.3)



Lista skracenica

ADAR -adenozin deaminza koja deluje na RNK
ADARB1 —adenozin deaminaza B1 koja deluje na RNK
Cl —interval poverenja (eng. confidence interval)

df — broj stepeni slobode (eng. degrees of freedom)

E x E — interakcija sredina-sredina

ETI-SR — Early Trauma Inventory—Self Report

G x E — interakcija gen-sredina

G x G — interakcija gen-gen

GLMs — generalizovani linearni modeli (eng. Generalized Linear Models)
HTR2C — serotoninski receptor 2C

kb — kilobaza

LD — neravnoteZzna vezanost (eng. linkage disequilibrium)
LTE-Q — List of Threatening Experiences Questionnaire
OR — odnos verovatnoca (eng. odds ratio)

MAF — ucestalost redeg alela (eng. minor allele frequency)
SA — pokusaj samoubistva (eng. suicide attempt)

SNVs — tackaste varijante (eng. single nucleotide variants)
tagSNVs — tag tackaste varijante

TPH2 — triptofan-hidroksilaza 2

UTR — netranslatirajuéi region (eng. untranslated region)
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1. Uvod

1.1. Samoubilacko ponasanje i faktori rizika

Samoubila¢ko ponaSanje predstavlja fenotipski kontinuum koji obuhvata samoubilacke
ideacije, pokuSaje samoubistva razli¢itog stepena letalnosti i izvrSena samoubistva (Mann,
2003). Samoubilacke ideacije su razmisljanja o samoubistvu sa ili bez njegovog planiranja.
Pokusaj samoubistva predstavlja svaki svestan samopovredujuéi postupak sa jasno
izrazenom namerom da se oduzme sopstveni Zivot i smatra se najvaznijim prediktivnim

faktorom za smrtni ishod koji je posledica samoubistva (Gunnell and Lewis, 2005).

Samoubilacko ponaSanje predstavlja globalni zdravstveni problem za koji ne postoje
efikasne mere prevencije ili leCenja. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije,
oko milion ljudi godi$nje izvrsi samoubistvo (World Health Organization, 2012a), uz
ocekivani trend porasta na 1.5 milion ljudi do 2020. godine (Levi et al., 2003). U Americi
je, na primer, samoubistvo ¢e$¢i uzrok smrti u poredenju sa saobracajnim nesreama,
karcinomom prostate ili ubistvima (Suicide watch, 2014). Prose¢na godiSnja stopa
samoubistva u Evropi iznosi 13.9/100000 (World Health Organization, 2012b), dok su
najveCe stope zabeleZene u isto¢nim evropskim zemljama, dostizu¢i preko 30/100000
(World Health Organization, 2012a). Prose¢na godisnja stopa samoubistva u Srbiji je nesto
visa od proseka u Evropi i iznosi 18.15/100000 (Dedic, 2014). IzvrSeno samoubistvo
rangirano je kao petnaesti globalni uzroénik smrti tokom 2012. godine, dok je stopa
pokusSaja samoubistva ¢ak 20 puta veca (World Health Organization, 2014). Stopa izvrSenja
samoubistva je Cetiri puta ve¢a kod muskaraca nego kod Zena, iako Zene tri puta cesce

pokusavaju samubistvo (Moscicki, 1994).



Zabrinjavajuc¢i podaci o ucestalosti samoubilackog ponasanja doprineli su da Svetska
zdravstvena organizacija 2014. godine kao svoj imperativ postavi prevenciju samoubistva.
Skoro istovremeno, samoubilacko ponaSanje dobija status nezavisne dijagnoze prema
kriterijumima DSM-5 (eng. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5"
edition), objavljenim 2013. godine od strane Ameri¢kog udruzenja psihijatara (American
Psychiatric Association, 2013). Naime, iako je samoubilacko ponasanje veoma cesto
povezano sa psihijatrijskim poremecajima (Beautrais et al., 1996; Hawton and van
Heeringen, 2009), prema kriterijumima DMS-5, ovaj fenotip definiSe se kao
pretpostavljena dijagnoza za sve osobe koje su pokusSale da izvrSe samoubistvo tokom
poslednje dve godine zivota, uz napomenu da je samoubilacko ponasanje neophodno
dodatno istrazivati pre nego S$to postane rutinska klini¢ka dijagnoza (American Psychiatric

Association, 2013).

Samoubila¢ko ponaSanje predstavlja sloZeni fenotip uzrokovan brojnim faktorima
rizika 1 njihovim medusobnim interakcijama. Prema modelu 'predispozicija-stres’ za
samoubilacko ponaSanje (eng. 'diathesis-stress'), 'predispozicija’ je odredena stepenom
individualne osetljivosti na stresne uslove koji predstavljaju okidace za samoubilacke
postupke (Mann, 2003) (Slika 1.1). 'Predispoziciju’ definiSu distalni faktori rizika, dok
komponenta 'stresa’ obuhvata proksimalne faktore rizika. Prema dopunjenom originalnom
modelu 'predispozicija-stres' za samoubilacko ponaSanje (Mann, 2003), distalni faktori
rizika obuhvataju geneticke 1 epigeneticke faktore, stresne dogadaje iz detinjstva, crte
licnosti kao $to su impulsivnost i agresija, i kognitivna svojstva (Turecki et al., 2012).
Proksimalni faktori rizika ukljucuju akutne stresne Zivotne dogadaje, psihijatrijske
poremecaje, pesimizam 1 osecaj beznadeznosti. Efekat distalnih 1 proksimalnih faktora
rizika dalje moze biti modifikovan razli¢itim moderatorima (Slika 1.1). Ukupan rizik neke
osobe za samoubilacko ponaSanje odreden je udruZenim efektom razli¢itih kombinacija

distalnih i proksimalnih faktora rizika.



Proksimalni

Distalni fakton nzika (e
dogadaji
Stresni Agresivnost, : /
Geneticki Epigeneticki dogadaji impulsivnosti Psihijatrijski
faktori faktor tokom kognitivoa { poremecaji
detinjstva svojstva —
Pesimizam 1
Moderatori: pol, stresri Zivotri dogadaj, socijaina podrska, valitet socijainog okruzerga L beznadeZnost )
Moderatori: godine strosti i
refigiozna i duhovna uvererga,
sSocijaina podrskz i oknzerge,
Zoupotreba supstanci

Povecanrizik za samoubilacko ponasanje
Slika 1.1. Model etiologije samoubilackog ponaSanja 'predispozicija-stres'. 'Predispoziciju’
za samoubilacko ponaSanje odreduje stepen individualne osetljivosti na stresne uslove koji
predstavljaju okidace za samoubilacke postupke. ‘Predispozicija’ je definisana distalnim
faktorima rizika, dok komponenta 'stresa’ obuhvata proksimalne faktore rizika. Efekat
proksimalnih 1 distalnih faktora rizika za samoubilacko ponaSanje moze biti modifikovan
razli¢itim faktorima, oznacenim kao moderatori (modifikovano prema Turecki et al., 2012).

1.2. Psihijatrijska oboljenja kao faktori rizika za pokusaj samoubistva

Poremecaji raspolozenja, kao $§to su depresivni poremecaj (eng. major depressive disorder)
ili bipolarni afektivni poremecaj (eng. bipolar affective disorder) najc¢esce su psihijatrijske
dijagnoze u trenutku pokusaja samoubistva (Beautrais et al., 1996). Depresivni poremecaj
se karakteriSe loSim raspoloZenjem, smanjenim osecajem zadovoljstva (anhedonijom) u
vecini svakodnevnih aktivnosti, psihomotornom retardacijom (agitacijom), konstantnim
osecajem umora ili nedostatkom energije, osecajem bezvrednosti ili krivice, poremecajem
misljenja, poteSko¢ama u koncentraciji i donoSenju odluka, poremecajima apetita i1
spavanja, i ¢estim razmi$ljanjima o smrti (American Psychiatric Association, 2000, 2013).
Bipolarni afektivni poremecaj je karakteristican po ciklicnom smenjivanju epizoda
depresije i manije (American Psychiatric Association, 2000; 2013). Epizode depresije su
slicne kao kod depresivnog poremecaja, dok epizode manije predstavljaju pojacano,

ekspanzivno 1ili iritabilno raspoloZenje, poput pojacanog osecaja li€ne vrednosti



(grandioznosti), smanjenu potrebu za spavanjem, poveanu govorljivost, nalete ideja ili
subjektivnog dozivljaja da se misli utrkuju, lako skretanje paznje na nebitne spoljasnje
stimuluse, pojacane aktivnosti usmerene ka odredenom cilju, psihomotorne agitacije i

povecano ucesce u prijatnim aktivnostima koja mogu imati veoma bolne posledice.

Samoubila¢ko ponaSanje prisutno je i kod bolesnika sa shizofrenijom (eng.
schizophrenia) (Gallego et al., 2015). Ona predstavlja teSku mentalnu bolest pracenu
dubokim poremecajima u procesu misljenja, percepcije, kognitivnih, emocionalnih i voljno-
nagonskih funkcija (American Psychiatric Association, 2000; 2013). Karakterise se
pozitivnom (produktivnom, psihoticnom) simptomatologijom i/ili negativnim sindromom.
Pozitivna simpotomatologija podrazumeva sumanute ideje i uverenja (deluzije),
halucinacije, dezorganizaciju ponasanja i1 motoricke poremecaje poput agitacije,
nepomicnosti (katatonije) ili ponavljanja pokreta. Negativni sindrom se karakterise
apatijom, anhedonijom, ambivalencijom, socijalnom restrikcijom, nemogucénoscu
zapoCinjanja ili izvrSavanja planirane aktivnosti i smanjenom govorljivoséu. Usled
navedenih simptoma, osoba nije u moguénosti da funkcioniSe normalno u radnom

okruZenju, meduljudskim odnosima, niti da adekvatno brine o sebi.

Vecina osoba u trenutku kada izvrSe ili pokuSaju samoubistvo imaju dijagnostikovan
neki psihijatrijski poremecaj (Beautrais et al., 1996; Cavanagh et al., 2003), tako da je
ucestalost samoubilackog ponaSanja ve¢a u grupi psihijatrijskih bolesnika u odnosu na
opstu populaciju. Na primer, osobe sa dijagnozom depresivnog pormecaja imaju 20 puta
povecéavan rizik za samoubistvo u odnosu na opstu populaciju (Kutcher and Chehil, 2011).
Takode, podaci ukazuju da je pokuSaj samoubistva dva puta €e$¢i kod bolesnika sa
bipolarnim afektivnim poremecajem u odnosu na bolesnike sa depresivnim poremecajem
(Holma et al., 2014). Sa druge strane, znacajan broj psihijatrijskih bolesnika nikada ne
ispolji samoubilacko ponasanje (Beghi et al., 2013; Bostwick and Pankratz, 2000) sto je
dugi niz godina bilo osnov da se samoubilacko ponaSanje izuava nezavisno od primarne
psihijatrijske dijagnoze. Ovakvo misljenje je, kao S§to je ve¢ navedeno, u skladu sa

sadasnjim kriterijumima DSM-5 (American Psychiatric Association, 2013).



1.3. Stresni zivotni dogadaji kao faktori rizika za pokusaj samoubistva

Stresni Zivotni dogadaji predstavljaju nezavisne i veoma intenzivne faktore rizika i okidace
za samoubilacko ponasanje (Turecki et al., 2012). Stresni dogadaji iz detinjstva najcesce
podrazumevaju razlicite tipove zlostavljanja osoba uzrasta do 15. ili 18. godine Zivota od
strane osoba koji su minimum pet godina starije (Brodsky and Stanley, 2008). Oni mogu
imati familijarnu ili socijalnu formu, u zavisnosti da li se deSavaju u kué¢nim uslovima ili u
razli¢itim socijalnim okruzenjima, kao i da li poti¢u od ¢lanova porodice, bliskih prijatelja
ili stranaca (Brezo et al., 2008). Najéesc¢e kategorije stresnih dogadaja iz detinjstva su
fizi¢ko ili emocionalno zanemarivanje ili zlostavljanje, i seksualno zlostavljanje. Fizi¢ko
zlostavljanje deteta podrazumeva nanoSenje telesne povrede, zatvaranje u odredenu
prostoriju ili uskra¢ivanje vode, hrane, ode¢e i1 adekvatne higijene. Emocionalno
zlostavljanje je poricanje i neadekvatno vrednovanje decijih osecanja ili neobrac¢anje paznje
na decije emocionalne potrebe. Seksualno zlostavljanje moze biti kontaktno ili
beskontaktno. Pod zlostavljanjem iz detinjstva podrazumeva se i postojanje nasilnog
ponasanja medu roditeljima, njihovo razdvajanje ili razvod, prisustvo mentalno obolelih
ukucana bez adekvante brige, ukucana koji koriste nedozvoljene supstance (droge, alkohol)
ili pripadaju kriminalnom miljeu, nedostatak finansijskih sredstava u porodici i nedostatak
socijalne podrske (Brezo et al., 2008; Dube et al.,, 2001). Kod dece koja su Zrtve
zlostavljanja Cesto se ispoljavaju promene ponasanja i raspoloZenja, kao $to su anksioznost,

agresija, hiperaktivnost, nemoguénost odrzavanja paznje i slicno (Brezo et al., 2008).

Svi ispitivani tipovi stresnih dogadaja iz detinjstva dva do pet puta povecavaju rizik
za pokusaj samoubistva tokom Zzivota (Dube et al., 2001). Medu njima, kao najznacajniji
faktori rizika, isti¢u se fizicko i seksualno zlostavljanje (Brezo et al., 2008; Brodsky and
Stanley, 2008), koji su i najéeSce ispitivani stresni dogadaji iz detinjstva. Kod osoba koje su
dozivele 1 fizicko 1 seksualno zlostavljanje, rizik za pokusSaj samoubistva je dodatno

povecan (Leverich et al., 2003).

Akutni stresni Zivotni dogadaji podrazumevaju nedavno doZivljene dogadaje koji

predstavljaju promene u rutini svakodnevnog zivota (Liu and Miller, 2014). Akutni stresni



dogadaji mogu biti pozitivni i negativni, a njihov efekat zavisi od subjektivnog dozivljaja.
Pozitivni dogadaji predstavljaju rodenje deteta, vencanje, iznenadni priliv velikog novca,
upis deteta na fakultet, osamostaljivanje i odlazak deteta iz kuée (Brezo et al., 2008; Liu
and Miller, 2014). Negativni dogadaji mogu biti teSko oboljenje ili povreda kod same osobe
ili osobe iz bliskog okruzenja, smrt deteta ili bliskog ¢lana porodice ili prijatelja, problemi
vezani za posao ili Skolu, fizicko i1 seksualno nasilje nad Zenama, finansijska kriza,
razdvajanje ili razvod od emotivnog partnera, problemi vezani za roditeljstvo 1 slicno. Za
razliku od stresnih dogadaja iz detinjstva, Ciji se efekti na samoubilacko ponasanje
ispoljavaju u adultnom periodu zivota, akutni stresni dogadaji uglavnom predstavljaju
neposredne povode za pokuSaj samoubistva, ¢ak i kod osoba koje nemaju psihijatrijsku

dijagnozu (Liu and Miller, 2014).

Merenje stresnih Zivotnih dogadaja vrs$i se pomoc¢u semistruktuiranih upitnika, koji
predstavljaju paZzljivo osmisljene i testirane klinicke instrumente, ili putem nezavisnih
izvestaja, na primer, iz policijskih uprava i sudskih postupaka (Liu and Miller, 2014). Za
potrebe naucnih istraZivanja prednost se daje upotrebi standardizovanih klinickih

instrumenata koji imaju potvrdenu validnost i pouzdanost.

1.4. Pristupi u izu¢avanju genetickih faktora rizika

Na osnovu studija na blizancima i usvojenoj deci, procenjena heritabilnost samoubilackog
ponasanja je 30-55% (Voracek and Loibl, 2007). Prema navodima nekih studija, procenjena
heritabilnost pokuSaja samoubistva iznosi 17-55% (Brent and Mann, 2005). Geneticka
osnova pokusaja samoubistva nije razjasnjena, i smatra se da se, barem delimi¢no, razlikuje

od geneticke osnove drugih psihijatrijskih poremecaja (Brezo et al., 2010).

Poslednjih dvadesetak godina doprinos geneti¢ke osnove slozenim osobinama, u koje
spadaju i Ceste bolesti kao Sto su psihijatrijska oboljenja i samoubilacko ponasanje,
uglavnom se ispituje studijama geneticke asocijacije. U osnovi ovog pristupa je hipoteza
'Cesta bolest—Cesta varijanta', prema kojoj Ceste geneticke varijante doprinose razvoju ceste

bolesti, na takav nacin da svaka pojedinacna geneticka varijanta niti je neophodna, niti



dovoljna za razvoj odredene bolesti, ve¢ je geneticka predispozicija posledica
kumulativnog efekta velikog broja cestih varijanti (Risch and Merikangas, 1996). Neka
tackasta varijanta smatra se ¢estom ukoliko je ucestalost njenog manje zastupljenog alela
veca od 1-5%, i one, za razliku od retkih varijanti povezanih sa mendelovskim (retkim)

bolestima, imaju veoma malu penetrabilnost (Schork et al., 2009).

Studije geneticke asocijacije procenjuju uticaj genetiCkih faktora, najcesce Cestih
tackastih varijanti (eng. single nucleotide variants, SNVSs), na razvoj slozenih osobina u
odredenoj populaciji, poredenjem ucestalosti odredenih genetickih varijanti izmedu
slucajeva (bolesnika) i kontrola (eng. case-control study) ili izmedu slucajeva podeljenih u
dve grupe na osnovu odredenih fenotipskih osobina (eng. case-only study) (Al-Chalabi,
2009; Lewis and Knight, 2012). U studijama geneticke asocijacije moze se ispitivati
kompletan genom (eng. genome-wide association studies, GWAS), ili pojedinacni geni-
kandidati (Pettersson et al., 2009). Osim razlike u veli¢ini regiona genoma koji se ispituje,
osnovna razlika izmedu navedenih pristupa je pocetna hipoteza. Naime, u slu¢aju studija na
nivou celog genoma pocetna hipoteza ne postoji, ve¢ se ispituje kompletan genom u cilju
identifikacije lokusa koji su povezani sa ispitivanim sloZenim fenotipom. U slucaju
ispitivanja gena-kandidata, polazi se od pretpostavljene hipoteze o mogucoj povezanosti
datog gena sa ispitivanim fenotipom na osnovu njegove bioloske funkcije ili lokalizacije

njegovog produkta.

Nakon velikog broja studija na nivou celog genoma zadovoljavajuce statisticke snage
za razne slozene osobine/Ceste bolesti 1 spoznaje da Ceste varijante mogu objasniti samo
deo genetiCke osnove ovih osobina, fokus u istrazivanjima pomeren je ka identifikaciji
efekata statistickih interakcija izmedu genetickih faktora (gen-gen, G x G) ili genetickih 1
sredinskih faktora (gen-sredina, eng. gene-environment, G x E) (Cordell, 2009). Studije G x
G mogu povecati statisticku snagu studije da detektuje asocijacije genetiCkih faktora sa
slozenim osobinama i mogu biti informativne za identifikaciju potencijanih bioloskih
puteva koji se nalaze u njihovoj osnovi (Cordell, 2009). Interakcije G x E podrazumevaju
da jedan ili viSe genetickih faktora odreduje predispoziciju za individualnu osetljivost pri

izlaganju nekom sredinskiom faktoru (Schwartz, 2006). Studije G x E testiraju da li postoje



statistiCke interakcije izmedu genetickih i1 sredinskih faktora koje bi povecavale ili

smanjivale rizik za razvoj ¢estih bolesti.

Poznato je da su u osnovi samoubilackog ponasanja, pored nezavisnih efekata
geneti¢kih i sredinskih faktora, veoma vazne interakcije izmedu gena i sredine (Mann,
2003), zbog Cega postoji posebna potreba za ispitivanjem interakcija razli¢itih faktora rizika
(McGowan et al., 2008). Zbog pojednostavljivanja u istrazivanju heterogenih i slozenih
fenotipova, kao §to su samoubilacko ponasanje i drugi psihijatrijski poremecaji, moze se
ispitivati samo odredeni skup gena koji definiSe tip ili deo odredenog fenotipa
(intermedijarni fenotip ili endofenotip) (Gottesman and Gould, 2003; Kendler and Neale,
2010). Ispitivani tipovi samoubilackog ponasanja su samoubilacke ideacije, pokusaj
samoubistva ili izvrSenje samoubistva, dok endofenotipovi mogu biti impulsivnost,
agresivnost, psihomotorne promene, poremecaji spavanja, kao i bioloski markeri vezani, na

primer, za serotoninski sistem (Mann et al., 1999).

U ovoj studiji ispitivani su geni-kandidati, odabrani na osnovu neurobiolo§ke osnove
samoubilackog ponaSanja, i njihova interakcija sa stresnim zivotnim dogadajima u grupi
psihijatrijskih bolesnika koji su pokusali samoubistvo, u cilju smanjenja fenotipske

heterogenosti ispitanika.

1.5. Hipofunkcija serotoninskog sistema i samoubila¢ko ponasanje

Ispitivanjem postmortem uzoraka mozga Zrtava samoubistva uoCeni su poremecaji U
funkcionisanju veceg broja neurotransmiterskih sistema, kao S§to su serotoninski,
noradrenalinski 1 dopaminski sistem, kao i u funkcionisanju hipotalamus-hipofiza-
adrenalne ose (Mann, 2003). Medu njima, naj¢eS¢e detektovan i najviSe ispitivan poremecaj
je hipofunkcija serotoninskog sistema (Bortolato et al., 2013; Mann, 2003; Ryding et al.,
2008).



1.5.1. Serotoninski sistem

Serotoninski sistem je najrasprostranjeniji monoaminski sistem u mozgu ki¢menjaka.
Ucestvuje u regulaciji brojnih fizioloskih procesa i slozenih oblika ponaSanja, kao S§to su
apetit, cirkadijalni ritam, osetljivost na bol, kognicija, raspolozenje, agresija, anksioznost,
socijalno i reproduktivno ponaSanje (Lucki, 1998). Ovaj neurotransmiterski sistem ima

vaznu ulogu u modulisanju razvi¢a mozga i odgovora na stres.

Serotonin se U Mozgu sintetiSe u neuronima nukleusa raphe smestenih u srednjem
mozgu, mozdanom stablu (Varolijevom mostu) i produzenoj mozdini (Hornung, 2003).
Najveca koli¢ina serotonina sintetiSe se u dorzalnim nuleusima raphe koji se nalaze u
mozdanom stablu. Pored centralnog nervnog sistema, serotonin se sintetiS§e u

gastrointestinalnom traktu i trombocitima.

Serotoninski neuroni imaju veoma guste i divergentne projekcije prema specificnim
regionima mnogih delova mozga i pripadaju razli¢itim neuronskim kolima senzornog,
motornog i limbickog sistema (Hornung, 2003). Srednji i dorzalni nukleusi raphe
obezbeduju paralelne 1 preklapajuce projekcije do mnogih struktura prednjeg mozga (eng.
forebrain). Nakon odgovaraju¢eg stimulusa, Serotoninska neurotransmisija odvija se

uglavnom putem serotoninskih sinapsi (Slika 1.2) (aan het Rot et al., 2009).

U presinaptickom serotoninskom neuronu, serotonin se nakon sinteze iz triptofana
pakuje u vezikule iz kojih se otpusta u sinapticku pukotinu (aan het Rot et al., 2009).
Otpusten serotonin dalje prenosi stimulus vezivanjem za serotoninske receptore
postsinaptickih neurona. Istovremeno, serotonin iz postsinapticke pukotine vezuje se i za
presinapticke serotoninske receptore, Sto omogucava fino podeSavanje sinteze serotonina
putem povratne sprege. Kod ¢oveka je identifikovano sedam klasa serotoninskih receptora,
oznacenih redom od 1 do 7 (eng. 5-hydroxytryptamine receptor type 1-7, HTR1-HTRY7), pri
¢emu se neki od njih dele na dodatne podtipove (Hoyer et al., 1994). Na primer, klasa
HTR2 obuhvata receptore HTR2A, HTR2B i HTR2C. Serotoninski receptori se odlikuju
velikim funkcionalnim diverzitetom, i u zavisnosti od tipa receptora i regiona mozga u

kojima se eksprimiraju pokrecu razliCite ekscitatorne ili inhibitorne signalne puteve.



Presinapticki neuron pomocu serotoninskog transportera preuzima neiskoris¢eni serotonin
iz sinapticke pukotine, koji se reciklira ponovnim pakovanjem u vezikule, ili podleze

razgradnji pomoc¢u enzima monoamin-oksidaze (aan het Rot et al., 2009).

Presinapticki \ | Triptofan A
serotoninski neuron | !
—— 3

-
7

Povratna informacija | | {
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receptori
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Slika 1.2. Serotoninska sinapsa. Serotonin se sintetiSe iz triptofana delovanjem enzima
triptofan-hidroksilaze (TPH) koja ga prevodi u 5-hidroksitriptofan, a koji se delovanjem
dekarboksilaze aromati¢nih aminokiselina prevodi u serotonin. Serotonin se pakuje u
vezikule iz kojih se otpusta u sinapti¢ku pukotinu nakon stimulusa. Aktivnosti serotonina u
sinaptickoj pukotini podrazumevaju: (1) vezivanje za postsinapticke serotoninske receptore
(na primer, tip 2C) ¢ime se signal dalje prenosi; (2) vezivanje za presinapticke receptore (na
primer, tip 1A), $to obezbeduje povratnu informaciju i reguliSe plasti¢nost presinaptickog
neurona; (3) preuzimanje serotonina u presinaticki neuron pomocu transportera, nakon ¢ega
se ponovo pakuje u vezikule ili se razgraduje delovanjem enzima monoamin-oksidaze
(modifikovano prema aan het Rot et al., 2009).

Na hipofunkciju serotoninskog sistema kod samoubilackog ponaSanja ukazala je
niska koncentracija 5-hidroksiindolsircetne kiseline, glavnog metabolita serotonina u
cerebrospinalnoj te¢nosti (Asberg et al., 1986) i zadnjem mozgu (Mann et al., 1989).

Takode, nakon primene fenfluramina, koji povecava serotoninsku transmisiju inhibicijom
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ponovnog preuzimanja serotonina i stimulisanjem oslobadanja serotonina iz vezikula, kod
osoba koje su pokusale samoubistvo uoceno je smanjeno lucenje prolaktina, $to je direktno
ukazalo na postojanje smanjene aktivnosti centralnog serotonina (Malone et al., 1996;
Mann et al., 1995). Pored toga, kod Zrtava samoubistva opisana je za 35% veca gustina i
broj serotoninskih neurona u dorzalnim nukleusima raphe u odnosu na osobe koje nisu
ispoljavale samoubilacko ponasanje (Underwood et al., 1999). Prethodno navedeni rezultati
neurobioloskih istraZivanja inicirali su brojne studije geneticke asocijacije u kojima je
ispitivan doprinos geneti€¢ke osnove disfunkciji serotonininskog sistema kod osoba sa
samoubilatkim ponasanjem. Ceste tatkaste varijante mnogih gena serotoninskog sistema
povezane su sa samoubilackim ponasanjem ili njegovim odredenim tipovima i

endofenotipovima (Antypa et al., 2013).

1.5.2. Triptofan-hidroksilaza 2

Triptofan-hidroksilaza katalizuje prevodenje triptofana u 5-hidroksitriptofan, sto ujedno
predstavlja i korak ogranicenja brzine sinteze serotonina (Walther and Bader, 2003).
Postoje dve izoforme triptofan-hidroksilaze koje su kodirane od strane dva razlicita gena:
triptofan-hidroksilaze 1 (TPH1) i triptofan-hidroksilaze 2 (TPH2). Neposredno nakon
neocekivanog otkrica TPH2 (Walther et al., 2003), koja se izgleda ekskluzivno eksprimira
u mozgu, smatralo se da postoje periferni i centralni serotoninski sistem koji nezavisno
funkcioniSu (Walther and Bader, 2003). Uprkos oznacavanju TPH1 kao periferne, a TPH2
kao centralne izoforme, ubrzo je pokazano da se obe forme eksprimiraju u razli¢itim
regionima mozga ¢oveka (Zill et al., 2007a). Ipak, u nukleusima raphe nivo TPH2 je sedam
puta visi u odnosu na druge regione mozga ¢oveka 1 Cetiri puta visi u odnosu na TPH1 (Zill
et al., 2007a). U postmortem uzorcima mozga Zrtava samoubistva sa dijagnozom
depresivnog poremecaja opisani su povecani nivoi iRNK TPH2 (Bach-Mizrachi et al.,
2006; 2008) i proteina TPH2 (Boldrini et al., 2005), $to bi moglo predstavljati mehanizam
kompenzacije na sniZzeni nivo serotonina kod ovih osoba (Bach-Mizrachi et al., 2008).
Misevi koji ne eksprimiraju Tph2 (Tph2-/-) ispoljavaju agresiju i ponasanje nalik depresiji i
anksioznosti (Mosienko et al., 2015), sto dodatno ukazuje na moguéu povezanost TPH2 i

samoubilackog ponasanja. U dosadasnjim studijama genetickih asocijacija, Ceste varijante u
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genu TPH2 pokazale su nekonzistentnu povezanost sa samoubilackim ponaSanjem (Antypa

etal., 2013).

Varijante rs7305115 i rs4290270 su potencijalno funkcionalne sinonimne varijante
koje se nalaze u egzonima 7 i 9 gena TPH2, redom. U eksperimentima alel-specifi¢ne
ekspresije IRNK TPH2 u postmortem uzorcima dela mozdanog stabla zdravih osoba, koji je
sadrzao dorzalne i srednje nukleuse raphe, pokazano je da heterozigotni nosioci varijante
rs7305115 imaju 1.2 do 2.5 puta povecanu ekspresiju iRNK TPH2, kao i da je ekspresija sa
kopije gena koji nosi manje ucestali alel ve¢a u odnosu na ekspresiju sa kopije gena koja
sadrzi ucestaliji alel (Lim et al., 2007). Genotipizacija dodatnih 20 tackastih varijanti,
ukazala je da u ovom regionu gena TPH2 postoji pet Cestih varijanti, ukljucujuéi i
sinonimnu varijantu 154290270, koje su u visokoj neravnoteznoj vezanosti, i Cija
heterozigotnost korelise sa pove¢anim nivoom ekspresije iRNK TPH2 u mozdanom stablu
zdravih osoba (Lim et al., 2007). Dodatno, za varijantu rs4290270 pokazano je da je
povezana sa alternativnim splajsovanjem i editovanjem iRNK TPH2 (Grohmann et al.,
2010).

Varijanta rs7305115 povezana je sa pokuSajem samoubistva u grupi depresivnih
bolesnika iz Kine (Ke et al., 2006; Zhang et al., 2010) i heterogenoj grupi bolesnika, sa
raznim psihijatrijskim i organskim poremecajima, iz Meksika (Lopez-Narvaez et al., 2015).
Takode, kao deo haplobloka povezana je sa pokuSajem samoubistva kod klini¢ki
heterogene grupe finskih belaca i africkih Amerikanaca (Zhou et al., 2005), evropske
(Perez-Rodriguez et al., 2010) i meksicke populacije (Lopez-Narvéez et al., 2015).
Nasuprot navedenim studijama, varijanta rs7305115 nije povezana sa izvrSenjem
samoubistva kod osoba nepoznate psihopatologije iz Japana (Mouri et al., 2009). Varijanta
rs4290270 nezavisno je asocirana sa izvrSenim samoubistvom kod osoba nepoznate
psihopatologije iz Nemacke (Grohmann et al., 2010), a kao deo haplobloka i sa pokusajem
samoubistva kod klini¢ki heterogene grupe bolesnika iz Meksika (LOpez-Narvéez et al.,
2015).

12



1.5.3. Serotoninski receptor 2C

Serotoninski  receptor 2C (HTR2C) je postsinapticki G-kuplovani receptor sa
konstitutivnom aktivnoS¢u. Ukljuen je u regulaciju apetita, spavanja, anksioznosti i
socijalnog ponasanja (Barnes and Sharp, 1999; Séjourné et al., 2015). Detektovan je u
razli¢itim delovima mozga ¢oveka, sa najvi§im nivoom ekspresije u horoidnom pleksusu,
zatim hipotalamusu i nukleusu accumbens, a najmanjim u prefrontalnom korteksu i
cerebelumu (Pandey et al., 2006). Serotoninska transmisija posredovana receptorom
HTR2C u prefrontalnom korteksu inhibitorno deluje na dopaminski sistem (Berg et al.,
2008). Misevi koji ne eksprimiraju Htr2C (Htr2C-/-) odlikuju se hiperfagijom,
hiperaktivnos$¢u, adultnom gojaznos¢u, rezistencijom na insulin, spontanom smrtno$¢éu u
adultnom periodu usled konvulzija nastalih produzenim izlaganjem zvucima visoke
frekvencije (audiogeni napadi), kao i izmenjenim socijalnim ponasanjem u adultnom
periodu Zivota (Séjourné et al., 2015). U prefrontalnom korteksu Zrtava samoubistva opisan
je povisen nivo iRNK HTR2C i proteina HTR2C u odnosu na kontrolni uzorak (Pandey et
al., 2006). Pored toga, pozicija gena HTR2C na hromozomu X dodatno opravdava njegovo
izucavanje u etiologiji samoubilatkog ponasanja, s obzirom da se ovaj fenotip razliCito
ispoljava medu polovima, §to ukazuje na mogucénost delimi¢no X-vezanog nasledivanja

(Bondy et al., 2006).

Varijanta rs6318 nalazi se u egzonu 4 gena HTR2C koji kodira signalnu sekvencu na
N-kraju proteina koji se nalazi u vancelijskom prostoru. Predstavlja nesinonimnu
kodiraju¢u varijantu koja cistein na poziciji 23 menja u serin (Cys23Ser). U in situ
rekonstruisanom sistemu pokazano je da izoforma Ser23 ima vecu konstitutivnu aktivnost,
dok je u kulturi Celija sisara opisan njen smanjeni afinitet za serotonin, najverovatnije kao

posledica poveéane desenzitizacije (Okada et al., 2004).

Studije geneticke asocijacije nisu pokazale povezanost varijante rs6318 sa pokusajem
samoubistva u veéini ispitivanih psihijatrijskih uzoraka iz Evrope (Lerer et al., 2001;
Serretti et al., 2007), Kine (Zhang et al., 2008) i Meksika (Molina-Guzman et al., 2017). Sa
druge strane, ona je povezana sa izvrSenim samoubistvom u populaciji Slovenije (Videtic et

al., 2009), dok je suprotan rezultat dobijen za populaciju Hrvatske (Stefulj et al., 2004).
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Usled nekonzistentnih rezultata dosadasnjih studija asocijacije Cestih varijanti gena
TPH2 i HTR2C sa samoubilackim ponasanjem, postoji potreba za dodatnim istrazivanjima
doprinosa geneticki determinisanih izmena u funkcionisanju serotoninskog sistema u
fenotipski §to homogenije odabranim grupama sa samoubilackim ponasanjem. Sa druge
strane, treba imati u vidu da homeostazi i optimalnom funkcionisanju serotoninskog
sistema u centralnom nervnom sistemu znacajno doprinosi dinamic¢no editovanje
transkripata TPH2 (Grohmann et al., 2010) i HTR2C (Burns et al., 1997) koji kodiraju

izoforme proteina sa razli¢itim stepenom funkcionalnosti.

1.6. Editovanje RNK i samoubilacko ponasSanje

Editovanje RNK je ko-transkripcioni proces u kome se genomski kodirana informacija
menja na nivou RNK u enzimski katalizovanim reakcijama. Najces¢i tip editovanja RNK
kod metazoa, koji je ujedno i najzastupljeniji u centralnom nervnom sistemu, je
deaminacija adenozina u inozin (editovanje A-u-l), katalizovana adenozin deaminazama
koje deluju na RNK (eng. adenosine deaminases acting on RNA, ADARs) (Slika 1.3)
(Bass, 2002; Nishikura, 2010). Inozin se u pogledu sparivanja baza ponasa kao guanozin,

§to moze promeniti znacenje genomski kodirane informacije (Slika 1.3).

