UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Ilvan R. Skadri¢

Karakteristike distribucije funkcionalnih varijanti
gena iz superfamilije citohroma P450 u
stanovnistvu Srbije

doktorska disertacija

Beograd, 2020



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Ilvan R. Skadri¢

Cytochrome P450 gene superfamily functional
variants distribution characteristics in Serbian
population

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2020



Mentor:

dr Oliver Stojkovi¢, redovni profesor, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Clanovi komisije:

dr Suzana Cvjeti¢anin, redovni profesor, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu
dr Branislava Medi¢, docent, Medicinski fakultet, Unverzitet u Beogradu

dr Viktorija Dragojevié-Simi¢, redovni profesor, Medicinski fakultet, Univerzitet odbrane u
Beogradu



Najiskrenije i sa najdubljim postovanjem, Zelim da irazim svoju zahvalnost radnicima u
Republici Srbiji, koji stvaraju preduslove za svako istrazivanje u nasoj zemlji i kojima dugujem
svoje znanje.



Karakteristike distribucije funkcionalnih varijanti gena iz superfamilije citohroma P450 u
stanovnistvu Srbije

Sazetak

Citohrom P450 genska superfamilija se u ljudskom genomu sastoji od 57 gena, koji se na osnovu
aminokiselinske sli¢nosti razvrstavaju u 44 genske podfamilije i 18 familija. Geni koji pripadaju ovoj
familiji se prevode u enzime sa raznovrsnim funkcijama, koji se nazivaju CYP enzimi i eksprimiraju
se u razli¢itim tkivima u ljudskom organizmu. Medu najznacajnijim funkcijama CYP enzima su
sposobnost katalize oksidacije, redukcije i hidroksilacije, zbog Cega se ovi enzimi nazivaju i
monooksigenazama i poznato je da ucestvuju u fazi I metabolizma ksenobiotika. U Sirokom spektru
ksenobiotika koji se metabolisu CYP enzimima se nalazi i veliki broj lekova koji su u klinickoj
upotrebi, S$to omogucéava proucavanje uticaja genetiCke varijabilnosti na farmakodinamiju i
farmakokinetiku lekova. Uticaj genetickih promena u CYP genima se prvenstvno ogleda u izmeni
aminokiselinske sekvence, a posledi¢no i u smanjenoj funkciji CYP enzima. Pored toga, izmene u
DNK sekvenci koja regulise ekspresiju CYP gena, mogu dovesti do umanjena ili povecanja kapaciteta
CYP enzima da metabolisu lek. Izmene u CYP genima, koje najées¢e dovode do promena u funkciji
CYP enzima, se nazivaju funkcionalne varijante i mogu biti tackaste izmene ili inserciono-delecione
varijante u DNK sekvenci. Na osnovu genotipizacije funkcionalnih varijanti CYP gena, moguce je
odrediti i funkcionalnost enzima, kao i metabolicki kapacitet covekovog organizma prema leku za
koji je poznato da zavisi od funkcionalnosti tog enzima. Cilj je precizniji odabir vrste i doze leka, kao
1 izbegavanje neZeljene reakcije na lek. Ovakav pristup se naziva farmakogenetikom 1 predstavlja
osnovu na kojoj se razvija personalizovana medicina i molekularna autopsija. Od svih CYP genskih
familija koje su bitne za metabolizam lekova, familije CYP1, CYP2 i CYP3 imaju najveceg uticaja i
najbolje su istraZene, a unutar njih postoje geneticke varijante za koje je dokumentovano da dovode
do izmena u metabolizmu lekova. Medutim, ciljana primena molekularno bioloskih metoda za
genotipizaciju zahteva prethodno znanje o informativnosti CYP lokusa, koja moze u velikoj meri
zavisiti od ucestalosti genetickih varijanti u nekoj populaciji, §to namece potrebu da se istraZivanje
CYP varijanti sprovede na populaciono genetickom nivou. Kako je u ovom trenutku informacija o
karakteristikama raspodele ucestalosti CYP funkcionalnih varijanti u stanovnistu Srbije oskudna i
nesistemati¢na, ova studija je imala za cilj da u uzorku koji ¢e verodostojno predstaviti opstu
populaciju Srbije, odredi ucestalosti alela i genotipova 11 varijanti u CYP genima: CYP1Al (
rs4646903, rs1048943), CYP2C9 (rs1057910, rs1799853), CYP2C19 (rs12248560, rs4244285),
CYP2D6 (rs3892097, rs1065852, rs28371706, rs28371725), CYP3A4 (rs2740574). Pored
odredivanja ucestalosti funkcionalnih varijanti, jedan od ciljeva je bio 1 da se analizira genticka
struktura stanovniStva pomoc¢u formiranja uzorka od osoba koje pripadaju potencijalno
najdiferenciranijoj subpopulaciji i upotrebom selektivno neutralnih mikrosatelitskih lokusa, kao i
veceg broja algoritama za detekciju geneticke struktuiranosti. Radi povecanja reprezentativnosti
uzorka opste populacije, odabran je metod stratifikovanog uzorkovanja DNK izolata nesrodnih osoba
prema mestu prebivalista iz pet regiona Srbije: Severna Srbija (Vojvodina), okrug Beograda, Zapadna
Srbija, Centralna Srbija, JuZna 1 Isto¢na Srbija. Ukupan uzorak je iznosio 550 izolata, dok je u svojstu
uzorka iz potencijalno najdiferenciranije subpopulacije, odabrano 60 DNK izolata od osoba romske
nacionalne pripadnosti. Svi uzorci su genotipizirani primenom lan¢ane reakcije polimeraze u realnom
vremenu (rs1057910, rs1799853,rs12248560, rs4244285, rs3892097, rs1065852, rs28371706,
rs28371725, rs2740574) 1 analizom polimorfizama duZine restrikcionih fragmenata (rs4646903,
rs1048943). Na podacima uspesno genotipiziranih ispitanika sprovedena je bioinformatic¢ka analiza
upotrebom algoritma koji se zasnivaju na Bejzovom pristupu statistickog zakljucivanja, redukciji
dimenzionalnosti podataka, hijerarhijskom klasterovanju, kao i primeni teorije mreza u analizi
podataka. Algoritmi koji su koris¢eni za detekciju sturktuiranosti populacije su BAPS,



STRUCTURE, PCA, tSNE, DBSCAN i IGRAPH. Prema rezultatima ove studije, ucestalosti
funkcionalnih varijanti u CYP genima su sledece: (rs1057910) 7.4%, (rs1799853) 6.2%,
(rs12248560) 17.3 % ,( rs4244285) 21.1%, (rs3892097) 8.8%, (rs1065852) 0%, (rs28371706) 2.2%,
(rs28371725) 11.7%, (rs2740574) 8%, (rs4646903) 16.3%, (rs1048943) 22.2%. Prema rezultatima
bioinformaticke analize geneticke struktuiranosti populacije, nije bilo vecih odstupanja od uniformne
raspodele alelskih i genotipskih ucestalosti izmedu stanovnika pet testiranih regiona, niti su
ucestalosti CYP funkcionalnih varijanti znacajno razli¢ite izmedu romske subpopulacije i ostatka
opste populacije. Od algoritama upotrebljenih za detekciju geneticke struktuiranosti, BAPS i tSNE
su pokazali zadovoljavajuce performanse i jednostavnost za implementaciju na genetickim podacima.
Imajué¢i u vidu ucestalosti u opstoj populaciji Srbije, kao i uticaj na metabolizam lekova, za
popoulaciono specifi¢ni panel koji bi se koristio za farmakogeneticko testiranje u personalizovanoj
medicini ili molekularnoj autopsiji, predlazemo set od sedam lokusa, rs3892097, rs1065852,
rs28371725, rs1799853, rs1057910, rs4244285, rs12248560 u genima CYP2C9, CYP2C19 i
CYP2D6.

Kljucne reci: alelske ucestalosti, citohrom 450, farmakogenetika, populaciona genetika, geneticka
struktuiranost, molekularna autopsija.

Naucna oblast: Medicina

Uza nauéna oblast: Molekularna medicina



Cytochrome P450 gene superfamily functional variants distribution characteristics in Serbian
population

Abstract

The cytochrome P450 gene superfamily in the human genome consists of 57 genes, which are
classified into 44 gene subfamilies and 18 families based on amino acid similarity. Genes belonging
to this family are translated into enzymes with various functions, called CYP enzymes and are
expressed in various tissues in the human body. Among the most important functions of CYP
enzymes is the ability to catalyze oxidation, reduction and hydroxylation reactions, which is why
these enzymes are also called monooxygenases and are known to participate in phase | metabolism
of xenobiotics. The wide range of xenobiotics that are metabolized by CYP enzymes also includes a
large number of drugs that are in clinical use, which enables the study of the influence of genetic
variability on the pharmacodynamics and pharmacokinetics of drugs. The influence of genetic
changes in CYP genes is primarily reflected in the change of the amino acid sequence, and
consequently in the reduced function of CYP enzymes. Additionally, changes in the DNA sequence,
that regulate CYP gene expression, may lead to a decrease or increase in the capacity of CYP enzymes
to metabolize a drug. Changes in CYP genes, which most often lead to changes in the function of the
CYP enzymes, are called functional variants and can be point changes or insertion-deletion variants
in the DNA sequence. Based on the genotyping of functional variants of a CYP gene, it is possible to
determine the functionality of the enzyme, as well as the metabolic capacity of the human body for a
drug known to depend on the functionality of the enzyme. The goal is to accurately choose the type
and dose of the drug, as well as to avoid an adverse reaction to it. This approach is called
pharmacogenetics and is the basis for development of personalized medicine and molecular autopsy.
Of all the CYP gene families important for drug metabolism, the CYP1, CYP2, and CYP3 families
have the greatest impact, are most researched and encompass genetic variants that have been
documented to lead to changes in drug metabolism. However, the targeted application of molecular
biology methods for genotyping requires prior knowledge of the informativeness of the CYP locus,
which may largely depend on the frequency of genetic variants in a population, necessitating research
on CYP variants at the population genetic level. As information on the characteristics of the frequency
distribution of CYP functional variants in the population of Serbia is scarce and unsystematic, this
study aimed to determine the frequencies of alleles and genotypes of 11 variants in CYP genes in a
sample that will credibly represent the general population of Serbia: CYP1Al (rs4646903,
rs1048943), CYP2C9 (rs1057910, rs1799853), CYP2C19 (rs12248560, rs4244285), CYP2D6
(rs3892097, rs1065852, rs28371706, rs28371725), CYP3A4 (rs2740574). In addition to determining
the frequency of functional variants, one of the goals was to analyze the genetic structure of the
population by forming a sample of people belonging to the potentially most differentiated
subpopulation and using selectively neutral microsatellite loci, as well as a number of algorithms for
detecting genetic structure. In order to increase the representativeness of the general population
sample, the chosen method was the one of stratified sampling of DNA isolates of unrelated persons
according to the place of residence from five regions of Serbia: Northern Serbia (Vojvodina),
Belgrade district, Western Serbia, Central Serbia, Southern and Eastern Serbia. The total sample was
550 isolates, while 60 DNA isolates of persons of Roma ethnicity were selected as a sample from the
potentially most differentiated subpopulation. All samples were genotyped using real-time
polymerase chain reaction (rs1057910, rs1799853, rs12248560, rs4244285, rs3892097, rs1065852,
rs28371706, rs28371725, rs2740574) and analysis of restriction fragment length polymorphism
(rs4646903, rs1048943). Bioinformatics analysis was performed on the data of successfully
genotyped subjects using algorithms based on Bayes' approach to statistical inference, dimensionality
reduction, hierarchical clustering, as well as network theory. The algorithms used to detect population



structure are BAPS, STRUCTURE, PCA, tSNE, DBSCAN and IGRAPH. According to the results
of this study, the frequencies of functional variants in CYP genes are as follows: (rs1057910) 7.4%,
(rs1799853) 6.2%, (rs12248560) 17.3%, (rs4244285) 21.1%, (rs3892097) 8.8%, (rs1065852) 0%,
(rs28371706) 2.2%, (rs28371725) 11.7%, (rs2740574) 8%, (rs4646903) 16.3%, (rs1048943) 22.2%.
According to the results of bioinformatics analysis of genetic structure of the population, there were
no major deviations from the uniform distribution of allelic and genotypic frequencies among the
inhabitants of the five tested regions, nor were the frequencies of CYP functional variants significantly
different between the Roma subpopulation and the rest of the general population. Of the algorithms
used to detect genetic structuring, BAPS and tSNE have shown satisfactory performance and ease of
implementation on genetic data. Having in mind the frequency in the general population of Serbia, as
well as the impact on drug metabolism, for a population-specific panel that would be used for
pharmacogenetic testing in personalized medicine or molecular autopsy, we propose a set of seven
loci rs3892097, rs1065852, rs28371725, rs1799853, rs1057910, rs4244285, rs12248560 in CYP2C9,
CYP2C19 and CYP2D6 genes.

Keywords: allele frequency, cytochrome P450, pharmacogenetics, population genetics, genetic
structure, molecular autopsy.

Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Molecular Medicine
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1. UvOD

1.1. Otkric¢e citohroma P 450

lako je Sezdesetih godina dvadesetog veka skovan naziv citohrom P450, prouc¢avanje ove grupe
enzima korespondira sa deset godina ranije zapocetim istrazivanjima mikrozomalnih ostataka lizata
tkiva jetre i metabolizma aminazo boja (N-Ndimethyl-4-aminoazobenzene. U Mekardl (eng McArdl)
laboratoriji Univerziteta u Vinskonsinu, Mjular i Miler (Mueller and Miller) opazaju da jedna
komponenta lizata hepati¢nog tkiva sastavljena od nepoznatih partikula, poseduje neobi¢no svojstvo
da metaboliSe aminazo boje (Estabrook 2003; MUELLER and MILLER 1949). Nedugo zatim,
Akslrod (eng Axelrod) pokazuje da je metabolizam psihoaktivnih supstaci u mikrozomu zavisan od
redukcije trifosfopiridinskog nukleotida (NADP) i prisustva kiseonika (AXELROD 1955; Estabrook
2003). Nezavisno od ostalih, Rajn i Engl (eng Ryan i Engel) ukazuju da je za hidroksilaciju
progesterona na C21 ugljeniku u mikrozomima neophodan trifosfopiridinski nukleotid i atmosferski
kiseonik (Estabrook 2003; RYAN and ENGEL 1957). Ovi pionirski eksperimenti su bili osnova,
odnosno preduslov za niz daljih istrazivanja koja su iznedrila novu klasu enzima i promenila
shvatanje metabolizma kako stranih supstanci u organizmu (ksenobiotika), tako i jedinjenja koje sam
organizam sintetiSe (endobiotika).

Tokom Seste 1 sedme decenije 20. veka, razvoj i poboljSanje tehnologije masene spektrometrije,
spektrofotometrije i polarografije, omoguc¢ili su karakterizacju metaloenzima. Zahvaljujuc¢i tom
tehnoloskom napretku, Britn Cens i Ron Vilijams (eng Brittan Chance, Ron Williams), u nameri da
bolje razumeju oksidativnu fosforilaciju i transportni lanac elektrona, izolovali su mikrozomalnu
frakciju iz jetre pacova i spektrofotometrijski okarakterisali hemoprotein citonrom m, kasnije poznat
kao citohrom bs (CHANCE and WILLIAMS 1954). U njihovim eksperimentima je, nakon dodavanja
ugljen monoksida u spektrofotometarsku kivetu sa mikrozomima i redukuju¢im agensom NADH,
opazen maksimum apsorbance na talasnoj duzini od 450 nm. Kako to nije bio cilj istrazivanja Cansa
i Vilijamsa, samo otkriée i nije bilo interesanto van konteksta ¢elijskog disanja i kinetike elektrona u
mitohondrijama. Medutim, ono je bilo interesantno mladom nemackom fizikohemi¢aru Martinu
Klingenbergu koji je tek stigao na postdoktorske studije u Cansovu laboratriju. Klinenberg tada
pazljivo reprodukuje Cansove eksperimente i opisuje ugljen monoksid vezujuéi pigment (kako je tada
nazvan) sa maksimumom apsorbance na talasnoj duzini od 450 nm, §to je kasnije izvedeno u skraceni
naziv P450 (Klingenberg 1958, 2003). Iako su rezultati Cansa, Vilijamsa i Klinenberga ukazivali da
je koncentracija novootkrivenog P 450 duplo vec¢a od citohroma bs, nije se znalo da li je uopste u
pitanju metaloprotein, ve¢ da ovaj pigment vezuje ugljen monoksid i1 da je najverovatnije
primalac/akceptor elektrona. Jo§ jedna neobi¢nost vezana za ovaj pigment, je bila pojava crvenog
pomeraja prilikom vezivanja CO za redukovani hemoprotein. Taj fenomen nije bio viden do tada i
nije se uklapao u uvrazeno misljenje da hemoproteini imaju plavi pomeraj prilikom vezivanja CO.
Zbog svega toga, pigment 450 nije bilo moguce klastifikovati u neku od poznatih klasa enzima
!(Estabrook 2003).

! Crveni i plavi pomeraj su promene talasne duzine elektromagnetnom zraéenja. Crveni pomeraj ili pomak je
emitovanje svetlosti u delu spektra poveéane talasne duzine, dok se plavi pomeraj odnosi na pomak u smeru manje
talasne duZzine.
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Ranih Sesdesetih godina intezivira se saradnja izmedu biohemicara, fizikohemicara i klinickih
lekara pod okriljem udruzenja DZon Morgan i to sa ciljem objedinjavanja fundamentalnih i klinickih
istrazivanja. Tako zapoc€inje saradnja hirurga Dejvida Kupera i biohemicara Ronalda Estabruka (eng
David Cooper, Ronald Estabrook), koji su uprkos nedostatku opreme, a samo zahvaljujuci sopstvenoj
domisljatosti i entuzijazmu, napravili spektar fotohemijske reakcije, a potom opisali i stehiometriju P
450 (slika 1)(Estabrook 2003; Klingenberg 2003). Tada je otkriveno da hemijska reakcija ovog
enzima zahteva ekvivalntne koli¢ine kiseonika i NADPH, ali, §to je jo$ bitnije, otkrivena je nova
klasa enzima koji ucestvuju u oksidativnom metabolizmu hepatocita-oksigenaze (Cooper et al. 1965;
COOPER, ESTABROOK, and ROSENTHAL 1963).
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Slika 1 - Shematski prikaz opreme kojom su Kuper i Estabruk pokazali fotohemijsku aktivnost
citohroma P 450. Vodeno kupatilo je napravljeno od akvarijuma za ribe, dok je ksenonska lampa
snage 2.5 KW, uslovno receno, pozajmljena sa reflektora obliznjeg sportskog terena. Slika preuzeta
iz A Passion for P450s, Estabrook, 2003.

Uloga pigmenta P450 kao monooksigenaze opisana je u istrazivanjima u vezi sa sintezom hormona
nadbubrezne Zlezde. Naime, 1964. godine Harding sa saradnicima opisuje hidroksilaciju steroida u
mikrozomima za koju je bio potreban kiseonik i P450 (Harding, Wong, and Nelson 1964).

Za to vreme, dve grupe nauénika u nezavisnim eksperimentima istrazuju enzime Kkoji sadrze
gvozde u aktivnom centru. Prva grupa u SAD, koju su predvodili Hasimoto, Jamata i Mejson, opisuje
“microsmal Fex” protein za koji ¢e se kasnije ispostaviti da je P450 (HASHIMOTO, YAMANO, and
MASON 1962). U Japanu, druga grupa koju su predvodili Sato i Omura, reprodukuje eksperiment
Klinenberga i uvodi manje modifikacije koje ¢e pokazati hemoproteinsku prirodu P450. Upravo tada
se prvi put pojavljuje naziv koji postoji i danas-citohrom P450, nastao kombinacijom grckih reéi
(kdTog-kontejner, sadrzalac I ypaua-boja), slova P (pigment) i broja 450 (talasna duZina maksimuma
apsorbance). Naziv citohrom je upotrebljavan i ranije, ali ne u kontekstu citohroma P450, ve¢ kao
citohrom c reduktaza i citonrom bs (HOGEBOOM 1949; T. OMURA and SATO 1962; Tsuneo
OMURA 2011)



Tabela 1 : hronoloski prikaz otkri¢a CYP enzima u razli¢itim taksonima.

Godina  Organizam Tkivo Organela Referenca
1958 Pacov, Zec jetra Mikrozom (Klingenberg 1958)
1964 Pacov nadbubrezna zlezda Mitohondrija (Harding, Wong, and
Nelson 1964)
1964 Kvasac, gljiva vancelijski ekstrakt (Lindenmayer  and
Smith 1964)
1967 Rhizobium, (Appleby 1967)
bakterija
1968 Pseudomonas (Katagiri,  Ganguli,
putida, bakterija and Gunsalus 1968)
1969 Echinocystis (Murphy and West
macrocarpa, biljka 1969)
1973 Cunninghamella micela (Ferris et al. 1973)
bainieri, gljiva
1996 Arhea (R. L. Wright et al.
1996)

1.1.1.Otkri¢e uloge citohroma P450 u metabolizmu lekova

Nedugo nakon otkri¢a Estabruka i Kupera, nemacki farmakolog Herbert Remer (Herbert Remmer)
nakon niza eksperimenata opaza da koncentracija P 450 u mikrozomima jetre raste nakon tretmana
lekovima, odnosno da postoji indukcija sinteze P 450 (Estabrook 2003; Remmer and Merker 1963,
1965). Ovo je bio jasan znak asocijacije citohroma P450 sa metabolizmom lekova. Medutim, bilo je
potrebno upoznati mehanizam i razjasniti Citavu biohemijsku pozadinu uées¢a ovog enzima u
metabolizmu lekova.

Nesvesni identiteta faktora koji utiCe na metabolizam lekova, Abrams (William Abrams) sa jos
nekoliko klini¢kih lekara ispituje novi antihipertenziv debrizokin na grupi pacijenata koja je pokazala
veliku varijabilnosti u doziranju leka (ABRAMS et al. 1964). Isti lek je ispitivan dve godine kasnije
i tom prilikom su opazena varijabilnost u doziranju i nezeljena dejstva kod 3.5% ispitanika
(Athanassiadis et al. 1966).

Kako ¢e se kasnije ispostaviti, najjasnija potvrda o ulozi CYP450 u metabolizmu lekova dolazi
1973. godine na St Mary’s Hospital Medical School u Londonu. Grupa vrlo iskusnih istrazivaca iz
oblasti metabolizma lekova, koristi radioaktivno obelezeni debrizokin C** na animalnim modelima
prateci koncentraciju nemetabolisanog leka u urinu i promene krvnog pritiska. Rezultati su ukazivali
na dve ocCigledne pojave: varijabilnost u koncentraciji nemetabolisanog leka i pada krvnog pritiska,
kao i njihovu medusobnu povezanost (Angelo et al. 1975; Baumann 2014). Ohrabreni prvim
rezultatima na animalnim modelima, Cetiri istrazivaca ponavljaju eksperiment, ali ne na animalnim
modelima, ve¢, dobrovoljno uzimajuci radioaktivni debrizokin, eksperiment ponavljaju na sebi.
Slucaj je hteo da se u tako maloj grupi volontera zadese dvoje koji bi u danasnjoj terminologiji bili
klasifikovani kao ’lo§ metabolizer’ i ’ekstenzivni metabolizer’. Naime, Smit (Smith), rukovodilac
istrazivackog tima je i Sam bio volonter u eksperimentu, kao lo§ metabolizer je imao najvisu
koncentraciju nemetabolisanog debrizokina i1 to u meri koja je statisticki znacajno odstupala od
slu¢ajnog variranja (Angelo et al. 1976). Vise nije bilo sumnje u postojanje faktora koji uti¢u na
metabolizam lekova, no trebalo je spoznati njihov identitet u fizickom svetu.
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Svestan genetickih osnova enzimologije, Smit proverava svoju porodi¢nu istoriju, ali i sprovodi
dalja merenja medu novim volonterima i identifikuje jo§ osoba ¢iji je metabolizam debrizokina u
velikoj meri bio sli¢an njegovom. Prouc¢avanjem porodi¢ne istorije novih volontera, uoc¢ava geneticku
pozadinu metabolizma lekova i recesivno nasledivanje osobine kod losih metabolizera (Angelo et al.
1976; Baumann 2014; Mahgoub et al. 1977). Nakon svih otkri¢a koje ova grupa belezi, dolazi i ono
krucijalno koje je rezultat naucne slobode i izuzetnog razumevanja statisticke analize. Smit sa
saradnicima histogramski projektuje odnos 4-hidroksidebrizokina i nemetabolisanog debrizokina. Na
histogramu je uocena trimodalna raspodela (slika 2), a kako je u statistici poznato da modovi nastaju
delovanjem faktora na raspodelu podataka, zakljucak je bio da postoje tri faktora, odnosno tri vrste
metabolizera koje se jasno isti¢u (Baumann 2014).

@
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M EM
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— ki

Debrisoquine/4-hydroxydebrisoquine

Slika 2 - Histogram MR. Smith i saradnici. Izvor: Baumann, 2014.

1.1.2.Otkric¢e diverziteta citohroma P450

Krajem Sezdesetih godina, jedno otkri¢e u molekularnoj biologiji prokariota je proslo nezapazeno
od strane klinickih 1 drugih istrazivaca koji su se prvenstveno bavili metabolizmom lekova u visSim
taksonima. U gram negativnim bakterijama Rhizobium je otkriven enzim sa maksimumom
apsorbance na 450nm, §to ¢e se ispostaviti kao prvi ikada opisani CYP450 u prokariotima (Appleby
1967). Samo godinu dana kasnije dolazi jo$ jedna potvrda o postojanju CYP450 enzima u
prokariotima, u Pseudomonas putida bakterijama je pronaden enzim CYP450cam 2.

Prvu kompletnu sekvencu gena za CYP450 iz jetre pacova, publikovala je grupa japanskih autora
1983. godine (Mizukami et al. 1983), da bi tri godine kasnije bilo poznato ¢ak 67 sekvenci pretezno
iz eukariotskih organizama (D. Nebert 1987).

Otkri¢e citohrom P450 enzima u prokariotima i velike razlike u aminokiselinskoj sekvenci
nametnuli su potrebu za sveobuhvatnim shvatanjem raznovrsnosti, ali i standardizacijom klasifikacije
ovih enzima. Frenk Gonzales 1987. rezimira do tada publikovane radove i zakljucuje da postoji bar
10 genskih familija CYP450 i da njih moraju ¢initi evolutivno stari geni. On zatim predlaze i sistem
klasifikacije po kojem CYP450 enzimi sa manje od 36% sli¢nosti pripadaju istoj familiji, dok
sekvence sa vise od 68% sli¢nosti unutar familije pripadaju jednoj podfamiliji (D. Nebert 1987).

2 sufiks cam je izveden od kamfora, smolastog sastojka kamforog drveta koji se nalazio u medijumu iz kojeg je
izolovana bakterija Pseudomonas putida.
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Decidne parametre, odnosno procente za klasifikaciju CYP gena, i sam Gonzales je oznacio kao
donekle arbitrarne, naglasavajuc¢i da ne moraju nuzno odslikavati bioloske entitete (D. Nebert 1987).



1.2. Lokalizacija CYP450 enzima

Unutar eukariotske Celije, citohrom P450 se pretezno nalazi u vidu enzima vezanih za endoplazmin
retikulum, Golidzijev aparat i mitohondrijsku membranu, dok je u prokariotskim ¢elijama prisutan u
vidu solubilnih enzima (Ortiz de Montellano 2015).
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Slika 3 - Primer tkivno-specifi¢ne ekspresije CYP1ALl i CYP2D6: Izvor:
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000140465-CYP1Al/tissue

U ljudskom organizmu, CYP enzimi se najvise eksprimiraju u tkivu jetre i tankih creva, medutim
postoje i forme koje su karakteristi¢ne za pluca, korteks nadbubrezne zlezde, mozak, Zdrelo itd.
Farmakoloski najinteresantnijih CYP enzimi (CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6 i CYP3A4) se eksprimiraju u jetri i povezani su sa njenom funkcijom u metabolizmu
ksenobiotika, al i sintezom Zzuc¢nih soli (Fanni et al. 2014; Guengerich, Waterman, and Egli 2016).
Ekspresija u korteksu nadbubrezne Zlezde, jajnicima i testisima je U vezi sa sintezom i razgradnjom
steroidnih hormona (Hasler et al. 1999). Posebno je neobi¢na ekspresija CYP enzima u mozgu, gde
se upravo zahvaljuju¢i ovim enzimima odrzava homeostaza holesterola i eliminacija retinoida, Sto ih
dovodi u vezu, kako sa embrionalnim razvojem centralnog nervnog sitema, tako i sa tretmanima
retioni¢cnom kiselinom (Catharine Ross and Zolfaghari 2011). Ekspresija CYP450 gena je specifi¢na
i u vezi sa funkcijom tkiva, odnosno organa u kojima CYP enzimi obavljaju razli¢ite uloge.