Familija proteina ADAR kod sisara obuhvata tri ¢lana: ADAR, ADARBI i
ADARB2. Svi ¢lanovi na C-kraju imaju visokokonzervisani deaminazni domen, koji kod
ADARB?2 nije kataliticki aktivan, dok na N-kraju imaju razli¢it broj i raspored domena koji
vezuju dvolan¢anu RNK (Savva et al., 2012). Geni ADAR i ADARBL1 eksprimiraju se u
mnogim tkivima, a najvec¢i nivo ekspresije imaju u centralnom nervnom sistemu, dok je gen
ADARB?2 najverovatnije eksprimiran samo u centralnom nervnom sistemu (Savva et al.,
2012). Neophodan uslov za ispoljavanje kataliticke aktivnosti je dimerizacija proteina
familije ADAR (Bass, 2002). Proteini ADAR mogu formirati homo- i heterodimere (Gallo
et al., 2003), sto ukazuje da bi kroz formiranje heterodimera kataliti¢ki neaktivan protein
ADARBZ2 mogao regulisati funkciju ADAR i ADARB1 (Nishikura, 2010).
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Slika 1.3. Editovanje deaminacijom adenozina u inozin. (a) Adenozin deaminaze koje
deluju na RNK (ADAR i ADARBL1) katalizuju hidrolitiCku deaminaciju adenozina u
inozin. (b) Adenozin se sparuje sa uridinom, dok se inozin pomocu dve vodoni¢ne veze
sparuje sa citidinom, zbog Cega ga ribozom i splajsozom prepoznaju ka0 guanozin
(modifikovano prema Nishikura, 2010).

Editovanje RNK predstavlja epigeneticki mehanizam na nivou RNK koji posreduje u
interakciji izmedu genoma i signala koje ¢elija prima (Mehler and Mattick, 2007). Milioni
genomski kodiranih adenozina edituju se u inozin u dvolan¢anim delovima RNK nastalih
sparivanjem invertovanih elemenata Alu u intronima i UTR-ovima (Bazak et al., 2014;
Levanon et al., 2004). Ovaj tip editovanja poznat je pod nazivom hipereditovanje jer se u
okviru pojedina¢nih ukosnica RNK edituje veliki broj adenozina. Hipereditovanje je
izgleda uklju¢eno u post-transkripcionu regulaciju ekspresije gena (Nishikura, 2010), a
pretpostavlja se da predstavlja urodeni imunski sistem koji ¢eliji omogucéava da razlikuje
sopstvene od virusnih dvolan¢anih RNK (Mannion et al., 2014). Editovanje A-u-I modulise
ekspresiju mikroRNK i ograni¢ava potencijal malih interferiraju¢cih RNK (Nishikura,
2010). lzuzetno mala proporcija editovanja A-u-I desava se na ta¢no odredenim mestima u
kodiraju¢im regionima ili mestima splajsovanja i ovaj tip editovanja naziva se mesto-

specifi¢no editovanje ili rekodiranje (Hoopengardner et al., 2003).

Najveci broj transkripata koji podleZzu mesto-specificnom editovanju eksprimira se u
centralnom nervnom sistemu i kodira proteine ukljuéene u brzu neurotransmisiju i
sinapticku plasti¢nost (Hoopengardner et al., 2003; Tarig and Jantsch, 2012). Rekodiranje

dovodi do finth promena u efikasnosti funkcionisanja proteina, a kroz dinami¢no

15



regulisanje stepena i obrasca editovanja transkripata u skladu sa signalima koje ¢elija
prima, doprinosi graduisanom regulisanju funkcije proteina povecavajuéi plasti¢nost
neurona. Kao takav, proces editovanja A-u-l predstavlja izuzetno vazan mehanizam za
odrzavanje optimalne neurotransmisije, ukljucujuci i serotoninsku neurotransmisiju. Mesto-
specifi¢no editovanje A-U-I je precizno regulisan proces tokom razvi¢a i funkcionisanja
centralnog nervnog sistema uskladen sa fizioloskim i sredinskim signalima (Wahlstedt et
al., 2009). Izmenjeni obrasci i stepeni editovanja transkripata brojnih gena koji ucestvuju u
neurotransmisiji 1 sinapti¢koj plastiCnosti povezani su sa neurodegenerativnim,
neurorazvojnim i psihijatrijskim oboljenjima, kao $to su epilepsije, amiotrofi¢na lateralna
skleroza, Alchajmerova bolest, autizam, shizofrenija, poremecaji raspolozenja i izvrSenje
samoubistva (Eran et al., 2013; lwamoto et al., 2009; Khermesh et al., 2016; Maas et al;
2006; Silberberg et al., 2012; Slotkin and Nishikura, 2013).

HTR2C je jedini gen za serotoninski receptor Ciji transkripti podlezu rekodiranju
(Burns et al., 1997). Editovanje adenozina desava se na pet specifi¢nih pozicija, oznacenih
kao mesta A, B, C, D i E. Ova mesta nalaze se u egzonu 5 koji kodira drugu unutaréelijsku
petlju koja sadrzi domen za kuplovanje sa proteinom G (Slika 1.4). Razlic¢itim
kombinacijama editovanja mesta A-E mogu nastati 32 varijante iIRNK HTR2C, koje
kodiraju 24 izoforme proteina razli¢ite funkcionalnosti i farmakoloskih svojstava (Werry et
al., 2008). Needitovana izoforma HTR2C na pozicijama 156, 158 i 160 sadrzi izoleucin (I),
asparagin (N) 1 I, redom, dok potpuno editovana izoforma sadrzi valin (V), glicin (G) 1 V
(Slika 1.4)). Sa poveéanjem stepena editovanja transkripata HTR2C smanjuje se
konstitutivna aktivnost receptora (Niswender et al., 1999), efikasnost receptora za
kuplovanje sa proteinom G smanjuje se 15 do 25 puta, potencijacija serotoninom 20 puta i
vezivanje agonista serotonina 6 puta (Maas et al., 2006; Wang et al., 2000).
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Slika 1.4. Editovanje A-u-l transkripata HTR2C i proteinske izoforme HTR2C. (a)
Editovanju podlezu adenozini sa pet specifi¢nih pozicija u egzonu 5, oznacenih kao mesta
A-E, nakon formiranja dvolancane strukture RNK izmedu egzona 5 (oznacen plavom
bojom) i dela introna 5 (oznaéen crvenom bojom). Mesta A i B uglavnom edituje ADAR,
mesto D najcesée edituje ADARBL, dok mesta C i E edituju oba enzima. (b) Razli¢itim
kombinacijama editovanja mesta A-E mogu nastati 32 varijante iRNK HTR2C koje
kodiraju 24 razlic¢ite proteinske izoforme, pocevsi od potpuno needitovane izoforme INI
(lle-Asn-lle) do potpuno editovane izoforme VGV (Val-Gly-Val) na pozicijama 156, 158 i
160. (c) HTR2C je transmembranski receptor, a egzon 5 kodira drugu unutarcelijsku petlju
koja sadrzi domen za kuplovanje sa proteinom G. Funkcija ovog domena i dalji prenos
signala smanjuje se sa porastom stepena editovanja (modifikovano prema Dracheva et al.,
2008).

Pored prethodno navednog, kod needitovanih transkripata HTR2C favorizovano je
isklju¢ivanje egzona 5 i sinteza nefunkcionalnog receptora, $to verovatno predstavlja
kontrolni mehanizam kojim se smanjuje sinteza najaktivnije izoforme receptora INI (Maas

et al., 2006). Takode, potpuno editovana izoforma VGV se u potpunosti eksprimira na
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povrsini ¢elije u bazalnim uslovima, a u prisustvu agonista brzo internalizuje, dok je
izoforma INI konstitutivno internalizovana u endozomima (Marion et al., 2004).
Sveukupno, efekti editovanja transkripata HTR2C generalno redukuju odgovor
postsinapti¢kog neurona na serotonin. Sa druge strane, stepen i obrazac editovanja se brzo
menja u odgovoru na promene nivoa serotonina u sinapti¢koj pukotini, koji povratnom
spregom regulise editovanje transkripata HTR2C (Werry et al., 2008). Navedeno ukazuje da
editovanje transkripata HTR2C znacajno doprinosi optimalnoj aktivnosti receptora kroz

dinamicke i adaptivne mehanizme.

U postmortem uzorcima prefrontalnog korteksa psihijatrijskih bolesnika koji su
izvrsili samoubistvo opisano je hipereditovanje iRNK HTR2C (Gurevich et al., 2002;
Dracheva et al., 2008; Iwamoto et al., 2009; Lyddon et al., 2013). Uprkos tome §to se
rezultati studija medusobno razlikuju prema detektovanim izmenjenim obrascima
editovanja, opisani opsti trend poveéanja stepena editovanja IRNK HTR2C pogorsavao bi

efekat ve¢ smanjenog nivoa serotonina kod osoba koje su izvrSile samoubistvo (Iwamoto et

al., 2009).

Regulaciji ekspresije, finom podesSavanju aktivnosti i funkcionalnoj raznovrsnosti
TPH2 doprinose razliiti dogadaji alternativnog splajsovanja (Abumaria et al., 2008;
Grohmann et al., 2010; Haghighi et al., 2008) i razli¢iti tipovi editovanja RNK, ukljucujuéi
i editovanje A-u-l (Grohmann et al., 2010). Insercijom $est nukleotida izmedu egzona 3 i 4,
usled koris¢enja alternativnog kanonskog GT 5' mesta splajsovanja, umesto rede
zastupljenog GC 5' mesta splajsovanja koje se nalazi na pocetku introna 3, nastaje
alternativni transkript TPH2b (Slika 1.5) (Grohmann et al., 2010). Proteinska izoforma
TPH2b na pozicijama 146 i 147 sadrzi dve dodatne amino kiseline, glicin 1 lizin, koje
obezbeduju lakSu dostupnost supstrata kataliticlkom centru enzima. Iz ovog razloga
izoforma TPH2b ima dva puta vecu kataliticku aktivnost u odnosu na referentnu izoformu
TPH2a. Transkripti TPH2a i TPH2b podlezu razli¢itim tipovima editovanja na Cetiri
medusobno razliite pozicije oznacene u oba slucaja kao 1, 2, 3 i 4, ukljucujudi i editovanje
A-u-I na odredenim pozicijama (Slika 1.5) (Grohmann et al., 2010). Editovane izoforme

imaju smanjenu kataliticku aktivnost ili su kataliticki neaktivne (Grohmann et al. 2010).
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Potpuno editovana izoforma transkripta TPH2a 1234 je kataliticki skoro neaktivna, dok
editovana izforma transkripta TPH2b 234 ima za 50% smanjenu kataliticku aktivnost u
odnosu na needitovanu izoformu. Kataliticka aktivnost proteina TPH2b moze biti potpuno
ukinuta editovanjem na poziciji 1 kojim se uvodi prevremeni stop kodon uzvodno od
katalitickog domena (c.385C>T, p.Q129X). Smatra se da bi izoforma TPH2b mogla biti
vazna za brzi odgovor na povecanu potrebu za sintezom serotonina, kao i brzo isklju¢ivanje

njene ekspresije editovanjem na poziciji 1.

iIRNK TPH2a ¢oveka 140870
® s @
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Slika 1.5. Alternativno splajsovanje i editovanje transkripata TPH2. Izoforme transkripata
TPH2 oznacene su kao TPH2a i TPH2b. Izoforma TPH2b nastaje kao rezultat koris¢enja
alternativnog 5' mesta splajsovanja u intronu 3, $to dovodi do insercije Sest nukleotida koji
kodiraju glicin i lizin na pozicijama 146 i1 147. Oba alternativna transkripta poseduju po
Cetiri razli€ite pozicije, oznac¢ene brojevima 1, 2, 3 i 4, koje podlezu razli¢itim tipovima

katalitickom aktivno$¢u u odnosu na odgovaraju¢e needitovane izoforme, dok editovanje
citidina u uridin na poziciji 385 u transkriptu THP2b uvodi prevremeni stop kodon
(p.Q129X). Crvenim slovima oznacene su pozicije nukleotida ¢ije editovanje dovodi do
rekodiranja i uvodenja stop kodona, dok su crnim slovima oznacene one ¢ije editovanje ne
menja znacenje genomski kodirane informacije. Zelenim slovima oznacene su sinonimne
varijante rs7305115 i rs4290270, od kojih je poslednje-navedena povezana sa post-
transkripcionom obradom pre-iRNK TPH2 (preuzeto iz Grohmann et al., 2010).
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U postmortem uzorcima mozga Coveka pokazano je da iRNK TPH2a podleze
editovanju samo u amigdali, dok su editovane forme TPH2b uocene u razliitim regionima
mozga. Povecan nivo editovanja iRNK TPH2a u amigdali opisan je kod Zrtava samoubistva
(Grohmann et al. 2010). Sa opisanom post-transkripcionom obradom pre-iRNK TPH2, za
sada nepoznatim mehanizmom, povezana je Cesta varijanta rs4290270. U kulturi celija
pokazano je da se jedino u prisustvu CeSceg alela T eksprimiraju TPH2b 1 editovane
izoforme TPH2a i TPH2b (Grohmann et al. 2010).

Uzrok izmenjenog obrasca editovanja transkripata HTR2C i TPH2 kod osoba koje su
izvrsile samoubistvo nije poznat. Pokazano je da nivoi ekspresije gena ADAR i ADARB1
direktno uti¢u na stepen i obrazac editovanja transkripta HTR2C (Yang et al., 2004), dok
nivo ekspresije samog gena HTR2C izgleda nema uticaj (Gurevich et al., 2002; Dracheva et
al., 2008). Dodatno, transgeni mi§ sa izmenjenom ekspresijom kataliticki aktivne izoforme
ADARBI pacova predstavlja model glodara za izu¢avanje endogenog ocaja i anksioznosti
(Singh et al., 2009). Prethodno navedeno ukazuje da bi mehanizmi koji dovode do
izmenjenog nivoa ekspresije gena ADAR i ADARBL i remete homeostazu u funkcionisanju
samoubilacko ponaSanje kod psihijatrijskih oboljenja. Zaista, u postmortem uzorcima
mozga Zrtava samoubistva koji su imali dijagnozu shizofrenije ili bipolarnog afektivnog
poremecaja opisana je povecana ekspresija varijante iRNK ADARB1 koja kodira protein
smanjene aktivnosti (Silberberg et al., 2012), dok je kod Zrtava samoubistva sa dijagnozom
depresivnog poremecaja uo¢ena smanjeni nivo iRNK ADARBL1 (Lyddon et al., 2013) i
povecan nivo iRNK ADAR (Simmons et al., 2010). Moglo bi se pretpostaviti da na nivo
ekspresije gena ADAR i ADARBI, kao i na izmenjenu ekspresiju izoformi transkripata
ADARBL, koji nastaju alternativnom obradom na 3' kraju (Kawahara et al., 2005), delom
doprinose geneticki determinisane razlike izmedu individua. Medutim, asocijacije Cestih
varijanti gena ADAR i ADARB1 sa psihijatrijskim poremecajima, ukljucujuéi i

samoubilacko ponasanje, do sada nisu ispitivane.
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1.7. Interakcije stresnih zivotnih dogadaja, serotoninskog sistema i
editovanja RNK

Uticaj stresnih zivotnih dogadaja na homeostazu serotoninske neurotransmisije i stepen i
obrazac editovanja transkripata HTR2C opisan je u studijama na glodarima. Takode, studije
G x E ukazuju da efekat izlaganja stresnim dogadajima na samoubilacko ponasanje moze

zavisiti od geneticke osnove individue.

Eksperimenti na miSevima pokazali su da stresni zivotni dogadaji mogu uticati na
homeostazu serotoninske neurotransmisije modulisanjem stepena i/ili obrasca editovanja
transkripata Htr2C (Bhansali et al., 2007; Englander et al., 2005). Opisani efekti zavisili su
od razlika u ponaSanju sojeva miSeva koje je geneti¢ki determinisano. Soj miSeva BALB/c
u fizioloskim uslovima ima prirodno nizak nivo serotonina, zbog smanjene kataliticke
aktivnosti TPH2 koja je posledica geneticke promene ¢.1473C>G (p.Pro447Arg) (Zhang et
al., 2004). Ovaj soj miseva odlikuje i nizak stepen editovanja transkripata Htr2C, $to je
verovatno adaptacija na nizak nivo serotonina, kao 1 urodeno povecana osetljivost na stres
(Bhansali et al., 2007; Englander et al., 2005). Sa druge strane, soj miseva C57BL/6 u
fizioloSkim uslovima ima normalan nivo serotonina i otporniji je na stres u odnosu na soj
BALB/c. Akutni 1 hroni¢ni stres, kao i stres u ranom periodu Zivota rezultovali su u
povecanju stepena i promeni obrasca editovanja transkripta Htr2C kod soja BALB/c,
remeteci fizioloSku homeostazu serotoninske neurotransmisije, dok je kod soja C57BL/6
editovanje transkripta Htr2C bilo nepromenjeno (Bhansali et al., 2007; Englander et al.,
2005). U eksperimentima na pacovima pokazano je da interakcije ranih stresnih dogadaja i
neprijatnih dozivljaja tokom adultnog perioda imaju vazan uticaj na nivo ekspresije Tph2

(Hale et al., 2011).

Rezultati dosadasnjih studija G x E ukazuju da efekat stresnih Zivotnih dogadaja na
samoubilacko ponasanje moze biti modifikovan nekim varijantama gena serotoninskog
sistema (Mandelli and Serretti, 2013). Na primer, efekat fizickog i seksualnog zlostavljanja
tokom detinjstva na pokusaj samoubistva zavisi od odredenih varijanti gena HTR2A (Brezo

et al., 2010), dok njihov efekat na samoubilacke ideacije kod depresivnih bolesnika zavisi
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od varijante rs4131347 u promotoru gena TPH2 (Mann et al., 2008). Takode, opisano je da
efekat negativnih akutnih stresnih dogadaja na pokuSaj samoubistva zavisi od varijante
rs7305115 gena TPH2 kod depresivnih bolesnika iz Kine (Zhang et al., 2010).

Polaze¢i od (1) ¢injenice da je pokusaj samoubistva Cesto, ali ne i nuzno, povezan sa
psihijatrijskim oboljenjima i stresnim Zivotnim dogadajima, (2) ¢injenice da je kod
samoubilackog ponasSanja opisana hipofunkcija serotoninskog sistema, (3) vaznosti procesa
editovanja RNK u dinami¢noj regulaciji i odrZzavanju optimalne serotoninske transmisije
tokom razvi¢a i u odgovoru na signale koje celija prima, i (4) nepostojanja efikasnog
tremana 1 prevencije samoubilackog ponaSanja, pretpostavili smo da bi naruSena
homeostaza serotoninske neurotrasmisije kod osoba sklonih samoubilackom ponaSanju
jednim delom mogla zavisiti od geneti¢ki determinisanih razlika u sintezi i neurotransmisiji
serotonina i/ili u procesu editovanja A-u-I, kao i njihovih interakcija sa stresnim zivotnim
dogadajima. Stoga je predmet ove studije bila identifikacija potencijalnih varijanti u genima
ADAR, ADARB1, TPH2 i HTR2C, stresnih zivotnih dogadaja, kao i interakcija i udruzenih
efekata navedenih faktora, ¢ija bi procena mogla pomoc¢i da se napravi razlika izmedu

psihijatrijskih bolesnika koji su pokusali samoubistvo 1 onih koji to nikada nisu uradili.
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Ciljevi rada

. Ispitati pojedinacne asocijacije Cetiri domena stresnih dogadaja tokom detinjstva
(opstih trauma, fizickog, emocionalnog i seksualnog zlostavljanja) i akutnih stresnih
dogadaja sa pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika iz Srbije.

. Izvrsiti odabir tag tackastih varijanti gena za editovanje RNK (ADAR i ADARBL1) i
analizirati strukturu haploblokova u regionima genoma od interesa.

Ispitati asocijacije gena ADAR i ADARB1 sa pokusajem samoubistva kod
psihijatrijskih bolesnika kroz testiranje asocijacije pojedina¢nih tag varijanti i
haploblokova.

Ispitati asocijacije pojedinacnih varijanti rs6318 (Cys23Ser) gena HTR2C i varijanti
rs7305115 i rs4290270 gena TPH2 sa pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih
bolesnika.

. Ispitati udruzeni efekat sredinskih i1 genetickih faktora i njihove medusobne
interakcije na rizik za pokuSaj samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika.
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3. Materijal i metode

3.1. Ispitanici

Doprinos odabranih sredinskih 1 genetickih faktora rizika, kao i doprinos njihovih
interakcija predispoziciji za pokusaj samoubistva ispitivani su u grupi od 353 nesrodna
bolesnika sa dijagnostikovanim jednim od tri glavna psihijatrijska poremecaja —
depresivnim poremecajem, bipolarnim afektivnim poremecajem ili shizofrenijom. U
periodu izmedu 2006. i 2012. godine, svi bolesnici su tokom pet nedelja psihijatrijskog
ispitivanja na Klinici za psihijatriju, Klinickog centra Srbije u Beogradu prosli kroz
identi¢nu proceduru klinickih intervjua i popunjavanja upitnika, koju su vodili psihijatari
Klinike za psihijatriju. Prilikom otpusta, svakom ispitaniku uzet je uzorak krvi (5 ml sa
0.38% w/v natrijum citratom kao antikoagulansom). Uzorci krvi ¢uvani su na temperaturi
+4°C do izolovanja DNK za molekularno-geneticke analize, a nakon toga na temperaturi od
-20°C. Prema nezavisnoj proceni dva psihijatra, svi ispitanici bili su sposobni da se
samostalno izjasne o uce$¢u u ovoj studiji. Nakon detaljnog uvida u ciljeve i potrebe
istrazivanja, svi ispitanici dali su svoju saglasnost za dobrovoljno uces¢e u ovoj studiji.
Studija je odobrena od strane Eti¢ckog komiteta Klinickog centra Srbije u Beogradu (Odluka
broj 3672/10).

Dijagnostikovanje depresivnog poremecaja, bipolarnog afektivnog poremecaja i
shizofrenije, kao i iskljucivanje potencijalno prisutnog psihijatrijskog komorbiditeta, vr§eno
je koris¢enjem semistruktuiranog klinickog intervjua SCID-1 (eng. Structured Clinical
Interview for DSM-1V) (First et al., 1996). Pomocu ovog intervjua utvrdena je odgovarajuca
psihijatrijska dijagnoza prema kriterijumima DSM-IV (eng. Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders, 4™ edition) za klasifikaciju mentalnih poremecéaja datom od
strane Americkog udruzenja psihijatara (American Psychiatric Association, 2000).

Dijagnozu depresivnog poremecaja imala su 142 ispitanika, dijagnozu bipolarnog

24



afektivnog poremecaja 80 ispitanika i dijagnozu shizofrenije 131 ispitanik. Prose¢na starost
bolesnika bila je 41.99+11.64 godina, a zenski pol je bio dva puta zastupljeniji u

ispitivanom uzorku.

Za potrebe ovog istrazivanja ispitanici su podeljeni u dve grupe: bolesnike koji su
pokusali samoubistvo (165) i bolesnike koji nikada nisu pokusali samoubistvo (188).
Bolesnici iz prve navedene grupe hospitalizovani su odmah nakon pokusaja samoubistva,
dok su bolesnici iz grupe onih koji nisu pokusali samoubistvo hospitalizovani usled

pogorsanja psihijatrijskog stanja.

3.2. Instumenti za procenu stresnih Zivotnih dogadaja

U cilju ispitivanja stresnih zivotnih dogadaja, kao nezavisnih sredinskih faktora rizika,
njihovih medusobnih interakcija i interakcija sa genetickim faktorima rizika, kod ispitanika
je vrsena procena dozivljenih stresnih zivotnih dogadaja iz detinjstva i akutnih stresnih

dogadaja tokom poslednjih 12 meseci zivota.

Za procenu stresnih dogadaja iz detinjstva primenjen je upitnik ETI-SR (eng. Early
Trauma Inventory—Self Report). ETI-SR sadrzi 62 pitanja na osnovu kojih se procenjuju
cetiri domena stresnih dogadaja doZivljenih do 18. godine Zivota: fizicko, emocionalno i
seksualno zlostavljanje, 1 opSte traume (Bremner et al., 2007). Prema ovom upitniku,
fizicko zlostavljanje definisano je kao fizicki kontakt, ograni¢avanje i zatvaranje zZrtve sa
namerom da se ona povredi ili da joj se naudi. Emocionalno zlostavljanje je predstavljeno
kao namerno ponizavanje i degradiranje Zrtve putem verbalne komunikacije. Seksualno
zlostavljanje je definisano kao svaki nezeljeni seksualni kontakt koji ima za cilj da
zadovolji pocinioca ili da potkrepi njegovu potrebu za dominacijom nad zrtvom ili za
njenim degradiranjem. Opste traume definisane su ¢itavim nizom stresnih i traumatskih
dogadaja koji su posledica sluc¢ajnih dogadaja ili dogadajima koje je pocinila neka
nepoznata osoba sa specificnom namerom da naudi zrtvi. Skor ETI-SR odredivan je za
svaki od Cetiri domena zlostavljanja i dobijen je sabiranjem potvrdnih odgovora. Skorovi

ETI-SR nedostajali su za Cetiri ispitanika.
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Za procenu akutnih stresnih zivotnih dogadaja, korisc¢en je upitnik LTE-Q (eng. Life
Threatening Experiences Questionnaire) koji sadrzi 12 pitanja o stresnim dogadajima za
koje je poznato da imaju dugorocne posledice (Brugha et al., 1985). Pitanja su, na primer,
vezana za teSku bolest ili povredu koje su doziveli ispitanik ili njegovi najblizi srodnici,
smrt bliskih osoba, razvod, prekid stabilne veze, probleme sa prijateljima, poslovne i
finansijske probleme, probleme sa policijom ili sudom (Prilog 8.1). Ispitivani stresni
dogadaji, primenom upitnika LTE-Q, odnosili su se na vremenski period od 12 meseci pre
hospitalizacije bolesnika, bilo zbog pokusaja samoubistva ili zbog pogorSanja bolesti.
Intervju su nezavisno vodila dva psihijatra. Za svaki stresni dogadaj koji je bolesnik
prijavio da je doziveo, potvrdeno je da se desio tokom poslednjih 12 meseci. Sabiranjem
potvrdnih odgovora, dobijen je skor LTE-Q za svakog ispitanog bolesnika. Podaci su

nedostajali za njih petoro.

3.3. Odabir tackastih varijanti gena-kandidata

3.3.1. Odabir ta¢kastih varijanti gena HTR2C i TPH2

U ovoj studiji ispitivane su tackaste varijante dva gena serotoninskog sistema, HTR2C i
TPH2, ¢iji transkripti podlezu mesto-specificnom editovanju A-u-l. 1z navedenih gena
odabrane su funkcionalne varijante za koje su prethodne studije geneticke asocijacije sa
samoubilackim ponaSanjem dale nekonzistentne rezultate. Iz gena HTR2C, odabrana je
nesinonimna kodiraju¢a varijanta rs6318 (Cys23Ser) koja se nalazi u egzonu 4. Iz gena
TPH2, odabrane su dve sinonimne kodirajuce varijante, rs7305115 i rs4290270, smeStene u
egzonima 7 i 9, redom. Medu odabranim varijantama TPH2, od posebnog interesa bila je
varijanta rs4290270 za koju je pokazano da uti¢e na alternativno splajsovanje i editovanje

pre-iIRNK TPH2 (Grohmann et al., 2010).

3.3.2.  Odabir tag tackastih varijanti gena ADAR i ADARB1

Na osnovu uloge u finoj modulaciji neurotransmisije i sinapticke plasti¢nosti, uklju¢ujuéi i
modulaciju funkcije proteina serotoninskog sistema, HTR2C i TPH2, i podatka 0 mogucoj

povezanosti sa samoubilackim ponasanjem, posebno kod psihijatrijskih bolesnika, geni
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ADAR i ADARBL su u ovom istrazivanju prvi put ispitivani kao geni-kandidati u studiji
koja ispituje geneticke asocijacije. Naime, u periodu dizajniranja ove studije nisu postojale
objavljene studije geneticke asocijacije koje su ispitivale povezanost ovih gena sa nekim
osobinama/bolestima, zbog ¢ega je bilo neophodno izabrati odgovarajuéi pristup za odabir
tackastih varijanti ovih gena. Odabran je pristup odabira maksimalno informativanog seta
Cestih tackastih varijanti za dati gen/region, poznatih kao tag tackaste varijante (eng. tag

single nucleotide variants, tagSNVs) (Carlson et al., 2004).

Koris¢enje i odabir tag varijanti zasnovani su na ¢injenici da postoji snazna korelacija
izmedu njihovih alela i alela drugih Eestih varijanti u okolnom regionu genoma. Korelacija
je posledica neravnotezne vezanosti (eng. linkage disequilibrium, LD) koja oznacava da se
dve ili viSe varijanti istog hromozoma cCeS¢e zajednicki nasleduju nego §to se ocekuje,
formirajuci haploblokove. Ukoliko su opisane varijante haploblokova (haplotipovi), nije
neophodno, niti efikasno, vrsiti genotipizaciju svih Cestih varijanti nekog haplobloka.
Naime, ukoliko se postavi visoki prag za meru LD, genotipizacijom tag varijanti postize se
da se u regionu genoma od interesa ispitaju sve poznate varijante, bilo direktnom
genotipizacijom (tag varijante), bilo zato §to prelaze zadati visoki prag za neravnoteznu
vezanost sa nekom od tag varijanti (Slika 3.1). Na primer, ukoliko se LD definise
vrednoséu koeficijenta korelacije r*>0.8, genotipizacijom odabranih tag varijanti detektuje

se vise od 80% prisutnih haplotipova u ispitivanom regionu genoma (Carlson et al., 2004).

Da bi se setom odabranih tag varijanti sveobuhvatno ispitao efekat Cestih varijacija
odabranog regiona genoma, koje uticu na neku osobinu/bolest, neophodno je poznavanje
obrazaca varijacija haploblokova za region od interesa. Projekat HapMap bio je prvi veliki
medunarodni projekat ¢iji je cilj bio da se utvrde Cesti obrasci varijacija u sekvenci celog
genoma ¢oveka i da se ti podaci u¢ine javno dostupnim (International HapMap Consortium,
2003). Medunarodni konzorcijum HapMap konstruisao je mape ¢estih obrazaca varijacija u
sekvenci genoma coveka odredivanjem genotipova viSe od milion varijanti, njihovih
ucestalosti 1 njihovog stepena asocijacije u populacijama poreklom iz Evrope, Azije i

Afrike. Naime, iako su Ceste tackaste varijante zajedni¢ke za razli¢ite populacije, njihova

ucestalost medu njima se moze razlikovati, zbog Cega je set tag varijanti potrebno posebno
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birati za populacije odgovarajuc¢eg porekla (Carlson et al., 2004). Istovremeno, razvijeni su
I intuitivni softveri, kao §to je Haploview (Barrett et al.,, 2005), koji zajedno sa
pretraziva¢ima genoma, omogucavaju koriSéenje podataka projekta HapMap za odabir tag

varijanti u regionima od interesa.

SNV SNV SNV
a) Tackaste varijante ! Il ¢

Hromozoml AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Hromozom2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
Hromozom3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC...o AGTCA ACCG...s
Hromozom4 AACACGCCA.... TTCGCGGTC.... AGTCGACCG....

I K g
NG .__//"//
b) Haplotipovi y ek g %l' — . y \
Haplotip 1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotip2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotip3 CCCGATCTGTGATACTGGTG Lependa
Haplotip4 [\, VisokLD
’ Y Y > Nizak LD
) A T c
c¢) Tag tackaste varijante ; E E

Slika 3.1. Princip odabira tag tackastih varijanti (SNV). a) U prikazanom regionu nekog
hromozoma duZine 6 kb Cetiri osobe imaju najveci deo sekvence DNK identi¢an, dok se na
tri prikazane pozicije uo€ava varijabilnost — prisustvo jednog ili drugog alela neke tackaste
varijante. b) Genotipizacijom, na primer, svih 20 tackastih varijanti iz prikazanog regiona
dobijaju se obrasci alela susednih varijanti koji predstavljaju haplotipove. Na prikazanom
primeru, u ispitivanoj populaciji, detektovana su Cetiri razli€ita ¢esta haplotipa, oznacena
brojevima 1-4. ¢) Genotipizacijom samo tri odabrane tag tackaste varijante, od ukupno 20 u
ovom primeru, moguca je nedvosmislena identifikacija sva Cetiri Cesta haplotipa. Na
primer, ako odredeni hromozom sadrzi baze A-T-C na pozicijama ove tri tag varijante, taj
obrazac odgovara obrascu haplotipa 1. Tag varijante nalaze se u niskoj neravnoteznoj
vezanosti (LD), dok se sa okolnim varijantama koje nisu genotipizirane nalaze u visokoj
neravnoteznoj vezanosti, zbog ¢ega predstavljaju maksimalno informativani set Cestih
varijanti za dati region (modifikovano prema International HapMap Consortium, 2003).
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Odabir tag tackastih varijanti u regionima od interesa u ovoj studiji uraden je prema
proceduri Pettersson et al. (2009) (Slika 3.2). Kori$¢ene su: verzija genoma coveka NCBI
build 36.1 (UCSC hg18) iz marta 2006. godine (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001), pretraziva¢ genoma UCSC (eng. University of California Santa Cruz,
http://genome.ucsc.edu, Kent et al., 2002), podaci projekta HapMap (http://hapmap.org,

International HapMap Consortium, 2003), baza podataka dbSNP (eng. Single Nucleotide

Polymorphism database, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp, Sayers et al., 2011) i program

Haploview (www.broad.mit.edu/mpg/haploview, Barrett et al., 2005).

. . )

)

pretrazivac genoma UCSC
pretrazivac genoma UCSC baza UniProt
baza Ensembl
. ‘e e
ADAR HOL: (deaminaznADidometlli 3' UTR)
chrl: 152811159-152877061 “chi21- 45426957-45470902°
~66 kb
K. ~44kb )

baza HapMap projekta baza dbSNP

ADAR ADARBI1 ADAR ADARBI1
86 wvarijanti 62 119 varjanti 221
11 kodiraju¢ih 6

program Haploview
. J
( ADAR ADARBI )
12 tag varijanti 11 tag varijanti
44 varijanti sa r2>0.8 sa tag 38 varijanti sa 12>0.8 sa tag
varijantama varijantama
\_ 1 haploblok 2 haplobloka i}

Slika 3.2. Dijagram toka procesa odabira tag taCkastih varijanti u ADAR i ADARB1
regionima od interesa prema proceduri Petterssona i saradnika (2009). Prikazani su svi
koraci pri odabiru tag tackastih varijanti: koriS¢eni pretrazivaci, baze i programi, 1 rezultati
nakon svakog koraka u procesu odabira tag varijanti. Detaljno objasnjenje u tekstu.
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Definisanje pozicija ADAR i ADARBI regiona od interesa za odabir tag tackastih varijanti

Koris¢enjem pretrazivaca genoma UCSC (Kent et al., 2002) dobijene su informacije o
veli¢ini i poziciji gena ADAR i1 ADARB1 na odgovaraju¢im hromozomima prema verziji
genoma ¢oveka NCBI build 36.1: ADAR — veli¢ina ~46 kilobaza (kb), ‘chrl: 152821159-
152867061°; ADARB1 — veli¢ina ~152 kb, ‘chr21: 45318943-45470902".