1.3. Funkcija CYP450 enzima

Prema svojoj funkciji, CYP enzimi mogu imati razlicite kategorije. Jedna od poslednjih
klasifikacija je na visefunkcionalne (‘moonlighting’) i jednofunkcionalne (‘non-moonlighting’)
proteine. ‘Moonlighting’ proteini mogu imati vise funkcija ukoliko se nadu na razli¢itim celijskim
lokalizacijama, nekada i nakon formiranja kompleksnih struktura sa drugim proteinima, ili
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menjanjem funkcije zbog razliCite ekspresije u celijskim odeljcima, na kraju mogu imati i viSe
aktivnih mesta sa razli¢itim funkcijama (Zhao and Waterman 2011). Treba naglasiti da CYP enzimi
koji ucestvuju u metabolizmu ksenobiotika spadaju u promiskuitetne, ali ne i ‘moonlighting’ proteine,
dok za CYP enzime koji u€estvuju u biosintezi endogenih jedinjenja vazi upravo obrnuto (Zhao and
Waterman 2011).

Fizi¢ko-hemijski posmatrano, CYP enzimi su katalizatori oksidaciono-redukcionih reakcija u koje
spadaju oksigenacija, hidroksilacija, epoksidacija, dealkilacija itd. (Isin and Guengerich 2007).

1.3.1.Monooksigenazna funkcija

Metabolizam ksenobiotika se moze podeliti u dve faze, faza I i faza II. U fazi I ksenobiotici se
oksiduju, redukuju i hidrolizuju, dok u fazi 1l dolazi do sinteze i konjugacije produkata iz faze I. CYP
enzimi ucestvuju u fazi I i to najéeS¢e kao monooksigenazni enzimi koji preko hem-gvozda u
aktivnom centru katali$u ugradnju jednog atoma kiseonika u supstrat, dok se drugi atom kiseonika
redukuje stvaranjem molekula vode. Za ovu reakciju, energija se obezbeduje oksidacijom, odnosno
transferom elektrona sa NADPH (Barnaba et al. 2017).

RH + 0, + 2H - ROH + H,0

U ljudskom organizmu, CYP enzimi kao monoksigenaze u¢estvuju u metabolizmu endogenih
jedinjenja kao $to su faktori rasta, hormoni, masne kiseline, retioni¢na kiselina, prostaglandini, Zu¢ne
kiseline, vitamin D. Sa druge strane, CYP enzimi razgraduju egzogene supstance poput hemijskih
jedinjenja, kancerogena i lekova (Fanni et al. 2014).

1.3.2.Hidroksilazna i druge funkcije

Dobar primer za viSestruku funkciju CYP enzima jeste sinteza kortizola u kori nadbubreZne Zlezde,
koja zahteva hidroksilaznu aktivnost CYP17 enzima. Isti enzim ucestvuje u sintezi androgena u
gonadama svojom lijaznom aktivno$¢u (Zhao and Waterman 2011). Postoji i primer epoksigenazne
funkcije, koju CYP2J2 ostvaruje u tkivu aorte tokom vazodilatacije ovog krvnog suda (Nayeem et al.
2011).

Ono $to je zajednicko za oksidaciju, redukciju i hidrolizu jeste da su to glavne hemijske reakcije u
fazi 1 metabolizma ksenobiotika. Moze se re¢i da CYP enzimi zbog svojih fizicko-hemijskih
svojstava ucestvuju isklju¢ivo u ovom koraku metabolizmam, medutim, procena je da je ucesce u fazi
I 80%, dok je u eliminaciji metabolita oko 70% (Bertz and Granneman 1997; Gibson and Skett 1986;
P.B. Danielson 2002).

1.4. Struktura 1 diverzitet citohroma P450

Citohorm P450 enzimi su mali hemproteini veli¢ine oko 200 KDa, duZine izmedu 400 i 500
aminokiselina sa hem prostetickom grupom u aktivnom centru enzima (Narhi and Fulco 1986).
Najkonzervativniji deo enzima se sastoji od 12 alfa zavojnica oznacenih slovima alfabeta od A do L
I manjeg broja beta ploc¢a (Poulos, Finzel, and Howard 1987). Najbitniji delovi strukture CYP 450
enzima su I zavojnica sa treoninom koji konformaciono potpomaze kataliticku funkciju, kao i F i G
zavojnice koje prave "poklopac’ iznad katalitickog domena (Otyepka et al. 2007; Pochapsky, Kazanis,
and Dang 2010). Unutar enzima se nalazi protopirinski (hem b) kofaktor, koji je vezan za kataliticki
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domen preko tiolatne grupe visokokonzerviranog cisteina (Mestres 2004; Srejber et al. 2018). Unutar
katalitickog domena se nalazi atom gvozda, stabilizovan sa Sest aksijalno ligandnih veza sa
molekulima vode, preko kojeg se vr$e oksidaciono-redukcione reakcije (slika 4) (Guengerich 2018).

Slika 4 - Grafic¢ki prikaz kristalne strukture CYP cam enzima sa hemom u
sredini. Izvor: httos://www.rcsb.ora/3d-view/3CPP/1

Slika 5 - Tipi¢na struktura CYP450 (CYP101) sa zavojnicama. Heliksi
obeleZeni crvenom bojom imaju manju varijabilnost od heliksa obeleZenih
plavom bojom. Izvor: Sezutsu, Le Goff and Fezereisen 2013.



lako su mnogi proteinski motivi pominju u kontekstu konzerviranih domena, kao $to je WXXXR
u C heliksu, treonin u heliksu I, EXXR u K heliksu, cistein ligand koji stoji aksijalno prema ravni
hema je najéesce obelezje CYP enzima (Pochapsky, Kazanis, and Dang 2010; Sezutsu, Le Goff, and
Feyereisen 2013). Ipak, ono §to je zasigurno karakteristicno za CYP enzime jeste konzervativni na¢in
zadobijanja tercijarne strukture koja je bitna za enzimsku funkciju, bez obzira na vrstu
konzervativnog domena (Sezutsu, Le Goff, and Feyereisen 2013).

Citohrom P450 enzimi su prisutni u arhea i bakaterija i eukariota, a otkri¢em u virusima, diverzitet
P450 je zadobio novu dimenziju koja ovaj enzim ¢ini univerzalno rasprostranjenim kroz sve domene
zivog sveta (Lamb et al. 2019). Prema poslednjem pregledu literature, samo u prokariotima postoji
preko 62 000 formi citohroma P450, dok u eukariotima taj broj premasuje 114 hiljada (Nelson 2018).
Smatra se da su mutacije, a narocito duplikacije, glavni izvor diverzifikacije CYP enzima pored
rekombinacija i genetickog drifta (Lynch 2007). Takode se smatra da je primarna funkcija CYP
enzima. pre nego Sto su evoluirali u monooksigenaze, bila reduktazna, odnosno da je predacki gen
kodirao za anaerobnu reduktazu koja je omoguéila veéu adaptaciju u uslovima sredine pre
akumulacije kiseonika u atmosferi (Sezutsu, Le Goff, and Feyereisen 2013).

1.5. Geneticka struktura i nomenklatura CYP gena

Na nivou genoma, CYP geni se obi¢no blisko pozicioniraju i sa¢injavaju genski klaster, $to je jos
jedno specifi¢no obelezje ovih gena (Hoffman, Nelson, and Keeney 2001). Na nivou pojedina¢nih
enzima, varijabilnost u aminokiselinskoj sekvenci je prouzrokovana genskim varijantama u
dezoksiribonukleinskoj (DNK) sekvenci CYP gena i to su: pojedina¢ne nukleotidne varijante, kratke
insercije i delecije, inverzije i duplikacije kompletne genske sekvence (Polimanti et al. 2012). Genske
varijante mogu ispoljiti tri vida uticaja na proteinske produkte gena u kojima se nalaze. Ukoliko je
genska varijanta u kodiraju¢em delu sekvence i to na poziciji koja dovodi do nesinonimne mutacije,
posledica je promena u aminokiselinskom sastavu §to moze promeniti funkcionalni fenotip enzima.
Promene u nukleotidnom sastavu koje su sinonimne mutacije, nemaju uticaja na fenotip enzima.
Ukoliko su pak geneticke varijante u nekodiraju¢em delu sekvence CYP gena, one mogu uticati na
ekspresiju tog gena ako se nadu u promotorskoj sekvenci, ili na iskrajanje egzona kada su prisutne u
intronskim sekvencama, ili mogu imati uticaja na druge vidove regulacije genske ekspresije.

U Kklasifikaciji CYP gena postoji neobi¢nost da definisanje alela, pa i gena, polazi od
aminokiselinske sekvence, a ne od DNK sekvence. Kao posledica tog pristupa, alel se prevodi u
kombinaciju genetickih varijanti koje obrazuju/odreduju haplotip. Dodatni nivo u kompleksnosti
nomenklature dolaze od promene u broju kopija gena (CNV-Copy Number Variation). Ukoliko je
neki haplotip u potpunosti odsutan (delecija), takvo stanje se definiSe kao zaseban alel. Isto vazi i za
duplikacije haplotipova; naime, ve¢i broj kopija istog haplotipa na jednom hromozomu (geneticke
varijante u fazi) se smatra zasebnim alelom (Nelson 2006).

Ukoliko aminokiselinske sekvence CYP gena imaju najmanje 40% identi¢nosti, smatra se
pripadaju istoj familiji i obelezavaju se dodatnim brojem npr. CYP1. Kada je ta identi¢nost veéa od
55%, svrstavaju se u istu podfamiliju 1 obelezavaju dodatnim slovom npr. CYPIA, dok aleli istog
gena imaju bar 95% identi¢nosti i predstavljaju razlicite izoforme jednog CYP enzima, te se
obelezavaju dodatnim brojem npr. CYP1AL (Aring, Schenkman, and Hodgson 1995; Nelson 2006;
Rose and Hodgson n.d.). Konkretne izoforme CYP enzima i haplotipovi kojima su kodirani u DNK
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sekvenci se obelezavaju zvezdicom 1 brojem, npr. CYP1A1*1, ili brojem i slovom, npr. CYP1A1*1B.
Ova klasifikacija se zasniva na kvantitativnoj skali, odnosno procentu aminokiselinske identi¢nosti,
kojom se geni hijerarhijski grupiSu u gore pomenute kategorije i kao takva ne odrazava neko
kvalitativno svojstvo (npr. funkciju) niti ima jasnu biolosku zasnovanost, ve¢ je iz prakti¢nih razloga
uvedena sa moguénos¢u promene svojih kriterijuma na osnovu promene filogenije gena nakon otkrica
novih sekvenci CYP gena (Nelson 2006). Postoje i predlozi da se iznad nivoa familije uvede nivo
klanova, a narocito je problematéno definisanje istih gena u razli¢itim taksonima, zbog Cega je
osnovan konzorcijum za dodeljivanje naziva CYP450 genima, tako da treba ocekivati dodatne izmene
u nomenklaturi, koja je svakako dinami¢nog karatkera (Gaedigk et al. 2018; Nelson 1999; Sim and
Ingelman-Sundberg 2010).

1.5.1.Variranje u broju kopija gena (CNV)

Velika raznovrsnost CYP gena je najverovatnije posledica duplikacija, koje su ocigledno bile
ucestalije od mutacija koje su se viemenom akumulirale unutar gena. Ovo se objasnjava time da Sporo
evoluiraju¢i geni prilikom duplikacije imaju vecu verovatnocu fiksacije, nego prilikom promena u
sastavu sekvence, jer dok jedna kopija moze obavljati svoju osnovnu funkciju, druga kopija moze
evoluirati u pravcu zadobijanja novih funkcija (Davis and Petrov 2004). Postoji i hipoteza prema
kojoj u slucaju haploinsuficijencije, poveéanje broja kopija funkcionalnog alela moze nadoknaditi
gubitak funkcije drugog alela istog gena (Kondrashov and Koonin 2004).

Prva manifestacija u promeni broja kopija gena jeste koli¢ina DNK matrice za eskpresiju tog gena.
Najbolji primer za favorizaciju broja umnozaka haploinsuficijentnih gena je CYP2D6 u genomu
coveka (Sezutsu, Le Goff, and Feyereisen 2013). CYP2D6 gen ima dosta nefunkcionalnih alela i u
heterozigotnom stanju sa nefunkcionalnim, funkcionalni alel moze proizvesti Citav spektar
metabolic¢kih fenotipova u zavisnosti od broja ponovaka. Ipak, smatra se da ovi ekstremi mogu
pokazati vecu adaptivnu vrednost samo u ekstremnim uslovima sredine, kakva je mogla biti pre 10
do 50 hiljada godina zbog upliva vece koli¢ine toksi¢nih alkaloida u ljudsku ishranu (Yasukochi and
Satta 2011). Kod primata, CYP2D6 i CYP2D8 su evolutivno stari i bili su prisutni i pre razdvajanja
prostih majmuna i covekolikih majmuna, dok su se duplikacije 2D6 kao i nastanak 2D7P (duplikacija
2D6) odigrale pre razdvajanja ¢oveka od covekolikih majmuna (Yasukochi and Satta 2011).

Variranje u broju kopija je od posebnog znacaja za odredivanje metabolickih fenotipova jer moze
dovesti do povecanog kapaciteta za metabolizam supstrata, a kada su u pitanju ksenobiotici poput
lekova, broj kopija gena za funkcionalne enzime moZe povecati Sansu za nezeljenom reakcijom ili
fatalnim ishodom (Hosono et al. 2009).

1.5.2.CYP450 genska superfamilija u ljudskom genomu

Superfamiliju CYP450 u ljudskom genomu sainjava 57 gena. Na osnovu aminokiselinske
sli¢nosti, ovi geni su svrstani u 44 podfamilije i 18 familija (lan, Elizabeth, and Nelson 2006). Pored
ovih 57 gena, postoji 58 pseudogenskih sekvenci. CYP pseudogeni su najces¢e krnje kopije
funkcionalnih gena koje se ne transkribuju ili nakon transkripcije postaju nestabilne, zbog ¢ega se ne
transliraju u funkcionalne enzime.

U ljudskoj populaciji, diverzitet CYP450 superfamilije je pod znacajnim uticajem adaptacije na
uslove sredine, dok se raspodela varijabilnosti asocira sa etni¢kom i geografskom strukturirano$cu
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koje primarno nastaju usled geneti¢kog drifta i inbridinga usled smanjenog protoka gena (Polimanti
et al. 2012).

Najveéi udeo u geneti¢koj varijabilnosti ¢ine pojedinaéne nukleotidne varijante (SNV). Od oko
450 SNV rasutih sirom 57 CYP gena, za 1.3% se pretpostavlja da ima visok, dok 14% ima umereni
uticaj na funkciju enzima (Polimanti et al. 2012).

Na osnovu celokupne varijabilnosti u superfamiliji CYP450, globalna populacija (metapopulacija)
se najverodostojnije grupiSe u 5 populacija: Africku, Euroazijsku, Istocno Azijsku, Americku i
Okeaniju (Polimanti et al. 2012).

Raspodela geneticke varijanse u metapopulaciji je takva da se 8.17% nalazi izmedu populacija,
4.83% izmedu subpopulacija, 0.45% izmedu individualnh genoma, dok je najveéi deo (86.5%) unutar
individualnih genoma (Polimanti et al. 2012). Za 26 SNVa, na nivou populacija i subpopulacija,
indeks fiksacije je ispod statistickog praga znacajnosti, ipak, ucestalosti alela pojedina¢nih CYP gena
ne pokazuju toliko izrazenu strukturiranost (Polimanti et al. 2012).

Tabela 2 - Prikaz diverziteta CYP450 supergenske familije.  lzvor:
https://themedicalbiochemistrypage.org/cytochromep450.php
https://www.genenames.org/

Podfamilija gen gen gen gen gen gen hromozom
CYP1A 1 2 15
CYP1B 1 2
CYP2A 6 7 13 19
CYP2B 6 19
CYP2C 8 9 18 19 10
CYP2D 6 22
CYP2E 1 10
CYP2F 1 19
CYP2J 2 1
CYP2R 1 11
CYP2S 1 19
CYP2U 1 4
CYP2W 1 7
CYP3A 4 5 7 43 7
CYP4A 11 22 1
CYP4B 1 1
CYP4F 2 3 8 11 12 22 19
CYP4V 2 4
CYP4X 1 1
CYP4zZ 1 1
CYP5A 1 7
CYP7A 1 8
CYP7B 1 8
CYP8A 1 20
CYP8B 1 3
CYP11A 1 15
CYP11B 1 2 8
CYP17A 1 10
CYP19A 1 15
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CYP20A 1 2
CYP21A 2 6
CYP24A 1 20
CYP26A 1 10
CYP26B 1 2
CYP26C 1 10
CYP27A 1 2
CYP2/B 1 12
CYP27C 1 2
CYP39A 1 6
CYP46A 1 14
CYP51A 1 7

1.5.2.1. CYP1 familija

Clanovi CYPI familije se eksprimiraju kako u jetri, tako i van jetre, uglavnom u pankreasu,
prostati, uterusu, plu¢ima, gastrointestinalnom traktu, gde ucestvuju u metabolizmu ksenobiotika i
endogenih supstanci (Go, Hwang, and Choi 2015; Kawakami et al. 2011; Sankhwar and Sankhwar
2014). Transkripcija CYP1 gena je regulisana preko ligand aktiviraju¢eg transkripcionog faktora AhR
(Aryl hydrocarbon receptor) (D. W. Nebert et al. 2004). Do sada su identifikovana samo dva ¢lana
ove familije, CYP1Al1 i CYP1A2, koji su veoma konzervirani na interspecijskom nivou (Martignoni,
Groothuis, and de Kanter 2006). Oba gena se nalaze na 15g24.1 lokusu u bidirekcionalnoj poziciji
jedan naspram drugome i dele 5°-boc¢ni region, tako da imaju zajednicku regulaciju transkripcije
(Ueda et al. 2006). U Pharmvar bazi podataka je opisano 27 SNV i 14 alela u CYP1A1 genu, dok je
u CYP1A2 identifikovano 48 SNV i 40 alela (Gaedigk et al. 2018). Ipak, samo su dve SNV Siroko
studirane (rs4646903 i rs1048943) i to uglavnom u asocijaciji sa malignim oboljenjima (Lu et al.
2020).

U ljudskoj metapopulaciji postoji znacajna razlika u raspodeli alela CYP1A1, na nacin da se manje
ucestali aleli u Africkoj, pojavljuju i od deset puta ¢eS¢e u Azijskoj populaciji (Inoue, Asao, and
Shimada 2000; Rajeevan et al. 2017). Razlike su vidljive i u admiksi¢nim populacijama, gde je i
efekat osnivaca izrazen kada se uporede alelske ucestalosti CYP1Al u etnickim grupama sa
ucestalostima u izvornim populacijama (Coura et al. 2007).

1.5.2.2. CYP2 familija

CYP2 familija objedinjava preko 20 podfamilija, od kojih je za sedam poznata funkcija u
metabolizmu kseno- i endobiotika (CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D, CYP2E, CYP2S i CYP2J). Geni
koji kodiraju za proteine familije 2 su rasuti na razli¢itim hromozomima. Medutim, prisustvo klastera
od 6 gena na hromozomu 19, koji svi pripadaju razli¢itim subfamilijama, unikatno je obelezje ove u
odnosu na druge familije CYP enzima (Hoffman, Nelson, and Keeney 2001).
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Slika 6 - CYP2 genski klaster na hromozmu 19. 1zvor: Hoffman, Nelson and Keeney 2001.

Zbog mnostva dokaza o uceS¢u u metabolizmu ksenobiotika, narocCito lekova, varijabilnost u
podfamilijama 2C i 2D je najviSe izucavana i dokumentovana (Manikandan and Nagini 2018).

CYP2C podfamiliju ¢ine cetiri gena (CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19) na hromozomu
10, medu kojima je najbolje poznata uloga 2C9 i 2C19, dok su preostala dva jo§ uvek nedovoljno
istrazena (2C8) ili od manjeg znacaja za metabolizam zbog insuficijencije u translaciji (Stanley 2017).
Prema broju varijabilnih mesta u sekvenci gena, 2C19 ima naveci broj do sada opisanih alela (34),
ali i najveci broj SNV koji mogu uticati na promenu funkcionalnosti enzima (Bush et al. 2016).
Obrazac formiranja metabolickih fenotipova je specifi¢an za supstrat, ali je najéeSce trimodalni
karaktera, tako da homozigotna stanja produkuju ekstreme (lose ili ekstenzivne metabolicke
fenotipove), dok heterozigoti obrazuju umerene tipove metabolizera (Niinuma et al. 2014; Schwarz
2003). Ekspresija podfamilije 2C je karakteristi¢na za tkivo jetre i distalne delove gastrointestinalnog
trakta (Lapple et al. 2003).

U podfamiliji 2D, CYP2D6 ima najvecu varijabilost od svih ostalih CYP gena sa cak 418
genetickih varijanti u egzonima, intronima, 3’1 5’ netransliraju¢im regionima, kao i u promotorskoj
sekvenci (Fujikura, Ingelman-Sundberg, and Lauschke 2015). Smatra se da je nekoliko alela ovog
gena nastalo fuzijom sa pseudogenom CYP2D7P, s§to je doprinelo akumulaciji ovolikog broja
genetickih varijanti (Sezutsu, Le Goff, and Feyereisen 2013). U determinaciju alela je uklju¢eno
svega 97 genetickih varijanti zbog njihovog znaCajnog uticaja na alteracije u aminokiselinskoj
sekvenci ili regulaciji ekspresije gena (F. R. Wendt et al. 2017). Diploidne kombinacije alela 2D6
gena, posledi¢no 1 izoenzima za koje ti geni kodiraju, odreduju metabolicku aktivnost 2D6 enzima
prema nekom supstratu. To se postize dodeljivanjem pojedina¢nih funkcionalnih vrednosti (0, 0.5, 1,
1.5, 2) svakoj izoformi proteina, odnosno alelu, odnosno haplotipu koji tu izoformu determinise u
sekvenci DNK. Metaoblicki fenotip se odreduje u zavisnosti od zbira pojedinac¢nih vrednosti
metabolic¢ke aktivnosti u diploidnom genomu. Tako se osobe koje imaju zbir 0 (dva nefunkcionalna
alela) smatraju lo§im metabolizerima. Kada je zbir 0.5, poput onog u kombinaciji nefunkcionalnog i
polufunkcionalnog alela, fenotip se naziva umerenim. Za opseg vrednosti od 1 do 2, metabolicki
fenotip pripada klasi ekstenzivnih metabolizera. Pored navedene tri kategorije, postoji 1 Cetvrta-
ultrabrzi metabolizeri. U ultrabrzih metabolizera mora postojati i umnozak kompletnih 1
funkcionalnih haplotipova/alela, tako da zbir metabolicke aktivnosti prelazi vrednost od 2 (Crews et
al. 2012).

Na nivou metabolickog fenotipa, CYP2D6 enzimi imaju karakteristi¢cnu kvadrimodalnu
distribuciju koja nastaje variranjem unutar Cetiri klase gore pomenutih fenotipova: losih, umerenih,
ekstenzivnih, ultrabrzih metabolizera.

Ovaj nacin klasifikacije metabolickih fenotipova je specifi¢an za supstrat, ali je uz manje korekcije
primenjiv u velikom broju slucajeva (za veci broj supstrata). Za tu svrhu je oformljen konzorcijum
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koji objavljuje preporuke u odredivanju metabolickog fenotipa na osnovu genotipizacije CYP2D6
gena u zavisnosti od supstrata (Relling and Klein 2011).

Neki od CYP2D6 alela imaju vrlo uocljivu raspodelu u metapopulaciji, tako da postoje aleli koji
su visoko ucestali u nekim populacijama, dok u drugim populacijama ne prelaze standardni prag od
5%. Dobar primer je ucestalost *4 alela u Evropskoj populaciji, koji je zbog svoje vaznosti dobro
opisan u skoro svim Evropskim subpopulacijama i u kojima se kre¢e u tipicnom opsegu od 9-20%,
dok je u Azijskoj populaciji uglavnom ispod 5% ucestalosti (Rajeevan et al. 2017).

(b) 100 O Subsaharan Africa
O North Africa
80 I Middle East
W Europe
g 60 - M Central/South Asia
? O East Asia
% B Oceania
¢ 407 B America
I
20 -
o I N

UM | EM IM " PM

Phenotype classes
Slika 7 - Ucestalosti metabolic¢kih fenotipova u metapopulaciji. l1zvor: Sistonen, 2007.

Sli¢no je 1 sa metaboliCkim fenotipovima, koji u najvecoj meri zavise od variranja u broju kopija
gena. Ipak, treba napomenuti da postoji sumnja u ta¢nost procena ovih ucestalosti, kako zbog
metodologije odredivanja CNV, tako i inferencije zasnovane na haplotipovima (Naranjo et al. 2016;
Frank R. Wendt et al. 2018).

15.2.3. CYP3 familija

CYP3A podfamilija enzima ¢ini najzastupljeniju grupu proteina koja se eksprimira u jetri Coveka
i ucestvuje u metabolizmu vise od 30% lekova u klini¢koj upotrebi (U. M. Zanger et al. 2005). U
ljudskom genomu se nalazi samo jedna subfamilija CYP3A sa genskim jatom Kkoje ¢ine Cetiri gena
(A4, A5, A7 i A43) na hromozomimu 7 (McArthur et al. 2003). Najvarijabilniji ¢lan ovog klastera je
genCYP3A4, sa 46 potvrdenih alela (izvor: https://www.pharmvar.org/gene/CYP3A4) (Gaedigk et al.
2018). Zanimljivo je da ekspresija CYP3A4 gena nije aktivna u prenatalnom periodu i da otpocinje
nakon prve nedelje nenatusa da bi posle prvog meseca dostigla bazalni nivo prisutan | kod odrasle
osobe (Fanni et al. 2014). Pretpostavlja se da je zbog svoje procesivnosti u metabolizmu egzogenih
jedinjenja, CYP3A4 gen evoluirao pod pritiskom diverzifikuju¢e selekcije, tako da je najveca
raznovrsnost ostala u africkoj populaciji kao izvornoj, dok je u drugim globalnim populacijama doslo
do fiksacije manjeg broja alela ovog gena (Bush et al. 2016; X. Chen et al. 2009; Polimanti et al.
2012). Primer koji potvrduje ovu hipotezu je ucestalost CYP3A4*1B na globalnom nivou. Tako je
npr. u africko-americkoj subpopulaciji ucestalost ovog alela procenjena na oko 45%, dok u
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stanovniStvu jugoistocne Azije nije zabelezen ni jedan 3A4*1B alel (Lamba et al. 2002; Zhou,
Ingelman-Sundberg, and Lauschke 2017).

1.6. Citohrom P450 u personalizovanoj medicini

Personalizovana medicina je grana medicine koja se bavi proucavanjem individualizacije
medicinskog tretmana uzimajuéi u obzir li¢na fizioloska i geneticka svojstva pacijenta u cilju
poboljsanja ishoda lecenja (Schork 2015).

Kako je primena medikamenata jedan od vidova lecenja, personalizovana medicina se oslanja na
farmakogenetiku, pristup koji prilagodava primenu farmakoloskih znanja na osnovu genetickih
svojstava organizma u cilju poboljsanja odgovora na lek. Takode je ispravno re¢i i da je
farmakogenetika proucava uticaj geneticke varijabilnosti na ishod primenjenih medikamenata
(Bishop 2018).

Uopsteno, primena terapije lekovima moze imati tri kvalitativna ishoda (Sajantila and Budowle
2016):

e odgovor organizma na terapiju
e izostanak odgovora na terapiju
e nezeljena reakcija na lek (NRL).

U slucaju bilo kojeg od navedenih ishoda, postoji 1 kvantitativni udeo koji relativizuje ili saZima
navedene kategorije ishoda. Tako odgovor na terapiju ne mora nuzno izostati, ve¢ moze biti
nedovoljan.