Prva procena broja tag taCkastih varijanti u genu ADARB1 prema zadatim
kriterijumima (videti nize) bila je oko 100. Zbog finansijskih nedostataka, odlucili smo da
suzimo region od interesa tako da on obuhvati region koji kodira deaminazni domen i 3’
UTR. Za odredivanje pozicije ovako definisanog ADARB1 regiona od interesa prvo je, na
osnovu sekvence proteina ADARB1 P78563 iz baze UniProt (eng. Universal Protein

Resource, http://www.uniprot.org, UniProt Consortium, 2009), o¢itano da deaminazni

domen obuhvata aminokiseline od pozicije 370 do 737. Koris§¢enjem transkripta
ENSTO00000539173 verzije genoma ¢oveka GRCh37 (UCSC hgl9) iz baze Ensembl
(http://www.ensembl.org, Flicek et al., 2012) odreden je deo sekvence cDNK koja kodira

aminokiseline od pozicije 370 do 737 u proteinu ADARBI. Pocéetak ovog dela sekvence
cDNK poravnat je sa preuzetom sekvencom gena ADARB1 uc002zgr.1 (‘chr21: 45318943-
45470902’) koris¢enjem pretrazivaca USCS. Utvrdeno je da je po¢etak ADARBL regiona
od interesa na poziciji ‘chr21:45426957°. Na ovaj na¢in utvrdena pozicija ADARB1 regiona
od interesa koji kodira deaminazni domen i 3’ UTR bila je ‘chr21: 45426957-45470902’,
prema verziji genoma NCBI build 36.1.

U cilju odredivanja definitivnih pozicija regiona od interesa za koje ¢e se odabrati tag
taCkaste varijante, populacione haploblok strukture gena ADAR i ADARBL1 vizuelizovane su
koriS¢enjem baze podataka HapMap, ver. 27 (International HapMap Consortium, 2003).
LD plot gena ADAR sadrzao je samo jedan haploblok koji je bio ve¢i od samog gena. U
skladu sa preporukom Petterssona i1 saradnika (2009), region od interesa za gen ADAR
proSiren je za po 10 kb uzvodno i nizvodno u odnosu na gen, kako bi studijom asocijacije
bili obuhvaceni i potencijalni regulatorni regioni gena. Definitivne pozicije ADAR regiona

od interesa koji je obuhvatio kompletan gen ADAR i dodatnih 10 kb uzvodno i nizvodno od

30


http://www.uniprot.org/
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000197381;r=21:46493768-46646478;t=ENST00000539173
http://www.ensembl.org/

gena, prema verziji genoma Coveka NCBI build 36.1, bile su ‘chrl: 152811159-
152877061°. Njegova veli¢ina iznosila je ~66 kb i sadrzao je jedan haploblok. LD plot
kompletnog gena ADARB1 sadrzao je 8 haploblokova, dok je prethodno odreden suZzen
region od interesa sadrzao dva haplobloka. Definitivne pozicije ADARBL1 regiona od
interesa koji je obuhvatio deo koji kodira deaminazni domen i 3" UTR, prema verziji
genoma ¢oveka NCBI build 36.1, bile su ‘chr2l: 45426957-45470902°. Njegova veli¢ina

iznosila je ~44 kb i sadrzao je, kao §to je navedeno, dva haplobloka.

Preuzimanje datoteka talkastih varijanti i ulestalosti njihovih genotipova u ADAR i

ADARBL1 regionima od interesa iz baze projekta HapMap

Iz baze podataka projekta HapMap, release #28 (Phases 1, 2 & 3 - merged genotypes &
frequencies) (International HapMap Consortium, 2003), zasnovanoj na verziji genoma
¢oveka NCBI build 36.1 (UCSC hgl8), za definisane ADAR i ADARBL1 regione od interesa
(‘chrl: 152811159-152877061" i ‘chr21: 45426957-45470902°), preuzete su liste tackastih
varijanti i ucestalosti njihovih genotipova u beloj populaciji (CEU). Preuzete datoteke
sauvane su u teksualnim fajlovima, pod nazivom ‘adarplusminuslOkb.txt’ i

‘adarbleditaznidomen3utr.txt’.

Preuzimanje lista kodirajuéih tackastih varijanti u ADAR i ADARB1 regionima od interesa
iz baze dbSNP

Prilikom odabira tag taCkastih varijanti, cilj je bio favorizovati uklju€ivanje svih
kodirajuéih varijanti koje su analizirane u projektu HapMap, release #28 (Phases 1,2 & 3 -
merged genotypes & frequencies). Lista tackastih varijanti u ADAR i ADARBL regionima
od interesa (‘chrl: 152811159-152877061° i ‘chr21: 45426957-45470902") preuzeta je iz
baze podataka dbSNP, release 132 i 129, redom (Sherry et al., 2001) koris¢enjem
pretrazivata UCSC (Kent et al., 2002). Liste su sauvane kao tekstualni fajlovi
‘adarsnpAnnotation.txt’ i ‘adarblsnpAnnotation.txt’ i konvertovane su u excel fajlove.
Preuzete tackaste varijante sortirane su prema koloni ‘func’ koja je sadrzala podatke o
moguc¢em funkcionalnom znacaju varijanti. Nakon sortiranja, u tekstualne fajlove kopirane

su samo kodiraju¢e taCkaste varijante (kolona ‘func’ imala je oznaku ‘coding’ ili ‘cds’).

31



Liste kodiraju¢ih tackastih varijanti sacuvane su kao tekstualni fajlovi pod nazivom
‘forceListadar.txt’ i ‘forceListadarbl.txt’. Lista za gen ADAR sadrzala je 11, a lista za gen

ADARBLI1 6 kodirajucih tackastih varijanti.

QOdabir tag tackastih varijanti i vizuelizacija strukture haploblokova ADAR i ADARB1

regiona od interesa kori§¢enjem programa Haploview

Kori$¢enjem programa Haploview, ver. 4.2 (Barrett et al., 2005) iz pripremljenih datoteka

taCkastith  varijanti  ‘adarplusminus10kb.txt’ 1 ‘adarbleditaznidomen3utr.txt’, uz

favorizovanje uklju¢ivanja kodiraju¢ih  varijanti iz lista ‘forceListadar.txt’ i

‘forceListadarbl.txt’ odabrane su tag tackaste varijante koje su analizirane u ovom radu.

Prilikom njihovog odabira u programu Haploview odabrani su slede¢i parametri:

— Ucestalost manje zastupljenog alela (eng. minor allele frequency, MAF) >5% kao
Kriterijum za odabir ¢estih varijanti (Pettersson et al., 2009);

—  Koeficijent korelacije r>>0.8. Koeficijent korelacije r* jedan je od parametara koji
opisuje neravnoteznu vezanost i predstavlja korelaciju zajednickog nasledivanja dva
alela neke dve taCkaste varijante. Vrednosti r? su izmedu 01 1, pri ¢emu se dva lokusa
nasleduju nezavisno kada je r’=0, a zajedno kada je r’=1;

— ‘Load includes’ kao parametar koji je omogucio favorizovanje funkcionalnih tackastih
varjjanti. Imaju¢i u vidu da baza projekta HapMap sadrzi samo podgrupu tackastih
varijanti prisutnih u bazi podataka dbSNP, od 11 favorizovanih kodiraju¢ih varijanti
gena ADAR, samo 2 su bila genotipizirana u projektu HapMap i oni su odabrani kao
taCkaste varijante ¢iji se odabir favorizuje. U slucaju gena ADARBL, nijedna od 6
kodiraju¢ih varijanti nije genotipizirana u projektu HapMap, tako da za ovaj gen nije
bilo moguce forsirati ukljucenje kodirajucih varijanti;

— ’Pairwise tagging only’ kao algoritam za odabir tag tackastih varijanti. Njegovim
izborom izbegnuti su napredniji algoritmi ¢ijom primenom je moguée smanjiti broj
odabranih tag tackastih varijanti, uz posledi¢no opadanje statisticke snage studije;

—  ‘Ignore pairwise comparison of markers > 500 kb apart’;

—  ‘Exclude individuals with > 50% missing genotypes‘.
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Nakon izvrSenog procesa odabira po opisanim kriterijumima dobijene su liste tag
tackastih varijanti, dok su strukture haploblokova ADAR i ADARBLI regiona od interesa za

belu populaciju vizuelizovane plotovima LD.

3.3.3. Prikupljanje karakteristika odabranih tackastih varijanti i njihova
funkcionalna anotacija

Za svaku odabranu tackastu varijantu, prikupljeni su slede¢i podaci: pozicija na
hromozomu prema bazi podataka dbSNP (Sherry et al., 2001) i verziji genoma coveka
GRCh37 (UCSC hgl9), pozicija u genu koris¢enjem transkripata ENST00000368474
(ADAR), ENST00000360697  (ADARBL), ENST00000276198  (HTR2C) [
ENST00000333850 (TPH2) iz baze podataka Ensembl (Flicek et al., 2013), ucestalost
redeg alela za evropsku populaciju iz baze podataka 1000 Genomes

(http://www.1000genomes.org, 1000 Genomes Project Consortium et al.,, 2012),

pretpostavljena funkcija (anotacija) tackaste varijante prema bazi podataka Regulome

(http://requlome.stanford.edu/, Boyle et al., 2012) i pretpostavljena funkcija kodirajucih

tackastih varijanti prema prediktorskim programima SIFT (http://sift.jcvi.org/, Kumar et al.,
2009) i PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/, Adzhubei et al., 2010).

3.4. Molekularno-geneti¢ke metode

3.4.1. lzolovanje DNK, provera kvaliteta i kvantifikacija

Za 1zolovanje DNK 1z bioloskog materijala ispitanika koriS¢en je komercijalni kit QlAamp
DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Nemacka), kojim se iz 200 pl periferne krvi izoluje oko 6
ng DNK.

Procedura za izolovanje DNK primenom kita QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,

Nemacka), prema uputstvu proizvodada:

1. U mikrotube od 1.5 ml (Eppendorf, Nemacka) pipetirano je 200 pl pune
periferne krvi, 200 pl pufera AL i 20 ul proteinaze K.

2. Smesa je vorteksovana 15 sekundi i inkubirana 10 minuta na 56°C.
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10.

11.

Smesa je kratko centrifugirana do dostizanja 8000 obrtaja u minuti (eng. rotation
per minute, rpm) (Labofuge 400R, rotor 3324, Heraeus instruments, Nemacka)
kako bi se oborile kapi sa unutra$njosti poklopca mikrotube.

U smesu je dodato 200 ul 96% etanola (ZORKA Pharma, Srbija).

Smesa je vorteksovana 15 sekundi i centrifugirana 1 minut na 8000 rpm.
Pripremljene smese nalivene su na kolonice sa silika membranom, koje su se
nalazile u kolektorskim tubama, i uradeno je centrifugiranje 1 minut na 8000
rpm.

Kolonice su premestane u nove kolektorske tube (odbacene su kolektorske tube
sa filtratom), dodato je po 500 pl pufera AWI, i uradeno je centrifugiranje 1
minut na 8000 rpm.

Kolonice su premestane u nove kolektorske tube (odbacene su kolektorske tube
sa filtratom), dodato je po 500 pl pufera AW2, i uradeno je centrifugiranje 3
minuta na 8000 rpm.

Kolonice su premestane u sterilne mikrotube od 1.5 ml i dodato je 200 ul sterilne
vode bez nukleaze (eng. Nuclease-Free Water, Qiagen, Nemacka) radi elucije
DNK sa membrane kolonice.

Nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi, uradeno je centrifugiranje 1
minut na 13000 rpm.

Izolovana DNK ¢uvana je na 4°C do provere njenog kvaliteta i kvantiteta, kao i

odgovarajucih analiza, a zatim na -20°C.

Provera kvaliteta 1 kvantifikacija izolovane DNK vrSena je elektroforezom u 0.8%

agaroznom gelu. Za pravljenje agaroznog gela koriS¢en je pufer 0.5xTBE (0.045M Tris-
borat, 0.001M EDTA, pH=8.0) u kome je izvodena i elektroforeza. Pufer za nalivanje
uzoraka sadrzao je 0.25% (w/v) bromfenol-plavo, 0.25% (w/v) ksilencijanol i 30% (v/v)
glicerol. Za vizuelizaciju DNK koriS¢en je etidijum bromid finalne koncentracije u gelu 0.5
pg/ml.  Etidijum bromid interkalira u molekul DNK tako da je intenzitet njegove
fluorescencije na talasnoj duzini od 254 nm proporcionalan koli¢ini molekula DNK (Brunk

and Simpson, 1977). Kvalitet DNK procenjivan je na osnovu izgleda izolovane DNK u
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agaroznom gelu — diskretna traka ukazivala je da je izolovana DNK nativna, dok je
prisustvo razmaza ukazivalo da je izolovana DNK parcijalno degradovana. Kvantifikacija
izolovane genomske DNK vrSena je poredenjem intenziteta fluorescencije uzoraka
izolovane DNK i standarda za koli¢inu DNK. Kao standard za koli¢inu DNK koris¢ena je

K562, humana genomska DNK koncentracije 10 ng/ul (Promega, SAD).

Procedura za pripremu agaroznog gela i agarozna gel elektroforeza:

1. 0.8% rastvor agaroze (w/v) (Serva, Nemacka) u puferu 0.5XTBE zagrevan je dok
nije postao potpuno bistar.

2. Dodat je etidijum bromid (Tokyo chemical industry co., Itd., Japan) u finalnoj
koncentraciji 0.5 pg/ml.

3. Rastvor agaroze ohladen je do ~50°C i naliven je u kadicu za elektroforezu, gde
je ostavljen da polimerizuje 30-45 minuta na sobnoj temperaturi.

4. Po 5 ul izolovanih uzoraka DNK izmeSano je sa puferom za nalivanje uzoraka u
odnosu 5:1, a zatim naliveno u bunari¢e agaroznog gela.

5 1, 2i5 pul K562 DNK (Promega, SAD) izmesano je sa puferom za nalivanje
uzoraka u odnosu 5:1 1 naliveno je u bunari¢e agaroznog gela kako bi se dobili
standardi koli¢ine DNK od 10, 20 i 50 ng.

6. Agarozna gel elektroforeza vrSena je u puferu 0.5xTBE pri konstantnom naponu
od 100 V, u trajanju 10-15 minuta u sistemu za horizontalnu elektroforezu (Wide
Mini-Sub Cell GT, BioRad, SAD).

7. Po zavrSetku elektroforeze, gel je izlagan UV svetlu talasne duzine 254 nm na
transiluminatoru (Mini-transilumminator, BioRad, SAD), a zatim je fotografisan

radi Cuvanja u arhivi.

3.4.2. Genotipizacija tackastih varijanti primenom eseja alelske diskriminacije

Genotipizacija svih odabranih tackastih varijanti ADAR i ADARB1 regiona od interesa,
varijante rs6318 gena HTR2C, i varijante rs7305115 gena TPH2, uradena je koris¢enjem
komercijalnih eseja za alelsku diskriminaciju TagMan Pre-Designed SNP Genotyping

Assay (Life Technologies, SAD). Svaki esej dizajniran je i validiran od strane proizvodaca i
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sadrzi jedinstveni par prajmera i par proba Tagman od kojih je jedna potpuno
komplementarna alelu 1 odredene tackaste varijante, dok je druga potpuno komplementarna
alelu 2. Svaka proba Tagman na 5' kraju obeleZena je fluorescentnom reporterskom bojom
(zelenom bojom VIC ili plavom bojom FAM), dok je na 3' kraju obeleZena prigusivacem
(eng. quencher) koji na bliskoj udaljenosti od reporterske boje inhibira emitovanje njene
fluorescencije. Samo one probe Tagman koje su u potpunosti hibridizovale sa matricom
DNK, tokom koraka elongacije lan¢ane reakcije polimeraze (eng. polymerase chain
reaction, PCR), podlezu hidrolitickoj degradaciji, koja je praéena emitovanjem

fluorescencije reporterske boje usled prestanka inhibitornog dejstva prigusivaca (Slika 3.3).

Alell o «M» = 6 -
£ ( f” Legenda
My T " ——

Ispravno sparenibaznipar Pogresno sparenibaznipar @ BojaFAM

@ Prigusivaé

il YooV e
i AmpliTug
w HD[HQML,LLJLLL @ s
polimeraza

Ispravno sparenibaznipar Pogresno sp arenibaznipar

Slika 3.3. Mehanizam aktivacije proba Tagman hidrolitickom degradacijom u esejima
alelske diskriminacije. Hidrolitickoj degradaciji podlezu samo probe Tagman koje su u
potpunosti hibridizovale sa matricom DNK, usled ¢ega dolazi do emisije fluorescencije
reporterske boje koja je vezana za nju. Proba obeleZena zelenom bojom VIC u potpunosti je
komplementarna sekvenci alela 1 i pojava njene fluorescencije ukazuje na prisustvo alela 1
u ispitivanom uzorku. Proba obelezena plavom bojom FAM u potpunosti je
komplementarna sekvenci alela 2 i pojava njene fluorescencije ukazuje na prisustvo alela 2
u ispitivanom uzorku. Reporterska boja (VIC ili FAM) nehibridizovane probe Tagman ne
emituje fluorescenciju usled inhibitornog efekta prigusivaca (modifikovano prema Applied
Biosystems, 2010).

Odabir eseja vrsen je na sajtu http://snp.appliedbiosystems.com. Za tackastu varijantu

rs6318 gena HTR2C koris¢en je esej C_ 2270166 10, dok je za taCkastu varijantu
rs7305115 gena TPH2 koris¢en esej C_ 8376164 10 (Applied Biosystems, SAD).

Identifikacioni brojevi eseja koriS¢enih za genotipizaciju tackastih varijanti u ADAR i
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ADARBLI regionima od interesa navedeni su u Tabeli 4.4 i Tabeli 4.5, redom, u poglavlju
Rezultati.

TagMan Pre-Designed SNP Genotyping Assays kori§¢eni su prema uputstvu
proizvodaca (Applied Biosystems 2010, SAD). Reakcioni miks za 100 reakcija sadrzao je
500 pl 2xTagMan Universal PCR Master Mix-a (Applied Biosystems, SAD), 25 ul
odgovarajuceg 40xTagMan Pre-Designed SNP Genotyping Assay-a (Applied Biosystems,
SAD) i 375 pl vode bez nukleaza (Qiagen, Nemacka). Po 8.5 ul pripremljenje reakcione
smes$e naneto je u svaki od 96 bunari¢a standardne reakcione plo¢e (MicroAmp™ Optical
96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, SAD). U bunari¢e Al i Bl naneto je po 1 pl
vode bez nukleaza (Qiagen, Nemacka) koja je posluzila kao negativna kontrola. U ostale
bunarié¢e naneto je po 1 pl odgovaraju¢eg uzorka DNK (1-20 ng). U slu¢ajevima inhibicije
PCR-a u nekom od uzoraka, kao aditiv kori$¢en je govedi serumski albumin (eng. bovine
serum albumin, Sigma-Aldrich, SAD) u finalnoj koncentraciji od 0.5 pg/ul po uzorku.
Reakciona ploca prekrivana je optickim adhezivnim filmom (MicroAmp™ Optical
adhesive film, Applied Biosystems, SAD), centrifugirana je 1 minut/3000 rpm kako bi se
uklonili mehuriéi iz bunarica, a potom je postavljana u sistem za PCR u realnom vremenu
(7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystems, SAD). PCR je izveden prema sledecem
temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija 95°C/10 minuta i 40 ciklusa sastavljenih iz

denaturacije 92°C/15 sekundi i hibridizacije prajmera sa elongacijom 60°C/1 minut.

Za analizu rezultata eseja alelske diskriminacije koris¢en je program SDS, ver. 1.2
(Applied Biosystems, SAD) koji pomocu slozenog algoritma detektuje koliki je doprinos
svakog alela iz pojedinacnog uzorka u ukupno detektovanoj vrednosti fluorescentnih
signala. Analiza fluorescentnih signala odvijala se u tri koraka:

1. Tokom ’Pre-read run’ merena je osnovna fluorescencija proba unutar svakog

bunarica pre pocetka PCR-a.

2. Tokom ’Amplification run’ snimani su podaci o fluorescenciji nastaloj usled

hidrolize proba TagMan tokom PCR-a u realnom vremenu.

3. Tokom ’Post-read run’ automatski je korigovan intenzitet fluorescencije u

svakom bunari¢u tako $to je nakon PCR-a od intenziteta fluorescencije nastale
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usled hidrolize proba TagMan oduzimana osnovna fluorescencija izmerena
tokom koraka ‘'Pre-read run’. Na osnovu podataka o korigovanim
fluorescencijama, program SDS odredivao je koji su aleli prisutni u svakom

analiziranom uzorku DNK.

Odredivanje alela i genotipova analiziranih uzoraka vrSeno je automatskom ili
ruénom metodom. Za svaki koriS¢eni esej, 10% nasumicno odabranih uzoraka DNK
analizirano je u duplikatu. Dobijeni rezultati genotipizacije bili su identi¢ni, $to je potvrdilo

validnost metode.

3.4.3. Genotipizacija tackastih varijanti metodom polimorfizma duZina
restrikcionih fragmenata

Genotipizacija varijante rs4290270 gena TPH2 izvrsena je na osnovu polimorfizma duzina
restrikcionih fragmenata (eng. restriction fragment length polymorphism, RFLP) dobijenih
digestijom produkata PCR-a odredenim restrikcionim enzimom koji ih diferencijalno sece u

zavisnosti od tipa alela ispitivane tackaste varijante.

Za odabir prajmera za PCR koris¢ena je sekvenca gena TPH2 ENSG00000139287
(‘chr 12: 72,332,626-72,580,398°, verzija genoma ¢oveka GRCh37, preuzeta iz baze
podataka Ensembl (Flicek et al., 2013). Prajmeri su dizajnirani pomocu programa
Primer3web, ver. 4.0.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/, Rozen and Skaletsky, 1998). Odabran
je uzvodni prajmer TPH2F 5-TGGGTGCCATTTAATCCTAT-3’, duzine 20 nukleotida,
GC sastava 40% i temperature topljenja 56.9°C, i reverzni prajmer TPH2R 5'-
GAGGTGCCAAATCCTCTATG-3', duzine 20 nukleotida, GC sastava 50% 1 temperature
topljenja 57.2°C.

PCR je raden u ukupnoj zapremini od 15 pl. Reakciona smesa sadrzala je 20 ng
genomske DNK, 1xKAPA Taq pufera A sa 1.5 mM MgCl, (Kapa Biosystems, SAD),
0.2mM svakog nukleotida (Thermo Scientific, Nemacka), 0.2 uM svakog prajmera (Life
Technologies, SAD), 0.6 U KAPA Tag DNK polimeraze (Kapa Biosystems, SAD) i vodu
bez nukleaza (Qiagen, Nemacka). PCR je vrSen u masini Veriti Thermal Cycler (Applied

Biosystems, SAD) prema slede¢em temperaturnom profilu: inicijalna denaturacija 97°C/3
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minuta, 27 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije 95°C/1 minut, hibridizacije prajmera
57°C/1 minut, i elongacije 72°C/1 minut, i finalna elongacija 72°C/10 minuta. Uspesnost i
specificnost PCR-a proveravani su u 1.5% agaroznom gelu (Serva, Nemacka) bojenom
etidijum bromidom (0.5 pg/ml) i poredenjem sa standardom za duzinu DNK (GeneRulerTN|

100bp DNA ladder, Fermentas, Litvanija).

Za digestiju produkata PCR-a koris¢en je restrikcioni enzim Ndel (mesto
prepoznavanja 5'...CA | TATG...3"). Restrikciona digestija radena je u ukupnoj zapremini od
10 pl. Reakciona smesa sadrzala je 3 ul produkta PCR-a, 1xFast Digest pufera (Fermentas,
Litvanija), 0.3 U enzima Ndel Fast Digest (Fermentas, Litvanija) i vodu bez nukleaza
(Qiagen, Nemacka). Reakciona sme$a inkubirana je 37°C/2 sata u masini Veriti Thermal
Cycler (Applied Biosystems, SAD). Po 5 ul produkata restrikcione digestije analizirani su u
3% agaroznom gelu (Serva, Nemacka), bojenom etidijum bromidom (0.5 pg/ml). Duzine
produkata restrikcione digestije odredivane su poredenjem sa standardom za duzinu DNK

(GeneRuler™ 50bp DNA ladder, Fermentas, Litvanija).

3.5. Statisticka obrada rezultata

Razlike u odnosu polova i psihijatrijskim dijagnozama izmedu bolesnika sa 1 bez pokuSaja
samoubistva testirane su Pirsonovim y’—testom, dok su razlike u prose¢noj starosti
bolesnika testirane nesparenim t-testom. Navedeni testovi uradeni su u osnovnom

statistickom paketu softverskog okruZzenja R, ver. 3.1.0 (R Core Team, 2014).

Asocijacija Cetiri domena stresnih dogadaja iz detinjstva (opSte traume, fizicko,
emocionalno 1 seksualno zlostavljanje) 1 akutnih stresnih dogadaja sa pokuSajem
samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika testirane su Pirsonovim y*-testom u osnovnom
statistickom paketu softverskog okruzenja R, ver. 3.1.0 (R Core Team, 2014). Ispitivani
stresni dogadaji testirani su ili kao kontinuirane varijable, ili kao kategorijske varijable kada
su, na osnovu skorova ETI-SR i skora LTE-Q, bolesnici svrstani u grupu koja nije prijavila

niti jedan stresni dogadaj (skor=0) ili je prijavila barem jedan (skor >1).
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Za ispitivanje asocijacije alela i genotipova tackastih varijanti, i haplotipova gena
ADARB1 sa pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika koriS¢eni su testovi

integrisani u programu PLINK, ver. 1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/,

Purcell et al., 2007). Za testiranje asocijacije alela koris¢en je Pirsonov y*—test, dok je za
testiranje asocijacije genotipova primenjena logisticka regresija sa poravnanjem po
psihijatrijskim dijagnozama. Verovatno¢a svih mogucih haplotipova u haplobloku 2 gena
ADARBI izracunata je pomo¢u E-M algoritma, takode integrisanog u programu PLINK,
ver. 1.07. Asocijacija haplotipova sa u&estalo§¢u >5% testirana je Pirsonovim y’—testom i
logistickom regresijom sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama. Mera jacine
pojedina¢ne asocijacije izraZzena je odnosom verovatnoca (eng. odds ratio, OR) sa
intervalom poverenja od 95% (eng. confidence interval, Cl). OR predstavlja meru
relativnog rizika prilikom poredenja dve grupe. Kao korekcija za istovremeno testiranje
velikog broja varijabli (eng. multiple testing), za proveru asocijacije alela, genotipova i
haplotipova, uraden je test sa milion permutacija prema maksimalnoj (T) permutacionoj
proceduri programa PLINK. Hardi-Vajnbergova ravnoteza za ispitivane tackaste varijante
nije proveravana zato §to je studija geneticke asocijacije u ovom radu ukljuéila samo

slu¢ajeve (studija case-only), bez poredenja sa opStom kontrolnom populacijom.

Prose¢na statisticka snaga studije asocijacije tackastih varijanti sa pokuSajem
samoubistva u ispitivanom uzorku psihijatrijskih bolesnika uradena je post hoc korisé¢enjem

programa Quanto (http://biostats.usc.edu/Quanto.html, Gauderman and Morrison, 2006).

Kori$¢eni su slede¢i parametri: OR=1.556 (proseCan OR za sve tackaste varijante koje su
statistiCki znacajno asocirane sa pokuSajem samoubistva u ovoj studiji), MAF=0.276
(proseCan MAF za sve tackaste varijante ukljuene u ovu studiju), aditivan geneticki model
(pretpostavljeni geneticki model asocijacije statisticki znacajno asociranih tackastih
varijanti sa pokusajem samoubistva), statisticka greska tipa I 0=0.05, i u€estalost pokuSaja
samoubistva=0.2%. Ucestalost pokuSaja samoubistva izraCunata je na osnovu pretpostavke
da je pokuSaj 10 puta ucestaliji (World Health Organization, 2014) u odnosu na procenjenu

ucestalost izvrSenog samoubistva u Srbiji od 18.15/100000 (Dedic, 2014).
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Nakon ispitivanja asocijacije individualnih genetickih i sredinskih faktora rizika sa
pokusajem samoubistva, pristupilo se ispitivanju da li dvostruke interakcije genetickih i
sredinskih faktora (G x E) doprinose predispoziciji za pokuSaj samoubistva u ispitivanoj
grupi psihijatrijskih bolesnika. Dvostruke interakcije G x E testirane su logistiCkom
regresijom sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama koriS¢enjem paketa SNPassoc
1.9-2 (Gonzalez et al., 2014) u softverskom okruzenju R, ver. 3.2.1 (R Core Team, 2015).
Testirani geneticki faktori ukljuéili su odabrane tackaste varijante gena HTR2C i TPH2 i
one varijante gena ADARB1 za koje je dobijena statisticki znacajna asocijacija sa
pokusajem samoubistva. Testirani sredinski faktori bili su ukljuceni kao kategorijske

varijable. Mera jacine pojedinacne asocijacije izrazena je kao OR sa CI od 95%.

Pojedina¢ni efekti i moguce interakcije odabranih geneti¢kih i sredinskih faktora
(interakcije G x G, G X E, i E x E), a u skladu sa rezultatima dobijenim prethodno opisanim
statistickim testovima, dalje su ispitivani primenom generalizovanih linearnih modela (eng.
Generalized Linear Models, GLMs) i selekcije unazad (eng. backward selection). Cilj
primene naprednije statistike bio je da se, polazec¢i od velikog broja prediktorskih varijabli,
odaberu najbolje fitovani minimalni modeli koji varijabilnost u riziku za pokusaj
samoubistva u ispitivanom uzorku psihijatrijskih bolesnika objasnjavaju pomocu Sto
manjeg broja prediktorskih varijabli. Na osnovu takvih modela moguce je napraviti razliku
izmedu psihijatrijskih bolesnika koji su pokusali samoubistvo 1 onih koji to nikada nisu

uradili.

Polazeéi od odgovarajuéih pocetnih (eng. null) modela, koji su ukljuéivali veliki broj
prediktorskih varijabli 1 njihovih medusobnih interakcija, najbolji minimalni modeli
dobijeni su fitovanjem generalizovanih linearnih modela sa binomnim odgovorom i
logaritamskom vezivnom (eng. logit linking) funkcijom i selekcijom unazad. Selekcija
unazad radena je tako da su u ponavljajuim procesima testiranja eliminsane one
prediktorske varijable ¢iji je nivo znacajnosti bio >0.05. Fitovanje generalizovanih
linearnih modela i selekcija unazad uradene su u softverskom okruzenju R, ver. 3.1.0 (R
Core Team, 2014). Dodatna potvrda zna¢ajnosti modela uradena je obimnim istrazivanjem

svih potencijalnih generalizovanih linearnih modela koris¢enjem paketa Glmulti, ver. 1.0.7.
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(Calcagno, 2013), u okviru koga se poredenje modela i odabir najbolje fitovanog
minimalnog modela vrsilo je na osnovu kriterijuma AIC (Akaike informacioni Kriterijum) i
AICc (AIC sa korekcijom za veli¢inu uzorka i broj analiziranih parametara) tako da je
najbolje fitovani minimalni model bio onaj sa najnizim vrednostima ovih kriterijuma.
Kvalitet fitovanja (eng. goodness of fit) odabranog statistickog modela, sa ciljem da se
proveri do kojeg stepena se dobijeni podaci poklapaju sa teorijski ocekivanim vrednostima,
proveren je testom Hosmer-Lemeshow (Hosmer and Lemeshow, 2000) kori$¢enjem paketa
ResourceSelection, ver. 0.2-5. (Lele et al., 2015).

Najbolje fitovani minimalni modeli dobijeni su prethodno opisanom procedurom
polazeci od dva pocetna modela koji su ukljucivali razli¢ite prediktorske varijable i njihove
interakcije u skladu sa rezultatima dobijenim prethodno opisanim statistickim analizama.
Od genetickih varijabli u prvom modelu bile su ukljucene varijante gena HTR2C i

ADARBL, dok je drugi ukljucio varijante gena TPH2 i ADARBL.

Prvi ispitivani pocetni model ukljucio je sledece prediktorske varijable:

— Genotipove varijante rs6318 gena HTR2C za koju je prethodnim testiranjem
pokazano da je statisti¢ki znaCajno asocirana sa pokuSajem samoubistva prema
aditivnom modelu nasledivanja;

— Genotipove varijanti rs9983925 i rs4819035 gena ADARB1 za koje je, takode,
prethodnim testiranjem pokazano da su statisticki znaCajno asocirane sa
pokuSajem samoubistva prema aditivnom modelu nasledivanja;

— Sva Ccetiri domena stresnih dogadaja iz detinjstva (opSte traume, fizicko,
emocionalno i seksualno zlostavljanje), kao kontinuirane varijable;

— Akutne stresne dogadaje, kao kontinuiranu varijablu;

— Psihijatrijske dijagnoze, pol i starost bolesnika;

— Dvostuke i trostruke interakcije svih prethodno navedenih faktora.

Drugi ispitivani pocetni model ukljucio je sledece prediktorske varijable:
— Opste traume, testirane kao kategorijska varijabla, koje su u prethodnim

testiranjima bile statisticki znacajno asociran sredinski faktor sa pokuSajem
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samoubistva, bilo kao individualni faktor ili kroz interakciju sa varijantom
rs4290270 gena TPH2;

— Genotipove varijante rs4290270 gena TPH2 prema dominantnom modelu
nasledivanja, imajuci u vidu da je u prethodnim testiranjima ova varijanta, prema
dominantnom modelu nasledivanja, bila statisticki znacajno asocirana sa
pokusajem samoubistva kroz interakciju sa opStim traumama;

— Genotipove varijanti rs9983925 i rs4819035 gena ADARB1 prema aditivhom
modelu nasledivanja, s obzirom da je prethodno pokazano da su obe varijante
statisticki znacajno asocirane sa pokusajem samoubistva;

— Dvostuke i trostuke interakcije svih prethodno navedenih faktora;

— Psihijatrijske dijagnoze, pol i starost bolesnika kao faktore sa skrivenim efektom
ili konfaundere (eng. confoundres);

— Sve relevantne dvostruke i trostruke interakcije konfaundera sa genetickim
faktorima i konfaundera sa sredinskim faktorima, kako bi se njihovi efekti na G x

E interakcije kontrolisali na odgovarajuc¢i nacin (Keller, 2014).

Detektovane trostruke interakcije u drugom modelovanju dalje su analizirane parnim
poredenjem populacionih srednjih vrednosti najmanjih kvadrata, dok je korekcija za
visestruka testiranja uradena Tukey-evim poravnanjem P vrednosti u paketu lsmeans

programa R (Lenth and Hervé, 2015).

U svim uradenim analizama, statisticki zna¢ajan rezultat definisan je pragom P<0.05.

43



4. Rezultati

4.1. Karakteristike ispitanika

Grupe bolesnika sa 1 bez pokuSaja samoubistva nisu se statisticki znacajno razlikovale
prema prosecnoj starosti (P=0.629, nespareni t-test) i prema odnosu polova (P=0.376,
Pirsonov y’—test) (Tabela 4.1). Poredenjem zastupljenosti pojedinacnih psihijatrijskih
dijagnoza u grupama sa i bez pokuSaja samoubistva uoceno je postojanje statistickog trenda
(P=0.066, Pirsonov y°—test), verovatno uslovljen raspodelom bolesnika sa shizofrenijom u
ove dve grupe (Tabela 4.1). Iz ovog razloga psihijatrijska dijagnoza bila je uklju¢ena kao
kovarijata u logisti¢kim regresijama i testirana kao konfaunder u generalizovanim linearnim

modelima.

Tabela 4.1. Sociodemografske karakteristike i psihijatrijske dijagnoze u ukupnom
ispitivanom uzorku bolesnika, uzorku bolesnika koji su pokuSali samoubistvo i uzorku
bolesnika koji nisu pokusali samoubistvo.