Prema dostupnoj literaturi, u¢estalosti smrtnih ishoda koji su posledica nezeljenih reakcija na lek
se kre¢u u raspodu od 0.15% do 5% medu hospitalizovanim pacijentima, dok je neadekvatna doza
medu pacijentima na terapiji u rasponu od 8% do 40% (Pirmohamed et al. 2004)(Wester et al.
2008)(Coste and Venot 1999).

lako se pre uvodenja lekova u upotrebu sprovode obimna klinic¢ka istrazivanja u cilju otkrica
nezeljenih reakcija na lekove, najveci broj NRL-a se otkrije tek nakon stavljanja leka u upotrebu
(Moore et al. 1998). To se jednim delom moze objasniti i uticajem geneticke varijabilnosti na
metabolizam lekova. Procena je da viSe od 80 gena uti¢e na metabolizam lekova u meri i na nacin da
je njihovo genotipiziranje opravdano prilikom odredivanja vrste i doze terapije (Bush et al. 2016).
Ovi geni se nazivaju i farmakogenima, a medu njima su najznacajniji geni iz CYP superfamilije (Bush
et al. 2016).

U personalizovanoj medicini, CYP enzimi se generalno izucavaju u dva konteksta, u vezi sa
bolestima i u vezi sa metabolizmom lekova (odgovor na terapiju) (Q. Chen et al. 2011). Odnos
zastupljenosti ova dva konteksta je nesrazmeran u Kkorist drugog, ali nije zanemarljiv ni prvi, koji
dovodi u vezu metabolizam raznih ksenobiotika, naj¢eS¢e kancerogenih svojstava. Tako je
predlozeno da varijante CYP1Al gena treba uzeti u obzir kada se procenjuje Stetni uticaj radnog
okruzenja zagadenog policiklicnim aromati¢nim hidrougljenicima (PAH) (Lin et al. 2000). Ova
jedinjena se smatraju prokancerogenima koja se u plu¢ima mogu preko visoko eksprimiranog
CYP1A1 enzima prevesti u kancerogeni oblik (Le Marchand et al. 1998)(Lin et al. 2000).

Izuc¢avanja uloge u metabolizmu lekova je staro koliko i samo izu¢avanje CYP enzima. Spisak
lekova (izvor: https://drug-interactions.medicine.iu.edu/MainTable.aspx) na ¢iji metabolizam utice
neki od, ili vise, gena iz CYP superfamilije je pozamasan i konstantno se produzava (D. W. Nebert
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and Russell 2002). Medutim, kako zbog epistatickih interakcija (jedan supstrat moze biti metabolisan
od strane vise CYP enzima) i plejotropnih efekata (jedan CYP enzim moze imati vise supstrata) CYP
gena, ali i uticaja sredinskih faktora, kao i (pato)fizioloskog stanja osobe, nije uvek mogucée jasno
asocirati geneti¢ku sa metabolickom varijabilnosti. Zato se u farmakogenetici za metabolizam svakog
pojedinac¢nog substrata (leka) odreduje uticaj genskih varijanti i daju preporuke koje treba uzeti u
obzir zarad personalizacije terapije (Relling and Klein 2011). Iako je Cesto prenaglasena uloga
genetickih varijanti u varijabilnosti metabolizma lekova, procena je da medu onima koji imaju manje
efikasnu terapiju ili ispolje nezeljene reakcije na lek, 15-30% je ljudi sa genetickom dispozicijom kao
uzrokom nezeljene reakcije (Eichelbaum, Ingelman-Sundberg, and Evans 2006).

Vecina varijanti CYP gena, koje potencijalno mogu dovesti do alternacija u metabolizmu lekova,
su zapravo retke, medutim, kumulativno one Cine vise od 50% varijanti (Fujikura, Ingelman-
Sundberg, and Lauschke 2015). Od svih varijanti koje se mogu genotipizirati za farmakogeneticku ili
drugu upotrebu, izbor najéete pada na one varijante za koje postoji dovoljno dokaza da se mogu
primeniti u klini¢koj praksi (tabela 3).

Tabela 3 — Farmakogeneti¢ki najznacajniji aleli iz CYP450 superfamilije.
Izvor: Zanger, 2013.

Alel RS identifikacioni Pozicija Efekat na

br. protein
CYP1A1*2C rs1048943 2454A>G 1462V
CYP1A2*1C rs2069514 —3860G>A Promoter
CYP1A2*1F rs762551 —163C>A Intron 1
CYP1B1*6 rs10012 142C>G R48G
CYP2A6*2 rs1801272 1799T>A L160H
CYP2B6*4 rs2279343 18053A>G K262R
CYP2B6*6 rs3745274 15631G>T Q172H
CYP2C9*2 rs1799853 3608C>T R144C
CYP2C9*3 rs1057910 42614A>C 1359L
CYP2C19*2 rs4244285 19154G>A Splicing defect
CYP2C19*3 rs4986893 17948G>A W212X
CYP2C19*17 rs12248560 —806C>T Promoter
CYP2D6*3 rs35742686 2549delA Frameshift
CYP2D6*4 rs3892097 1846G>A Splicing defect
CYP2D6*5 Recombination ~ Deletion
CYP2D6*6 rs5030655 1707delT Frameshift
CYP2D6*10 rs1065852 100C>T P34S
CYP2D6*17 rs28371706 1023C>T T1071

rs16947 2850C>T R296C
CYP2D6*41 rs28371725 Splicing defect
CYP3A4*1B rs2740574 —392A>G Promoter
CYP3A4*22 rs35599367 15389 C>T Intron 6
CYP3A5*3 IS776746 6986A>G Splicing defect

POR*28

rs1057868

31696C>T
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1.6.1. CYP1Al

Najranija istrazivanja CYP enzima su brzo proSirena na potencijalnu ulogu u kancerogenezi, tako
je pokazano da kancerogena supstanca N,N-dimethylaminoazobenzene (DAB) svoj demetilizovani
oblik zadobija preko CYP1Al enzima (Wahlang et al. 2015). Medutim, najce$¢i mehanizam
aktivacije prokancerogena preko CYPIAI jeste hidroksilacija aromati¢nog prstena u policiklicnim
jedinjenjima (PAH) koja za rezultat ima visoko reaktivni produkt potentan da uvode onkogene
mutacije (Buterin et al. 2000). Kako razli¢ite varijante enzimske izoforme mogu sa razli¢itom
efikasnos¢u metabolisati supstrat (prokancerogen), tako i genske varijante tih enzima imaju razlicit
nivo asociranosti sa aktivacijom prokancerogena. Lista kancerogenih supstanci koje se metabolisu
CYPIA1 enzimom nije svedena samo na DAB ili PAH, ve¢ postoji veci broj supstrata koji imaju
kancerogena svojstva i koji se aktiviraju preko CYP1A1 (Young et al. 2010)(Mrozikiewicz et al.
2011). Pored dokaza o aktivaciji prokancerogena, postoje i dokazi da ovaj enzim ucestvuje u
eliminaciji kancerogena, Sto ¢ini celokupnu sliku uloge CYP1A1 u kancerogenezi jo§ kompleksnijom
Cak i bez osvrta na regulaciju genske ekspresije ili epigeneti¢ki mehanizam Koji bi mogao imati uticaja
na ekspresiju gena za ovaj enzim (Androutsopoulos, Tsatsakis, and Spandidos 2009)(Tekpli et al.
2012).

Do sada je opisano 14 alela gena CYP1A1, od kojih su tek 4 dovedena u vezu sa kancerogenezom
raka pluéa i to iskljucivo kroz studije geneticke asocijacije, $to je ostavilo veliki prostor za
Spekulisanje o molekulskim mehanizmima kancerogeneze (Persson, Johansson, and Ingelman-
Sundberg 1997; Zhang et al. 1996). Upravo zbog moguénosti da odredene varijante CYP1A1 enzima
(M1, M2, M3, M4) mogu ukazati na ve¢u podloznost kancerogenim jedinjenjima, nastala je ideja
preventivnog delovanja u vidu umanjenja izloZenosti sredinama sa visokom koncentracijom PAH
osoba sa ovim genskim varijantama (Farmer et al. 2003). Koncept preventivne gentipizacije CYP1Al
gena bi najvise uticao na medicinu rada, ali 1 na individualni nivo u smislu menjanja li¢nih navika ili
odabira posla.

1.6.2. CYP2C9

Najverodostojniji dokazi o uticaju CYP2C9 na efikasnost terapije jesu u vezi sa metabolizmom
antagonista vitamina K, varfarinom (Guruprasad P Aithal et al. 1999). Ovaj antikoagulans se Siroko
primenjuje u slu¢ajevima duboke venske tromboze, infarkta miokarda, fibrilacije sréanih pretkomora,
retko i u slucajevima subakutne diaseminovane intravaskularne koagulacije (Boral, Williams, and
Boral 2016). Po dospecu u hepatocite, varfarin se oksiduje preko vise CYP enzima, ali najpotentniji,
S enantiomer varafarina, isklu¢ivo preko CYP2C9. Nakon oksidacije i povratka u krvotok, varfarin
ima umanjeni afinitet da inhibira proteinski kompleks vitamin K epoksidne reduktaze preko kojeg
zaustavlja kaogulaciju snizavanjem koncentracije vitamina K (Deaton and Nappe 2020; Whirl-
Carrillo et al. 2012). Ipak, neki aleli gena CYP2C9 imaju umanjeni kapacitet za oksidaciju varfarina,
kao Sto su CYP2C9*2 1 *3, tako da osobe koje su nosioci ovih genetickih varijanti imaju pojacan
odgovor na terapiju varfarinom i veci rizik od hemoragi¢nih dogadaja (G P Aithal et al. 1999; Dean
2012b). Pored uvecanog rizika za hemoragijom prilikom inicijalne primene varfarina, CYP aleli sa
umanjenom aktivnos¢u ne uti¢u znacajnije na koncentraciju varfarina u krvi nakon sto ona dostigne
stabilnu vrednost (Takanashi et al. 2000; Tassies et al. 2002).

Genotipizacijom CYP2C9 alela *2 i *3 i prilagodavanjem doze varfarina prema smernicama
konzorcijuma za primenu klini¢ke farmakogenetike (CPIC), obezbeduje se brza i efektivnija terapija,
dok se za dugoro¢nu upotrebu moraju uzeti u obzir geneticke varijante VKORCI1 gena zbog njihovog
uticaja na odrzavanje koncentracije ovog leka u krvi (Johnson et al. 2011).
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Pored nezeljenih reakcija na terapiju antikoagulanasima, aleli gena CYP2C9 sa umanjenom
funkcijom su dovedeni u vezu sa gastricnim krvarenjem izazvanim nesteroidnim antiinflamatornim
lekovima (Carbonell et al. 2010). Medutim, preporuke CPIC jo$ uvek nisu dostupne za prilagodavanje
upotrebe nesteroidnih antiinflamatornih lekova zasnovanoj na genotipizaciji CYP2C9.

Za antieptileptik fenitoin postoje jasni dokazi i preporuke za umanjenje doze u pacijenata koji su
nosioci bar jednog od *2 ili *3 alela (Swen et al. 2011). Kao i u slu¢aju varfarina, fenitoin se inhibira
preko CYP2C9 i u slucaju smanjenje aktivnosti ovog enzima, raste koncentracija leka u krvi §to za
posledicu moze imati veci rizik za ispoljavanje nezeljinih reakcija na ovaj lek ili pak intoksikaciju sa
letalnim ishodom (McCluggage, Voils, and Bullock 2009).

1.6.3. CYP2C19

Iako je gen za CYP2C19 enzim najpolimorfniji, odnosno prozet brojnim alteracijama u sekvenci
DNK koje mogu uticati na funkcionalnost enzima (Bush et al. 2016), jasni dokazi o uticaju ovog
enzima na metabolizam lekova postoje kod antitrombocitnih lekova (klopidogrel), inhibitora
protonske pumpe i ponekih antidepresiva (Klotz 2009; Paré et al. 2010; Seeringer and Kirchheiner
2008; Sim et al. 2010).

Klopidogrel je antitrombocitni lek koji se u hepatocitima prevodi u aktivnhu fromu u malom
procentu, svega 15% proaktivne supstance se transformise u svoju aktivnu formu (Scott et al. 2013).
I taj mali deo od ukupne supstance zahteva dva uzastopna koraka oksidacije CYP enzimima i to
prevashodno, uglavnom (ja bih izbegavao termin domionantno u genetickim tekstovima) preko
CYP2C19 (Scott et al. 2013). Pored postojanja veéeg broja alela za ovaj enzim, tri su pokazala
znacajan uticaj na funkcionalnost CYP2C19 u aktivaciji klopidogrela. Dva alela, *2 (c.681G>A;
rs4244285) i *3 (c.636G>A; rs4986893) dovode do nefukcionalnosti enzima u aktiviranju
klopidogrela, dok alel *17 (c.-806C>T; rs12248560) ispoljava suprotan efekat, tj. dovodi do povecane
aktivnosti CYP2C19 i posledi¢no do ubrzane aktivacije clopidogrela (K. Kim et al. 2008; LI et al.
2012).

Preporuke CPIC u vezi sa doziranjem klopidogrela na osnovu genotipiziranja CYP2C19,
prepoznaju Cetiri metabolicka fenotipa: ultrabrze (Sa genotipovima *1/*17, *17/*17), ekstenzivne
(*1/*1), intermedijarne (*1/*2, *1/*3, *2/*17), kao i slabe metabolizere (*2/*2, *2/*3, *3/*3). Samo
se za grupu intermedijarnih i slabih metabolizera preporucuje prelazak na alternativne
antitrombocitne medikamente (npr. prasugrel, ticagrelor) i to u cilju umanjenja rizika od tromboze
stenta (Scott et al. 2013).