Ukupan uzorak  Bolesnici sa SA  Bolesnici bez SA P

Broj ispitanika (%) 353 (100.0) 165 (46.7) 188 (53.3)
Prosecna starost (SD) 41.99 (11.6) 42.31 (11.7) 41.71 (11.6) 0.629°
Broj ispitanika (%)
Pol
1}/[u§karci 124 (35.1) 54 (32.7) 70 (37.2) 0.376"
Zene 229 (64.9) 111 (67.3) 118 (62.8)
Psihijatrijska dijagnoza
Depresivni poremecaj 142 (40.2) 75 (45.5) 67 (35.6)
Bipolarni afektivni poremecaj 80 (22.7) 39 (23.6) 41 (21.8) 0.066"
Shizofrenija 131 (37.1) 51 (30.9) 80 (42.6)

SA: pokusaj samoubistva; standardna devijacija.
*Nespareni t—test;
"Pirsonov y’—test.
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4.2. Asocijacija stresnih Zivotnih dogadaja sa pokusSajem samoubistva
kod psihijatrijskih bolesnika

Testiranjem stresnih zivotnih dogadaja kao kategorijskih varijabli pokazana je asocijacija
opstih trauma iz detinjstva sa pokuSajem samoubistva u ispitivanom uzorku psihijatrijskih
bolesnika (Tabela 4.2). Distribucija ucestalosti skora ETI-SR za opsSte traume bila je
statistiCki znacajno razlicita izmedu psihijatrijskih bolesnika sa i bez pokuSaja samoubistva
(P=0.040, Pirsonov y*—test), dok se distribucije ucestalosti skorova ETI-SR za emocionalno
i fizicko zlostavljanje nisu statisticki znaGajno razlikovale (P>0.05, Pirsonov y°—test).
Skorovi ETI-SR za seksualno zlostavljanje i LTE-Q za akutne stresne dogadaje nisu imali
zadovoljavajucu raspodelu, tako da njihove asocijacije, kao kategorijskih varijabli, nisu

testirane.

Testiranjem stresnih zivotnih dogadaja kao kontinuiranih varijabli pokazana je
asocijacija opStih trauma i emocionalnog zlostavljanja tokom detinjstva, kao i akutnih
stresnih dogadaja sa pokusajem samoubistva u ispitivanom uzorku psihijatrijskih bolesnika
(Tabela 4.3). Distribucije ucestalosti skorova ETI-SR za opSte traume i emocionalno
zlostavljanje, kao i skora LTE-Q, statisti¢ki znacajno su se razlikovale izmedu bolesnika
koji su pokusali samoubistvo i bolesnika koji to nikada nisu uradili (P=0.006, P=0.040 i
P=0.014, redom, Pirsonov Xz—test). Distribucije ucestalosti skorova ETI-SR za fizic¢ko i
seksualno zlostavljanje nisu pokazali statisticki znacajne razlike medu ispitivanim grupama

(P>0.05, Pirsonov y°—test).
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Tabela 4.2. Ispitivanje asocijacija stresnih dogadaja iz detinjstva i akutnih stresnih
dogadaja sa pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika.

a
Stresni Zivotni dogadaji ~ Bolesnici sa SA  Bolesnici bez SA v OR (92% cn
Broj ispitanika (%)
ETI-SR skor za opSte traume
0 52 (32.1) 80 (42.8) 4010 0.040°
>1 110 (67.9) 107 (57.2) ' 1.58 (1.02-2.45)
ETI-SR skor za fizicko zlostavljanje
0 80 (49.4) 98 (52.4) 0.318 0.573
>1 82 (50.6) 89 (47.6) ' 1.13 (0.74-1.72)
ETI-SR skor za emocionalno zlostavljanje
0 70 (43.2) 82 (43.9) 0.014 0.904
>1 92 (56.8) 105 (56.1) ' 1.03 (0.67-1.57)
ETI-SR skor za seksualno zlostavljanje
0 154 (95.1) 183 (97.9)
>1 8 (4.9) 4(2.1) ) i
LTE-Q skor za akutne stresne dogadaje
0 4 (2.5) 4(2.2)
>1 158 (97.5) 182 (97.8) )

SA: pokusaj samoubistva; y°: statisti¢ki parametar Pirsonovog y’—testa; OR: odnos verovatnoéa; CI:
interval poverenja; ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self Report; LTE-Q: upitnik List of
Threatening Experiences Questionnaire.

*Pirsonov y’*test;

*Statisti¢ki znatajni rezultati prikazani su podebljano.
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Tabela 4.3. Ispitivanje asocijacija stresnih dogadaja iz detinjstva i akutnih stresnih
dogadaja sa pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika.

Stresni zivotni dogadaji Bolesnici sa SA Bolesnici bez SA  df r p?
Broj ispitanika (%)
0 52 (32.1) 80 (42.8)
1 77 (47.5) 56 (29.9)
2 30 (18.6) 39 (20.9) 4 14.379  0.006"
3 2(1.2) 10 (5.3)
4 1(0.6) 2(1.1)
ETI-SR skor za fizicko zlostavljanje
0 80 (49.4) 98 (52.4)
1 34 (21.0) 29 (15.5)
2 30 (18.5) 38 (20.3) 4 3491 0.479
3 18 (11.1) 20 (10.7)
4 0 (0.00) 2(1.1)
ETI-SR skor za emocionalno zlostavljanje
0 70 (43.2) 82 (43.9)
1 10 (6.1) 7(3.7)
2 16 (9.9) 31 (16.5)
3 39 (24.1) 45 (24.1) > 1L.es7 0040
4 16 (9.9) 20 (10.7)
5 11(6.8) 2(1.1)
ETI-SR skor za seksualno zlostavljanje
0 154 (95.1) 183 (97.9)
1 8 (4.9) 42.) 1 2.049 0.152
LTE-Q skor za akutne stresne dogadaje
0 4 (2.5) 4 (2.2)
1 20 (12.3) 39 (21.0)
2 55 (34.0) 83 (44.6) 5 1419 0.014
3 62 (38.3) 47 (25.3) '
4 19 (11.7) 12 (6.4)
5 2(1.2) 1(0.5)

SA: pokusaj samoubistva; df: broj stepeni slobode; y*: statistiki parametar Pirsonovog y’—testa;
ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self Report; LTE-Q: upitnik List of Threatening

Experiences Questionnaire.
*Pirsonov y’*test;

*Statisti¢ki znaGajni rezultati prikazani su podebljano.
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4.3. Odabrane tag tackaste varijante u ADAR i ADARBLI regionima od
interesa

Prema podacima projekta HapMap za belu populaciju i zadatim Kkriterijumima
(MAF>5%, %>0.8, favorizovanje kodirajucih tackastih varijanti, ’Pairwise tagging only’) u
programu Haploview odabrane su tag tackaste varijante. Za analizu ADAR regiona od
interesa (kompletan gen ADAR i 10 kb uzvodno i nizvodno od gena), odabrano je 12 tag
varijanti sa kojima je jo§ 44 varijanti bilo u visokoj neravnoteznoj vezanosti (Tabela 4.4).
Dve tag varijante bile su iz liste favorizovanih kodirajuéih varijanti. Za analizu ADARB1
regiona od interesa (region koji kodira deaminazni domen i 3' UTR), odabrano je 11 tag

varijanti sa kojima je jo$ 38 varijanti bilo u visokoj neravnoteznoj vezanosti (Tabela 4.5).

Tabela 4.4. Odabrane tag tackaste varijante ADAR regiona od interesa, tackaste varijante u
visokoj neravnoteznoj vezanosti sa odabranim tag varijantama i oznake koriS¢enih
komercijalnih eseja za alelsku diskriminaciju.

Gen. tagSNV. SIZ\IVS u neravnoteznoj vezanosti sa tagSNV Ozn_aka eseja (Applied
(pozicija) (r’>0.8) Biosystems, SAD)
rs2072659  rs2072659 C__15949654_10
rs2072660  rs2072660 C__15949664_10
rs3811450  rs3811450 C__27504568_10
rs9427092  rs9427092, rs9427097 C__30240672_10
rs9616 rs9616 C__8724401_10
rs1127309  rs1127309 C_ 131814 1_
rs3766924  rs2335230, rs3766924 C__25800598_10

rs9426823, rs4845384, rs3738029, rs1127317,
rs1994922, rs2131902, rs6656743, rs2229857,
rs3766927, rs11264222, rs3766923, rs1127314,
rs1127326

rs6699825, rs10908419, rs6699729, rs3766922,
rs6699729  rs12125166, rs1127313, rs9426830, rs7531982, C__30114879_10
rs1127311, rs903323, rs9427104, rs9427094

rs962242, rs7533471, rs4636449, rs3766925,

rs2229857 C_1235929_10

1s962242 C_ 11341961 10

ADAR
(‘chrl: 152811159-152877061°, NCBI build 36.1)

rs3738032
rs9427108  rs9427108, rs9426831, rs884618 C__30204881_10
rs1552902  rs1552902, rs884617 C__ 11341160 _20

SNV: tagkasta varijanta; r’: koeficijent korelacije neravnotezne vezanosti izmedu alela dve tackaste
varijante.
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Tabela 4.5. Odabrane tag tackaste varijante ADARB1 regiona od interesa, ta¢kaste varijante
u visokoj neravnoteznoj vezanosti sa odabranim tag varijantama i oznake koriS¢enih
komercijalnih eseja za alelsku diskriminaciju.

Gen tagSNV SNVs u neravnoteznoj vezanosti sa tagSNV Oznaka eseja (Applied
(pozicija) g (r’>0.8) Biosystems, SAD)

rs7281757, rs1556317, rs2150439, rs2838807,
rs7281416  rs13047803, rs8130224, rs7281416, rs8134789, C_ 29901837 10
rs8128889
rs11088983, rs2838813, rs2246081, rs2838815,
rs2838806

rs6518216, rs1556319, rs10222166, rs7277143,
rs7277143  rs2838809, rs1556318, rs6518218, rs2838812, C__31335183_10
rs2838810, rs6518215, rs7279808

rs11088983 C__31335208_10

ADARB1
(‘chr21: 45426957-45470902°, NCBI build 36.1)

rs11701522 rs11701522 C__3002313_10
rs2838817  rs2838808, rs2838817 C_3002314_1_
rs4818766  rs2225434, rs4818766 C__26539691_10
rs9983925  rs9983925 C__1211567_10
rs9637192  rs2838818, rs9637192, rs1051367, rs2838820  C__1211568_1_
rs2253763  rs2253763 C__15831797_10
rs4819035  rs4819035 C_1211577_10
rs1051385  rs1051385 C__9520036_20

SNV: tatkasta varijanta; r: koeficijent korelacije neravnotezne vezanosti izmedu alela dve tackaste
varijante.

Na osnovu Sematskog prikaza populacione strukture neravnotezne vezanosti (LD
plot) odabranih tag tackastih varijanti u ADAR regionu od interesa, generisanom u
programu Haploview, uoceno je da region sadrZi jedan haploblok veli¢ine ~54 kb (Slika
4.1). Tri tag tackaste varijante (rs2072659, rs2072660 i rs3811450) nalaze se distalno u
odnosu na haploblok, dok se jedna (rs1552902) nalazi proksimalno. One su u niskoj
neravnoteznoj vezanosti sa tag varijantama iz haplobloka, Sto ukazuje da se nasleduju
nezavisno od varijanti u haplobloku. Na osnovu LD plota odabranih tag tackastih varijanti u
ADARBL regionu od interesa uo¢ena su dva haplobloka, haploblok 1 veli¢ine ~30 kb i
haploblok 2 veli¢ine ~8 kb (Slika 4.2). Tag varijanta rs9983925 nalazi se izmedu haploboka
11 2, dok se tag varijanta rs1051385 nalazi distalno od haplobloka 2. Obe navedene
varijante nisu u neravnoteznoj vezanosti sa drugim tag varijantama analiziranog regiona,

tako da se nasleduju nezavisno od varijanti u haplobloku 11 2.
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44 tackaste varijante, MAF>0.05
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Slika 4.1. Sematski prikaz strukture neravnotezne vezanosti (LD plot) tag varijanti ADAR regiona od interesa u beloj populaciji,
prema podacima projekta HapMap. Predstavljene su relativne pozicije odabranih tag tackastih varijanti (uokvirene) i svih
tackastih varijanti koje su sa njima u visokoj neravnoteznoj vezanosti. Vrednosti neravnoteZene vezanosti, oznacene parametrom
D' za sve moguce parove tackastih varijanti, predstavljene su kvadrati¢ima: crveni predstavljaju visoku neravnoteznu vezanost
dve varijante, rozi nizu, a beli veoma nisku. Brojevi u kvadrati¢ima su vrednosti parametra D'. MAF: ucestalost redeg alela.
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Slika 4.2. Sematski prikaz strukture neravnotezne vezanosti (LD plot) tag varijanti ADARB1 regiona od interesa u beloj
populaciji, prema podacima projekta HapMap. Predstavljene su relativne pozicije odabranih tag tackastih varijanti (uokvirene) i
svih tackastih varijanti koje su sa njima u visokoj neravnoteznoj vezanosti. Vrednosti neravnotezene vezanosti, oznafene
parametrom D' za sve mogucée parove taCkastih varijanti, predstavljene su kvadrati¢ima: crveni predstavljaju visoku

neravnoteznu vezanost dve varijante, rozi nizu, a beli veoma nisku. Brojevi u kvadrati¢ima su vrednosti parametra D'. MAF:
ucestalost redeg alela.
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4.4. Karakteristike i funkcionalna anotacija tackastih varijanti ADAR i
ADARBLI regiona od interesa i gena HTR2C i TPH2

Karakteristike (pozicija u genomu prema GRCh37, aleli, ucestalost redeg alela i lokacija u
genu) 1 funkcionalna anotacija prema bazi Regulome (Boyle et al., 2012) svih tackastih
varijanti odabranih za analizu predstavljene su u Tabelama 4.6 1 4.7. Medu tag varijantama
gena ADAR, deset je bilo nekodirajuéih (Cetiri iz 5' UTR-a, jedna intronska i pet iz 3’ UTR-
a), dok su dve bile kodirajuée, jedna sinonimna i jedna nesinonimna.

Tabela 4.6. Karakteristike i funkcionalna anotacija tag tackastih varijanti ADAR regiona od
interesa.

ks RISV e Alell MAF Lokaciiaugenu®  LETRTE o U
rs2072659 154548521 G°/C 0.10 3'UTR - 5
rs2072660 154548721 T/C 0.26 3’ UTR - 2b
rs3811450 154551032 T/C 0.07 3’ UTR - 5
rs9427092 154553722 C/T 0.18 3'UTR - Nema

rs9616 154555733 T/A 0.28 3'UTR - 5

ADAR rs1127309 154561925 T/C 0.33 egzon 9 p.Val894Val Nema

1021.3  rs3766924 154571826 T/C  0.20 intron 2 - 5
rs2229857 154573967 T/C 0.33 egzon 2 p.Lys384Arg Nema
rs6699729 154582896 T/A  0.46 5'UTR - 5
rs962242 154592140 C/T 0.26 5'UTR - 5
rs9427108 154607914 A/G 041 5'UTR - 5
rs1552902 154608823 G/C 0.39 5'UTR - Nema

SNV: tackasta varijanta; MAF: ucestalost redeg alela; UTR: netranslatiraju¢i region; Val:
aminokiselina valin; Lys: lizin; Arg: arginin.

®Pozicija tackaste varijante prema bazi dbSNP, verzija genoma Coveka GRCh37
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, pristupljeno 02.10.2013);
Utestalost redeg alela u evropskoj populaciji iz baze podataka 1000 Genomes

(http://www.1000genomes.org, pristupljeno 02.10.2013);
‘Lokacija tackaste varijante u genu ADAR i efekat na proteinskom nivou prema bazi podataka

Ensembl (http://www.ensembl.org,  pristupljeno 10.10.2013),  kori§¢eni transcript:
ENST00000368474 (ADAR);
‘Funkcionalna  anotacija  tackastih  varijanti  prema  bazi podataka  Regulome

(http://www.regulome.stanford.edu, pristupljeno 13.12.2013);
*Redi alel je podvuden.
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Sve odabrane tag varijante gena ADARBL bile su nekodirajué¢e (osam intronskih i tri
iz 3' UTR-a). Odabrana varijanta rs6318 gena HTR2C je kodirajuca nesinonimna varijanta,
dok su odabrane varijante gena TPH2, rs7305115 i rs4290270, kodiraju¢e sinonimne
varijante.

Tabela 4.7. Karakteristike i funkcionalna anotacija tag tackastih varijanti ADARB1 regiona
od interesa i ispitvanih varijanti gena HTR2C i TPH2.

T e Lo S S
(57281416 46605839 TI/C 033 intron 7 i 6
(511088983 46608470 C/T 041 intron 7 i 6
(7277143 46614346 G/C  0.08 intron 7 : Nema
(511701522 46631419 G/A 013 intron 8 i 6
(2838817 46631698 T/C 033 intron 8 : 4

AZEAZF;Bg (4818766 46635351 A/G  0.40 intron 8 i 5
957 1c0083025 46636844 T/C 034 intron 8 : Nema

(59637192 46637413 T/C  0.41 intron 8 i Nema

rs2253763 46642764 T/C 0.35 3’ UTR-egzon 10 - Nema

(4819035 46645715 G/T 029 3’ UTR-egzon 10 i 1f

(51051385 46646264 C/T 006 3 UTR-egzon 10 i 4

H;(EC (6318 113965735 C/G  0.16 egzon 4 0.Cys23Ser 6
TPH2 rs7305115 71979082 A/G 043 egzon 7 p.Pro312Pro 5
12921.1 rs4290270 72022455 A/T  0.42 egzon 9 p.Ala375Ala  Nema

SNV: taCkasta varijanta; MAF: ucestalost redeg alela; UTR: netranslatirajué¢i region; Cys:
aminokiselina cistein; Ser: serin; Pro: prolin; Ala: alanin.

*Pozicija tackaste varijante prema bazi dbSNP, verzija genoma Coveka GRCh37
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, pristupljeno 02.10.2013);

®Ugestalost redeg alela u evropskoj populaciji iz baze podataka 1000 Genomes
(http://www.1000genomes.org, pristupljeno 02.10.2013);

‘Lokacija tackaste varijante u odgovaraju¢im genima i efekat na proteinskom nivou prema bazi
podataka Ensembl (http://www.ensembl.org, pristupljeno 10.10.2013), koriS¢eni transkripti:
ENSTO00000360697 (ADARB1), ENST00000276198 (HTR2C) i ENST00000333850 (TPH2);
‘Funkcionalna  anotacija  tadkastih  varijanti  prema  bazi  podataka  Regulome
(http://www.regulome.stanford.edu, pristupljeno 13.12.2013);

*Redi alel je podvuden.
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Prema bazi Regulome, tag varijanta rs4819035 ADARBL1 regiona od interesa imala je
skor 1f i identifikovana je kao cis lokus koji je u asocijaciji sa promenom u nivou
ekspresije nekog gena (eng. cis expression quantitative trait locus, cis eQTL), $to je
indikacija za njen potencijalni funkcionalni znacaj. Sedamnaest tag tackastih varijanti imalo
je visok skor prema bazi Regulome, te najverovatnije nemaju funkcionalni znacaj, dok za
devet tackastih varijanti podaci nisu bili dostupni. Prema programima SIFT i PolyPhen, za
predikciju efekta varijante na nivou proteina, nesinonimne varijante rs2229857 gena ADAR

i rs6318 gena HTR2C se tolerisu, odnosno imaju benigni efekat.
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4.5. Rezultati molekularno-geneti¢kih metoda

DNK je uspesno izolovana iz uzoraka krvi svih ispitanika. Prisustvo diskretne trake na gelu
ukazivalo je da je izolovana DNK nativna (Slika 4.3). U poredenju sa K562 DNK,
standardom za koli¢inu DNK, koncentracija izolovanih DNK bila je ve¢a od 20 ng/pl, §to

je bilo zadovoljavajue za primenu metoda genotipizacije tackastih varijanti koriS¢enih u

ovom radu.

Slika 4.3. Vizuelizacija DNK izolovanih iz uzoraka krvi ispitanika u 0.8% agaroznom gelu
bojenom etidijum bromidom (0.5 pg/ml) nakon izlaganja svetlu talasne duzine 254 nm.
K562 DNK: standard za koli¢inu DNK (Promega, SAD); redni brojevi 24-37: izolovane
DNK koje pripadaju kolekciji uzoraka DNK bolesnika sa bipolarnim afektivnim
poremecajem.

Genotipizacija varijante rs4290270 gena TPH2 vrsena je restrikcionom digestijom
produkata PCR. Specificni segment gena TPH2 uspeSno je amplifikovan koriS¢enjem
dizajniranih prajmera, TPH2F i TPH2R, i optimizovanih uslova za PCR. Nakon
vizuelizacije produkata PCR uocene su diskretne trake ocekivane veli¢ine od 298 bp (Slika
4.4). Nakon restrikcione digestije produkata PCR-a enzimom Ndel i vizuelizacijom
produkata restrikcione digestije uofene su diskretne trake veli¢ina 298, 172 i 126 bp.
Nedigerirani fragment duzine 298 bp odgovarao je umnozenoj sekvenci u kojoj je bio
prisutan alel T, dok je prisustvo fragmenata duzine od 172 bp i 126 bp, nastalih
restrikcionom digestijom, odgovaralo sekvenci u kojoj prisutan alel A (Slika 4.5).
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100bp 58 59 60 61 62 63 64 65 067+ =67 * 168 e69" 70 =Nl roae 73

Slika 4.4. Vizuelizacija produkata PCR-a za fragment gena TPH2 u 1.5% agaroznom gelu
bojenom etidijum bromidom (0.5 pg/ml) nakon izlaganja svetlu talasne duzine 254 nm.
Ocekivana duzina specifiénog produkta je 298 bp. 100 bp: standard za velicinu DNK
GeneRuler™ 100bp DNA ladder (Fermentas, Litvanija); redni brojevi 58-75: produkti
PCR-a umnozeni iz kolekcije uzoraka DNK bolesnika sa depresivnim poremecajem; H20O:
negativna kontrola u kojoj je umesto DNK kori§¢ena voda bez nukleaza (Qiagen,
Nemacka).

58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 i 72 73 74 75 76  50bp

Slika 4.5. Vizuelizacija produkata restikcione digestije u cilju genotipizacije varijante
rs4290270 gena TPH2 u 3% agaroznom gelu bojenom etidijum bromidom (0.5 pg/ml)
nakon izlaganja svetlu talasne duzine 254 nm. Osobe kod kojih je detektovan samo
fragment duzine 298 bp bile su homozigoti za alel T, osobe kod kojih su detektovani
fragmenti duZine 172 bp 1 126 bp, nastali restrikcionom digestijom, bile su homozigoti za
alel A, dok su osobe kod kojih su uocena sva tri fragmenta bile heterozigoti AT za varijantu
rs4290270. 50 bp: standard za veli¢inu DNK GeneRuler™ 50bp DNA ladder (Fermentas,
Litvanija); redni brojevi 58-76: produkti restrikcione digestije TPH2 PCR-a uzoraka koji
pripadaju kolekciji DNK bolesnika sa depresivnim poremecajem.
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Sve ostale taCkaste varijante (tag varijante ADAR i ADARBL regiona od interesa,
varijanta rs6318 gena HTR2C, i varijanta rs7305115 gena TPH2) uspesno su genotipizirane
metodom alelske dikriminacije koris¢enjem komercijalno dostupnih eseja sa probama
TagMan (Applied Biosystems, SAD). Graficki prikaz obradenih rezultata genotipizacije
varijante rs3766924 gena ADAR prikazan je na Slici 4.6. Genotipovi homozigota za alel 1,
odnosno alel 2, grupisali su se blize osama X, odnosno Y, dok su se heterozigotni

genotipovi grupisali duz dijagonale plota za alelsku diskriminaciju.

5

g

Allele ¥ (Alel C)

Allele X (Alel T)

Slika 4.6. Graficki prikaz iz programa SDS nakon automatski obradenih rezultata
genotipizacije rs3766924 gena ADAR primenom metode alelske diskriminacije. U
zavisnosti od fluorescencije reporterskih boja nakon hidrolize hibridizovanih proba
TagMan homozigotni genotipovi TT (@) su se grupisali duz X ose (alel T), homozigotni

genotipovi CC (") duz Y ose (alel C), dok su se heterozigotini genotipovi CT (&)
grupisali duz dijagonale. B : negativne kontrole; b4 : genotip koji nije odreden.
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4.6. Asocijacije alela i genotipova varijanti gena ADAR, ADARBLI,
HTR2C i TPH2 sa pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih
bolesnika

Testiranjem asocijacije alela 26 tackastih varijanti ADAR i ADARBL1 regiona od interesa i
gena HTR2C i TPH2 sa pokuSajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika iz Srbije
statisticki znacCajni rezultati asocijacije alela i genotipova dobijeni su za tri varijante —
rs9983925 i rs4819035 gena ADARB1 i rs6318 gena HTR2C (Tabela 4.8, Tabela 4.9 i
Tabela 4.10). Statisticka snaga ove case-only studije za detekciju asocijacije pojedinacnih
taCkastih varijanti sa pokuSajem samoubistva u ispitivanom uzorku kod psihijatrijskih

bolesnika iz Srbije procenjena je na 77.8%.

Tabela 4.8. Ucestalosti redih alela varijanti gena ADAR u grupama psihijatrijskih bolesnika
koji su pokusSali samoubistvo i onih koji to nikada nisu uradili i njihova asocijacija sa
pokuSajem samoubistva.

MAF MAF
Gen SNV Aleli bolesnika bolesnika 2 p OR 95% Cl P
sa SA bez SA

rs2072659 G°/C  0.091 0.096 0.059 0.808 0.939 0.564-1.562 0.852
rs2072660 T/C  0.239 0.190 2568 0.109 1.343 0.936-1.928 0.114
rs3811450 T/C  0.091 0.064 1770 0.183 1.458 0.834-2.549 0.220
rs9427092 C/T  0.188 0.158 1.118 0.290 1.235 0.835-1.828 0.325

rs9616 T/A  0.264 0.271  0.052 0.819 0.962 0.689-1.343 0.862
rs1127309 T/C  0.279 0269 0.091 0.762 1.053 0.755-1.466 0.796
rs3766924 T/C  0.258 0.282 0528 0.468 0.884 0.633-1.234 0.488
rs2229857 T/C  0.282 0274 0.054 0.815 1.040 0.748-1.447 0.863
rs6699729 T/A  0.445 0433 0102 0.750 1.050 0.779-1.414 0.756
rs962242 C/T  0.206 0.207  0.002 0.964 0.992 0.688-1.429 1.000
rs9427108 A/G  0.403 0399 0.012 00912 1017 0.752-1.375 0.938

rs1552902 G/C  0.361 0378 0219 0.639 0.929 0.684-1.263 0.692

ADAR

SNV: tatkasta varijanta; MAF: ucestalost redeg alela; SA: pokuSaj samoubistva; % statisticki
parametar Pirsonovog y*—testa; OR: odnos verovatnoca; CI: interval poverenja.

*Pirsonov y’—test;

*Test sa milion permutacija;

‘Redi alel je podvuden.
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Tabela 4.9. Ucestalosti redih alela varijanti gena ADARB1, HTR2C i TPH2 u grupama
psihijatrijskih bolesnika koji su pokusali samoubistvo i onih koji to nikada nisu uradili 1
njihova asocijacija sa pokusajem samoubistva.

MAF MAF
Gen SNV Aleli bolesnika bolesnika p OR 95% ClI P
saSA  bez SA

rs7281416 T9C  0.361 0330 0.739 0.390 1.146 0.840-1.564 0.434
rs11088983 C/T  0.464 0.487 0375 0.540 0912 0.678-1.226 0.555
rs7277143 G/C  0.121 0.144 0.764 0.382 0.822 0.530-1.275 0.468
rs11701522 G/A  0.118 0.082 2513 0.113 1.492 0.908-2.451 0.120
rs2838817 T/C  0.301 0251 2.034 0.154 1280 0.911-1.796 0.164
ADARB1 rs4818766 A/G  0.470 0.468 0.002 0.966 1.006 0.748-1.354 1.000
rs9983925° T/C  0.309 0.388 4.839 0.028 0.705 0.516-0.963 0.037
rs9637192 T/C  0.485 0.500 0.161 0.688 0.941 0.700-1.265 0.705
rs2253763 T/C  0.406 0356 1.842 0.175 1235 0.910-1.674 0.183
rs4819035 G/T  0.251 0.183  4.811 0.028 1.495 1.042-2.144 0.043
rs1051385 C/T  0.106 0.133 1203 0.273 0.774 0.488-1.225 0.298

HTR2C rs6318 C/G  0.185 0.114 5712 0.017 1.755 1.102-2.794 0.028

rs7305115 A/G  0.406 0.431 0.444 0505 0.903 0.669-1.219 0.542
rs4290270 A/T  0.361 0393 0785 0376 0.871 0.641-1.182 0.394

TPH2

SNV: tackasta varijanta; MAF: ucestalost redeg alela; SA: pokusaj samoubistva; y*: statisticki
parametar Pirsonov y°—testa; OR: odnos verovatnoéa; CI: interval poverenja.

*Pirsonov y’—test;

*Test sa milion permutacija;

‘Redi alel je podvuden;

IStatisti¢ki znaGajni rezultati prikazani su podebljano.

Redi alel T varijante rs9983925 gena ADARB1 smanjivao je rizik za pokuSaj
samoubistva (P=0.028, OR=0.705, 95%CI=0.516-0.963, Pirsonov y°—test). Suprotno
njemu, redi alel G varijante rs4819035 gena ADARB1 povecavao je rizik za pokusaj
samoubistva (P=0.028, OR=1.495, 95%CI=1.042-2.144, Pirsonov xz—test). Isti efekat uocen
je 1 za redi alel C varijante rs6318 gena HTR2C (P=0.017, OR=1.755, 95%CI1=1.102-2.794,
Pirsonov x*test). Asocijacija alela X-vezane varijante rs6318 sa pokusajem samoubistva
nije bila statisticki znacajna kada su Zene i muskarci nezavisno analizirani (podaci nisu

prikazani). Svi rezultati testiranja asocijacija alela sa pokuSajem samoubistva kod

ispitivanih bolesnika potvrdeni su testom sa milion permutacija (Tabela 4.8 i Tabela 4.9).
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Za varijante rs9983925 i rs4819035 gena ADARBL1 i varijantu rs6318 gena HTR2C
dalje je ispitivana asocijacija njihovih genotipova. Logistickom regresijom sa poravnanjem
po psihijatrijskim dijagnozama utvrdeno je da sve tri tackaste varijante modifikuju
predispoziciju za pokuSaj samoubistva u ispitivanom uzorku prema aditivnom modelu
nasledivanja (Tabela 4.10). Ovaj geneticki model podrazumeva da svaka dodatna kopija
rizicnog/protektivnog alela povecava/smanjuje rizik za pokusaj samoubistva. Prema
aditivnom modelu varijanta rs9983925 gena ADARB1 smanjuje rizik za pokusaj
samoubistva (P=0.032, OR=0.710, 95%CI=0.520-0.971, logisticka regresija), dok druga
varijanta rs4819035 istog gena povecava rizik za pokuSaj samoubistva (P=0.042,
OR=1.437, 95%CI=1.013-2.038, logisticka regresija). Za varijantu rs6318, koja se X-
vezano nasleduje, testirani su samo opsti 1 aditivan model, pri ¢emu su hemizigotni muski
ispitanici bili kodirani kao homozigoti. Ova varijanta prema aditivnom modelu povecava
rizik za pokuSaj samoubistva (P=0.027, OR=1.634, 95%CI=1.058-2.522, logisticka
regresija). Statisticke znaCajnosti asocijacija genotipova rs9983925, rs4819035 i rs6318

potvrdene su testom sa milion permutacija (P<0.05) (Tabela 4.10).

Prema strukturi neravnotezne vezanosti ADARBL regiona od interesa za belu
populaciju, rs9983925 nalazi se izmedu dva haplobloka, dok se rs4819035 nalazi unutar
haplobloka 2 (Slika 4.2). Obe varijante nisu u visokoj neravnoteznoj vezanosti sa ostalim
varijantama u ispitivanom regionu (Tabela 4.5), Sto ukazuje da su varijante rs9983925 i
rs4819035 gena ADARBL1 direktno asocirane sa pokuSajem samoubistva u ispitivanoj grupi
psihijatrijskih bolesnika iz Srbije.

Varijanta rs4819035 nalazi se u 3' UTR-u gena ADARBL. Prema podacima baze
Regulome ona je najverovatnije cis eQTL koji uti¢e na vezivanje transkripcionih faktora.
Varijanta rs9983925 nalazi se u intronu 8 gena ADARBI, i u bazi Regulome ne postoje
podaci o njenom funkcionalnom znacaju. Varijanta rs6318 je nesinonimna kodirajuca
varijanta u egzonu 4 gena HTR2C. Dovodi do zamene cisteina serinom na poziciji 23
(Cys23Ser) u proteinu HTR2C, i1 prema programima SIFT 1 PolyPhen izgleda da ne utice na

funkcionalnost proteina.
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Tabela 4.10. Ucestalosti genotipova varijanti r$9983925 1 rs4819035 gena ADARBL i
rs6318 gena HTR2C u grupama psihijatrijskih bolesnika koji su pokuSali samoubistvo i
onih koji to nikada nisu uradili 1 njihova asocijacija sa pokusajem samoubistva.

SNV
(aleli, gen)

rs9983925 rs4819035 rs6318?
(Ib/C, ADARB1) (G/T, ADARB1) (C/G, HTR2C)

Frekvencije genotipova TT/CT/CC GG/TG/TT CC/GCIGG
Bolesnici sa SA 0.097/0.424/0.479  0.079/0.345/0.576  0.115/0.152/0.733
Bolesnici bez SA 0.165/0.447/0.388  0.048/0.271/0.681  0.064/0.096/0.840

Geneticki modeli

Opsti (2df) TTvs.CTvs.CC GGvs. TGvs. TT CCvs.GCvs. GG

t 4.749 4.138 4.98

pP° 0.093 0.126 0.083
Aditivni (1df) TT>CT>CC GG>TG>TT CC>GC>GG

t -2.145 2.032 2.216

P° 0.032° 0.042 0.027

OR (95% CI) 0.710 (0.520-0.971) 1.437 (1.013-2.038) 1.634 (1.058-2.522)

p¢ 0.031 0.044 0.025
Dominantni (1df) TT+CT vs. CC GG+TGvs. TT -

t -1.713 1.918 -

p° 0.087 0.055 -

OR (95% ClI) 0.688 (0.449-1.055) 1.536 (0.991-2.381) -
Recesivni (1df) TTvs. CT+CC GGvs. TG+TT -

t -1.852 1.296 -

P° 0.064 0.195 -

OR (95% CI) 0.540 (0.281-1.036) 1.796 (0.741-4.352) -

SNV: tackasta varijanta; SA: pokusaj samoubistva; df: broj stepeni slobode; t: statisti¢ki parametar
logisticke regresije; OR: odnos verovatnoca; CI: interval poverenja.

*Muskarci, hemizigoti za X-vezanu varijantu rs6318, kodirani su kao homozigoti;

®Redi alel je podvuden;

‘Logisti¢ka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama;

“Test sa milion permutacija;

®Statisticki znadajni rezultati prikazani su podebljano.
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4.7. Asocijacija hablobloka 2 ADARBI regiona od interesa sa
pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika

Prema strukturi neravnotezene vezanosti ADARBL regiona od interesa za belu populaciju,
varijanta rs4819035 gena ADARBL, za koju je pokazano da je asocirana sa pokuSajem
samoubistva u ispitivanoj grupi bolesnika, mapira u haplobloku 2 (Slika 4.2). Iz navedenog
razloga dalje je testirana asocijacija ovog haplobloka sa pokusajem samoubistva. Haploblok
2 nalazi se u 3' UTR-u i ukljucuje jo§ dve tag varijante — rs9637192 i rs2253763. U
haplobloku 2 identifikovana su cetiri haplotipa rs9637192-rs2253763-rs4819035 sa
ucestalos¢u ve¢om od 5%: CCG, TTT, TCT i CCT. Ukupan skor distribucije ovih
haplotipova se statisticki znacajno razlikuje izmedu psihijatrijskih bolesnika koji su
pokusali samoubistvo i onih koji to nikada nisu uradili (P=0.014, Pirsonov y’-test;

P=0.023, logisticka regresija) (Tabela 4.11).