Za razliku od uticaja na metabolizam klopidogrela, nesto je drugacija situacija kada su u pitanju
inhibitori protonske pumpe (PPI) i antidepresivi. Veéi broj dokaza o uticaju CYP2C19 alela na
umanjen ili uveéan metabolizam omeprazola, pantoprazole, lansoprazola i drugih inhibitora
protonske pumpe, ostao je bez standardizovane preporuke farmakogenetickog konzorcijuma. Do sada
postoje samo pojedinacne studije 1 na njima zasnovane preporuke o prilagodavanju terapije
inhibitorima protonske pumpe na osnovu CYP2C19 genotipa (Baldwin et al. 2008; Ogawa and
Echizen 2010). Generalno, veci je uticaj na odredivanje vrste i doze terapija PPI od strane *17 nego
nefunkcionalnih *2 i *3 alela, ali postoji i znacajna razlika u uticaju genotipa od leka do leka. Izbor
PPl ¢iji je metabolizam nezavisan od CYP2C19 genotipa omogucava zaobilazenje
farmakogenetickog testiranja, S$to se sve ceSce istice kao argument za umanjenu primenu
farmakogenetike u klini¢koj praksi kada su u pitanju PPI (Swen et al. 2011).
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Najslabija asocijacija postoji izmedu metabolizma antidepresiva i alela CYP2C19 (Brgsen 2004).
To ipak nije bila prepreka da CPIC preporué¢i da se doziranje amitriptilina redukuje za 50% u
kategoriji slabih metabolizera na osnovu genotipizacije CYP2C19 jer, iako mali, uticaj ovog enzima
u metabolizmu amitriptilina je vrlo jasan (Hicks et al. 2013). Novija studija, na vise od 2000
pacijenata, je istakla kao znacajan uticaj nefunkcionalnog CYP2C19 (alel *2) na koncentraciju SSRI
leka escitaloprama, narocito u osoba sa *2/*2 ili *2/*1 genotipom koji imaju 3.3 puta veéu
koncentraciju ovog leka u serumu od osoba sa *1/*1 genotipom (Juki¢ et al. 2018).

1.6.4. CYP2D6

Do sada je u bazi podataka Nacionalnog instituta za zdravlje (PharmGKB) SAD oznaceno 14
lekova za koje postoje relevantni i verodostojni podaci o uticaju CYP2D6 enzima na njihovu klini¢ku
primenu, kao i preporuke za individualizaciju doziranja na osnovu genotipizacije CYP2D6 lokusa
(izvor: https://www.pharmgkb.org/gene/PA128/clinical Annotation). Pored 14 oznacenih, klinicka
primena jos$ 75 lekova zavisi od geneticke osnove CYP2D6 enzima.

Ugrubo, a na osnovu brojnih eksperimentalnih i klinickih studija, moguée je izdvojiti nekoliko
lekova zbog kojih je koncept ’personalizovane medicine’ prevashodno i nastao (Bell et al. 2017;
Crews et al. 2012; Dean 2012a; Gex-Fabry et al. 2008; Goetz et al. 2018; S.-H. Kim et al. 2018;
Steimer et al. 2004).

e  Selektivni inhibitori preuzimanja serotonina (paroksetin, fluvoksamin)

e Antiemetici (ondansetron, tropisetron)

e Triciklicni antidepresivi (nortriptilin, doksepin, trimipramin, klomipramin,
amitriptilin)

e Antiestrogeni citostatici (tamoksifen)

e Opioidni analgetici (kodein, tramadol)

e Inhibtori preuzimanja noradrenalina (atomoksetin)

Uzimaju¢i u obzir posledice koje mogu nastati neadekvatnom terapijom, antiestrogeni citostatik,
tamoksifen je najviSe izuCavan u farmakogenetickom kontekstu (Binkhorst et al. 2015; Ingelman-
Sundberg et al. 2007; Lim et al. 2005). U svojoj osnovi, tamoksifen je selektivni modulator receptora
za estrogen, za koji je pokazano da za oko 30% smanjuje smrtnost zena obolelih od estrogen
pozitivnog raka dojke (Abe, O., Abe, R., Enomoto, K., Kikuchi, K., Koyama, H., Masuda, H.,
Nomura, Y., Ohashi, Y., Sakai, K., Sugimachi, K., Toi, M., Tominaga, T., Uchino, J., Yoshida, M.,
Haybittle, J.L., Leonard, C.F., Calais, G., Geraud, P., Collett, V., Davies, C., Delmestr 2011).
Medutim, u svom prvobitnom hemijskom obliku, tamoksifen je slab antiestrogen, §to nije slucaj sa
njegovim metabolitima. Oko 90% tamoksifena se demetiluje preko CYP3A4, a zatim, preko CYP2D6
enzima, oksiduje u endoksifen (Desta et al. 2004). Za razliku od tamoksifena, endoksifen ima 100
puta veci afinitet za blokiranje estrogenskog receptora i zato se smatra najbitnijim metabolitom
tamoksifena (Lim et al. 2005). Problem u dostizanju adekvatne koncentracije endoksifena imaju
osobe u kojih je CYP2D6 enzim neefikasan ili neefektivan u koraku oksidacije demetilovanog
tamoksifena. Kada je u pitanju umanjena efikasnost, obi¢no se podesava doza tamoksifena kako bi
koncentracija endoksifena dostigla optimalni nivo (Schroth et al. 2017). Sa druge strane, potpuni
izostanak oksidacije demetilovanog tamoksifena postoji kada nema CYP2D6 enzima koji moze ikako
oksidovati demetilovani tamoksifen (losi metabolizeri). U tom slucaju se pribegava zameni terapije
sa aromataznim inhibitorima (Baatjes et al. 2018).
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Farmakogeneti¢ke preporuke za primenu tamoksifena u leCenju estrogen receptor pozitivnog raka
dojke su formulisane CPIC uputstvom i predvidaju Cetiri kategorije metabolizera: lose, umerene,
ekstenzivne i ultrarapidne (Goetz et al. 2018). Nacin odredivanja kategorije metabolizera se zasniva
na genotipizaciji veceg broja SNV i INDEL lokusa u CYP2D6 genu na osnovu kojih se definiSu aleli
(haplotip) koji dobijaju funkcionalne skorove (0, 0.5 i 1) prema svojoj sposobnosti da oksiduju
demetilovani tamoksifen. Pored odredivanja haplotipa, odreduje se i broj ponovaka haplotipa, koji
moze diskretno varirati od nijednog do vise kopija gena (Schroth et al. 2017). Nakon odredivanja
skorova za pojedinacne alele, sabira se skor u diploidnom genomu i na osnovu njega odreduje
kategorija metabolizera: losi metabolizeri imaju skor 0; umereni metabolizer 0.5; ekstenzivni
metabolizeri 1-1.5; ultrarapidni preko 2 (Goetz et al. 2018).

Metabolizam opioidnih analgetika u velikoj meri zavisi od CYP2D6 enzima. Tako tramadol, koji
je se sintetiSe kao racemska smesa (1S1S)-tramadol i (1R1R)-tramadol, ima Siroku upotrebu kao
analgetik u tretmanu umerenih i jakih bolova. Ovaj lek se u jetri prevodi u M1 metabolit koji poseduje
najizrazenija analgetiCka svojstva jer se za p-opioidni receptor vezuje sa 200 puta ve¢im afinitetom
od ostalih metabolita, a da bi M1 nastao neophodna je O-demetilacija od strane CYP2D6 enzima
(Grond and Sablotzki 2004). Veca ckspresija CYP2D6 funkcionalnog enzima kakva postoji u
ultrabrzih metabolizera dovodi do naglog povecanja koncentracije M1 metabolita i respiratorne
depresije koja moze imati smrtni ishod (Elkalioubie et al. 2011; Orliaguet et al. 2015).

Za adekvatnu primenu terapije tramadolom, postoji zvani¢na preporuka CPIC prema kojoj genotip
pacijenata moze biti svrstan u tri kategorije: ultrabrzih, umerenih i loS§ih metabolizera (Dean 2012a).

Kada su u pitanju lekovi sa svojstvom inhibitora preuzimanja serotonina i noradrenalina, ¢esto
primenjivani u psihijatriji, odnosno tretmanu depresije, predikcija metabolizma na osnovu genotipa
CYP2D6 nije precizna. Odredivanjem metabolickog fenotipa na osnovu genotipa se moze otkriti tek
oko 16% osoba koje su losi metabolizeri ovih antidepresiva, $to nije dovoljno da bi se
farmakogeneticka testiranja uvela u klinicku praksu (Preskorn et al. 2013).

1.6.5. CYP3A4

CYP3A4 enzim ucestvuje u metabolizmu oko 30% svih lekova, s tim da oko 50% lekova u
klini¢koj upotrebi imaju inhibitorno dejstvo na ovaj enzim (McArthur et al. 2003). Broj geneti¢kih
varijanti koje uti¢u na ekspresiju ili funkciju ovog enzima nije tako veliki, ako se uporedi sa drugim
CYP enzimima (2C9, 2C19, 2D6) (Werk and Cascorbi 2014; U. M. Zanger and Schwab 2013). Zbog
inducibilne prirode CYP3A4 enzima, mozZe se ocekivati da se geneti¢ke varijante koje uvode
alteracije u metabolizam supstrata 3A4 nalaze u nekodiraju¢em regionu seknvence DNK gena za ovaj
enzim, odnosno u promotorskoj sekvenci i drugim kontrolnim sekvencama. Dosadasnje studije
asocijacije su ukazale na rs35599367 i rs2740574 varijante u nekodiraju¢em delu sekvence (prva u
intronu 6, a druga na oko 2 kb ispred start kodona), dok je u kodirajuem regionu retka varijanta
rs55785340 asocirana sa funkcionalnom promenom CYP3A4 (Garcia-Martin 2002; Miyazaki et al.
2008; Z. Wang et al. 2013).

Od klini¢kog znacaja u slucajevima transplatacije bubrega jeste varijanta rs35599367 (alel *22) za
koju je pokazano da negativno utie na odstranjivanje imunosupresora iz organizma (takrolimus i
ciklosporin A) (Elens et al. 2013). Nizvodna varijanta na poziciji -392A>G je asocirana sa rakom
prostate i dojke, ali oznacena i kao varijanta koja potencijalno moze uticati na sve lekove koji se
metabolisu preko CYP3A4 (Kadlubar et al. 2003; Rebbeck et al. 1998). Ipak, dosadasnje znanje o
farmakogenetickoj primeni CYP3A4 varijanti u personalizovanoj medicini nije iznedrilo zvani¢ne
preporuke niti jasne klase metabolizera.

20



1.7. Citohrom P450 u sudsko-medicinskoj primeni

U nekim sudsko-medicinski slu¢ajevima je teSko objasniti na¢in smrti, na primer kod trovanja,
kada nije jasno da li je u pitanju samoubistvo ili zadesna smrt (Rockett et al. 2015). Pored toga postoje
1 slucajevi u kojima se uzrok smrti ne moze u potpunosti objasniti (bela smrt), kao Sto je npr.
iznenadna sréana smrt (Semsarian, Ingles, and Wilde 2015).

Otkri¢em uticaja CYP enzima na metabolizam lekova, toksi¢nih supstanci kao i prokancerogena,
ali i mogucénosti odredivanja metabolizma na osnovu genotipizacije varijanti unutar CYP gena, nastala
je realna osnova za novi pristup u objas$njavanju uzroka i porekla (manira) smrti ili drugih fizioloskih
stanja koja mogu biti predmet sudsko-medicinske analize kao §to su hemijske i bioloske povrede
(Musshoff, Stamer, and Madea 2010).

Odredivanjem genetickih varijanti koje ukazuju na alteracije u metabolizmu lekova i toksi¢nih
supstanci, ali i molekularno fizioloske alteracije (kanalopatije i miokardiopatije, venske tromboze)
moguce je dobiti dodatna pojasnjenja u vezi sa uzrokom i na¢inom smrti (Ackerman, Tester, and
Driscoll 2001; Musshoff, Stamer, and Madea 2010; Sajantila and Budowle 2016). Takav pristup u
postmortem analizi je nazvan molekularnom autopsijom, a kao ideja postoji jo§ od pedesetih godina
proslog veka kada je postalo jasno da je upliv molekularne biologije u sudsku medicinu neminovan
(Davidson 1965). Ipak, zbog semantickih i istorijskih razloga treba imati u vidu da je ovo uzi pojam
i da ne postoji standardizovana definicija termina *molekularna autopsija’, kao i da ¢e dalji razvoj
tehnologije dovesti do promena u znac¢enju ovog termina (Sajantila and Budowle 2016).

Postoji izvestan broj lekova koji mogu dovesti do smrtnih ishoda (npr. kodein, etilmorfin) ili
naru$avanja zdravlja u znacajnoj meri (Koren et al. 2006)(Haufroid and Hantson 2015). Pored toga,
moguce je dodatno pojasniti nacin smrti u sluajevima gde je primena lekova ili izloSenost nekoj
supstanci, koja se metaboliSe CYP enzimima, dovela do okolnosti koje su prouzrokovale smrt
(depresija usled neadekvatne doze terapije, umanjena Sposobnost ucestvovanja u saobracéaju,
neadekvatna medicinska briga). Sudsko-medicinski sluc¢ajevi u kojima je bitan toksikoloski aspekt
supstanci u ¢ijem metabolizmu ucestvuju CYP enzimi, mogu biti dodatno pojasnjeni odredivanjem
metaboli¢kog fentipa za svaku supstancu od interesa ukoliko postoje jasni dokazi o vezi izmedu
geneticke 1 fenotipske varijabilnosti. Spisak supstanci koje zadovoljavaju ove uslove nije toliko
dugacak ukoliko se ima u vidu broj supstanci koje se metaboliSu preko CYP enzima. Ipak, na osnovu
zabelezenih sluCajeva intoksikacije suspstancama za koje se dokazano da se metaboliSu CYP
enzimima, te na osnovu nauc¢nih radova koji su uputili na geneticku osnovu u alteraciji metabolizma
i studija koje su dokazale funkcionalne promene CYP enzima prema tim supstancama, moguce je
izdvojiti one najvrednije paznje u objasnjenju uzroka smrti (Musshoff, Stamer, and Madea 2010):

1.Kodein/Morfin

Kodein je opioidni analgetik koji se manjim delom prevodi u morfin O-demetilacijom pomocu
CYP2D6 enzima (Crews et al. 2012). Osobe koje poseduju veéi broj kopija gena za funkcionalni
CYP2D6 brzo povecavaju koncetraciju morfina u krvi iznad predvidene za prosecne osobe.
Dostizanje visoke koncentracije morfina moze ispoljiti sve nezeljene reakcije, pa ¢ak i respiratornu
depresiju Sto je dokumentovano ve¢im brojem pojedinac¢nih slucajeva (Ciszkowski et al. 2009;
Hermanns-Clausen et al. 2009; Koren et al. 2006).