Tabela 4.11. Ucestalosti haplotipova haplobloka 2 (rs9637192-rs2253763-rs4819035) u
ADARB1 regionu od interesa u grupama psihijatrijskih bolesnika koji su pokusali
samoubistvo 1 onih koji to nikada nisu uradili 1 njihova asocijacija sa pokuSajem
samoubistva.

Haplotipovi  Bolesnici Bolesnici 2

haplobloka2 saSA  bez SA df P t P OR P

Ukupni skor - - 1065 3 0.014° 9.52 0.023 - 0.021
CCG 0.257 0.189  4.603 1 0.032 3.73 0.053 1.41 0.054
TTT 0.388 0.342 1.55 1 0.213 1.23 0.267 1.2 0.267
TCT 0.111 0.170  4.926 1 0.026 4.58 0.032 0.605 0.031

CCT 0.244 0.299 2.556 1 0.110 291 0.088 0.745 0.091

SA: pokusaj samoubistva; y’: statisticki parametar Pirsonovog x*—testa; df: broj stepeni slobode; t:
statisticki parametar logisticke regresije; OR: odnos verovatnoca.

*Pirsonov y’—test;

®Logisti¢ka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama;

‘Test sa milion permutacija;

IStatisti¢ki znaGajni rezultati prikazani su podebljano.
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Rezultati dobijeni poredenjem ucestalosti svakog haplotipa pojedinacno sa
ucestalos¢u svih ostalih haplotipova bili su konzistentni sa rezultatom dobijenim za
asocijaciju varijante rs4819035 sa pokusSajem samoubistva kod ispitivanih psihijatrijskih
bolesnika u smislu da njen redi alel G povecava rizik za pokuSaj samoubistva (Tabela 4.11).
Haplotip CCG bio je statisticki znacajno asociran sa pokuSajem samoubistva na osnovu
rezultata Pirsonovog y*—testa (P=0.032). Testiranje logistickom regresijom poravnatom po
psihijatrijskim dijagnozama pokazalo je da ovaj haplotip povecava rizik za pokusaj
samoubistva, ali sa marginalnom znacajno$¢u (P=0.053, OR=1.41). Pomoc¢u Pirsonovog
y’—testa pokazano je da je haplotip TCT, takode, statisticki znatajno asociran sa pokugajem
samoubistva kod ispitivanih psihijatrijskih bolesnika (P=0.026), dok je testiranjem
logistickom regresijom poravnatom po psihijatrijskim dijagnozama, takode, pokazano da
smanjuje rizik za pokuSaj samoubistva (P=0.032, OR=0.605). Sve utvrdene asocijacije
haplotipova haplobloka 2 ADARBL regiona od interesa potvrdene su testom sa milion

permutacija.
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4.8. Udruzeni efekat gena HTR2C, gena ADARBI, stresnih Zivotnih
dogadaja i psihijatrijskih dijagnoza na rizik za pokusaj
samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika

Pojedinacni i interaktivni efekti ispitivanih stresnih zivotnih dogadaja i znacajno asociranih
varijanti gena ADARBL1 (rs9983925 i rs4819035) i HTR2C (rs6318) ispitivani su primenom
generalizovanih linearnih modela i selekcije unazad, uzimaju¢i u obzir starost, pol i
psihijatrijsku dijagnozu bolesnika. Prema izvedenom najbolje fitovanom minimalnom
modelu, identifikovane su Cetiri varijable koje su svoj efakat na pokuSaj samoubistva
ostvarivale nezavisno, dok su tri varijable svoj efekat ostvarivale kroz dvostruke interakcije
(Tabela 4.12). Kao faktori sa nezavisnim efektom identifikovani su: varijanta rs6318 gena
HTR2C (P=0.010), varijanta rs9983925 gena ADARB1 (P=0.033), akutni stresni zivotni
dogadaji (P=0.003) i emocionalno zlostavljane tokom detinjstva (P=0.04). Na ovaj nacin
potvrden je direktan efekat dve od tri znacajno asocirane geneticke varijante iz prethodnih
analiza, prema aditivnom modelu nasledivanja, dok je na osnovu procena pozitivnih efekata
(eng. positive effects’ estimators) pokazano da se rizik za pokusSaj samoubistva kod
psihijatrijskih bolesnika povecava sa porastom skora ETI-SR za emocionalno zlostavljanje,
kao i skora LTE-Q za akutne stresne dogadaje (podaci nisu prikazani). Kao faktori koji svoj
efekat ispoljavaju kroz interakcije identifikovane su psihijatrijska dijagnoza i dva domena
stresnih dogadaja iz detinjstva — opSte traume 1 emocionalno zlostavljanje. Utvrdeno je da
su efekti psihijatrijske dijagnoze i emocionalnog zlostavljanja na predispoziciju za pokusaj
samoubistva modifikovani opstim traumama (P=0.001 i P=0.018, redom). Bolesnici sa
dijagnozom depresivnog poremecaja 1 bipolarnog afektivnog poremecaja imali su veci rizik
za pokuSaj samoubistva ukoliko su imali ve¢i skor ETI-SR za opSte traume, dok su
bolesnici sa shizofrenijom koji su pokusali samoubistvo i oni koji nisu, imali priblizno iste
skorove ETI-SR za opste traume, i zanimljivo, vece u odnosu na prethodno dve pomenute
grupe bolesnika (Slika 4.7a). Dalje, bolesnici sa niskim (0-2) i visokim (5) skorom ETI-SR
za emocionalno zlostavljanje imali su veci rizik za pokusaj samoubistva ukoliko su imali i
ve¢i ETI-SR skor za opSte traume. Suprotno, bolesnici sa srednjim vrednostima (3 i1 4)

skora ETI-SR za emocionalno zlostavljanje koji su pokusali samoubistvo imali su nizi ili
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jednak skor ETI-SR za opste traume u odnosu na bolesnike koji nisu pokusali samoubistvo
(Slika 4.7b). Pored navedenog, prema opisanom najbolje fitovanom minimalnom modelu
psihijatrijska dijagnoza identifikovana je kao nezavisni faktori rizika za pokusaj
samoubistva sa marginalnom znacajnoscu (P=0.055), dok pol i starost bolesnika, fizicko i
seksualno zlostavljanje i sve druge interakcije izmedu ispitivanih varijabli nisu

identifikovane kao faktori rizika.

Tabela 4.12. Najbolje fitovani minimalni model faktora rizika sa nezavisnim i
interaktivnim efektima na pokusaj samoubistva u ispitivanoj grupi psihijatrijskih bolesnika
dobijen primenom generalizovanih lineranih modela i selekcije unazad. Pocetni model
ukljucio je sledece varijable: genotipove varijanti rs9983925 i rs4819035 gena ADARBL i
rs6318 gena HTR2C, prema aditivnom modelu nasledivanja, opSte traume, fizicko,
emocionalno 1 seksualno zlostavljanje, akutne stresne dogadaje, psihijatrijske dijagnoze, pol
i starost bolesnika, kao i interakcije navedenih faktora. Broj analiziranih psihijatrijskih
bolesnika koji su pokusali samoubistvo iznosio je 162, a broj onih koji nisu pokusali
samoubistvo iznosio je 185.

df Devijansa Reziglyalni Rezi_o_lualna a
devijansa

Pocetni model 347 480.77

rs9983925 (ad) 1 4.531 346 476.24 0.033°
Psihijatrijske dijagnoze 2 5.785 344 470.46 0.055
Emocionalno zlostavljanje 1 4.212 343 466.25 0.040
Akutni stresni Zivotni dogadaji 1 8.957 342 457.29 0.003
rs6318 (ad) 1 6.648 341 450.64 0.010
‘Emocionalno zlostavljanje x opste traume” 1 5.609 340 445.03 0.018
‘Psihijatrijske dijagnoze x opste traume’ 2 13.454 338 431.58 0.001

df: broj stepeni slobode; ad: aditivan model.
*Pirsonov y’—test;
*Statisti¢ki znaGajni rezultati prikazani su podebljano.

Udruzeni efekat svih faktora rizika identifikovanih najbolje fitovanim minimalnim
modelom objasnio je 10.23% ukupne varijanse pokuSaja samoubistva kod ispitivanih
psihijatrijskih bolesnika. Od toga, geneticki faktori objasnili su 2.32% (rs9983925 0.94% i
rs6318 1.38%), nezavisni sredinski faktori 2.74% (akutni stresni zivotni dogadaji 1.86% 1
emocionalno zlostavljanje 0.88%), dok su psihijatrijske dijagnoze objasnile 1.20%

navedene varijanse. Udruzeni efekti sredinskih faktora i psihijatrijskih dijagnoza objasnili
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su 3.97% ukupne varijanse (‘psihijatrijske dijagnoze x opste traume’ 2.80% i ‘emocionalno
zlostavljanje x opste traume’ 1.17%). Ukupna varijansa u pokuSaju samoubistva kojoj
doprinose stresni dogadaji iz detinjstva, pojedinic¢ano ili kroz interakcije sa drugim

faktorima, iznosila je 6.05% u testiranom uzorku.
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Slika 4.7. Zavisnost efekata psihijatrijskih dijagnoza i emocionalnog zlostavljanja tokom
detinjstva od opstih trauma tokom detinjstva na predispoziciju za pokuSaj samoubistva
(SA) u ispitivanom uzorku psihijatrijskih bolesnika. (a) Bolesnici sa dijagnozom
depresivnog poremecaja (MDD) i bipolarnog afektivnog poremecaja (BAD) imali su veci
rizik za pokuSaj samoubistva ukoliko su imali ve¢i skor ETI-SR za opste traume, dok to
nije bio slucaj kod bolesnika sa dijagnozom shizofrenije (SCH). (b) Bolesnici sa niskim i
visokim skorom ETI-SR za emocionalno zlostavljanje imali su veéi rizik za pokusaj
samoubistva ukoliko su imali veéi skor ETI-SR za opSte traume. Kruzi¢i 1 kvadrati¢i
predstavljaju medijane, dok linije predstavljaju kvartile. ETI-SR: Early Trauma Inventory—
Self Report.
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4.9. Asocijacija interakcije rs4290270 gena TPH2 i opstih trauma iz
detinjstva sa pokuSajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika

Testiranje asocijacije alela nije pokazalo da su varijante rs7305115 i rs4290270 gena TPH2
direktno asocirane sa pokusSajem samoubistva (Tabela 4.9). Dalje se pristupilo testiranju
interakcija G x E. U ovim testiranjima stresni zivotni dogadaji razmatrani su kao
kategorijske varijable, 1 kao $to je ve¢ prikazano, seksualno zlostavljanje tokom detinjstva i

akutni stresni dogadaji nisu mogli biti testirani (Tabela 4.2).

Rezultati testiranja G x E pokazali su da je interakcija varijante rs4290270 gena
TPH2, prema dominantnom modelu nasledivanja, i opstih trauma iz detinjstva statistic¢ki
znacajno asocirana sa pokuSajem samoubistva u ispitivanoj grupi psihijatrijskuh bolesnika
(P=0.013, logisticka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama) (Tabela
4.13). Ucestalost pokusaja samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika, bez prijavljene
istorije o dozivljenim opStim traumama tokom detinjstva i onih koji su u istom periodu
doziveli barem jednu opStu traumu, u zavisnosti od genotipova varijante rs4290270 gena
TPH2, prema dominantnom modelu nasledivanja, prikazana je na Slici 4.8. Osobe koje su
bile homozigoti TT za varijantu rs4290270 1 koje su prijavile barem jednu opStu traumu
tokom detinjstva, imale su povecan rizik za pokuSaj samoubistva u poredenju sa
homozigotima TT koji nisu zlostavljani na ovaj na¢in (OR=3.33, 95% CI=1.54-7.18). Sa
druge strane, nosioci alela A za varijantu rs4290270 imali su slian rizik za pokuSaj
samoubistva bez obzira na prijavljenu istoriju o doZivljenim op$tim traumama tokom

detinjstva (OR=1.05, 95% C1=0.61-1.82).

Rezultati testiranja interakcija G x E za rs4290270 gena TPH2 prema drugim
modelima nasledivanja prikazani su u Prilogu 8.2, dok rezultati testiranja G x E interakcija
za varijantu rs7305115 prema svim testiranim genetickim modelima (P>0.05) nisu

prikazani.
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Tabela 4.13. Asocijacije interakcija varijante rs4290270 gena TPH2, prema dominantnom
modelu nasledivanja, i tri domena stresnih dogadaja iz detinjstva (opstih trauma, fizickog i
emocionalnog zlostavljanja) sa pokusSajem samoubistva kod ispitivanih psihijatrijskih
bolesnika.

Ukupan Bolesnici Bolesnici

.. a
Varijabla uzorak sa SA bez SA P
Broj ispitanika (%)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za opste traume’
TTxO0 44 (12.6) 13 (8.0) 31 (16.7)
A-x0 88 (25.3) 39 (24.1) 49 (26.3) 0.013°
TT x >1 91 (26.2) 53 (32.7) 38 (20.4) '
A-x>1 125(35.9) 57(35.2) 68 (36.6)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za fizi¢ko zlostavljenje’
TTxO0 66 (19.0) 29 (17.9) 37 (19.9)
A-x0 112 (32.2) 51 (31.5) 61 (32.8) 0.330
TT x >1 69 (19.8) 37 (22.8) 32 (17.2) '
A-x>1 101 (29.0)  45(27.8) 56 (30.1)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za emocionalno zlostavljanje’
TTxO0 57 (16.4) 28 (17.3) 29 (15.6)
A-x0 95 (27.3) 42 (25.9) 53 (28.5) 0.900
TT x>1 78 (22.4) 38 (23.5) 40 (21.5) '
A-x>1 118 (33.9) 54 (33.3) 64 (34.4)

SA: poku$aj samoubistva; ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self Report.
*Logisticka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama;
*Statisti¢ki znatajni rezultati prikazani su podebljano.
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Slika 4.8. Ucestalost pokusaja samoubistva

—— 1T kod psihijatrijskih bolesnika koji nisu
< - A- doziveli opste traume do 18. godine Zivota
,§§ RO 1 onih koji su u istom periodu doZiveli
% =1 60 barem jednu predstavljena u zavisnosti od
&z genotipova varijante  rs4290270 gena
R a0 o — TPH2, prema dominantnom modelu
g g nasledivanja (A- 1 TT). Efekat opstih
% S 20 4 trauma na rizik za pokusSaj samoubistva bio

je uocen kod psihijatrijskih bolesnika koji
su bili homozigoti TT. Opste traume
procenjene su na osnovu upitnika Early
Trauma Inventory—Self Report.

68



4.10. Udruzeni efekat gena TPH2, gena ADARBL1 i opStih trauma iz
detinjstva na rizik za pokusaj samoubistva kod psihijatrijskih
bolesnika

Imajuéi u vidu da je rs4290270 gena TPH2 potencijalno funkcionalna varijanta povezana sa
alternativnim splajsovanjem i editovanjem transkripata TPH2, i da je prethodno pokazano
da modifikuje efekat opsStih trauma iz detinjstva na pokusaj samoubistva (P=0.013, Tabela
4.13), dalje su ispitivani pojedinacni efekti i dvostruki i trostruki interaktivni efekti ove
varijante, opStih trauma iz detinjstva i statisti¢ki znacajno asociranih varijanti rs9983925 i
rs4819035 gena ADARB1 (P=0.028 za obe varijante, Tabela 4.9) na predispoziciju za
pokusaj samoubistva. Primenjeni su generalizovani linearni modeli i selekcija unazad, a
pocetni model je pored prethodno navedenih faktora rizika i njihovih interakcija, ukljucio i
sve dvostruke i trostruke interakcije konfaundera (psihijatrijskih dijagnoza, pola i starosti
bolesnika) sa ispitivanim genetickim i sredinskim faktorima, kako bi se na odgovarajuci
nacin ispitao njihov efekat kao skrivenih faktora na uocene interakcije ispitivanih faktora
(Keller, 2014).

Prema izvedenom najbolje fitovanom minimalnom modelu, tri varijable
identifikovane su kao faktori rizika za pokuSaj samoubistva: opSte traume (P=0.001),
dvostruka interakcija izmedu opstih trauma i rs4290270 gena TPH2, prema dominantnom
modelu nasledivanja (P=0.009), 1 trostruka interakcija opstih trauma, rs4290270 gena
TPH2, prema dominantnom modelu nasledivanja, 1 rs4819035 gena ADARBI1, prema
aditivnom modelu nasledivanja (P=0.001) (Tabela 4.14). Ovaj model je, dakle, potvrdio
asocijaciju opS$tih trauma tokom detinjstva kao nezavisnog faktora rizika za pokusaj
samoubistva i da je njihov efekat modifikovan varijantom rs4290270 gena TPH2, ali je
dodatno ukazao da navedena dvostruka interakcija moze biti modifikovana varijantom
rs4819035 gena ADARBL. Ucestalost pokusaja samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika,
bez prijavljene istorije opStih trauma tokom detinjstva 1 onih koji su u istom periodu
doziveli barem jednu opStu traumu, u zavisnosti od genotipova varijanti rs4290270 gena
TPH2 i rs4819035 gena ADARBI1, prikazana je na Slici 4.9. Parnim poredenjem

populacionih srednjih vrednosti najmanjih kvadrata pra¢enim Tukey-evim poravnanjem
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vrednosti P pokazano je da je efekat opStih trauma na rizik za pokuSaj samoubistva kod
nosilaca genotipa TT varijante rs4290270 gena TPH2 uocen ukoliko su one istovremeno
nosioci genotipa TT (P=0.001) ili retkog genotipa GG (P=0.046) varijante rs4819035 gena
ADARBL, dok nije uocen kod nosioca genotipa GT (P=0.150). Sa druge strane, varijanta
rs4819035 gena ADARBL1 nije uticala na efekat opstih trauma kod nosilaca alela A varijante
rs4290270 gena TPH2 (P>0.05). Efekat opisane trostruke interakcije na rizik za pokusaj
samoubistva trebalo bi donekle uzeti sa rezervom, usled malog broja bolesnika sa retkim
alelom G varijante rs4819035 gena ADARBL1 (Prilog 8.3).

Tabela 4.14. Najbolje fitovani minimalni model znacajnih faktora rizika sa nezavisnim
efektima i dvostrukim 1 trostukim interaktivnim efektima na pokuSaj samoubistva u
ispitivanoj grupi psihijatrijskih bolesnika dobijen primenom generalizovanih lineranih
modela i selekcije unazad. Pocetni model ukljucio je sledeée varijable: opste traume,
genotipove varijanti rs4290270 gena TPH2 i rs9983925 i rs4819035 gena ADARBL, i sve
dvostruke i trostruke interakcije ovih varijabli. Po¢etni model ukljucio je kao konfaundere:
psihijatrijske dijagnoze, pol i starost bolesnika, i sve njihove dvostruke i trostruke
interakcije sa ispitivanim faktorima. Broj analiziranih psihijatrijskih bolesnika koji su
pokusali samoubistvo iznosio je 162, a broj onih koji nisu pokusSali samoubistvo iznosio je
186.

df Devijansa Rezidualni Rezidualna a

df devijansa
Pocetni model 347 480.774
Psihijatrijske dijagnoze 2 4.980 345 475.794  0.083
Starost bolesnika 1 1483 344 474311 0.223
rs4290270 (dom) 1 0512 343 473.799 0.474
rs4819035 (ad) 2 3.880 341 469.919 0.144
Opéte traume 1 10.687 340 459.232  0.001°
‘Opste traume x psihijatrijske dijagnoze’ 2 11.694 338 447538 0.003
‘Opste traume x 154290270 (dom)’ 1 6.808 337 440.730 0.009
“Starost bolesnika x rs4819035 (ad)’ 2 9102 335 431.628 0.011

‘Opste traume x 154290270 (dom) x rs4819035 (ad)” 6  22.006 329 409.622 0.001

df: broj stepeni slobode; dom: dominantan model; ad: aditivan model.
*Pirsonov y’—test;
*Statisti¢ki znaGajni rezultati prikazani su podebljano.
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Pored navedenog, prema opisanom najbolje fitovanom minimalnom modelu,
psihijatrijska dijagnoza, ispitivana kao konfaunder, pokazala je znacajnu interakciju sa
opStim traumama (P=0.003), dok je starost bolesnika, takode ispitivana kao konfaunder,
pokazala interakciju sa varijantom rs4819035 gena ADARB1 (P=0.011). U skladu sa
prethodnim najbolje fitovanim minimalnim modelom, bolesnici sa depresivnim
poremecajem i bipolarnim afektivnim poremecajem imali su povecan rizik za pokusaj
samoubistva ukoliko su doZiveli opste traume tokom detinjstva u odnosu na one Kkoji ih nisu
doziveli. Kod bolesnika sa shizofrenijom rizik za pokuSaj samoubistva nije zavisio od
opstih trauma. Sa druge strane, identifikovana interakcija izmedu starosti bolesnika i
varijante rs4819035 gena ADARBI1, verovatno je vezana za distribuciju veoma retkog

genotipa GG, koji je bio vrlo redak kod starijih bolesnika.
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Slika 4.9. Ucestalost pokusaja samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika koji nisu prijavili
da su doziveli opste traume do 18. godine Zivota i onih koji su u istom periodu doziveli
barem jednu predstavljena u zavisnosti od genotipova varijante rs4290270 gena TPH2,
prema dominantnom modelu nasledivanja (A- i TT), i genotipova varijante rs4819035 gena
ADARB]1, prema aditivnom modelu nasledivanja (TT, TG 1 GG). Efekat opstih trauma na
rizik za pokusaj samoubistva uocen je kod bolesnika koji su bili homozigoti TT za varijantu
rs4290270 gena TPH2 i homozigoti TT za varijantu rs4819035 gena ADARBL1. Kod
nosilaca alela A za varijantu rs4290270, varijanta rs4819035 nije imala uticaj na interakciju
rs4290270 x opste traume. Broj osoba sa genotipom GG za varijantu rs4819035 bio je
nedovoljan za interpretaciju eventualnih interakcija koje se uocavaju na slici. OpSte traume
procenjene su na osnovu upitnika Early Trauma Inventory—Self Report.
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Prema opisanom najbolje fitovanom minimalnom modelu, identifikovani pojedinacni
I interaktivni efekti zajedno su objasnili 14.8% ukupne varijanse pokusaja samoubistva kod
ispitivanih psihijatrijskih bolesnika. Efekat opstih trauma, pojedinacno ili kroz interakcije
sa drugim faktorima, objasnio je ¢ak 10.6% ukupne varijanse. Nezavisni efekat opstih
trauma objasnio je 2.2% ukupne varijanse pokusaja samoubistva, njihov interaktivni efekat
sa psihijatrijskim dijagnozama 2.4%, dok je interaktivni efekat sa ispitivanim geneti¢kim

faktorima objasnio 6% (1.4% kroz dvostruku i 4.6% kroz trostruku interakciju).
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5. Diskusija

Samoubilacko ponasanje je slozeni fenotipski kontinuum ¢ija se etiologija vezuje za brojne
geneticke 1 sredinske faktore rizika i njihove medusobne interakcije. lako predstavlja
globalni zdrastveni problem, efikasne mere tretmana i prevencije samoubilackog ponaSanja
ne postoje. PokuSaj samoubistva je povezan sa psihijatijskim oboljenjima, stresnim
zivotnim dogadajima i smanjenom funkcijom serotoninskog neurotransmiterskog sistema.
Editovanje RNK deaminacijom adenozina u inozin, katalizovano enzimima ADAR i
ADARBI, doprinosi odrzavanju optimalne serotoninske neurotransmisije kroz regulisanu
ekspresiju funkcionalno razli¢itih izoformi enzima TPH2, koji katalizuje sintezu serotonina
u mozgu, i postsinapti¢kog serotoninskog receptora HTR2C. U ovoj studiji ispitivane su
tackaste varijante u genima TPH2, HTR2C, ADAR i ADARBL1, domeni stresnih zivotnih
dogadaja tokom detinjstva i akutni stresni dogadaji, kao pojedinacni i interaktivni faktori
rizika za pokuSaj samoubistva koji bi mogli pomo¢i u pravovremenoj identifikaciji onih
psihijatrijskih bolesnika koji imaju predispoziciju za ovaj oblik ponaSanja. Geneticki
deteminisana povezanost editovanja RNK sa pokuSajem samoubistva prvi put je ispitivana

u ovoj studiji.

Rezultati ove studije vezani za testiranje asocijacije stresnih Zivotnih dogadaja 1
pokusaja samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika predstavljaju samo jo$§ jedan u nizu
dokaza koji ukazuju da su sredinski faktori veoma znacajni u etiologiji samoubilackog
ponasanja (Mann, 2003; Turecki et al., 2012). Analizom stresnih dogadaja iz detinjstva
pokazano je da opSte traume i emocionalno zlostavljanje predstavljaju nezavisne faktore
rizika za pokusaj samoubistva u ispitivanoj grupi psihijatrijskih bolesnika. Ovaj nalaz je u
saglasnosti sa rezultatima prethodnih studija koje ukazuju na veliki znacaj stresnih
dogadaja iz detinjstva u povecanju rizika za pokuSaja samoubistva kasnije tokom Zivota
(Dube et al., 2001; Fergusson et al., 2000). Treba istaci da je upitnik ETI-SR, koris¢en u

ovoj studiji za procenu stresnih dogadaja iz detinjstva, jedini instrument koji procenjuje
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domen opstih trauma, dok su prethodno navedene studije ispitivale samo nekoliko dogadaja

iz domena opstih trauma (Dube et al., 2001; Fergusson et al., 2000).

Fizi¢ko i seksualno zlostavljanje tokom detinjstva nisu detektovani kao nezavisni
faktori rizika za pokuSaj samoubistva u ispitivanoj grupi psihijatrijskih bolesnika, suprotno
rezultatima prethodnih studija koje ove domene zlostavljanja tokom detinjstva isticu kao
najznacajnije faktore rizika za pokuSaj samoubistva (Brezo et al., 2008; Brodsky and
Stanley, 2008). Tako seksualno zlostavljanje moze objasniti ¢ak 20% varijanse rizika za
samoubilacko ponasanje (Brent and Melhem, 2008). Sa druge strane, rezultati ove studije
vezani za fizi¢ko i seksualno zlostavljanje tokom detinjstva u skladu su sa pretpostavkom
da bi ovi domeni zlostavljanja pre mogli predstavljati opste faktore rizika za psihijatrijske
dijagnoze, nego specificne faktore rizika za pokusaj samoubistva (Klonsky and Moyer,
2008). Imajuc¢i u vidu da je samo oko 3% ispitanika ove studije prijavilo da je dozivelo
seksualno zlostavljanje tokom detinjstva, dobijeni rezultat treba prihvatiti sa rezervom. On

bi delom mogao biti posledica kulturoloske stigme.

Akutni stresni dogadaji predstavljaju faktore rizika koji su najkonzistentnije povezani
sa samoubilackim ponasanjem, Sto potvrduju i rezultati ove studije. Upitnik LTE-Q,
koriS¢en u ovoj studiji, sadrzi pitanja vezana za negativne akutne stresne dogadaje, tako da
su dobijeni rezultati u skladu sa studijom Liu i Millera (2014) koja je detektovala znac¢ajnu
asocijaciju samo negativnih akutnih stresnih dogadaja i samoubilackog ponaSanja, dok

asocijacija sa pozitivnim stresnim dogadajima u toj studiji nije utvrdena.

Medu ispitanicima ove studije skoro 98% bolesnika koji nisu pokuSali samoubistvo
prijavilo je da je doZivelo barem jedan akutni stresni dogadaj tokom poslednjih 12 meseci
zivota. Sa druge strane, skoro 50% bolesnika koji su pokusali samoubistvo prijavilo je da je
dozivelo barem tri akutna stresna dogadaja tokom poslednjih 12 meseci, naspram nesto vise
od 30% bolesnika koji nisu pokusali samoubistvo. Moze se pretpostaviti da je upravo
kumulativni efekat veceg broja akutnih stresnih dogadaja neposredni povod za pokusaj
samoubistva. Ovakvo shvatanje je u skladu sa modelom etiologije samoubilackog

ponasanja 'predispozicija-stres’, po kome razli¢iti psihosocijalni stresori mogu najpre
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dovesti do akutnog pogorsanja postojeéeg psihijatrijskog oboljenja, §to bi za posledicu
imalo pojavu samoubilackih ideacija, a u kombinaciji sa crtama li¢nosti kao §to su
beznadeznost ili pesimizam i agresivnost ili impulsivnost mogli bi dovesti i do pokusaja
samoubistva (Mann et al., 1999). Pri tome, kod osoba sa istorijom pokuSaja samoubistva,
sve manji broj stresora-okidaca je dovoljan za svaki slede¢i poku$aj ili izvrSeno
samoubistvo, najverovatnije usled povecanja senzitivnosti na stres (Post, 1992). Takode,
efekat stresnih Zivotnih dogadaja, bilo tokom detinjstva ili akutnih, vezan je i za postojanje

individualnih razlika u odgovoru na stres koje su jednim delom geneticki uslovljene.

U ovoj studiji kao nezavisni geneticki faktori rizika za pokusaj samoubistva kod
psihijatrijskih bolesnika detektovane su Ceste varijante i haplotipovi gena ADARBLI i Cesta
varijanta gena HTR2C, s§to potvrduje pretpostavku da geneticki faktori imaju vaznu ulogu u
definisanju individualne predispozicije za samoubilacko ponasanje (Mann, 2003; Turecki et
al., 2012).

Analizom pojedinacnih lokusa utvrdeno je da su dve varijante gena ADARBI,
rs9983925 i rs4819035, nezavisno asocirane sa pokusajem samoubistva u ispitivanoj grupi
psihijatrijskih bolesnika. Redi alel T varijante rs9983925, iz introna 8, smanjuje rizik, dok
redi alel G varijante rs4819035, iz 3' UTR-a, povecava rizik za poku$aj samoubistva.
Efekat obe varijante je aditivan, §to implicira zavisnost od broja, odnosno doze rizi¢nog
alela date varijante. Pored pojedinacnih tackastih varijanti, haploblok 1s9637192-
rs2253763-rs4819035 gena ADARBI1 identifikovan je kao znaCajan geneticki faktor
povezan sa pokusSajem samoubistva kod ispitivanih bolesnika. Uoceno je da haplotip CCG
povecava, dok haplotip TCT smanjuje rizik za pokusaj samoubistva, §to je u saglasnosti sa
rezultatima analize varijante rs4819035 kao nezavisnog faktora rizika. Haploblok
rs9637192-rs2253763-rs4819035 nalazi se na 3' kraju gena ADARBI, ta¢nije obuhvata
region od introna 8 do poslednjeg egzona sa 3' UTR-om.

Identifikovani faktori rizika gena ADARBL1 preklapaju se sa 3' regulatornim regionima
koji kontroliSu slozeno alternativno splajsovanje na 3' kraju transkripta ADARB1

(Kawahara et al., 2005). Dogadaji alternativnog splajsovanja u ovom regionu regulisu
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stvaranje razlicitih varijanti iRNK koje odlikuje razlicit stepen efikasnosti translacije 1
razli¢ita stabilnost. Izgleda da je za normalnu fizioloSku aktivnost proteina ADARBI
neophodno da postoji homeostaza u nivou ekspresije razli¢itih varijanti iRNK ADARB1. Na
primer, kod transgenog misa koji ima izmenjenu ekspresiju Adarbl uocena je pojava
endogene depresije i anksioznosti (Singh et al., 2009), kao i izmenjeno editovanje
transkripata HTR2C koje ne zavisi od nivoa prisutnog serotonina (Singh et al., 2011).

Na osnovu prethodno navedenog, moglo bi se pretpostaviti da bi varijante i haploblok
gena ADARBI1, identifikovani u ovoj studiji kao geneticki faktori rizika za pokusaj
samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika, mogli imati regulatorne funkcije koje uti¢u na
promene u nivou ekspresije ADARB1. Ako se prihvati misljenje da veéina cis eQTL-ova
nije tkivno specifi¢na (van Nas et al., 2010), navedenu pretpostavku dodatno potkrepljuje
podatak da je varijanta rs4819035 identifikovana kao cis eQTL koja je povezana sa
promenama u ekspresiji IRNK ADARBL u jetri (Schadt et al., 2008).

Da geneti¢ke razlike mogu doprineti procesu editovanja A-u-l1 ukazuje postojanje
veoma finih razlika u obrascu editovanja transkripata HTR2C kod osam razli¢itih sojeva
miSeva koje se upravo vezuju za razlike u genetickoj osnovi izmedu sojeva (Du et al.,
2006). Geneticki determinisane promene u ekspresiji ADARB1 mogle bi doprineti i
objasnjenju uocene izmenjene ekspresije varijanti IRNK ADARBL1 (Lyddon et al., 2013;
Silberberg et al., 2012), izmenjenog editovanja transkripata HTR2C kod psihijatrijskih
bolesnika koji su izvrsili samoubistvo (Gurevich et al., 2002; Dracheva et al., 2008;
Iwamoto et al., 2009; Lyddon et al., 2013), kao i izmenjenog editovanja transkripata TPH2
kod osoba koje su izvrsile samoubistvo (Grohmann et al., 2010). Ipak, ovu pretpostavku

moguce je testirati samo na postmortem uzorcima mozga.

Ispitivanje asocijacije varijanti gena ADAR i pokusaja samoubistva kod psihijatrijskih
bolesnika ukazuje da gen ADAR verovatno nije povezan sa ovim fenotipom, imajuci u vidu
da je odabir tag varijanti bio takav da je omogucio ispitivanje kompletnog regiona genoma
u kome mapira ovaj gen. Smatra se da je ADAR pre svega odgovoran za hipereditovanje

invertovanih sekvenci Alu i razlikovanje sopstvenih c¢elijskih dvolancanih RNK od
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virusnih, dok je ADARBI predominantno uklju¢en u mesto-specificno editovanje
(Mannion et al., 2014; Wahlstedt and Ohman, 2011). Medutim, treba napomenuti da postoji
komunikacija izmedu proteina ADAR i ADARBI, jer relativni nivo ekspresije jednog

enzima moze uticati na funkciju drugog (Werry et al., 2008).

Osim efekta na modulisanje funkcije HTR2C i TPH2, editovanje A-u-I moze imati
mnogo $iri znacaj u etiologiji samoubilackog ponaSanja i psihijatrijskih poremecaja uopste.
Naime, ovaj proces je najzastupljeniji u centralnom nervnom sistemu i odgovoran je za
prevodenje sredinskih signala u fino podesavanje funkcionalnih svojstava proteina koji su
kljuéni za neurotransmisiju, plastinost i razvoj mozga (Hoopengardner et al., 2003;
Rosenthal and Seeburg, 2012; Tarig and Jantsch, 2012). Kao glavni posrednik izmedu
genoma i sredinskih signala, smatra se da je editovanje A-u-l1 moglo biti neophodno za
razvoj slozenih osobina Coveka poput ponasanja specificnog za kontekst, dugotrajnog

pamcenja i drugih sofisticiranih kognitivnih kapaciteta (Mattick and Mehler, 2008).

Izu€avanje procesa editovanja A-U-I u samoubilat¢kom ponaSanju i psihijatrijskim
poremecajima moze biti od znacaja 1 za primenu i razvoj efikasnijih terapija. Stepen
editovanja transkripata HTR2C dinami¢no se menja u odgovoru na promene nivoa
serotonina u sinaptickoj pukotini koje su posledica ne samo izmenjenih fizioloskih uslova,
ve¢ i delovanja farmakoloskih supstanci (Werry et al., 2008). Zanimljivo je da je primena
antidepresiva fluoksetina, inhibitora selektivnog preuzimanja serotonina, ponistavala efekat
akutnog i hroni¢nog stresa na obrazac editovanja transkripata Htr2C kod soja misa BALB/c
(Englander et al., 2005), i to na na¢in koji je bio suprotan opisanom izmenjenom obrascu
editovanja transkripata HTR2C kod depresivnih Zrtava samoubistva (Gurevich et al., 2002).
Smatra se da bi ispitivanje nezeljenih efekata terapeutika, medu koje spadaju i
samoubilacke ideacije 1 samoubilaCko ponasanje uopSte, moglo biti efikasnije
kvantifikacijom promena editovanja RNK odredenih transkripata nakon aplikacije
terapeutika u in vitro modelima ¢elija coveka u odnosu na standardna ispitivanja u kojima
se vr$i detaljna analiza ponasanja glodara nakon primene terapeutika (van der Laan et al.,
2017).
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Prema podacima baze podataka, ver 4.1, tekuceg projekta GTEx (eng. Genotype-
Tissue Expression) (www.gtexportal.org, GTEx Consortium, 2016), koji ispituje korelacije

izmedu genotipova taCkastih varijanti, kao cis i trans eQTL-ova, i nivoa ekspresije
transkripata eksprimiranih u 53 vrste tkiva ¢oveka, varijanta rs4819035 gena ADARBLI utice
na ekspresiju dve duge nekodiraju¢e RNK, LINC00205 i BX322557.10. Obe ove RNK
mapiraju nizvodno u odnosu na gen ADARBL1 i nalaze se na istom lancu DNK kao i gen
ADARBL. LINC00205 i BX322557.10 eksprimiraju se u bazalnim ganglijama, korteksu i
cerebelumu, dok se LINC00205 eksprimira i u hipokampusu, hipotalamusu i hipofizi.
Poznato je da su duge nekodirajuée RNK ukljucene u procese razviéa mozga, sinapticke
plasti¢nosti i razvoja mnogih bolesti (Qureshi and Mehler, 2012), a smatra se da su bile
izuzetno vazne u evoluciji mozga coveka, §to se posebno odnosi na one koje predstavljaju
evolucione novine (Mattick, 2011). Zanimljivo je da LINC00205 i BX322557.10 nisu
identifikovane u genomu misa. One su prisutne u genomima razlicitih vrsta majmuna, §to bi

moglo ukazivati da predstavlju evolucione novine genoma primata.

Prema predikciji baze podataka LNCipedia, ver 4.0 (http://www.Incipedia.org,
Volders et al., 2012; 2014), transkript 17 gena LINC00205 ima vezivna mesta za pet
razli¢itih miRNK (hsa-miR-5688, hsa-miR-5582-3p, hsa-miR-495, hsa-miR-4540 i hsa-

miR-5481) sa visokim skorom (>80), S§to predvidene interakcije ¢ini vrlo verovatnim.
Prema podacima baze podataka miRDB (http://http://mirdb.org/miRDB, Wang, 2016)

svaka od navedenih miRNK ima veliki broj ciljnih transkripata, uklju¢ujucéi 1 transkripte
nekih gena serotoninskog sistema. Transktipt HTR2C, prema ovoj predikciji ima vezivno
mesto za hsa-miR-5582-3p, $to ukazuje da bi RNK LINC00205 i iRNK HTR2C mogle
medusobno kompetirati za vezivanje hsa-miR-5582-3p. S obzirom da su mikroRNK kljuéni
regulatori translacije i stabilnosti iRNK u eukariotskim ¢elijama (Fabian et al., 2010), u
navedenom scenariju, varijanta rs4819035 gena ADARB1 mogla bi i posredno, preko
regulacije ekspresije duge nekodiraju¢e RNK LINC00205, biti ukljuena u regulaciju
ekspresije HTR2C.
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U ovoj studiji utvrdena je asocijacija varijante rs6318 (Cys23Ser) sa pokuSajem
samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika iz Srbije. Redi alel C rs6318 povecava rizik za
ispoljavanje ovog fenotipa. Kod bolesnika sa dijagnozama depresivnog poremecaja i
bipolarnog afektivnog poremecaja iz devet evropskih zemalja nije utvrdena statisticki
znacajna razlika u ucestalosti alela varijante rs6318 sa pokusajem samoubistva u odnosu na
kontrolni uzorak (Lerer et al., 2001). U grupi psihijatrijskih bolesnika iz Italije i Nemacke
sa dijagnozom iz afektivnog spektra, kao i bolesnika iz Nemacke sa dijagnozom iz
shizofrenog spektra i grani¢nih poremecaja licnosti, takode nije utvrdena asocijacija rs6318
sa pokuSajem samoubistva u odnosu na kontrolnu populaciju (Serretti et al., 2007). Studija
geneticke asocijacije u populaciji Kine, koja je, kao i ova studija, ispitivala asocijaciju
rs6318 kod psihijatrijskih bolesnika koji su pokusali samoubistvo u odnosu na psihijatrijske
bolesnike koji to nikada nisu uradili, takode je dala negativan rezultat (Zhang et al., 2008).
Pored navedenog, u studiji slucajeva i kontrola iz populacije Meksika, varijanta rs6318 nije
bila asocirana sa pokusajem samoubistva, iako je utvrdeno da neke druge varijante gena
HTR2C mogu povecavati ili smanjivati rizik za pokuSaj samoubistva u ovoj populaciji

(Molina-Guzman et al., 2017).

Jedina asocijacija varijante rs6318 gena HTR2C i samoubilackog ponasanja, osim u
ovoj studiji, prijavljena je kod Zrtava samoubistva iz slovenacke populacije (Videtic et al.,
2009). Populacija Slovenije ima zajednicko, slovensko poreklo sa populacijom Srbije, kao 1
visoku stopu samoubistva koja se uklapa u ,krivu J“, koja povezuje najviSe stope
samoubistva u Evropi, pocevsi od Finske na severu, do Slovenije na jugu (Marusic, 2005).
Poredenjem uzoraka iz devet evropskih zemalja, uocene su znacajne razlike u ucestalostima
alela varijante rs6318 medu populacijama (Lerer et al., 2001), $to delom moze objasniti
zaSto je varijanta rs6318 za sada detektovana kao faktor rizika za samoubilacko ponasanje
samo u dve juznoslovenske populacije. Sa druge strane, varijanta rs6318 nije pokazala
asocijaciju sa izvrSenjem samoubistva u populaciji Hrvatske (Stefulj et al., 2004) koja je,
takode, slovenskog porekla. Navedeni rezultati namecu potrebu za dodatnim ispitivanjima
ove varijante u drugim slovenskim populacijama, a koja bi ukljucila razliite tipove

samoubilackog ponaSanja. Dalju potrebu za ispitivanjem asocijacije ove varijante sa
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razli¢itim tipovima samoubilackog ponasanja namece i podatak da su njeni razli¢iti aleli
povezani sa izvrSenjem i pokusajem samoubistva. U populaciji Slovenije ucestaliji alel G
povezan je sa izvrSenjem samoubistva (Videtic et al., 2009). Takode, imaju¢i u vidu da gen
HTR2C mapira na hromozomu X, asocijacija je utvrdena kako kod osoba zenskog pola,
tako i kod oba pola zajedno (Videtic et al., 2009). Sa druge strane, u ovoj studiji manje
ucestali alel C povezan je sa pokuSajem samoubistva i to samo kada su analizirana oba pola
zajedno. Dodatno, u studiji Lerer i saradnika (2001), alel C varijante rs6318 povezan je sa
rizikom za razvoj depresivnog poremecaja i bipolarnog afektivnog poremecaja, oboljenjima
koja su najcesca psihijatrijska dijagnoza kod osoba sa samoubilackim ponaSanjem (Holma
et al., 2014; Kutcher and Chehil, 2011). Navedeno ukazuje da bi ova varijanta mogla biti
deo geneticke osnove koji je zajedniCki za samoubilacko ponaSenje 1 poremecaje

raspoloZenja, Sto zasluzuje dalje ispitivanje.

Povezanost gena HTR2C sa samoubilackim ponasanjem bi, pored znacaja za
etiologiju, mogla biti vazna i za potencijalni tretman osoba sa povecanim rizikom za ovaj
fenotip. Receptor HTR2C ostvaruje inhibitorni uticaj na funkciju dopaminskih neurona
(Berg et al., 2008), dok je izoforma receptora Ser23, koja je konstitutivno aktivnija od
izoforme Cys23 (Okada et al.,, 2004), kod zdravih osoba asocirana sa poveéanim
otpuStanjem dopamina u stresnim uslovima u mezo-akumbalnom putu (Mickey et al.,
2012). lako disfunkcija dopaminskog sistema jo$ uvek nije u potpunosti definisana u
samoubilackom ponaSanju (Ryding et al., 2008), receptor HTR2C se kao meta za delovanje
efikasnijih terapeutika upravo ispituje kod neuropsihijatrijskih poremecaja povezanih sa
disfunkcijom dopaminskog sistema (Berg et al., 2008). Takode, poznato je da receptor
HTR2C posreduje u efektima antidepresanata (Martin et al., 2014) 1 atipi¢nih antipsihotika
(Meltzer and Massey, 2011).

Ispitivane sinonimne kodirajuée varijante gena TPH2, rs7305115 i rs4290270, koje se
medusobno nalaze u visokoj neravnoteznoj vezanosti, nisu identifikovane kao pojedina¢ni
faktori rizika za pokuSaj samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika u ovoj studiji.

Dosadasnje studije ukljucile su ispitanike iz razlicitih populacija sa razli¢itim komorbidnim
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psihijatrijskim dijagnozama, kao i sa razli¢itim tipovima samoubilackog ponaSanja i dale su

kontradiktorne rezultate.

Varijanta rs7305115 gena TPH2 nije asocirana, ni kao pojedinacana, ni kao deo
haplobloka, sa izvrSenim samoubistvom kod osoba nepoznate prethodne psihopatologije iz
populacije Japana (Mouri et al., 2009). Nasuprot negativnim rezultatima, manje ucestali
alel A i genotip AA varijante rs7305115 povezani su sa poveéanim rizikom za pokusaj
samoubistva u meksickoj populaciji bolesnika sa shizofrenijom, psihozom, poremecajima
raspolozenja, poremecajima vezanim za odgovor na stres ili zloupotrebu supstanci i
organskim poremecajima (Lopez-Narvéez et al., 2015). U istoj studiji, haplotip koji je
sadrzao alel A ove varijante smanjivao je rizik, dok je haplotip sa alelom G povecavao rizik
za pokusaj samoubistva (Lopez-Narvaez et al., 2015). Kod finskih belaca i africkih
Amerikanaca, identifikovani haplotip gena TPH2, koji je povecavao rizik za pokusaj
samoubistva, takode je sadrzao alel G, dok analiza pojedina¢nog lokusa rs7305115 nije
pokazala asocijaciju sa pokusajem samoubistva (Zhou et al., 2005). Haplotip gena TPH2,
koji je povecavao rizik za samoubilacko 1 parasamoubilacko (samopovredujuce ponaSanje
koje nema za cilj oduzimanje sopstvenog zivota, iako ga akter tako predstavlja) ponasanje u
beloj evropskoj populaciji sa granicnim poremecajima li¢nosti, sadrzao je, takode, alel G
varijante rs7305115 (Perez-Rodriguez et al., 2010). Dodatno, alel A i genotip AA varijante
rs7305115 identifikovani su kao protektivni faktori za pokuSaj samoubistva kod
depresivnih bolesnika kineskog porekla (Ke et al., 2006; Zhang et al., 2010).

U odnosu na rs7305115, varijanta rs4290270 gena TPH2 manje je ispitivana u
studijama asocijacije sa samoubilackim ponasanjem. Kao i u ovoj studiji, nezavisan efekat
ove varijante na rizik za pokuSaj samoubistva nije detektovan kod klinicki heterogene
populacije bolesnika iz Meksika (LOpez-Narvaez et al., 2015). Sa druge strane, haplotip
TPH2, koji je sadrzao ¢es¢i alel T ove varijante, smanjivao je rizik, dok je haplotip sa
manje ucestalim alelom A povecavao rizik kod iste grupe ispitanika (LOpez-Narvéez et al.,
2015). Statisti¢ki znacajno veca ucestalost genotipa AA varijante rs4290270 opisana je kod

osoba koje su izvrSile samoubistvo 1 Cija je psihopatologija bila nepoznata u poredenju sa
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bolesnicima sa depresivnim poremecajem i kontrolnom populacijom iz Nemacke

(Grohmann et al., 2010).

U genu TPH2 identifikovano je pet Cestih tackastih varijanti u visokoj neravnoteznoj
vezanosti, ukljucujuéi varijante rs7305115 i rs4290270, ¢ija heterozigotnost koreliSe sa
povecanjem nivoa ekspresije iRNK TPH2 u mozdanom stablu zdravih osoba (Lim et al.,
2007). Sa povecanim nivoom ekspresije iRNK TPH2 od 94% i 59% povezani su manje
ucestali alel A varijante rs7305115 i ucestaliji alel T varijante rs4290270, redom (Lim et
al., 2007). Varijanta rs4290270 je nepoznatim mehanizmom povezana sa alternativnim
splajsovanjem i editovanjem transkripata TPH2. Naime, dogadaj alternativnog splajsovanja
koje omogucava stvaranje iRNK TPH2b i editovanje transkripata TPH2a i TPH2b u kulturi
¢elija identifikovano je samo u prisusutvu alela T (Grohmann et al., 2010). Navedeni
rezultati funkcionalnih analiza ukazuju da bi alel A varijante rs7305115 i alel T varijante
rs4290270 mogli ostvarivati protektivnu ulogu u ispoljavanju pokusaja samoubistva, putem
povecanja ekspresije TPH2 i povecane sinteze serotonina. Dodatno, alel T varijante
rs4290270 bi mogao doprinositi odrzavanju optimalnog nivoa sinteze serotonina kroz
regulaciju alternativnog splajsovanja 1 editovanja RNK, procesa koji su ukljuCeni u

regulaciju kataliticke aktivnosti TPH2 uskladenu sa trenutnim potrebama celije.

Rezultati studija koje su ispitivale kompletan region genoma u kome mapira gen
TPH2 genotipizacijom cestih tag varijanti, nisu utvrdili povezanost ovog gena sa
pokusajem samoubistva kod bolesnika sa bipolarnim afektivnim poremecajem iz bele
brazilske populacije (Campos et al., 2010) i zavisnika od alkohola iz Nemacke (Zill et al.,
2007b), kao ni sa izvrSenim samoubistvom kod muskaraca iz Estonije (Must et al., 2009).
Negativne rezultate za asocijaciju gena TPH2 sa pokusajem samoubistva dala je i meta-
analiza u koju su bile ukljuéene i varijante rs7305115 i rs4290270 (Choong et al., 2014).
Nominalna znacajnost asocijacije varijante rs7305115 sa samoubilackim ponasanjem po
modelu fiksiranih efekata nije se odrzala u modelu nasumi¢nih efekata, usled velike

heterogenosti ispitivanih grupa (Choong et al., 2014).
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Suprotno genu TPH2, kao jedan od najkonzistentnijih faktora rizika za samoubilacko
ponasanje je gen TPH1. Gen TPH1 se dominantno eksprimira van centralnog nervnog
sistema, a u mozgu je njegova ekspresija opisana u hipotalamusu, amigdali (Zill et al.,
2007a) i prednjem reznju hipofize (Zill et al., 2009), u kojima je izoforma TPHI
zastupljenija u odnosu na TPH2. Nekoliko cestih varijanti gena TPH1 povezane su sa
pokusajem samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika 1 izvrSenjem samoubistva u
populacijama Sirom sveta (Mirkovic et al., 2016). Najces¢e asocirana varijanta gena TPH1,
rs1800532 (A218C), povezana je sa pokusajem samoubistva i u grupi psihijatrijskih
bolesnika ispitivanih u ovoj studiji (Karanovi¢ et al., 2016). Prema navedenim rezultatima
genetickih studija asocijacije, varijante gena TPH1 mogle bi imati ulogu u etiologiji
pokusaja samoubistva i samoubilackog ponasanja uopste, dok bi varijante gena TPH2 pre
mogle imati opstiji efekat na psihopatologije. Na primer, varijanta rs7305115 povezana je
sa depresivnim poremecéajem u Zenskoj populaciji iz Kine (Shen et al., 2011) i bipolarnim
afektivnim poremecajem u francuskoj populaciji iz Kanade (Harvey et al., 2007). Ili,
varijanta rs4290270 koja je povezana sa kognitivnim funkcijama kod psihijatrijskih
bolesnika, dok je efekat varijante rs7305115 na kognitivne funkcije u istoj studiji

detektovan samo kod podgrupe koja je imala tesku depresiju (Wang et al., 2015).

Prethodno diskutovani rezultati ove studije vezani su za asocijaciju pojedinacnih
faktora rizika na pokusaj samoubistva 1 podrZavaju hipotezu prema kojoj sredinski faktori
mogu u vecoj meri doprineti riziku za ovaj fenotip u odnosu na ceste geneticke varijante
(Brezo et al., 2008). Medutim, nijedan od identifikovanih pojedina¢nih faktora rizika niti je
neophodan niti dovoljan da bi neka osoba pokuSala samoubistvo. Na primer, viSe od
polovine bolesnika koji nisu pokusali samoubistvo dozivelo je opSte traume tokom
detinjstva, dok je nesto viSe od 30% njih prijavilo da je dozivelo veci broj stresnih dogadaja
tokom poslednjih 12 meseci Zivota. Imajuéi u vidu da, prema modelu 'predispozicija-stres’,
individualni rizik za razvoj samoubilackog ponasanja zavisi od udruzenog efekta razli¢itih
faktora (Mann, 2003), kao 1 da se efekat pojedinacnih faktora rizika moZze modulisati kroz
interakcije sa drugim faktorima rizika (Cordell, 2009; McGowan et al., 2008), u ovoj tezi

ispitivani su i udruZeni i interaktivni efekti ispitivanih genetickih i sredinskih faktora rizika.
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Testiranjem pojedinacnih 1 interaktivnih efekata svih statisticki znacajno asociranih
genetickih faktora rizika (rs4819035 i rs9983925 gena ADARBL i rs6318 gena HTR2C),
svih ispitivanih sredinskih faktora rizika, ukljucuju¢i kao wvarijable i psihijatrijske
dijagnoze, pol i starost bolesnika, prema najbolje fitovanom minimalnom modelu udruzeni
efekat na pokusaj samoubistva kod ispitivane grupe psihijatrijskih bolesnika ostvaruju:
varijanta rs9983925 gena ADARB1, varijanta rs6318 gena HTR2C, emocionalno
zlostavljanje tokom detinjstva i akutni stresni dogadaji, kao nezavisni faktori rizika, kao 1
interakcija opstih trauma i psihijatrijske dijagnoze i interakcija opStih trauma i

emocionalnog zlostavljanja.

Detektovane interakcije ukazuju da efekat dozivljenih op$tih trauma na pokusaj
samoubistva zavisi od psihijatrijske dijagnoze i emocionalnog zlostavljanja, §to delom
moze objasniti zasto svi bolesnici koji su prijavili da su doziveli opSte traume nisu pokusali
samoubistvo. Tako, veci broja dozivljenih opstih trauma tokom detinjstva povecava rizik za
pokusaj samoubistva kod bolesnika sa dijagnozom depresivnog poremecaja i bipolarnog
afektivnog poremecaja. Suprotno, dozivljene opste traume ne povecavaju rizik za pokusaj
samoubistva kod bolesnika sa dijagnozom shizofrenije, 1ako su oni prijavili ve¢i broj opstih
trauma u odnosu na dve prethodno pomenute grupe bolesnika. Moglo bi se pretpostaviti da
bi opste traume iz detinjstva mogle biti faktor rizika za razvoj same shizofrenije ili neke
druge aspekte njene patologije koji nisu povezani sa samoubilackim ponaSanjem. Sa druge
strane, interakcija izmedu opStih trauma 1 emocionalnog zlostavljanja znatno je sloZenija.
Bolesnici koji su doziveli ve¢i broj opstih trauma tokom detinjstva, i koji su prijavili mali
ili veliki broj dogadaja iz domena emocionalnog zlostavljanja u istom periodu Zivota, imali
su povecan rizik za pokuSaj samoubistva. lako ovaj rezultat nije jednostavan za
interpretaciju, on potvrduje da odredene kombinacije sredinskih faktora, kao S$to je
kombinacija fizickog i seksualnog zlostavljanja (Leverich et al., 2003), povecavaju rizik za

pokusaj samoubistva kasnije tokom zivota.

Najveci deo varijanse pokusaja samoubistva koju opisuje navedeni model vezan je za
stresne dogadaje tokom detinjstva, bilo kao nezavisnih faktora rizika ili kroz medusobne

interakcije ili interakcije sa psihijatrijskim dijagnozama. Ovaj rezultat je u skladu sa vec
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navedenim podacima da najveéi doprinos predispoziciji za pokusaj samoubistva imaju
stresni dogadaji dozivljeni tokom detinjstva (Dube et al., 2001; Fergusson et al., 2000), kao
1 da vec¢ina osoba koje su pokusale samoubistvo najceS¢e imaju dijagnostikovan neki od
poremecaja raspoloZenja (Beautrais et al., 1996). Ovi rezultati, takode, ukazuju da bi mnogi
kontradiktorni rezultati vezani za ispitivanje efekata potencijalnih faktora rizika mogli biti

vezani za dizajn studije, u smislu da se najcesce ispituju samo nezavisni efekti.

Varijante rs7305115 i rs4290270 gena TPH2 nisu bile razmatrane u prethodnoj
analizi udruzenih efekata faktora rizika, koja je od genetickih varijanti ukljucila samo one
koje su identifikovane kao nezavisni faktori rizika za pokuSaj samoubistva. Medutim,
imajuéi u vidu potencijalan uticaj ovih varijanti na funkcionalnost enzima TPH2, koji je
faktor ograni¢enja sinteze serotonina u mozgu, testirane su njihove interakcije sa stresnim
dogadajima tokom detinjstva. Nije identifikovano da postoji interakcija varijante rs7305115
sa ispitivanim stresnim zivotnim dogadajima. Sli¢no, Murphy i saradnici (2011) nisu
detektovali da interakcija ove varijante i fizickog i/ili seksualnog zlostavljanja pre 16.
godine zZivota predstavlja rizik za pokuSaj samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika.
Zanimljiv je podatak da interakcija varijante rs7305115 i tezine novorodenceta moze uticati
na formiranje osobina u detinjstvu, na osnovu ¢ega je pretpostavljeno da bi serotoninski
sistem mogao biti ukljuen u mehanizme plasticnosti koji definiSu individualni odgovor na

uticaje iz spoljasnje sredine tokom razvica (Broekman et al., 2011).

U ispitanim interakcijama G x E, detektovana je statisticki znacajna interakcija
izmedu varijante rs4290270, prema dominantnom modelu nasledivanja, 1 opS$tih trauma
dozivljenih pre 18. godine zivota. Interakcija je takva da se efekat opstih trauma na rizik za
poku$aj samoubistva ispoljava samo kod onih psihijatrijskih bolesnika koji su bili
homozigoti TT za rs4290270. Interakcija rs4290270 gena TPH2 sa stresnim Zivotnim
dogadajima do sada nije ispitivana, a posebno je bila od interesa u ovoj studiji, imajuci u
vidu njenu potencijalnu funkcionalnu povezanost sa alternativnim splajsovanjem i
editovanjem transkripata TPH2. 1z ovog razloga testirani su i udruzeni efekti pojedinacnih i
interaktivnih efekata varijante rs4290270 gena TPH2, statisti¢ki znacajno asociranih
varijanti rs4819035 i rs9983925 gena ADARBL i opstih trauma tokom detinjstva kao
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statisticki znaCajno asociranih nezavisnih 1 interaktivnih sredinskih faktora rizika,
ukljucujuéi kao konfaundere psihijatrijske dijagnoze, pol i starost bolesnika. Prema najbolje
fitovanom minimalnom modelu identifikovan je udruzeni efekat opStih trauma kao
nezavisnih faktora rizika, dvostuke interakcije ops$tih trauma i psihijatrijske dijagnoze,
dvostuke interakcije opStih trauma i varijante rs4290270 gena TPH2, i vrlo zanimljivo,
trostruke interakcije opStih trauma, i varijanti rs4290270 gena TPH2 i rs4819035 gena
ADARBL.

Identifikovana trostruka interakcija ukazuje da se efakat interakcije opstih trauma i
varijante rs4290270 gena TPH2 dodatno modifikuje varijantom rs4819035 gena ADARBL,
tako da se kod osoba koje su dozivele opSte traume i1 nosioci su genotipa TT varijante
rs4290270 rizik za pokuSaj samoubistva dodatno poveéava ako su one i nosioci genotipa
TT varijante rs4819035. Efekat varijante rs4290270 na pokusaj samoubistva, dakle, zavisi
od izlaganja bolesnika stresnim dogadajima tokom detinjstva, kao 1 od genotipa varijante
rs4819035 gena ADARBI1. Za razliku od nje, varijanta rs4819035 je sa pokusajem
samoubistva povezana nezavisno, kao i putem navedene trostruke interakcije, Sto ukazuje
da geneticki faktori rizika mogu ostvarivati slozeni efekat na pokusaj samoubistva. Ovaj
najbolje fitovani model jo$§ jednom je potvrdio da opste traume predstavljaju nezavisne
faktore rizika za pokuSaj samoubistva, kao 1 da njihov efekat zavisi od psihijatrijske
dijagnoze. Interakcija ’opSte traume x psihijatrijske dijagnoze’ u ovom modelu ukazuje da
su identifikovana dvostruka i trostruka interakcija G x E’ uglavnom povezane da
depresivnim poremecajem 1 bipolarnim afektivnim poremec¢ajem. Sli€no prvom modelu, i
prema ovom modelu najve¢i deo varijanse u pokuSaju samoubistva vezan je za efekat

opstih trauma, nezavisno ili kroz interakcije sa drugim faktorima.

Sa identifikacijom varijante rs4290270 gena TPH2, kao faktora rizika, dobijeni
rezultati idu u prilog hipotezi da bi izmenjen nivo i obrazac editovanja transkripata TPH2,
slicno editovanju transkripata HTR2C, mogao biti ukljucen u etiologiju samoubilackog
ponaSanja (Grohmann et al., 2010). Ova hipoteza postavljena je na osnovu nalaza da je u

postmortem uzorcima amigdala samoubica detektovan 20% poviSen nivo editovanja
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transkripata TPH2a na mestima 1, 2, 3 i 4 u odnosu na kontrole, dok editovanje ovih
transkripata nije opisano kod bolesnika sa shizofrenijom (Grohmann et al., 2010).

Na osnovu rezultata funkcionalnih studija varijante rs4290270 gena TPH2 ocekuje se
da nosioci genotipa TT ove varijante eksprimiraju gen TPH2 na neSto viSem nivou u
odnosu na nosioce genotipova TA ili AA (Lim et al. 2007), $to ukazuje da bi povecan nivo
ekspresije TPH2, opisan u postmortem uzorcima mozga zrtava samoubistva sa depresivnim
poremecajem (Bach-Mizrachi et al., 2006; 2008; Boldrini et al., 2005), delom mogao biti
geneticki determinisan. Iako se smatra da bi povecan nivo ekspresije TPH2 mogao
predstavljati mehanizam kompenzacije na sniZzeni nivo serotonina kod osoba sa
samoubilackim ponasanjem (Bach-Mizrachi et al., 2008), treba imati u vidu da sve
izoforme TPH2 nisu kataliticki jednako aktivne usled slozene post-transkripcione obrade.
Prema rezultatima funkcionalne analize varijante rs4290270 gena TPH2 ocekuje se da
nosioci genotipa TT ove varijante eksprimiraju obe izoforme TPH2 (TPH2a i TPH2b) ¢ija
aktivnost moze biti redukovana ili potpuno inhibirana usled, takode, ocekivanog editovanja
IRNK TPH2a i TPH2b kod nosioca ovog genotipa (Grohmann et al., 2010). Geneticki
determinisano prisustvo kataliticki manje aktivnih izoformi TPH2 kod osoba sa
samoubilackim ponaSanjem bilo bi u skladu sa nalazom povecanog nivoa editovanja
transkripata TPH2a u postmortem uzorcima amigdala samoubica, i moglo bi barem delom

doprineti hipofunkciji serotoninskog sistema opisanoj kod samoubilackog ponasanja.

Identifikovane statisticke interakcije G x E ukazuju da bi bioloSka posledica stresnih
dogadaja tokom detinjstva mogla biti naruSavanje plastiCnosti u funkcionisanju
serotoninskog sistema, koja je barem jednim delom genetic¢ki deteminisana. S obzirom da
poligena osnova, odredena Cestim tackastim varijantama 1 njihovim interakcijama,
objaSnjava mali procenat rizika za Ceste bolesti (Cordell, 2009), svakako je intrigantno
pitanje bioloSke osnove ,,memorije* stresnih dogadaja tokom detinjstva koji povecavaju
rizik za samoubilacko ponasanje u adultnom periodu. Istrazivanja u oblasti epigenetike
ponasanja ukazuju da zlostavljanje tokom detinjstva menja epigeneticke oznake u genomu
pomoc¢u kojih geni ,,pamte* doZivljeno iskustvo. Prvi dokaz za ovu hipotezu bili su

eksperimenti na pacovima u kojima je pokazano da majcinska briga utie na aktivnost
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hipotalamo-hipofizno-adrenalne  ose  kroz  epigenetiCku  regulaciju  ekspresije
glukokortikoidnog receptora (Weaver et al.,, 2004). lzmenjena aktivnost hipotalamo-
hipofizno-adrenalne ose povezana je i sa samoubila¢kim ponasanjem (Mann, 2003). Kod
samoubica, koji su bili zrtve zlostavljanja tokom detinjstva, opisana je snizena ekspresija
gena neuron-specificnog glukokortikoidnog receptora (NR3C1) u hipokampusu povezana
sa epigenetickim promenama (hipermetilacijom) promotora ovog gena u poredenju, kako sa
samoubicama koji nisu bili Zrtve zlostavljanja, tako i sa kontrolama (McGowan et al.,

2009).

Studije asocijacije imaju brojna ograni¢enja koja treba imati u vidu prilikom njihovog
dizajna, kako bi dobijeni rezultati bili relevantni, a ne rezultat statisti¢ke greske. UopSteno,
ogranicenja studija asocijacija vezana su za kontrolu faktora koji uti¢u na statisticCku mo¢
studije, kontrolu multiplih testiranja, kao i odabir $to preciznijih kriterijuma i instrumenata
koji doprinose Sto vecoj fenotipskoj (i genetickoj) homogenosti ispitanika (Evans and
Purcell, 2012). Takode, neophodna je i odgovarajuca kontrola konfaundera ili faktora sa
potencijalno skrivenim efektima koje je potrebno uzeti u obzir kako detektovan efekat neke

ispitivane varijable ne bi bio posledica efekta konfaundera (Keller, 2014).

Procenjena statisticka mo¢ studije asocijacije pojedinacnih genetickih varijanti, koja
je dizajnirana tako da detektuje Ceste genetiCke varijante sa ucestalos¢u redeg alela od oko
0.25 i sa relativno niskim efektom na rizik za pojavu pokuSaja samoubistva (OR=1.5),
iznosila je 77.8%, $to priblizno odgovara preporucenoj vrednosti od 80%. Sa ovolikom
statistickom moci studije verovatnoca detekcije lazno negativnih rezultata, odnosno
izostanka detekcije pravih efekata, odgovara koeficijentu greske tipa II i1 iznosi B=1-
0.778=0.222, dok je mogucnost lazno pozitivnih rezultata, odnosno detekcije nepostojecih
efekata, bila unapred definisana zadatim pragom znacajnosti P<0.05 (koeficijent greSke tipa
I, a=0.05) (Evans and Purcell, 2012). Delimi¢no ograni¢enje vezano za veli¢inu ispitivanog
uzorka u studiji asocijacije pojedinac¢nih genetickih varijanti kompenzovano je dobrom
kontrolom dodatnih faktora koji uti¢u na statisticku mo¢ studije. Naime, prilikom odabira
tag taCkastih varijanti u ADAR i ADARBI1 regionima od interesa, mera neravnotezne

vezanosti definisana je visokom vrednoséu koeficijentom korelacije (1%>0.8) kako bi se
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obezbedila optimalna pokrivenost Cestih varijanti u ispitivanim regionima (Pettersson et al.,
2009). Takode, obe ispitivane grupe sadrzale su priblizno isti broj bolesnika, Sto je
najoptimalniji odnos za poredenje grupa u studijama asocijacije (Evans and Purcell, 2012).
Prilikom testiranja asocijacije genotipova pojedinacnih tackastih varijanti, kao i asocijacije
varijanti haplobloka 2 gena ADARBL, vrseno je poravnanje po psihijatrijskim dijagnozama.
Korekcija za multipla testiranja asocijacije alela i genotipova pojedinac¢nih varijanti, kao i

asocijacije haplotipova, kontrolisana je testom sa milion permutacija (Purcell et al., 2007).

Veli¢ina uzorka je, verovatno, bila realno ograniCenje za ispitivanje interakcija
izmedu faktora rizika koriS¢enjem generalizovanih modela i selekcije unazad, koja je,
pored interakcija faktora rizika, u pocetni model ukljucila sve relevantne interakcije
‘konfaunder x gen’ i ‘konfaunder x sredina’ kako bi se na adekvatan nacin iskljucila
mogucnost da su identifikovane interakcije posledica njihovih efekata kao skrivenih faktora
(Keller, 2014). Naime, neodgovarajuca kontrola efekta konfaundera je jedna od najéescih
kritika upuéena studijama u kojima su interakcije G x E ispitivane logistickom regresijom,
a u kojima su faktori sa skrivenim efektom kontrolisani kao kovarijate (Keller, 2014). Ipak,
mogucnost suvisnog fitovanja podataka (eng. overfitting) isklju¢ena je dodatnom proverom
odnosa rezidualne devijanse i stepena slobode, kao i kritickom proverom odabranog
najbolje fitovanog modela pomoc¢u Hosmer-Lemeshow-og testa (Hosmer and Lemeshow,
2000).

Statisticku moc¢ studije moZe poboljSati 1 kontrola fenotipizacije (Evans and Purcell,
2012). Grupisanjem obolelih prema odredenim osobinama 1ili simptomima
(endofenotipovima), nezavisno od klinicke dijagnoze, moZe se posti¢i veca geneticka
homogenost uzorka koja istovremeno doprinosi povecanju veli¢ina efekta koju odredena
geneticka varijanta ima na razvoj date osobine ili simptoma (Burmeister et al., 2008). U
ovoj studiji ispitanici su grupisani u odnosu na to da li su ili ne pokusali samoubistvo, bez
obzira na primarnu psihijatrijsku dijagnozu. Sa druge strane, iako heterogenost
psihijatrijskih dijagnoza u ispitivanom uzorku moze predstavljati ograni¢enje studije, treba
istaci da se predispozicija za samoubilacko ponaSanje smatra nezavisnom od psihijatrijske

dijagnoze (Bostwick and Pankratz, 2000), kao i da je, prema kriterijjumima DSM-5,
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samoubilacko ponasanje definisano kao pretpostavljena dijagnoza za sve osobe koje su
pokusale da izvrSe samoubistvo tokom poslednje dve godine zivota (American Psychiatric
Association, 2013). Takode, zbog velike fenotipske heterogenosti samoubilackog ponaSanja
preporucuje se ispitivanje odredenog tipa ovog ponasanja (Mann, 2003). U skladu sa
navedenom preporukom, fenotipska homogenizacija uzorka poboljsana je upravo
Ispitivanjem samo pokusaja samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika, a ne samoubilackog
ponasanja uopste koje bi ukljucilo i samoubilacke ideacije 1 izvrSeno samoubistvo. Klinicku
procenu bolesnika sistematski su vrSila dva psihijatra nezavisno, prema definisanim
kriterijumima DSM-IV. Svi bolesnici bili su poreklom iz Srbije, a ispitivane grupe nisu se
statisticki znacajno razlikovale prema polu i prosecnoj starosti, dok je za razlike prema
psihjjatrijskim dijagnozama pokazano postojanje statistickog trenda, zbog cega su

psihijatrijske dijagnoze bile kovarijate i konfaunderi u statistickim analizama.