2. Dihidrokodein

Hemijski slican kodeinu, dihidrokodein se oksidativnom redukcijom preko CYP2D6 prevodi u N-
i O-demetilovane metabolite, nordihidrokodein i dihidromorfin. Odnos ova dva metabolita je takav
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da se dihidromorfin produkuje u manjoj meri nego nordihidrokodein. Kada CYP2D6 nije
funkcionalan, O-demetilacija izostaje i sa njom koli¢ina aktivnog metabolita u krvi. Suprotno je u
slu¢aju ultrarapidnih metabolizera, kada koncentracija dihirdoksimorfina moze dosti¢i visok nivo koji
je deset puta visi u odnosu na lose metabolizere, zbog ¢ega se mogu ispoljiti toksi¢na dejstva slicna
morfinu (Kirkwood, Nation, and Somogyi 2003; Skopp et al. 1998). Inhibitori CYP2D6 enzima, kao
Sto su kinidin sulfat i kinin, mogu umanjiti nivo dihiroksimorfina, ali i drugi komorbiditeti, kao §to je
renalna disfunkcija, pored toga, inhibitori mogu umanjiti brzinu eliminacije dihidroksimorfina i time
dovesti do povecane koncentracije ovog opioida (Conway et al. 2006; Kirkwood, Nation, and
Somogyi 2003).

3. Oksikodon

Kao i kodein i dihidroksikodein, oksikodon se metaboliSe u jetri i prolazi procese N- i O-
demetilacije koje katalizuje CYP2D6. Aktivni metaboliti su noroksikodon i noroksimorfin, a osobe
koje su ultrabrzi metabolizeri brzo postizu visoke koncentracije ovih metabolita u krvi (Kaiko et al.
1996). Za razliku od kodeina i dihidroksikodeina, u eliminaciji oksikodona, uloga CYP3A4 je veoma
izrazena (C. Samer et al. 2010). Ukoliko se prilikom upotrebe oksikodona simultano upotrebi i agens
koji inhibira CYP3A4, npr. ketokonazol, rizik za ispoljavanjem toksi¢nog dejstva se drasticno
povecava (Overholser and Foster 2011). Najrizi¢nija situacija je u slucaju CYP2D6 ultrabrzih
metabolizera koji imaju i inhibiran CYP3A4 i renalnu insuficijenciju (C. F. Samer et al. 2013).

4. Metadon

Racemsku smeSu metadona ¢ine R- i S-metadon, od kojih R-enantiomer aktivira p-opioidni
receptor, dok S- enantiomer moze blokirati hERG kalijumov kanal (Sanguinetti and Mitcheson 2005).
Ventrikularne aritmije su direktno zavisne od hERG kalijumovog kanala. ¢ija opstrukcija obi¢no
dovodi do produzenog QT intervala, a za posledicu moze imati iznenadnu smrt usled zastoja rada
srca (Abriel et al. 2004; Eap et al. 2007; Sanguinetti and Mitcheson 2005). Pokazano je da CYP2B6*6
homozigotne osobe imaju vecu koncentraciju S-metadona u plazmi i produzeniji QT interval (Eap et
al. 2007). Pored CYP2B6, pokazano je da CYP3A4 i 2C9 imaju znacajan uticaj na metabolizam
metadona. Dok se CYP3A4 dovodi u vezu sa ispoljavanjem neZeljenih reakcija tokom lecenja bolesti
zavisnosti, CYP2C9 je asociran sa promenama koncentracije metadona u urinu (C.-H. Chen et al.
2011; Tsai et al. 2014).

5. Fentanil

Sinteticki opioidni analgetik, fentanil, je 50 do 100 puta potentniji u odnosu na morfin i moze se
aplicirati kako intravenski, tako i intramuskularno i transdermalno. N-dealkilacijom preko CYP3A4
ili oksidacijom preko CYP3ADS, fentanil prelazi u norfentalin koji ¢ini 99% metabolita (L6tsch et al.
2013). Znacajane promene u koncentraciji norfentalina koje mogu ispoljiti nezeljena dejstva su
opazene kada u kombinaciji homozigota za CYP3A5*3 i CYP3A4*1B (Jin et al. 2005). Ipak, udeo
CYP3A413AS5 enzima u metabolizmu fentanila nije tako veliki, ve¢ ima dodatni efekat na dostizanje
toksi¢ne koncentracije i primena genetickog testiranja je jo$ uvek u povoju (Ruan, Chiravuri, and
Kaye 2016).

6. MDMA

Poznatija kao glavna supstanca ’ekstazija’, MDMA (3,4-metilen dioksimetamfetamin) moze
izazvati razliite Stetne efekte u organizmu. Oni se kreéu od hroni¢nih, koje odlikuje manja
degeneracija serotonergickih neurona, preko akutno umerenih, za koje je karakteristiCan spazam
miSica i gubitak svesti, do teskih akutnih stanja u koja spadaju intrakranijalna krvarenja, akutna
kardiovaskularna stanja i ostecenja jetre (Beitia et al. 2000; Lange-Brock et al. 2002; Liechti and
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Vollenweider 2001; Scheffel et al. 1998; Turillazzi et al. 2010). CYP2D6 ucestvuje u metabolizmu
oko 30% MDMA, medutim, produkti koji nastaju jesu katehol-metaboliti ¢ija dalja oksidacija stvara
reaktivne oblike kiseonika i azota potentnih da izazovu ostecenja lipoida pa i DNK (Barreto et al.
2009; Carvalho et al. 2002; Kovacic and Cooksy 2005). U studiji na fibroblastima pluca funkcionalne
varijante CYP2D6 enzima su produkovale znacajnu koli¢inu N-metil-a-metildopamina, koji je 100
slucajeva intoksikacije MDMA i CYP2D6 fenotipa, niti jasna dozna zavisnost, eksperimentalni
podaci govore u prilog tezi da CYP2D6 ima doprinosa u Stetnim dejstvima MDMA, ali ne kao jedini
faktor u svim, ve¢ kao mogu¢i faktor u idiosinkrati¢nim slucajevima.

7. Antidepresivi

Toksi¢nost izazvana antidepresivom koja je dovedena u vezu sa funkcionalnoséu CYP450, odnosi
se na pojedinacni slu¢aj upotrebe fluoksetina. Studija slucaja trovanja devetogodi$njeg decaka pod
standardnom dozom fluoksetina je otkrila defektni lokus gena CYP2D6 (SALLEE, DeVANE, and
FERRELL 2000). Medutim, nakon tog slucaja, toksi¢nost ovog leka nije vise dovodena u vezu sa
CYP450 zavisnim metabolizmom (Roberts et al. 2004). Za razliku od uzroka smrti intoksikacijom,
poreklo smrti se objasnjava sagledavanjem S$irih okolonsti koje su mogle indirekto dovesti do smrti.
Dobar primer je samoubistvo kod pacijenata sa klinickom dijagnozom depresije, a koji su pod
terapijom antidepresivima. Naime, ukoliko je jedan udeo tih pacijenata u nemogucénosti da postigne
optimalnu koncentraciju aktivhog metabolita zbog uvecanog kapaciteta CYP enzima, terapija
antidepresivima nece dosti¢i optimalni nivo 1 za posledicu mozZe imati suicid pacijenta. lako
deficijencija u metabolizmu antidepresiva nije direktan uzrok smrti, moze se smatrati za okolnost
koja je indirektno dovela do suicida (Zackrisson, Lindblom, and Ahlner 2010).

Jos jedna hipoteza o koristi odmolekularne autopsije se odnosi na slucajna trovanja lekovima. U
grani¢nim slucajevima, kada je koncentracija toksi¢ne supstance presla prag tolerancije organizma i
dovela do trovanja, tesko je objasniti nacin smrti kod osoba koje su tu supstancu mogle uzeti kao
remedijum, ali i kao sredstvo za suicid. Kako se brzina metabolizma kod mrtvih ljudi ne moze odrediti
na eksperimentalni nacin, preostaje predikcija na osnovu genotipa. Na taj nacin se moze razdvojiti
zadesno trovanje kod npr. ultrabrzih metabolizera od samoubilackog trovanja lekovima kod losih ili
ekstenzivnih metabolizera (Sajantila and Budowle 2016).

| za personalizovanu medicinu i za postmortem analize (molekularnu autopsiju) je bitan odabir
genetickih varijanti koje su predmet farmakogeneti¢kog testiranja. Potrebno je da imaju bar tri
stvojstva: da su snazno asocirane sa promenama u metabolizmu lekova, da je njihova ucestalost u
populaciji dovoljno visoka (populaciono specificni) i da ne postoji visok stepen geneticke
struktuiranosti populacije (Bush et al. 2016).
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1.8. Teorija 1 analiza genetiCke strukture populacije

Najopstija i verovatno najtacnija definicija geneticke struktuiranosti jeste da je ona odstupanje od
slu¢ajne raspodele genetickih varijanti u nekoj populaciji. To bi znalilo da je opsta populacija
sastavljena od subpopulacija u kojima se alelske ucestalosti znacajno razlikuju (Chakraborty 1993).

Geneticka strukturiranost moze biti posledica admiksije dve populacije, ili vise divergentnih
populacija izmedu kojih nije bilo znacajnijeg protoka gena i u kojima su alelske ucstalosti razlicite
(Halder and Shriver 2003; J. Z. Li et al. 2008; Matthew B. Hamilton 2012; Sousa et al. 2012). Sa
druge strane i bez admiksije geneticka struktuiranost u odredenoj meri nastaje kao posledica fizicke
udaljenosti izmedu jedinki koje sacinjavaju populaciju(slika 8). Naprosto, fizicki udaljene jedinke
imaju manju verovatnoc¢u ukrstanja zbog ¢ega se stvaraju lokalne strukture u kojima pod dejstvom
genetickog drifta 1 inbridinga dolazi do promena u alelskim ucestalostima (Matthew B. Hamilton
2012; Wijsman and Cavalti-Sforza 1984). Posledice geneti¢ke struktuiranosti se ogledaju u smanjenju
efektivne veli¢ine Ne unutar dema i povecanju $anse da se neka geneticka varijanta fiksira ili izgubi
(Matthew B. Hamilton 2012).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 007 o 0¢ o

r

Slika 8 - Simulacija nastanka geneti¢ke struktuiranosti nakon 200 generacija slucajnog
ukrStanja sa pocetnim alelskim ucestalostima q=p=0.5. Plava polja oznacavaju
heterozigote, dok crna i bela polja oznaavaju homozigote. U grafickom prikazu levo
orikazana je pocetna situacija, sa hasumicno rasporedjenim genotipovima, dok je na slici
desno prikazana raspodela nakon 200 generacija slucajnog ukrstanja izmedu susednih
polja (3x3). Izvor: Hamilton et al. 2012

Ostaje pitanje Sta je uopSe subpopulacija i koliko izdvojena ona mora biti u odnosu na opstu
populaciju! Losan (Lawson) navodi da populaciju ili subpopulaciju ¢ini grupa jedinki koje se
nasumicno razmnoZavaju i &ine geografski specifiéne deme. Medutim, isti autor navodi da postoje
razlike izmedu statisticke definicije populacije i subpopulacije u odnosu na biolosku (Daniel John
Lawson 2015). Nasumi¢no ukrstanje je pretpostavka koja je uvedena zarad uklapanja teorijskih
modela u bioloSku realnost, jer se u realnosti mogu konstatovati samo razli¢iti nivoi asortativnog
ukrstanja (Jorde 1980). Mozda je najtacnije re¢i da je subpopulacija zasebna grupa jedinki sa ve¢im
koeficijentom inbridinga u odnosu na opstu populaciju

Kada je u pitanju ljudska populacija, definisanje subpopulacije je naj¢eS$¢e zasnovanO na
geografskom poreklu, lingvistickim, kultoroloskim i fizickim svojstvima jedinki od kojih je
sacinjena, ali takva subpopulacija ne mora biti i geneticki izdvojeni entitet (Daniel John Lawson 2015;
Pritchard, Stephens, and Donnelly 2000). I u ljudskoj populaciji panmiksija je teorijski koncept koji
odstupa od realnosti, jer je mogucée da naselja i gradovi mogu biti delimi¢no izolovana ostrva,
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odnosno subpopulacije (deme) koje se znacajno razlikuju u odnosu na opstu populaciju (Matthew B.
Hamilton 2012). Ovo videnje se uklapa u koncept ostrvskog modela i izolacije udaljenos$éu
(distancom) i jos bolje u koncept kontinualnog modela odnosno kontinuirane izolacije udaljeno$éu
(eng continuous isolation by distance) (Hardy and Vekemans 1999; S Wright 1950). Cak i kada bi
jedinke u populaciji bile ravnomerno geografski pozicionirane tako da ne postoje ostrva u vidu
naselja, logi¢no je za ocekivati da bi verovatnoca pronalaska partnera za ostavljanje potomstva
zavisila od geografske udaljenosti, jer je ukrStanje uvek ograni¢eno u nekoj meri, §to bi opet
rezultiralo u generisanju novih subpopulacija. Sa druge strane, prilikom nastajanja novih genskih
varijanti, isti fenomen bi bio opazen, opet bi zbog opadanja verovatnocée ukrstanja izmedu jediniki sa
poveéanjem fizicke udaljenosti bio opazen gradijent ucestalosti novonastale varijante, od epicentara
nastanka ka distalnim podrué¢jima u populaciji.

U ljudskoj populaciji, pored geografske udaljenosti, postoji drustveni faktor koji moze dovesti do
genetickog struktiranja populacije. Odabir partnera za ostavljanje potomstva ima kultoroloSku i socio-
ckonomsku dimenziju, tako da i drustveni koncept, kakava je npr. nacionalna pripadnost ili kastinski
sistem, putem povecanog inbridinga, uti¢e na promene u alelskim ucestalostima izmedu
subpopulacija i ne mora nuzno biti unapred definisan (Bigham 2014).

Pored geografskih i druStvenih uzroka, moguce je i postojanje latentne geneticke strukture
(skrivene, kriptovane eng. cryptic structure) koja se ni na koji na¢in ne moze anticipirati osim
populaciono geneti¢kim testiranjem. To stvara poseban problem u studijama geneti¢ke asocijacije i
forenzickoj genetici (Ewens and Spielman 1995; Foreman, Smith, and Evett 1997; Pritchard,
Stephens, and Donnelly 2000). Naime, latentna struktuiranost opste populacije moze za rezultat imati
povecanu geneticku sli¢nost unutar jedne od poredenih grupa (testirane i kontrolne) pra¢enu
povecanjem ucestalosti neke geneticke varijante, $to dovodi do lazno pozitivnih asocijacija bolesti sa
tom genetickom varijantom (Astle and Balding 2009). U forenzi¢koj genetici je poseban problem
izraCunavanja podudarnosti STR (eng. Short Tandem Repeats) profila i na¢ina korigovanja rezultata
u populaciji sa izrazenom geneti¢kom strukturom, jer je uniformnost alelske ucestalosti pretpostavka
za primenu pravila mnoZzenja prilikom odredivanja ucestalosti genotipa (Balding and Nichols 1995).