Potencijalna ograni¢enja ove studije vezana su i za dobijanje objektivnih informacija
o stresnim Zivotnim dogadajima, naro€ito onih dozivljenih tokom detinjstva. Medutim, za
upitnike ETI-SR i LTE-Q je utvrdeno da imaju odgovarajucu validnost i pouzdanost kao
klini¢ki instrumenti (Bremner et al., 2007; Brugha and Cragg, 1990), dok su dva psihijatra,

nezavisno, dodatno procenjivala pouzdanost svakog prijavljenog stresnog dogadaja.

Najveci deo ove studije je po dizajnu originalan (de novo), jer su asocijacije gena
ADAR i ADARBL sa pokuSajem samoubistva, kao i asocijacije njihovih interakcija sa
stresnim Zivotnim dogadajima i genima HTR2C i TPH2 prvi put testirane upravo u ovoj
studiji. Uzimajuci u obzir de novo dizajn i potencijalna ograni¢enja, potrebno je rezultate
dobijene u ovoj studiji potvrditi u nezavisnoj replikativnoj studiji koja bi ukljucila veci broj
ispitanika, kao i u studijama koje bi ukljucile ispitanike iz drugih populacija. Prezentovani
rezultati, takode, namecu potrebu za funkcionalnim analizama kojima bi se testirao
regulatorni znacaj varijante 1s9983925 i varijanti haplobloka 2 gena ADARBI1, koji
ukljucuje varijantu rs4819035. Imajuéi u vidu da se gen ADARBL eksprimira u mnogim
¢elijama (Nishikura, 2010), ukljucujéi i limfocite, funkcionalni znacaj identifikovanih
varijanti bilo bi moguce ispitati metodom alel-specificnog PCR-a u realnom vremenu iz

uzorka krvi.

90



Bez obzira na potencijalna ograni¢enja, prezentovani rezultati ove studije mogli bi
imati klinicki znacaj za prepoznavanje onih psihijatijskih bolesnika koji imaju povecan
rizik za pokus$aj samoubistva, ¢ak i u ranoj fazi bolesti, §to je od posebnog znacaja ako se
zna da se pokuSaj samoubistva smatra najvaznijim prediktivnim faktorom za izvrSeno
samoubistvo (Gunnell and Lewis, 2005). Geneticki markeri su stabilni tokom zivota i mogu
se nedvosmisleno i sve jednostavnije genotipizirati, dok su stresni dogadaji iz detinjstva
objektivno procenjivi primenom pazljivo dizajniranih i validiranih upitnika, a njihove
posledice se mogu ublaZziti psihoterapijskim intervencijama. Ukoliko bi se procenio
povecan rizik za pokuSaj samoubistva, on bi se mogao smanjiti primenom odgovarajuéeg i
pravovremenog farmakoloSkog tretmana koji ne bi ublazavao samo simptome psihijatrijske
bolesti, ve¢ bi mogao imati i reverzibilan efekat na izmenjeni obrazac editovanja. Navedeno
bi moglo biti od posebnog znacaja za primenu antidepresivnog tretmana kod bolesnika sa
poremecajima raspolozenja. Ovakav pristup bi mogao dovesti do primene personalizovanog

pristupa u le¢enju i doprineti napretku u prevenciji pokusaja samoubistva.

Predispozicija za samoubilacko ponaSanje kod psihijatrijskih bolesnika definisana je,
barem jednim delom, geneticki determinisanim individualnim razlikama u genima HTR2C i
TPH2, genima za editovanje RNK deaminacijom adenozina u inozin (ADAR i ADARBL1),
dijagnostikovanim poremecajima raspoloZenja, kumulativnim izlaganjem razli¢itim
stresnim dogadajima tokom detinjstva 1 akutnim stresnim dogadajima. Izmedu
identifikovanih faktora rizika postoje slozene statisticke interakcije, koje, barem delom,
odrazavaju biolosku osnovu sloZzenog fenotipa kao $to je samoubilacko ponaSanje. U tom
smislu, prezentovani rezultati mogu pomo¢i u razumevanju mehanizama koji uéestvuju u
interakciji serotoninskog sistema i stresnih zivotnih dogadaja, ukljucujuci, kao posrednika
izmedu genoma 1 sredine, epigeneticki mehanizam na nivou RNK, kao S§to je editovanje
RNK. Potencijalni klinicki znacaj ove studije je da identifikovani faktori rizika mogu
pomoc¢i u identifikaciji psihijatrijskih bolesnika koji imaju povecan rizik za samoubilacko
ponaSanje, ¢ak 1 u ranoj fazi bolesti, kao 1 da mogu usmeriti ispitivanje novih biomarkera 1

terapeutika na proces editovanja RNK dezaminacijom adnozina u inozin.
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Zakljudci

Kao nezavisni faktori rizika za pokusaj samoubistva kod psihijatrijskih bolesnika iz
Srbije identifikovane su opste traume 1 emocionalno zlostavljanje tokom detinjstva i
akutni stresni dogadaji.

Za analizu ADAR regiona od interesa, koji je obuhvatio kompletan gen ADAR sa po
okolnih 10 kb, odabrano je 12 tag tackastih varijanti koje formiraju jedan haploblok
I sa kojima je jos 44 varijanti bilo u visokoj neravnoteznoj vezanosti.

Za analizu ADARBL regiona od interesa, koji kodira deaminazni domen i 3' UTR,
odabrano je 11 tag tackastih varijanti koje formiraju dva haplobloka i sa kojima je
jos§ 38 varijanti bilo u visokoj neravnoteznoj vezanosti.

Kao nezavisni geneticki faktori rizika za pokusaj samoubistva kod psihijatrijskih
bolesnika identifikovane su varijante rs9983925 i rs4819035 gena ADARBI,
haploblok rs9637192-rs2253763-rs4819035 na 3' kraju gena ADARBL i varijanta
rs6318 gena HTR2C.

Ispitivanjem udruzenog efekta nezavisnih genetickih i sredinskih faktora rizika i
njihovih medusobnih interakcija na rizik za pokusSaj samoubistva kod psihijatrijskih
bolesnika identifikovana su dva najbolje fitovana minimalna modela.

Prvi model udruzenih efekata uklju¢io je varijantu rs9983925 gena ADARBI,
varijantu rs6318 gena HTR2C, emocionalno zlostavljanje tokom detinjstva, akutne
stresne dogadaje, interakciju ‘opSte traume X emocionalno zlostavljanje’ i
interakciju ‘opste traume x psihijatrijske dijagnoze’.

. Drugi model udruzenih efekata uklju¢io je opste traume iz detinjstva, interakciju
‘opSte traume x psihijatrijske dijagnoze’, interakciju ‘opSte traume x rs4290270
gena TPH2’ i interakciju ‘opste traume x rs4290270 gena TPH2 x rs4819035 gena
ADARBLY’.

. Predispozicija za samoubilacko ponaSanje kod psihijatrijskih bolesnika, barem
jednim delom, definisana je geneticki determinisanim individualnim razlikama u
genima HTR2C i TPH2, i genima za editovanje RNK deaminacijom adenozina u
inozin, $to je prvi put pokazano u ovoj studiji, kao i dijagnostikovanim
poremecajima raspolozenja, kumulativnim izlaganjem razliitim stresnim
dogadajima tokom detinjstva i akutnim stresnim dogadajima.
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9. Potencijalni klini¢ki znacaj ove studije je da identifikovani faktori rizika mogu
pomo¢i u identifikaciji psihijatrijskih bolesnika koji imaju poveéan rizik za
samoubilacko ponaSanje, ¢ak i u ranoj fazi bolesti, kao i da mogu usmeriti
ispitivanje novih biomarkera i terapeutika na proces editovanja RNK.
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8. Prilozi

8.1. Upitnik LTE-Q za procenu akutnih stresnih dogadaja

LTE-Q ispituje sledec¢ih 12 kategorija dogadaja koji mogu imati dugorocne posledice
(Brugha et al., 1985):

Ozbiljno oboljenje ili povreda ispitanika licno

Ozbiljno oboljenje ili povreda bliskog rodaka

Smrt rodaka prvog stepena, ukljucujuci dete ili supruznika
Smrt bliskog porodi¢nog prijatelja ili rodaka drugog stepena
Razvod usled problema u braku

Prekid stabilne veze

Ozbiljan problem sa bliskim prijateljem, komsijom ili rodakom

Nezaposlenost/trazenje posla u trajanju duZem od jednog meseca

© o N g bk owDdPE

Otpustanje sa posla
10. Velika finansijska kriza
11. Problemi sa policijom i pojavljivanje na sudu

12. Izgubljeno ili ukradeno nesto vredno
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8.2. Asocijacije interakcija varijante rs4290270 gena TPH2 i domena
zlostavljanja iz detinjstva sa pokuSajem samoubistva kod
psihijatrijskih bolesnika

Tabela 8.2.1. Asocijacije interakcija varijante rs4290270 gena TPH2, prema
kodominantnom modelu nasledivanja, 1 tri domena stresnih dogadaja iz detinjstva (opste
traume, fizicko 1 emocionalno zlostavljanje) sa pokusajem samoubistva kod ispitivanih
psihijatrijskih bolesnika.

Ukupan Bolesnici Bolesnici

. a
Varijabla uzorak sa SA bez SA P
Broj ispitanika (%)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za opste traume’
TTx0 44 (12.6) 13 (8.0) 31 (16.7)
AT x0 65 (18.7) 28 (17.3) 37 (19.9)
AA X0 23 (6.6) 11 (6.8) 12 (6.4) 0.029
TT x>1 91 (26.2) 53 (32.7) 38 (20.4) '
AT x>1 99 (28.4) 47 (29.0) 52 (28.0)
AAx>1 26 (7.5) 10 (6.2) 16 (8.6)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za fizi¢ko zlostavljanje’
TTx0 66 (19.0) 29 (17.9) 37 (19.9)
AT x0 83 (23.9) 39 (24.1) 44 (23.7)
AA X0 29 (8.3) 12 (7.4) 17 (9.1) 0.610
TT x>1 69 (19.8) 37 (22.8) 32 (17.2) '
AT x>1 81 (23.3) 36 (22.2) 45 (24.2)
AAx>1 20 (5.7) 9 (5.6) 11 (5.9)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za emocionalno zlostavljanje’
TTx0 57 (16.4) 28 (17.3) 29 (15.6)
AT x0 72 (20.7) 34 (21.0) 38 (20.4)
AA X0 23 (6.6) 8 (4.9) 15 (8.1) 0.480
TT x >1 78 (22.4) 38 (23.5) 40 (21.5) '
AT x>1 92 (26.4) 41 (25.3) 51 (27.4)
AAx>1 26 (7.5) 13 (8.0) 13 (7.0)

SA: pokus$aj samoubistva; ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self Report.
*Logisti¢ka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama.
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Tabela 8.2.2. Asocijacije interakcija varijante rs4290270 gena TPH2, prema recesivhom
modelu nasledivanja, i tri domena stresnih dogadaja iz detinjstva (opSte traume, fizicko i
emocionalno zlostavljanje) sa pokuSajem samoubistva kod ispitivanih psihijatrijskih

bolesnika.
. Ukupan Bolesnici Bolesnici a
Varijabla uzorak sa SA bez SA P
Broj ispitanika (%)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za opste traume’
T-x0 109 (31.3) 41 (25.3) 68 (36.6)
AA X0 23 (6.6) 11 (6.8) 12 (6.4) 0.093
T-x>1 190 (54.6) 100 (61.7) 90 (48.4) '
AA x>1 26 (7.5) 10 (6.2) 16 (8.6)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za fizicko zlostavljanje’
T-x0 149 (42.8) 68 (42.0) 81 (43.6)
AA X0 29 (8.3) 12 (7.4) 17 (9.1) 0.840
T-x>1 150 (43.1) 73 (45.0) 77 (41.4) '
AA x>1 20 (5.8) 9 (5.6) 11 (5.9)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za emocionalno zlostavljanje’
T-x0 129 (37.1) 62 (38.3) 67 (36.0)
AA X0 23 (6.6) 8 (4.9) 15 (8.0) 0.240
T-x>1 170 (48.8) 79 (48.8) 91 (49.0) '
AA x>1 26 (7.5) 13 (8.0) 13 (7.0)

SA: pokus$aj samoubistva; ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self Report.

*Logisti¢ka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama.
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Tabela 8.2.3. Asocijacije interakcija varijante rs4290270 gena TPH2, prema
overdominantnom modelu nasledivanja, i tri domena stresnih dogadaja iz detinjstva (opSte
traume, fizicko i emocionalno zlostavljanje) sa pokuSajem samoubistva kod ispitivanih

psihijatrijskih bolesnika.

. Ukupan Bolesnici Bolesnici a
Varijabla uzorak sa SA bez SA P
Broj ispitanika (%)
‘rs4290270 x ETI-SR skor za opste traume’
TT/AA X0 67 (19.3) 24 (14.8) 43 (23.1)
AT x0 65 (18.7) 28 (17.3) 37 (19.9) 0.220
TT/AA x >1 117 (33.6) 63(38.9) 54 (29.0) '
AT x>1 99 (28.4) 47 (29.0) 52 (28.0)
‘rs4290270 x ETI-SR skor za fizicko zlostavljanje’
TT/AAXO 95 (27.3) 41 (25.3) 54 (29.0)
AT x0 83 (23.8) 39 (24.1) 44 (23.7) 0.390
TT/AA x >1 89 (25.6) 46 (28.4) 43 (23.1) '
AT x>1 81 (23.3) 36 (22.2) 45 (24.2)
‘rs4290270 x ETI-SR skor za emocionalno zlostavljanje’
TT/AA X0 80 (23.0) 36 (22.2) 44 (23.7)
AT x0 72 (20.7) 34 (21.0) 38 (20.4) 0.470
TT/AA x >1 104 (29.9) 51 (31.5) 53 (28.5) '
AT x>1 92 (26.4) 41 (25.3) 51 (27.4)

SA: pokus$aj samoubistva; ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self Report.
*Logisticka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama.
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Tabela 8.2.4. Asocijacije interakcija varijante rs4290270 gena TPH2, prema aditivnom
modelu nasledivanja, i tri domena stresnih dogadaja iz detinjstva (opste traume, fizicko i
emocionalno zlostavljanje) sa pokuSajem samoubistva kod ispitivanih psihijatrijskih
bolesnika.

Ukupan Bolesnici Bolesnici

. a
Varijabla uzorak sa SA bez SA P
Broj ispitanika (%)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za opste traume’
TTxO0 44 (12.6) 13 (8.0) 31 (16.7)
AT x0 65 (18.7) 28 (17.3) 37 (19.9)
AAXO 23 (6.6) 11 (6.8) 12 (6.4) 0.029
TTx>1 91 (26.2) 53 (32.7) 38 (20.4) '
AT x>1 99 (28.4) 47 (29.0) 52 (28.0)
AAx>1 26 (7.5) 10 (6.2) 16 (8.6)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za fizicko zlostavljanje’
TTxO0 66 (19.0) 29 (17.9) 37 (19.9)
AT x0 83 (23.9) 39 (24.1) 44 (23.7)
AAXO 29 (8.3) 12 (7.4) 17 (9.1) 0610
TT x >1 69 (19.8) 37 (22.8) 32 (17.2) '
AT x>1 81 (23.3) 36 (22.2) 45 (24.2)
AAx>1 20 (5.7) 9 (5.6) 11 (5.9)

‘rs4290270 x ETI-SR skor za emocionalno zlostavljanje’
TTx0 57 (16.4) 28 (17.3) 29 (15.6)
AT x0 72 (20.7) 34 (21.0) 38 (20.4)
AAXO 23 (6.6) 8 (4.9) 15 (8.1) 0.480
TT x =1 78 (22.4) 38 (23.5) 40 (21.5) '
AT x>1 92 (26.4) 41 (25.3) 51 (27.4)
AAx>1 26 (7.5) 13 (8.0) 13 (7.0)

SA: poku$aj samoubistva; ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self Report.
*Logisticka regresija sa poravnanjem po psihijatrijskim dijagnozama.

115



8.3. Raspodela ispitanika prema genotipovima rs4290270 gena TPH2 i
rs4819035 gena ADARBL i opStim traumama iz detinjstva

Tabela 8.3.1. Raspodela ispitanika za svaku kombinaciju genotipa varijante rs4290270
gena TPH2, genotipa varijante rs4819035 gena ADARBL i skora ETI-SR za opste traume.

ETI-SR skor za  Bolesnici Bolesnici Genotipovi
opéte traume sa SA bez SA ‘rs4290270° x rs4819035"
zo 1 371 gg TTXTT
20 1 157 162 TTXTC
201 ;:1) g ‘TT x GG’
5 5
[
o : : ‘A-X GG’
SA: pokusaj samoubistva; ETI-SR: upitnik Early Trauma Inventory—Self
Report.

®dominantan model;
baditivan model.
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Abstract

Objectives. Adenosine to inosine RNA editing, serotonin 2C receptor (HTR2C), and stressful life events (SLEs) have all
been implicated in suicidal behaviour. We examined the main and moderating effects of RNA editing (ADAR, ADARBI)
and HTR2C genes, childhood trauma (CT), recent SLEs and psychiatric disorders as contributors to suicide attempt (SA)
vulnerability. Merhods. Study included 165 suicide attempters and 188 suicide non-attempters, all diagnosed with one of
major psychiatric disorders. CT and recent SLEs were assessed using Early Trauma Inventory—Self Report and List of
Threatening Experiences Questionnaire, respectively. Selected ADAR and ADARBI tag-variants, and HTR2C rs6318 were
pre-screened for association with SA, while generalized linear models and backward selection were applied to identify
individual and interacting SA risk factors. Results. ADARBI rs9983925 and rs4819035 and HTR2C rs6318 were associated
with SA. The best minimal model found emotional abuse, recent SLEs, rs9983925 and rs6318 as independent SA risk
factors, and general traumas as a factor moderating the effect of psychiatric disorders and emotional abuse. Conclusions.
SA vulnerability in psychiatric patients is related to the joint effect of ADARBI and HTR2C variants, the existing mood

disorder and the cumulative exposures to a various childhood and recent stressful experiences.

Key Words: suicide attempted, RNA editing, serotonin 2C receptor, stressful events, risk factors

Introduction

Suicidal behaviour is a growing public health
problem without efficient prevention and treatment.
Average prevalence rate of completed suicide is
13.9/100,000 people per year in Europe (WHO
2012), and 18.15/100,000 in Serbia (Dedic 2014).
Suicide attempt (SA) is defined as the occurrence of
self-directed injurious acts with at least some intent
to end one’s own life (Mann 2003). It has 10-20
times greater rate than completed suicide (Mann
2003), and occurs about three times more likely in
females (Moscicki 1994).

Suicidal behaviour is a complex phenotype caused
by a numerous risk factors and their interactions.
According to the “stress-diathesis” model, the
diathesis (predisposition) of the suicidal behaviour
determines vulnerability on stress conditions which

trigger the suicidal act (Mann 2003). The “diathe-
sis” component is determined with the distal risk
factors, including genetic and epigenetic factors,
childhood trauma (CT) and personality traits, while
the “stress” component comprises proximal risk
factors, such as acute stressful life events (SLEs)
and psychiatric disorders (Turecki et al. 2012). The
vast majority of individuals have a psychiatric dis-
order at the time of the SA, mostly a mood disorder
(Beautrais et al. 1996). All examined types of CT
increase the risk for SA 2-5-fold throughout the life
(Dube et al. 2001), and most evidences have been
provided for physical and sexual abuse (Brezo et al.
2008; Brodsky and Stanley 2008). Recent SLEs are
the most frequently implicated trigger for SA, even
in individuals without psychiatric disorder (Liu and
Miller 2014).
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Estimated heritability of SA is 17-55% (Brent and
Mann 2005), but the underlying genes are mostly
unknown and partially independent of those respon-
sible for psychiatric disorders (Brezo et al. 2010).
Common variants in serotonergic system genes have
been associated with suicidal behaviour and certain
intermediate phenotypes (Antypa et al. 2013). These
genetic studies were initiated with a numerous neu-
robiological findings relating the deficiency in the
serotonergic system to the suicidal behaviour (Mann
2003; Ryding et al. 2008). Moreover, some of the
serotonergic system genes can moderate the effects
of CT on SA (Brezo et al. 2010).

The serotonin 2C receptor (HTR2C) is postsyn-
aptic, G protein-coupled receptor with constitutive
activity, involved in regulation of feeding, sleep and
anxiety (Barnes and Sharp 1999). HTR2C mediates
the effects of antidepressant (Martin et al. 2014) and
atypical antipsychotics (Meltzer and Massey 2011).
No association of HTR2C variants with SA has been
observed in a few psychiatric samples (Lerer et al.
2001; Serretti et al. 2007; Zhang et al. 2008), and
the significant association has only been reported for
functional rs6318 (Cys23Ser) variant in Slovenian
suicide victims (Videtic et al. 2009). Ser23 isoform
was constitutively more active in an i situ recon-
struction system, and displayed a lower serotonin
affinity in cultured mammalian cells, likely due to
higher desensitization (Okada et al. 2004).

HTR2C is the only serotonin receptor whose pre-
mRNA undergoes to site-specific adenosine to inos-
ine (A-to-I) editing (Burns et al. 1997). Depending
on the pattern of edited sites, 24 receptor isoforms
with different functional and pharmacological prop-
erties can be produced (Werry et al. 2008). HTR2C
pre-mRNA editing, generally, reduces the cell
response to serotonin and rapidly responses to the
synaptic changes in the level of serotonin or phar-
macological agents (Werry et al. 2008). Therefore, it
represents a dynamic adaptive mechanism which
keeps optimal receptor activity. Hyperediting of
HTR2C pre-mRNA has been observed in the post-
mortem brains of psychiatric suicide victims
(Dracheva et al. 2008; Iwamoto et al. 2009; Lyddon
et al. 2013), and in mice strains with lower forebrain
serotonin level under the acute stress and the early-
life (Englander et al. 2005; Bhansali et al. 2007).

A-to-I RNA editing is catalysed by adenosine
deaminases acting on RNA, ADAR and ADARBI
(Nishikura 2010). Increased expression of deficient
ADARB1 mRNA variant has been described in the
postmortem brains of suicide victims with schizo-
phrenia (SCH) and bipolar disorder (BD) (Silberberg
et al. 2012). Decreased expression of ADARBI
mRNA (Lyddon et al. 2013) and increased expres-
sion of ADAR mRNA (Simmons et al. 2010) have

been observed in suicide victims with major depres-
sive disorder (MDD). Transgenic mice misexpressing
the catalytically active rat’s ADARBI1 isoform (Singh
et al. 2007) is rodent model of endogenous behav-
ioural despair and anxiety (Singh et al. 2009), indi-
cating that genetically determined differences in
ADARBI expression level may be involved in the psy-
chiatric pathologies. However, association of com-
mon variants in ADARs genes with suicidal behaviour
and psychiatric disorders was not studied to date.
In this study, our initial focus was to screen for
association of variants in ADAR, ADARBI and
HTR2C genes with SA in Serbian patients with major
psychiatric disorders. Our next aim was to identify
distal and proximal risk factors that may differentiate
between psychiatric patients who attempted suicide
and those who did not. For that reason, we consid-
ered the main and moderating effects of associated
genetic factors, stressful life events experienced in
the early-life or recently, and psychiatric disorders.
The assessment of variants in ADARs genes as SA
risk factors is novelty in our study, which enabled us
to elucidate genetically determined involvement of
A-to-I RNA editing in the suicidal behaviour.

Methods
Subjects

A case-only association study enrolled 353 unrelated
patients diagnosed with MDD, BD and SCH. All
patients were of Serbian origin (i.e., both their parents
were Serbian). The demographic data on age and gen-
der were recorded. The diagnosis was established by
applying Structured Clinical Interview for DSM-IV
Axis I Disorders (First et al. 1996). All patients were
recruited after a 5-week hospitalization at the Depart-
ment of Psychiatry at Clinical Centre of Serbia between
2006 and 2012. The patients hospitalized immediately
after SA were referred to as suicide attempters (SAs),
while the patients hospitalized due to recurrence of the
disease and who had never attempted suicide were
referred to as suicide non-attempters (non-SAs). Writ-
ten informed consent was obtained from all subjects
after a detailed discussion on the study aims and
requirements. All subjects were capable to give informed
consent, as assessed independently by two psychia-
trists. The study was approved by the Ethics Commit-
tee of the Clinical Centre of Serbia, according to the
approval requirements and good clinical practice.

Assessment of CT and recent SLEs

CT was assessed in all patients by applying the Early
Trauma Inventory—Self Report (ETI-SR), a 62-item
self-report instrument evaluating four domains of
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traumatic experiences before the age of 18: physical,
emotional (EA) and sexual abuse, and general trau-
mas (GTs; Bremner et al. 2007). GTs comprise a
range of stressful and traumatic events that are
mostly secondary to chance events, or events perpe-
trated by a stranger with a specific intent to harm
the victim (Bremner et al. 2007).

Recent SLEs were assessed using the List of Threat-
ening Experiences Questionnaire (LTE-Q), a 12-item
instrument designed to detect events with long-term
threat (Brugha et al. 1985). SLEs that occurred over
12 months prior the SA for all SAs, or over 12 months
prior the recurrence of the disease for all non-SAs
were evaluated independently by two psychiatrists.
The assessment included questions whether patients
experienced any of 12 items, confirmation that an
experienced event occurred during the index period
and additional information to evaluate that an
endorsed event fulfilled LTE-Q item criterion.

Scoring for ETI-SR and LTE-Q was performed
by counting the number of endorsed items.

Selection of ADAR and ADARBI tagSNVs

For ADAR and ADARBI genes we selected tagSNVs
(single nucleotide variants) as proxies for other nearby
SNVs in high linkage disequilibrium (LD). The
regions of interest included the entire ADAR gene
extended by 10 kb both upstream and downstream,
and ADARBI region coding deaminase domain
and 3’ untranslated region (UTR). Tagging method
was performed according to Pettersson et al. (2009).
In brief, locations of the regions of interest in
the human genome NCBI B36 assembly (ADAR
at Chrl:152821159-152867061, ADARBI at Chr21:
45426957-45470902) and the list of functional SNVs
were retrieved from the UCSC browser (http:/
genome.ucsc.edu). All SNVs in examined regions
and their genotype frequencies in CEPH population
were retrieved from the HapMap database, release
27 (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). TagSNVs selec-
tion was performed by the Haploview software,
ver. 4.2 (www.broad.mit.edu/mpg/haploview) follow-
ing the next parameters: minor allele frequency
MAF =0.05, correlation coefficient 2= 0.8, “Pairwise
tagging only” to allow all tagSNVs to act as direct
proxies to all other captured SNVs, and “Load
includes” to force the inclusion of functional SNVs.
A total of 12 tagSNVs capturing 44 SNVs were
selected from ADAR region, while 11 tagSNVs cap-
turing 38 SNVs were selected from ADARBI region
(Supplementary Table I available online at http://
informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/15622975.
2014.1000374). The chromosome position, the gene
location, the MAF for European population (http://
www.1000genomes.org), and the Regulome database
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annotation (http://regulome.stanford.edu/) for all
examined SNVs are presented in Supplementary
Table II (available online at http://informahealthcare.
com/doi/abs/10.3109/15622975.2014.1000374). LD
structure of the regions of interest, obtained by the
Haploview software, revealed that the entire ADAR
gene was contained within a single haploblock (Sup-
plementary Figure 1 available online at http://infor-
mahealthcare.com/doi/abs/10.3109/15622975.2014.
1000374), while there were two haploblocks across
the ADARBI region (Supplementary Figure 2 avail-
able online at http://informahealthcare.com/doi/abs/1
0.3109/15622975.2014.1000374).

Genoryping

Blood sample was taken from all subjects. DNA
was isolated using the QIAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Genotyping was
performed by allelic discrimination assay using
TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assay
(Life Technologies, Grand Island, USA) for all
examined SNVs. The assay IDs for all analysed
SNVs are shown in Supplementary Table I avail-
able online at http://informahealthcare.com/doi/abs
/10.3109/15622975.2014.1000374. The contribu-
tion of fluorescent signal from each allele in each
sample was analyzed using SDS software, ver. 1.2
(Applied Biosystems, Warrington, UK). For each
assay, ~10% randomly selected samples were geno-
typed in duplicate with 100% concordance.

Statistical analyses

The differences in gender, psychiatric diagnoses and
ETI-SR and LTE-Q scores between SAs and non-
SAs were tested using Pearson’s y?-test. The differ-
ence in the patients’ mean age was tested using
unpaired z-test. The tests were performed in R pack-
age, ver. 3.1.0 (R Core Team 2014).

In order to pre-select significantly associated
SNVs, which will be included in subsequent haplo-
type analyses and generalized linear models fitting,
we used tests implemented in PLINK, ver. 1.07
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/).
Pearson’s 2-test was applied to test allelic associa-
tions, while logistic regression adjusted by psychiat-
ric diagnoses was used to test genotypic associations.
The probability of all possible haplotypes in ADARB1
haploblock 2 was assessed by the E-M algorithm.
The haplotype analyses, concerning only common
ones (=5%), were performed using Pearson’s x2-test
and logistic regression adjusted by psychiatric diag-
noses. To correct for multiple testing bias, 10e6 per-
mutations test was applied in all association analyses
using PLINK’s max(T) permutation procedure. The
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Table I. Demographic characteristics and psychiatric diagnoses of the examined psychiatric patients.

Total sample  Suicide attempters  Suicide non-attempters

(n=1353) (n=165) (46.74%) (n=188) (53.26%) P
Mean age (SD) 41.99 (11.64) 42.31 (11.71) 41.71 (11.60) 0.6292
n (%) n (%) n (%)
Gender
Males 124 (35.13) 54 (32.73) 70 (37.23) 0.376°
Females 229 (64.87) 111 (67.27) 118 (62.77)
Psychiatric diagnosis
Major depressive disorder 142 (40.23) 75 (45.45) 67 (35.64) 0.066°
Bipolar disorder 80 (22.66) 39 (23.64) 41 (21.81)
Schizophrenia 131 (37.11) 51 (30.91) 80 (42.55)

No statistically significant differences of the mean age and gender were found between suicide attempters
and suicide-non attempters, while there was statistical trend in the difference of psychiatric diagnoses
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between two groups.

Unpaired z-test.

bPearson’s y2-test.

n, number of subjects; SD, standard deviation.

significance level was set to 0.05 in all analyses. The
odds ratio (OR) with 95% confidence interval (CI)
was used as a measure of the strength of an associa-
tion. Since this is the case-only study, we did not
consider Hardy—Weinberg equilibrium.

The average statistical power of the study for a
single SNV association was estimated by QUANTO
(http://biostats.usc.edu/Quanto.html), following the
next parameters: OR = 1.556 (average OR for signifi-
cantly associated SNVs in our study), MAF =0.273
(average MAF for all SNVs included in the study),
the additive model of inheritance, type I error oo = 0.05,
and SA rate =0.2% (calculated as completed suicide
rate in Serbia (18.15/100000) multiplied with 10).

The best minimal model explaining the variation
in SA risk with a small set of predictor variables was
fitted by generalized linear models (GLM) with bino-
mial response and logit linking function. Full model
included the next predictor variables: patients’ gen-
der and age, three significantly associated SNVs fol-
lowing pre-screening, ETI-SR scores for all four
domains of CT, LTE-Q score and psychiatric diag-
noses, as well as interactions between those factors.
The backward selection was performed with predic-
tor variables being eliminated from the model in an
iterative process if the significance level was >0.05.
We used the Akaike information criterion (AIC) for
model comparison and selection, and the chosen best
fitting model was the one with the lowest AIC value.
GLM fitting and backward selection were performed
in R package, ver. 3.1.0 (R Core Team 2014).

Results

Patients’ characteristics

Demographic characteristics and psychiatric diagno-
ses of patients are shown in Table I. The sample

included 142 (40.23%) MDD, 80 (22.66%) BD and
131 (37.11%) SCH subjects. Among them, 165
(46.74%) had attempted suicide, while 188 (53.26%)
had never attempted suicide. SAs and non-SAs did
not differed according to the mean age (P=0.629)
and gender (P=0.376). Female to male ratio was
~2:1 in total sample (229:124), as well as in SAs and
non-SAs (111:54 vs. 118:70). The difference in psy-
chiatric diagnoses between two groups showed sta-
tistical trend (P=0.066): MDD was somewhat more
frequent in SAs (75 vs. 67), while SCH was less
frequent (51 ws. 80). Therefore, psychiatric diagno-
ses were included as a covariate in subsequent logis-
tic regression analyses.

Frequency distributions of ETT-SR scores for GT's
and EA, and LTR-Q score for recent SLEs were
significantly different between SAs and non-SAs
(P=0.006, P=0.040 and P=0.014, respectively)
(Table II). ETI-SR scores for physical and sexual

Table II. Impact of childhood trauma and recent stressful life
events on suicide attempt risk across psychiatric patients.

Stressful life events df X »
Childhood trauma

General traumas 4 14.379 0.006
Physical abuse 4 3.491 0.479
Emotional abuse 5 11.637 0.040
Sexual abuse 1 2.049 0.152
Recent stressful life events 5 14.19 0.014

Statistically significant differences of ETI-SR scores for general
traumas and emotional abuse and LTR-Q score for recent stressful
life events were found between suicide attempters (165 individuals)
and suicide non-attempters (188 individuals). Significant P-values
are shown in bold.

aPearson’s y>-test.

df, degrees of freedom; 2, test statistics.
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abuse did not show significant differences (P> 0.05)
(Table II).

Associations berween single SNVs and SA

ADARBI rs9983925 and rs4819035, and HTR2C
rs6318 showed significant association with SA in
Serbian psychiatric patients. The minor allele T of
rs9983925 decreased the risk for SA (P=0.028,
OR =0.705), while the minor allele G of rs4819035
and the minor allele C of rs6318 increased the risk
(P=0.028, OR=1.495 and P=0.017, OR=1.755,
respectively) (Table III). Allelic association for
X-linked rs6318 was not significant when females
and males were analyzed separately (data not shown).
The observed allelic associations were confirmed by
10e6 permutations test (P<<0.05) (Table III). The
results of allelic association tests for all 24 analyzed
SNVs are shown in Supplementary Table III avail-
able online at http://informahealthcare.com/doi/abs/
10.3109/15622975.2014.1000374.

As the significant association in an allelic test is
indicative for increased risk with each additional
copy of the risk allele, we assumed the additive model
as the underlying one for significantly associated
SNVs. In accordance with our assumption, the geno-
typic tests revealed the significant result only for
the additive model (rs9983925: P=0.032, OR
=0.710;rs4819035: P=0.042, OR=1.437;1rs6318:
P=0.027, OR=1.634) (Table IV). The adjustment
for multiply testing by 10e6 permutations test sup-
ported the obtained results (2<<0.05) (Table IV).
For X-linked rs6318, only general and additive mod-
els were assessed and hemizygous males were coded
as homozygous. The estimated average power of our

ADARBI, HTR2C and SLEs in suicide attempt 5

study to detect an association of a single SNV with
OR=1.556 was 77.6%.

According to the LD structure of ADARB]I region,
rs9983925 resides between two haploblocks,
while rs4819035 belongs to the haploblock 2
(Supplementary Figure 2 available online at http://
informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/15622975.
2014.1000374). Haploview tagging output revealed
that both of them do not serve as a proxy (tagSNV)
for other nearby SNVs (Supplementary Table I
available online at http:/informahealthcare.com/
doi/abs/10.3109/15622975.2014.1000374), implying
their direct association with SA.

ADARBI rs4819035 is the 3" UTR variant with
1f Regulome score (Supplementary Table II avail-
able online at http://informahealthcare.com/doi/
abs/10.3109/15622975.2014.1000374), predicat-
ing that variant represents cis eQTL (expression
quantitative trait locus) and likely affects tran-
scriptional factor binding. ADARBI rs9983925 is
located in the intron 8 and there is no data about
its functional relevance.

Association berween ADARBI haploblock 2 and SA

Four common haplotypes in ADARB1 haploblock
2 (rs9637192-rs2253763-rs4819035), mapping to
the 3’ end of the gene (Supplementary Figure 2
available online at http://informahealthcare.com/
doi/abs/10.3109/15622975.2014.1000374), were
observed in SAs and non-SAs (Table V). Pearson’s
y2-test and logistic regression adjusted by psychi-
atric diagnoses revealed significant difference
in frequency distribution of haplotypes between
SAs and non-SAs (global score, P=0.014 and

Table III. Minor allele frequencies for ADARBI rs9983925 and rs4819035 and HTR2C rs6318 in
suicide attempters (165 individuals) and suicide non-attempters (188 individuals), and their allelic

association with suicide attempt.

NCBI SNV ID (minor allele, gene)

rs9983925 rs4819035 rs6318
(T, ADARBI) (G, ADARBI) (C, HTR2C)

Minor allele frequency

Suicide attempters 0.309 0.251 0.185

Suicide non-attempters 0.388 0.183 0.114
Allelic association

X2 4.839 4.811 5.712

» 0.028 0.028 0.017

OR (95% CI) 0.705 (0.516-0.963)  1.495 (1.042-2.144)  1.755 (1.102-2.794)

o 0.037 0.043 0.028

The minor allele T of rs9983925 decreased the risk for suicide attempt, while the minor allele G of
rs4819035 and the minor allele C of rs6318 increased the risk.

2Pearson’s x>-test.
®10e6 permutations test.

%3, test statistics; OR, odds ratio; CI, confidence interval.
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Table IV. Genotype frequencies for ADARBI rs9983925 and rs4819035 and HTR2C rs6318 in suicide
attempters (165 individuals) and suicide non-attempters (188 individuals), and their genotypic
association with suicide attempt.

NCBI SNV ID (alleles, gene)

1s9983925 (T/C,
ADARBI)

54819035 (G/T,
ADARBI)

rs6318 (C/G,
HTR2C)?

Genotype frequencies
Suicide attempters

Suicide non-attempters

Genetic models
General (2df)
t
P
Additive (1df)
t
r
OR (95% CI)
>
Dominant (1df)
t
»
OR (95% CI)
Recessive (1df)
t
)
OR (95% CI)

TT/CT/CC
0.097/0.424/0.479
0.165/0.447/0.388

TT vs. CT vs. CC
4.749
0.093
TT>CT>CC
—2.145
0.032
0.710 (0.520-0.971)
0.031
TT+ CT vs. CC
—1.713
0.087
0.688 (0.449-1.055)
TT vs. CT+ CC
—1.852
0.064
0.540 (0.281-1.036)

GG/TG/TT
0.079/0.345/0.576
0.048/0.271/0.681

GG vs. TG vs. TT
4.138
0.126
GG>TG>TT
2.032
0.042
1.437 (1.013-2.038)
0.044
GG+TG vs. TT
1.918
0.055
1.536 (0.991-2.381)
GG vs. TG+TT
1.296
0.195
1.796 (0.741-4.352)

CC/GC/GG
0.115/0.152/0.733
0.064/0.096/0.840

CC vs. GC vs. GG
4.98
0.083
CC>GC>GG
2.216
0.027
1. 634 (1.058-2.522)
0.025

All three genetic variants contribute to suicide attempt risk through additive model of inheritance.
Significant P-values are shown in bold.
#Hemizygous males for X-linked rs6318 were coded as homozygote.
bLogistic regression analyses adjusted by psychiatric diagnoses.

€10e6 permutations test.

Minor allele is underlined; df, degrees of freedom; z, test statistics; OR, odds ratio; CI, confidence

interval.

P=0.023, respectively) (Table V). The results of
comparison of each haplotype frequency vs. fre-
quency of all others were consistent with the sin-
gle-locus results for rs4819035. The haplotype
TCT was associated with SA (= 0.026, Pearson’s
x? test) (Table V), and logistic regression adjusted

by the psychiatric diagnoses showed it decreased
the risk (P=0.032, OR=10.605) (Table V). The
haplotype CCG was associated with SA (P=0.032,
Pearson’s y? test), and although it increased
the risk, logistic regression adjusted by the psychi-
atric diagnoses revealed marginal significance

Table V. Haplotype frequencies of ADARBI haploblock 2, rs9637192(T/C)-rs2253763(T/C)-
rs4819035(G/T), in suicide attempters (165 individuals) and suicide non-attempters (188 individuals),

and association with suicide attempt.

Suicide Suicide
Haplotypes®  attempters non-attempters X2 af P t > OR M
Global score — — 10.65 3 0.014 9.52 0.023 - 0.021
CCG 0.257 0.189 4.603 1 0.032 3.73 0.053 1.41 0.054
TTT 0.388 0.342 1.55 1 0.213 1.23 0.267 1.2 0.267
TCT 0.111 0.170 4.926 1 0.026 458 0.032 0.605 0.031
CCT 0.244 0.299 2.556 1 0.110 2.91 0.088 0.745 0.091

Statistically significant difference of haplotype frequencies between suicide attempters and suicide non-
attempters was found (global score). Among individual haplotypes, TCT decreased the risk for suicide
attempt, while CCG increased the risk. Significant P values are shown in bold.
2189637192(T/C)-rs2253763(T/C)-rs4819035(G/T).

Pearson’s y?-test.

“Logistic regression analysis adjusted by psychiatric diagnoses.

410e6 permutations test.

X2 test statistics; df, degrees of freedom; z, test statistics; OR, odds ratio.
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(P=0.053, OR=1.41) (Table V). All obtained
results were confirmed by 10e6 permutations
test (Table V).

The best minimal model explaining the variation in SA
vulnerability

The best minimal model, obtained using GLM and
backward selection, identified four variables as inde-
pendent SA risk factors: rs9983925 (P=0.033),
rs6318 (P=0.01), EA (P=0.04), and recent SLEs
(P=0.003) (Table VI). Therefore, the model con-
firmed the main effect of two out of three signifi-
cantly associated SNVs in pre-screening, and
revealed higher SA vulnerability with increased
ETI-SR score for EA and LTE-Q score for recent
SLEs (positive effects’ estimators, data not shown).
The model further revealed that GTs moderate the
effects of psychiatric disorders (P=0.001) and EA
(P=0.018) (Table VI). MDD and BD patients
with higher GTs score were at increased risk for SA,
while SCH patients, although endorsed more
events, appeared to be resilient to GT's in relation to
SA (Figure 1A). All patients with higher GTs score
and both low and high EA scores were at increased
risk for SA, while patients with higher GTs score
and intermediate EA scores were at decreased risk
(Figure 1B). Our model did not find patients’ gender
and age, physical and sexual abuse, nor any gene—
gene or gene—environment interactions as SA risk
factors, while psychiatric diagnoses were marginally
significant as an independent variable.

The joint effect of all variables in the best minimal
model accounted for 10.2% of total variance in SA
across psychiatric patients. Variables including CT
and psychiatric disorders explained 6 and 3.6% of
total variance, respectively, while genetic factors
accounted for 2%, and recent SLEs 1.2%.
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Discussion

In this study, we showed that SA vulnerability across
Serbian patients with major psychiatric disorders
were related to the joint effect of ADARBI1 and
HTR2C variants, early-life EA and GTs, recent
SLEs and psychiatric disorders. To our knowledge,
this is the first study identifying ADARBI variants
as SA risk factors, implicating genetically deter-
mined involvement of A-to-I RNA editing in sui-
cidal behaviour.

Two ADARBI variants were directly associated
with SA in psychiatric patients. The minor allele T
of intron 8 variant rs9983925 reduced the risk, while
the minor allele G of the 3'UTR variant rs4819035
increased the risk, and both of them acted in dose-
dependent manner. We also observed ADARBI
haploblock rs9637192-rs2253763-rs4819035 as a
genetic factor associated with SA, with haplotype
CCQG increasing and haplotype TCT decreasing the
risk. This haploblock maps to the 3’end of ADARBI
gene, spanning from the intron 8 and encompassing
the 3'UTR.

The identified ADARBI risk factors overlap puta-
tive 3'regulatory regions of the gene, which control
complex 3’end processing of ADARBI pre-mRNA,
involving four splicing events and producing mRNA
variants with different translation efficacy and stabil-
ity (Kawahara et al. 2005). Homeostasis in the
expression level of ADARBI mRNA variants seems
to be essential for normal physiological activity of
ADARBI1 protein. For example, transgenic mice
misexpressing ADARBI1 present endogenous depres-
sion and anxiety (Singh et al. 2009) and display
altered HTR2C pre-mRNA editing in serotonin-in-
dependent manner (Singh et al. 2011). Furthermore,
subtle variations in HTR2C pre-mRNA editing pat-
terns among eight mouse strains have been attrib-
uted to their genetic background (Du et al. 2006).

Table VI. The best fitting minimal model of significant risk factors for suicide attempt across psychiatric

patients assuming their main and moderating effects.

df Deviance Residual df Residual deviance P2

Null model

rs9983925(additive model)

Psychiatric disorders

Emotional abuse

Stressful life events

rs6318(additive model)

General traumas X Emotional abuse
General traumas X Psychiatric disorders

D =t bt bt e D)

347 480.77
4.531 346 476.24 0.033
5.785 344 470.46 0.055
4.212 343 466.25 0.040
8.957 342 457.29 0.003
6.648 341 450.64 0.010
5.609 340 445.03 0.018
13.454 338 431.58 0.001

ADARBI rs9983925, HTR2C rs6318, emotional abuse and recent stressful life events were involved
through the main effect, while general traumas were involved as factor moderating the effect of psychiatric

disorders and emotional abuse. Significant P values are shown in bold.

aPearson’s y>-test.
df, degrees of freedom.
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General traumas

~suicide non-attempters
~suicide attempters

MDD

BD SCH

Psychiatric diagnosis

g

General traumas

~suicide non-attempters
- suicide attempters

3 4 5

Emotional abuse

Figure 1. Childhood general traumas moderate the effect of psychiatric diagnoses and childhood emotional abuse on suicide attempt
vulnerability across psychiatric patients. (A) Patients with major depressive disorder and bipolar disorder who experienced more general
traumas were at increased risk for suicide attempt, while general traumas did not moderate the effect of schizophrenia on suicide attempt.
(B) The patients who experienced more general traumas and endorsed either low or high numbers of emotional abuse events were at
increased risk for SA. Circles and squares represent medians, while lines represent quartiles. MDD, individuals with major depressive
disorders; BD, individuals with bipolar disorder; and SCH, individuals with schizophrenia.

Therefore, we may consider that ADARBI genetic
factors, identified in this study, may have regulatory
functions influencing the variations in ADARBI
expression level. Indeed, rs4819035 has been identi-
fied as cis eQTL associated with the variation in
ADARBI mRNA expression level in the liver (Schadt
et al. 2008), and most czs eQTL are not tissue spe-
cific (van Nas et al. 2010). Furthermore, ADARBI
is widely expressed (Nishikura 2010), including lym-
phocytes, and the functional significance of identi-
fied variants could be tested by allele specific real
time PCR. Genetically determined variations in the
ADARBI expression may contribute to described
altered expression of ADARB1 mRNA variants (Sil-
berberg et al. 2012; Lyddon et al. 2013) and HTR2C
pre-mRNA editing in the psychiatric suicide victims
(Dracheva et al. 2008; Iwamoto et al. 2009; Lyddon
et al. 2013). However, verification of this assumption
is possible only in post mortem samples, which is the
main limitation of the study.

We did not find associations of ADAR variants
with SA in psychiatric patients. However, there is a
cross-talk between ADAR and ADARBI, and rela-
tive expression level of one enzyme may influence
the function of another one (Werry et al. 2008).

Apart from HTR2C, A-to-I RNA editing
may express a more general influence on suicidal

behaviour and psychiatric disorders. This process is
widely used to fine-tune the functional properties of
proteins key to neurotransmission, network plasticity
and brain development (Rosenthal and Seeburg
2012), and it is thought to be essential for memory,
context-specific behaviour response and sophisti-
cated cognitive capacities (Mattick and Mehler
2008). Finally, elucidation of A-to-I RNA editing
involvement in psychiatric disorders may be relevant
to the therapy, as the appropriate treatment with
antidepressant drugs may revert altered editing pat-
tern of HTR2C pre-mRNA in mice, caused by the
acute stress and the early-life (Englander et al. 2005;
Bhansali et al. 2007).

In contrast to previous results obtained in
European and Han Chinese psychiatric samples
(Lerer et al. 2001; Serretti et al. 2007; Zhang et al.
2008), we found association of HTR2C rs6318
(Cys23Ser) and SA in the Serbian psychiatric sam-
ple, with the minor allele C increasing the risk for
SA. Interestingly, the only significant association of
rs6318 and suicidal behaviour has been reported for
Slovenian suicide victims (Videtic et al. 2009), who
share the Slavic ethnicity with Serbs. Considering the
significant inter-population variability in frequencies
of rs6318 alleles among subjects from nine European
countries (Lerer et al. 2001), our result may implicate
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rs6318 as risk factor for suicidal behaviour which is
specific for Slavic populations. However, our assump-
tion requires replication studies on samples of Slavic
ethnicity, including various types of suicidal behav-
iour, given that no association of rs6318 has been
found in Slavic suicide victims from Croatia (Stefulj
et al. 2004).

HTR2C exerts inhibitory control on dopamine
neuron function (Berg et al. 2008), and Ser23
HTR2C isoform has been associated with greater
stress-induced dopamine release in the meso-accum-
bal pathway in healthy humans (Mickey et al. 2012).
Although dopamine dysfunction has yet to be confi-
dently determined in suicidal behaviour (Ryding
et al. 2008), this finding may be related not only to
suicidal diathesis, but also to its treatment, as HTR2C
is currently considered for improved therapies in
neuropsychiatric disorders related to dopamine dys-
function (Berg et al. 2008).

Considering the main and moderating effects of
SA risk factors examined in this study, the best min-
imal model revealed ADARBI1 rs9983925, HTR2C
rs6318 and EA as independent distal risk factors,
recent SLEs as an independent proximal risk factor,
and interactions of GTs with psychiatric disorders
and EA. In line with the previous studies (Fergusson
et al. 2000; Dube et al. 2001), our model confirmed
EA and GTs as SA risk factors. Noticeably, ETT-SR,
used in this study, is the only instrument evaluating
domain of GTs, and the cited studies (Fergusson
et al. 2000; Dube et al. 2001) assessed only a few
GTs items, as independent variables. According to
our results, MDD and BD patients who experienced
more GT's were at increased risk for SA (Figure 1A).
On the contrary, GTs did not moderate the effect of
SCH on SA (Figure 1A). Although SCH patients
endorsed more GTs events, they might represent
risk factors for other aspects of SCH pathology. The
interaction of GTs and EA is rather more complex.
The patients experienced more GTs and endorsed
either low or high numbers of EA events were at
increased risk for SA (Figure 1B). In contrast to the
previous research (Brezo et al. 2008; Brodsky and
Stanley 2008), neither physical nor sexual abuse
were related to SA in our sample, supporting they
may represent more general risk factors for psychi-
atric disorders than for SA specifically (Klonsky and
Moyer 2008). However, our result related to the
sexual abuse should be interpreted with caution, as
only ~3% of all examined individuals endorsed a
sexual abuse event, which may reflect cultural stigma.
Recent SLEs represent the most consistently impli-
cated risk factors for suicidal behaviour (Liu and
Miller 2014), which is also confirmed in our study.

Our model explained 10.2% of total variance in
SA across psychiatric patients. Variables including
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CT accounted for 6% of total variance, confirming
CT as one of the factors with the strongest effect to
SA diathesis (Fergusson et al. 2000; Dube et al.
2001). Consistently with the evidence that SA is
most commonly associated with mood disorders
(Beautrais et al. 1996), variables including psychiat-
ric diagnoses explained 3.6% of total variance.
Recent SLEs can explain an important amount of
causality in suicidal behaviour (Liu and Miller 2014),
and in our model it accounted for 1.2% of total vari-
ance. Our results also support environmental factors
(CT and recent SLEs) as stronger contributors to
SA vulnerability compared to genetic factors (Brezo
et al. 2008). Altogether, our model confirms that the
joint effect of a strong diathesis and stressful life
experiences may lead to the SA act (Mann 2003).

One limitation of our study is the accuracy of
recall of past exposure to SLEs, especially during
the early-life. However, ETI-SR and LTE-Q instru-
ments were found to have good validity and reli-
ability (Bremner et al. 2007; Brugha and Cragg
1990). Another limitation of our study is the limited
sample size, but we controlled well other factors
influencing the statistical power of an association
study: correlation coefficient *=0.8 (sufficient for
optimal coverage of common variants in an exam-
ined region) (Pettersson et al. 2009), and almost
equal number of individuals in examined groups
(the most powerful ratio for an association study)
(Evans and Purcell 2012). We controlled for multi-
ple testing bias by performing 10e6 permutations
test, and used GLM and backward selection to iden-
tify the most significant risk factors. However, fur-
ther studies with larger sample size are warranted in
order to replicate our results.

In summary, SA vulnerability in patients with
major psychiatric disorders is related to the joint
effect of ADARBI and HTR2C variants, the existing
mood disorder and the cumulative exposures to a
various stressful events during the childhood and
recently in the life. These factors may help to identify
individuals being at higher risk for SA, even at early
phases of the disorder. Genetic markers are stable
throughout the life and can be easily genotyped.
Childhood stressful life events are assessable and can
be addressed by the psychotherapeutic interventions.
Appropriate, on-time pharmacological treatment
could reduce suicidal risk not only by ameliorating
psychopathology, but possibly by reversing changes
due to A-to-I RNA editing. This might be especially
relevant for application of antidepressant therapy in
mood disorders. This kind of approach would ulti-
mately lead to individual tailored treatment, and
could facilitate progress in the prevention of SA.
Besides the clinical significance, our findings may
have research impact, and A-to-I RNA editing genes
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and early-life GT's should be more intensely studied
as factors contributing to the pathology of the sui-
cidal behaviour.
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Supplementary Table I. Selected tagSNVs, SNVs captured by an appropriate tagSNV and TagMan® Pre-Designed SNP Genotyping Assay
IDs (Life Technologies, Grand Island, USA).

tagSNV
Gene dbSNP ID SNVs captured by tagSNVs (r2=0.8)? Assay ID
ADAR rs2072659 rs2072659 C__15949654_10
152072660 rs2072660 C__15949664_10
rs3811450 rs3811450 C__27504568_10
1s9427092 rs9427092,rs9427097 C__30240672_10
159616 rs9616 C___8724401_10
rs1127309 rs1127309 C___ 131814_1_
rs3766924 rs2335230,rs3766924 C__25800598_10
rs2229857 rs9426823,rs4845384,rs3738029,rs1127317,rs1994922,rs2131902,rs6656743,rs C___1235929_10
2229857,rs3766927,rs11264222, rs3766923,rs1127314,rs1127326
rs6699729 rs6699825,rs10908419,rs6699729,rs3766922,rs12125166,rs1127313,rs9426830, C__30114879_10
rs7531982,rs1127311,rs903323, rs9427104,rs9427094
1$962242 r$962242,rs7533471,rs4636449,rs3766925,rs3738032 C__11341961_10
rs9427108 rs9427108,rs9426831,rs884618 C__30204881_10
rs1552902 rs1552902,rs884617 C__11341160_20
ADARBI rs7281416 rs7281757,rs1556317,rs2150439,rs2838807,rs13047803,rs8130224,rs7281416,r C__29901837_10
$8134789,rs8128889
rs11088983 rs11088983,rs2838813,rs2246081,rs2838815,rs2838806 C__31335208_10
187277143 rs6518216,rs1556319,rs10222166,rs7277143,rs2838809,rs1556318,rs6518218,r C__31335183_10
$2838812,rs2838810,rs6518215, rs7279808
rs11701522 rs11701522 C___3002313_10
rs2838817 rs2838808,rs2838817 C__3002314_1_
rs4818766 rs2225434,rs4818766 C__26539691_10
rs9983925 rs9983925 C___1211567_10
159637192 rs2838818,rs9637192,rs1051367,rs2838820 C__1211568_1_
rs2253763 rs2253763 C__15831797_10
rs4819035 rs4819035 C___1211577_10
rs1051385 rs1051385 C___9520036_20

HTR2C rs6318

/

C___2270166_10

aTagging method was performed according Pettersson et al. (2009). Exact locations of the regions of interest (ADAR at Chr1:152821159-
152867061 and ADARBI at Chr21:45426957-45470902) in the human genome NCBI B36 assembly, and the list of the functional SNVs
were retrieved from the UCSC browser (Kent et al. 2002). The list of all SNVs and their genotype frequencies in CEPH population were
retreived from HapMap database, release 27 (International HapMap Consortium 2003). The selection of tagSNVs was performed by
Haploview software, ver. 4.2 (Barrett et al. 2005), following the next parameters: the minor allele frequency MAF = 0.05, the correlation
coefficient r2=0.8, ‘Pairwise tagging only’ and ‘Load includes’ to force functional SNVs as tagSNVs.
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Supplementary Table II. Characteristics of selected tagSNVs and their functional annotation.

tagSNV Chromosome MAF in Location in Protein Regulome
Gene and locus dbSNP ID position? Alleles database® gene region® consequence® database scored
ADAR 1921.3 rs2072659 154548521 G/C 0.10 3’'UTR - 5
rs2072660 154548721 T/C 0.26 3’UTR - 2b
rs3811450 154551032 T/C 0.07 3’UTR - 5
rs9427092 154553722 C/T 0.18 3°UTR - No data
rs9616 154555733 T/A 0.28 3’UTR - 5
rs1127309 154561925 T/C 0.33 exon 9 p.Val894 No data
rs3766924 154571826 T/C 0.20 intron 2 - 5
rs2229857 154573967 T/C 0.33 exon 2 p-Lys384Arg No data
rs6699729 154582896 T/A 0.46 5°UTR - 5
rs962242 154592140 C/T 0.26 5’UTR - 5
rs9427108 154607914 A/G 0.41 5UTR - 5
rs1552902 154608823 G/C 0.39 5°UTR - No data
ADARBI 21q22.3 rs7281416 46605839 T/C 0.33 Intron 7 - 6
rs11088983 46608470 C/T 0.41 Intron 7 - 6
rs7277143 46614346 G/C 0.08 Intron 7 - No data
rs11701522 46631419 G/A 0.13 Intron 8 - 6
rs2838817 46631698 T/C 0.33 intron 8 - 4
rs4818766 46635351 A/IG 0.40 Intron 8 - 5
rs9983925 46636844 T/C 0.34 Intron 8 - No data
rs9637192 46637413 T/C 0.41 Intron 8 - No data
rs2253763 46642764 T/C 0.35 3’UTR-exon 10 - No data
rs4819035 46645715 G/T 0.29 3’UTR-exon 10 - 1F
rs1051385 46646264 C/T 0.06 3’UTR-exon 10 - 4
HTR2C Xq24 rs6318 113965735 C/G 0.16 exon 4 p.Cys23Ser 6

Minor allele is underlined.

2SNV position according to dbSNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, accessed 02/10/2013) (Sherry et al. 2001)

®Minor allele frequencies (MAF) for European population in 1000 genomes database (http://www.1000genomes.org, accessed 02/10/2013)
(1000 Genomes Project Consortium et al. 2012).
€SNV location in the gene and its consequence on protein level from Ensembl database (http://www.ensembl.org, accessed 10/10/2013)
(Flicek et al. 2013); used transcripts: ENST00000368474 (ADAR), ENST00000360697 (ADARB1), ENST00000276198 (HTR2C).
dAnnotation of SNV’s function according to Regulome database (http://www.regulome.stanford.edu, accessed 13/12/2013) (Boyle et al.

2012).
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Supplementary Table III. Minor allele frequencies of all examined ADAR, ADARB1 and HTR2C SNVs
among suicide attempters and suicide non-attempters and the results of allelic tests. The variants that
were significantly different among suicide attempters and suicide non-attempters and their parameters
are shown in bold.

tagSNV MAF MAF
Gene dbSNP ID  Alleles SAs  non-SAs X2 P2 OR 95% CI PP

ADAR rs2072659 G/C  0.091 0.096 0.059 0.808 0.939 0.564—1.562 0.852
rs2072660 T/C 0.239 0.190 2.568 0.109 1,343 0.936—1.928 0.114
rs3811450 T/C 0.091 0.064 1.770 0.183 1,458 0.834—2.549 0.220
rs9427092 C/T 0.188 0.158 1.118 0.290 1,235 0.835—1.828 0.325
rs9616 T/A 0.264 0.271 0.052 0.819 0.962 0.689—1.343 0.862
rs1127309 T/C 0.279 0.269 0.091 0.762 1,053 0.755—1.466 0.796
rs3766924 T/C 0.258 0.282 0.528 0.468 0.884 0.633—1.234 0.488
rs2229857 T/C 0.282 0.274 0.054 0.815 1.040 0.748—1.447 0.863
rs6699729 T/A 0.445 0.433 0.102 0.750 1.050 0.779—1.414 0.756
rs962242 C/T 0.206 0.207 0.002 0.964 0.992 0.688—1.429 1.000
rs9427108 A/G 0.403 0.399 0.012 0.912 1,017 0.752—1.375 0.938
rs1552902 G/C  0.361 0.378 0.219 0.639 0.929 0.684—1.263 0.692
ADARBI1 157281416 T/C 0.361 0.330 0.739 0.390 1,146 0.840—1.564 0.434
rs11088983 C/T 0.464 0.487 0.375 0.540 0.912 0.678—1.226 0.555
rs7277143 G/C 0.121 0.144 0.764 0.382 0.822 0.530—1.275 0.468
rs11701522 G/A 0.118 0.082 2,513 0.113 1,492 0.908—2.451 0.120
rs2838817 T/C 0.301 0.251 2.034 0.154 1.280 0.911-1.796 0.164
rs4818766 A/G 0.470 0.468 0.002 0.966 1,006 0.748—1.354 1.000
rs9983925 TIC 0.309 0.388 4.839 0.028 0.705 0.516—0.963  0.037
1s9637192 T/C 0.485 0.500 0.161 0.688 0.941 0.700—1.265 0.705
rs2253763 T/C 0.406 0.356 1.842 0.175 1,235 0.910—1.674 0.183
rs4819035 GIT 0.251 0.183 4.811 0.028 1,495 1.042-—2.144 0.043
rs1051385 C/T 0.106 0.133 1.203 0.273 0.774 0.488-1.225 0.298
HTR2C  rs6318 CIG 0.185 0.114 5.712 0.017 1,755 1.102—2.794  0.028

Minor allele is underlined.

Significant allelic associations with suicide attempt are bolded.

aPearson’s X2 test.

®10e6 permutations test.

SAs-suicide attempters; non-SAs-suicide non-attempters; OR-odds ratio; CI-confidence interval.
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Supplementary Figure 1. LD plot of ADAR region containing ADAR gene extended by 10 kb both upstream and downstream. LD
structure revealed that the entire ADAR gene was contained within a single haploblock spanning ~54 kb. There are three distal SNVs
(rs2072659, rs2072660 and rs3811450) and one proximal SNV (rs1552902) that are not in LD, and are independent of each other and

>

g of the haploblock. Visualization of LD structure was performed by Haploview software, ver 4.2 (Barrett et al. 2005). Relative locations of

R tagSNVs (framed) and all captured SNVs are graphically presented. LD among all possible pairs of SNVs is shown with colored squares,

; with red representing high LD, bright red lower LD and white very low LD. The number in square is D’ value, the measure of LD.
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Supplementary Figure 2. LD plot of ADARBI region containing region coding deaminase domain and 3’UTR. LD structure revealed
two haplobloks across region. Haploblock 1 spans ~30 kb, while haploblock 2 spans ~8 kb. tagSNV rs9983925 is located between two
haploblocks, while tagSNV rs1051385 is distal to haploblock 2, and they are independent of each other and of both haploblocks.
Visualization of LD structure was performed by Haploview software, ver 4.2 (Barrett et al. 2005). Relative locations of tagSNVs (framed)
and all captured SNV are graphically presented. LD among all possible pairs of SNVs is shown with colored squares, with red representing
high LD, bright red lower LD and white very low LD. The number in square is D’ value, the measure of LD.
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Abstract Suicidal behavior has been associated with a
deficient serotonin neurotransmission which 1s likely a
consequence of individual genetic architecture, exposure to
environmental factors and interactions of those factors. We
examined whether the interaction of child abuse, TPH2
(tryptophan hydroxylase 2) varant rs4290270, affecting
alternative splicing and editing of TPH2 pre-mRNAs, and
ADARBI] (adenosine deaminase acting on RNA Bl) van-
ants rs4819035 and rs9983925 may influence the risk for
suicide attempt in psychiatric patients. TPH2 rs4290270
was genotyped In 165 suicide attempters and 188 suicide
non-attempters diagnosed with major depressive disorder,
bipolar disorder and schizophrenia. Genotyping data for
ADARB] variants were taken over from our previous study.
Child abuse before the age of 18 years was assessed using
the Early Trauma Inventory-Self Report. Generalized lin-
ear models and backward selection were applied to identify
the main and interacting effects of environmental and

genetic factors, Including psychiatric diagnoses, patients’
gender and age as covariates. Childhood general traumas
were independently associated with snicide attempt. Two-
way iInteraction between TPH2 rs4290270 and general
traumas revealed that TT homozygotes with a history of
general traumas had an increased risk for suicide attempt.
Three-way interaction of general traumas, TPH2Z
rs4290270 and ADARBI rs4819035 indicated that the
highest predisposition to suicide attempt was observed in
individuals who experienced general traumas and were TT
homozygote for rs4290270 and TT homozygote for
rs48 19035, Our findings suggest that the risk for suicide
attempt In psychiatric patients exposed to an adverse
childhood environment may depend on TPH2 and ADARBI
variants.

Keywords Suicide attempted - Tryptophan hydroxylase -
rs4290270 - RNA editing - Child abuse - Gene—
environment Interaction
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U3jaBa o0 ayTopcCTBY

Wme v npesnme aytopa JeneHa KapaHosuh

Bpoj nHpgekca M3002/2009
UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCcKa AucepTauuja noj Hacrnosom

.BapujaHTe vy reHuma 3a egutoBawe PHK, cepoToHWHCKM peuenTtop 2L v TpuntodaH-
Xxuapokcunasy 2 kao hakTopy pusuKa 3a Mokyliaj camoybucTBa Ko NCUXMiaTpUiCKnX

BonecHuka"

e pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTPpaXXnBadKor paaa,

* [a aucepTauuja y LUenuHW HY y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa 3a ctulame
Apyre AvNIoMe npemMa CTyAWJCKMM nporpaMmuma ApYrx BUCOKOLLIKOMCKUX
yCTaHoBa,;

e [a cy pe3ynTaTu KOPeKTHO HaBedeHW u
e [a HMcaM Kpwuo/na ayTopcka npasa W KOpUCTMO/Na WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

NoTnuc aytopa

Y beorpagy, 10.04.2017. rogvHe
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M3jaBa 0 CTOBETHOCTMU LWUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Wme 1 npesnme aytopa JeneHa KapaHosuh

Bpoj nHaekca M3002/2009

Ctyawjckn nporpam MonekynapHa buonoruja

Hacnoe paga .BapujaHTe y reHuma 3a egutoeanwe PHK, cepoToHuHCKkM peuentop 2L un

TpunTodaH-xuapokcunasy 2 Kao akTopu pu3vka 3a nokyuwlaj camoybuctea koa
ncuxmjatpuickmux BonecHuka"

MeHTop npod. ap Aywanka Casuh-MNasuhesuh

M3jaBrbyjemM [a je wramnaHa Bep3unja MOr QOKTOPCKOr paja UCTOBETHA ereKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npefdao/na pagu noxpakweHa y [UrutanHom peno3uTopujymy
YuuBep3uteTta y Beorpany.

[osgorbaBam ga ce objaBe Moju NuYHM Nofauu Bes3aHu 3a gobujaree akagemckor
HasuBa AOKTOpa HayKa, Kao LUTO Cy UMe W NMpe3ume, roguHa u MecTto poferwa 1 aaTym
onbpaHe paga.

OBM nMYHM nogauum Mory ce o06jaBUTM Ha MpPeXHUM CcTpaHuuama JururtanHe
BubnuoTeke, y eneKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukaumnjama YHusepanteTa y beorpagy.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, 10.04.2017. roaunHe

TuUaparsid ™
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U3sjaBa o kopulihewy

Osnawhyjem YHuBepsuteTtcky Gubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh® ga y [durutanHum
penosuTopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece Mojy LOKTOpPCKYy guceptauujy nog
HaCrnoBoOM:

.BapuvjaHte y reHuma 3a eautoBawe PHK, cepoToHuHckn peuentop 2L n TpuntodaH-

XUApoKcunasy 2 kao hakTopu pysMKa 3a Nokylwaj camoybucrtea Kog NcuxujaTpuicKmx

BonecHuka“

KOja je Moje ayTopcko Aeno.

[vcepTauujy ca csum npuiosuma npegao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy NorogHoM
3a TpajHo apxusmpame.

Mojy [OoKTopcKy AucepTauvjy rnoxpareHy Yy [urutanHom — penosvTopujymy
YHuBep3uTeTa y Beorpagy v AoCTynHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpucTe CBU
Koju nowTyjy oapenbe cappraHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajegHuLe
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

AyTtopcteo (CC BY)

2. AytopcTteo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HekomepuwjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHo — genuty nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — genutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpy»KUTe camo jegHy 04 WeCT NoHyheHnx nuueHLu.
KpaTak onuc nuueHLn je cacTaBHK 4e0 OBE M3jaBe).

MoTnuc ayTopa

Y beorpagy, 10.04.2017. roguHe

gu&\gcarﬁﬁ sk



1. AytopcTBo. [l0o3BO/baBaTe yMHOXaBare, OUCTpUbyUWjy ¥ jaBHO caoniiTaBake
Aena, u npepaje, ako ce Haeefe ume ayTopa Ha HauvH ofpefheH oA cTpaHe ayTtopa
unu gasaoua nuueHue, Yak v y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of CBUX
NULEHUM.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuujanHo. [lo3BorbaBate ymHOXaBake, AucTpubyuujy u
jaBHO caonwiTaBawe Aena, U Npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha Ha4yuH ogpefReH
of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He J03BorbaBa KoMepLujanyy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo — Ge3 npepapga. [Jo3BorbaBare yMHOXaBarbe,
anctpubyumjy n jaBHO caonwTaBake pgena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa WU
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH ogpefeH on
CTpaHe ayTopa wnu Aasaoua nuueHue. OBa nvleHUa He [03BOfbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby fgena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTane NnuueHue, 0BOM NULEHLIOM ce orpaHuyasa
Hajsehu 0bum npasa kopuwhewa gena.

4. AyTopcTBO — HeKOMepLuujanHo — AeNUTU Mo UCTUM ycrnoeuMa. [lo3sorbasare
yMHOXaBare, oUcTpubyuumjy 1 jaBHO caonwuTaBare Aena, v npepage, ako ce Hasene
MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa Whu Aasaoua JMUEHLIE 1M aKko ce
npepaga guctpubympa noa WCTOM UMM crivdHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa Komepuujandy ynoTpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepaga. [Jo3sorbaBarte ymMHOXaBake, AUCTpmbyuumjy U jaBHo
caonuwTasare fgena, 6es npomeHa, npeocbnukoBarwa unu ynotpebe genay ceom geny,
ako ce Hasede WMMe ayTopa Ha HaduH ofapefeH of cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nuueHue. Osa nuueHLUa [o3sorbaea komepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO — AEnNUTU noAa MCTUM ycnoBuMa. [o3BorbasaTe YMHOXaBakse,
avctpubyumjy 1 jaBHO caonwuTaBate Aena, U npepage, ako ce Hasede vMe ayTopa Ha
HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa WNM gaBaoula NuUeHUe W ako ce npepaga
AucTpubyvpa nog WCTOM MNKM cnMyHOM nuueHuom. OBa nuueHUa [03BOrbasa
komepuujanHy ynoTpeby gena v npepaga. CnvyHa je COMTBEPCKUM nuueHuama,
O4HOCHO NMULEHLIaMa OTBOPEHOT Koaa.
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