Problemi koji mogu nastati kao rezultat geneticke struktuiranosti se prevazilaze njenim
detektovanjem, $to je zapravo primena matematickih metoda u analizi bioloskih podataka kojom se
bioloska realnost modelira. To znaéi da je ljudsko razumevanje bioloskih sistema, kakva je i
populacija, u velikoj meri svedeno na matemati¢ko upros¢avanje i redukciju. Zbog takvog pristupa,
koji se 1 u najboljim sluc¢ajevima holistickog pristupa samo priblizava realnosti i po pravilu ostavlja
prostora za pogresku, postoji potreba za konstantim iznalaZenjem novih, tacnijih i1 preciznijih,
algoritama za modelovanje bioloSkih sistema.

Klasican pristup u detekciji geneti¢ke struktuiranosti zahteva prethodno odredivanje subpopulacija
i analizu varijanse (F-statistika) (Fisher 1919; Marcel 1948; Weir and Cockerham 1984; S Wright
1950). F-statistika se zasniva na nekoliko parametara koji su izvedeni iz indeksa fiksacije F, odnosno,

na smanjenju efektivne veli¢ine populacije Ne 1 posledi¢énom padu heterozigotnosti (Valundov efekat)
(WAHLUND 2010; S Wright 1950)

1 H,—H,

F = =
2N,  H,

gde je He ocekivana, a Ho opaZzena heterozigotnost. Ti parametri su Fir, Fis i Fst. Oznake I, Si T
se odnose na nivoe u genetickoj strukturi populacije: individue, subpopulacije (subdivizije) i opste
(totalne, ukupne) populacije (Sewall Wright 1965). Matematicki se definisu kao:
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H¢e — H
FIS(f)=¥

Hg
Hr — H,
Fir(F) = T
Hy — Hg
Fsr(0) = TH

gde je H, opaZena heterozigotnost u celoj populaciji, Hs o¢ekivana heterozigotnost u subpopulaciji,
dok je Ht o¢ekivana heterozigotnost u opstoj populaciji. Tri parametra (Fis, Fir i Fst) opisuju uslovnu
verovatnocu sparivanja alela u diploidnom organizmu na razli¢itim nivoima populacione hijerarhije.
Fis parametrom se opisuje odnos dva alela u nasumi¢no odabranom genotipu iz subpopulacije, na taj
nacin S§to poredi prosecnu opazenu heterozigotnost u populacijama sa opStom ocekivanom
heterozigotnoScu. Fis moze ukazati na odstupanje od nasumi¢nog ukrStanja unutar subpopulacije. Fir
opisuje odnos izmedu alela unutar nasumicno izabranog genotipa iz subpopulacije u kojoj mogu
postojati veca odstupanja od nasumic¢nog ukrstanja i koja moze imati razlicite alelske ucestalosti u
odnosu na druge subpopulacije. Fst je uslovna verovatnoca da su dva nasumice izabrana alela
identi¢na po poreklu unutar subpopulacije, ukoliko su po poreklu identi¢na i na visem hijerarhijskom
nivou, odnosno u opstoj populaciji. Drugim re¢ima, ukoliko se dva ista alela nadu u jednom genotipu,
Fst procenjuje verovatnocu da oba alela dolaze iz iste subpopulacije. Fst parameter dobro opisuje
razlike u alelskim ucestalostima izmedu subpopulacija (Matthew B. Hamilton 2012).

Pored analize geneti¢ke struktuiranosti F statistikom, moguce je primeniti i filogenetske analize
za istu svrhu, ali prvenstveno za haplotipske podatke (Volz et al. 2020). Medutim, nije uvek moguce
prethodno definisati subpopulacije, niti je ¢est slu¢aj da su geneticki podaci haplotipski. Stoga se
prvenstveno upotrebljavaju metode klasterovanja za detekciju subpopulacija u uzorku iz opste
populacije i nakon toga kvantifikuje geneticka struktuiranost F statistikom (Teo 2008).

Analiza geneticke
strukturiranosti

|

Filogenetske

Analiza varijanse,
F statistika

Klaster analize
Matematicki ‘ Geneticka
model udaljenost

Slika 9 — Graficki prikaz odnosa metoda za analizu geneticke
struktuiranosti

analize

Grupisanje (klasterisanje) jeste raspodela jedinica posmatranja u klase, a na osnovu neke mere
slicnosti. Postoji viSe vrsta klaster analiza kao Sto su: graficko, hijerarhijsko, centroidno, zasnovano
na gustini, zasnovano na raspodeli (Tan, Steinbach, and Kumar 2005). U svrhu otkrivanja geneticke
strukture populacije se koriste dva analiticka pristupa. Prvi se zasniva na odredivanju geneti¢ke
udaljenosti, dok drugi tezi primeni statistickih modela.
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Analiza geneticke strutuiranosti na osnovu geneticke udaljenosti je u sustini multidimenzionalno
skaliranje na osnovu matrica geneticke udaljensti (Greenbaum, Templeton, and Bar-David 2016).
Ovakav vid analize sledi sve principe vizuelizacije visedimenzionalnih podataka. Prvenstveno se tezi
oCuvanju §to vece varijabilnost matrica geneticke udaljenosti, a zatim grafickom predstavljanju na
nizedimenzionalnoj skali, $to omogucava vizuelno uocavanje klastera (graficko klasterovanje).

Osnovni problemi sa metodama zasnovanim na genetickoj udaljenosti, koji su po svojoj prirodi
kontinuirani (neprekidni, nediskretni) modeli, jesu njihova zavisnost od mere geneti¢ke udaljenosti u
grafickom predstavljanju podataka i nemoguénosti inkorporacije geografskih podataka (Pritchard,
Stephens, and Donnelly 2000). Naime, nekada je genetiCka razlika izmedu subpopulacija
kvantitativna i mala, ali jasna, $§to metodi zasnovani na genetickoj udaljenosti mogu zanemariti zbog
malog doprinosa ukupnoj varijabilnosti.

1.8.1. Ocena geneticke strukturiranosti populacije na osnovu matematickih
modela

'Svi modeli su pogresni' je poznata recenica Dzordza Boksa, koja je kasnije prosirena u 'Svi modeli
su pogresni, ali neki su korisni'. Ova recenica je Cesto citirana zbog rasprostranjene prakse da se
rezultati matematickog modelovanja prihvataju ‘zdravo za gotovo' ili pak opovrgavaju zbog
proizvoljnih pretpostavki. Nazalost, jo$ jedan navod Boksa nije tako ekstenzivno citiran i glasi: 'kako
su svi modeli pogresni, naucnici moraju biti upozoreni na ono $to je vrlo pogresno. Pogresno je biti
zabrinut zbog miSeva kada su tigrovi u okolini/na sve strane' (Box 1976).

Smatra se da postoji objektivna realnost kojoj se ljudski um moze pribliziti, moZe je modelovati,
ali je nikada ne moZe u potpunosti opaziti (Putnam 1980). Takode se smatra i da objektivna realnost
jednostavno ne postoji i kao primer u prirodnim naukama se navode kvantni eksperimenti (Proietti et
al. 2019). Ova dva pravca, realizam i nominalizam su prisutni u svakom podrucju nauke. Bez
temeljitijeg razmatranja ovog filozofskog i epistemioloskog problema, moramo se osloniti na navode
Boksa, racionalno je koristiti modele ukoliko su oni prakticni bez obzira na pretpostavke u
postulatima tih modela (Box 1976; Giere 2004). U krajnjem slucaju, logika nalaze da je svo znanje
model ili koncept kojim ljudski um interaguje sa realno$cu, ali to ne zna¢i nuzno da materijalni svet
ne postoji ve¢ da naucnici koriste koncepte kojima jednostavnije razumeju zakonitosti materijalnog
sveta (Dumontier and Hoehndorf 2010).

Matematicki modeli u genetici korespondiraju sa nastankom genetike i omogucili su razvoj
statistiCkih metoda koji su vremenom pratili razvoj molekularne biologije i evoluirali u alat za analizu
molekularno-genetickih podataka (Neuhauser 2004). U populacionoj genetici matematicki modeli su
osnova svake analize i kao dobar primer se moze navesti Hardi-Vajnbergov princip razvnoteze, kKoji
je zapravo popoulaciono geneti¢ka primena matematickog modela o¢ekivanih ucestalosti za binomne
eksperimente, formulisan jos u 17. veku od strane brace Bernuli (Beerenwinkel and Siebourg 2019).
Mozemo ¢ak 1 tvrditi da bez matemati¢kih modela, populaciona genetika ne bi postojala, jer je tesko,
gotovo nemoguce, proucavati ucestalosti alela i varijabilnost bez primene matematike, odnosno,
modeliranja.

Jedan segment populacione genetike, koji se bavi genetickom strukturom populacije, je prozet
posebnim pristupom u matematickom modeliranju. Treba naglasiti da je veliki broj filozofskih
kontroverzi 1 u vezi sa pretpostavkama koje modelovanje geneticke strukture populacije nosi sa
sobom. To su pretpostavke na kojima modeli pocivaju, i odnose se na stabilnost genotipova u
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populaciji (Hardi Vajnbergova ravnoteza), diskretnost populacije (izolovanost), gametsku ravnotezu,
nasumicnost razmnozavanja, upliv subjektivnih kriterijuma za odabir mesta uzorkovanja itd.

1.8.1.1.  Osnovne definicije u verovatno¢i i statistici

Razumevanje matematickih modela u populacionoj genetici je uslovljeno razumevanjem osnovnih
pojmova u verovatno¢i i statistici, jer na populacionom nivou nije moguce sprovesti strogo
kontrolisane eksperimente, niti izbe¢i generalizacije. Nasuprot deterministickim eksperimentima
kada se ishodi ponavljaju pri konstantnim uslovima izvodenja eksperimenta, kod slucajnih ili
stohastickih eksperimenata, ishod dogadaja nije moguce predvideti ve¢ samo odrediti matematicku
funkciju po kojoj se ostvarivanje dogadaja prevodi u verovatnocu (P). To ne znaci da su u slu¢ajnim
eksperimentima svi ishodi moguc¢i, naprotiv, bez obzira da li je prebrojiv, postoji skup svih moguc¢ih
ishoda 1 on se naziva prostorom slucajnih dogadaja (€2), a svaki njegov element slucajni ishod
odnosno elem?ltarni slucajni dogadaj (w). Osnovna karakteristika elemantarnih dogadaje jeste da se
pri slucajnom cksperimentu moze ostvariti jedan i samo jedan elementaran dogadaj bez obzira §to on
nekada moze biti skup vise elemenata (Malisi¢ 1997).

Tako npr. genotipizacijom bialelskog lokusa L u diploidnom organizmu imamo ¢etiri ishoda A1Aq,
A1A2, A2A2, A2A:1 od kojih svaki ima jednaku verovatnocu 0.25. Ukoliko su ishodni dogadaji
homozigot A:Ai1, homozigot A2A> i heterozigot, imamo tri ishodna dogadaja gde je jedan
(heterozigot) unija dva elementarna dogadaja. Ovde vidimo da je definisanje ishoda ili elementarnog
dogadaja unapred poznato, pre samog opita.

Skup svih dogadaja (F), gde je svaki dogadaj skup koji moze zauzeti ni jedan ili vise ishoda.

Prostor verovatnoce je matematicki konstrukt, tj. model koji reprezentuje skup sluc¢ajnih dogadaja.
Ovaj konstrukt se upravo sastoji od tri komponente, skupa dogadaja, uzoratkog prostora i
verovatnoce ostvarivanja nekog dogadaja (Q, F, P).

Prema klasi¢noj teoriji verovatnoc¢e i posmatrano u prostoru verovatnoce, podskup koji je presek
dva skupa kojima su definisani dogadaj A 1 dogadaj B u redukovanom univerzumu/prostoru
elementarnih dogadaja, jednak je verovatnoci ostvarivanja oba dogadaja (P(ANB)=P(AB)). Medutim,
u slucajevima kada se izrazava ostvarenje jednog dogadaja (npr. A) pod uslovom ostvarivanja drugog
(npr.B), uzima se u obzir presek skupova A 1 B samo ukoliko je prethodno ostvaren dogadaj B i
matematicki formulise kao P(A|B) (Gentle 2013).

1.8.1.2. Bejzova statistika

Za razliku od klasi¢nog (frekvencionisti¢kog) pristupa verovatnoéi, Bejzov pristup se oslanja na
subjektivnu teoriju verovatno¢e u kojoj intuicija i stepen uverenja o mogucénosti realizacije nekog
dogadaja imaju primat. Ovaj koncept je razvijan od 18. veka i pronalaskom rada Tomasa Bejza nakon
¢ega se uvodi koncept uticaja ’prethodnog uverenja’ o verovatnoc¢i nekog dogadaja u odredivanju
posteriorne verovatnoce da se taj dogadaj ostvario. Neretko se ovaj pristup definise i kao inverzna
verovatnoca s obzirom da se vrednosti ulaznih parametara procenjuju na osnovu izlaznih vrednosti u
vidu dobijenih podataka (Gentle 2013). Da bismo razumeli ovaj koncept, potrebno je definisati
pojmove od kojih je sacinjen.

28



Uslovna verovatnoca (eng Likelihood)

Neka su A i B dogadaji iz istog prostora verovatnoéa (€,F,P) i neka je P(B)>0. Tada je uslovna
verovatnoca dogadaja A, ako se ostvario dogadaj B, jednaka odnosu izmedu preseka dva dogadaja
(ANB) i samog dogadaja (B):

P(AB)
PAIB) = 55
A ArB B

Slika 10 — presek skupa dva dogadaja

Potpuna verovatnoca

Neka su Hi, Ho,...., Hn medusobno iskljucivi slu¢ajni dogadaji koji ¢ine potpun sistem dogadaja i
neka je A neki dogadaj iz istog prostora elementarnih ishoda. Verovatno¢a dogadaja A se moze
izracunati po formuli:

n

P(A) = Z P(H;)P(AH,)

j=1

P(Hs) P(Ha)

Slika 11 — Graficki prikaz odnosa Cetiri skupa dogadaja

, gde su P(Hj) apriorne, odnosno, prethodne verovatnoce, P(A|H j) uslovne verovatnoée ako je
hipoteza (H;) tacna.
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Posteriorna (ukupna) verovatnoca, odnosno mera uverenja u tacnost hipoteze na osnovu dobijenih
podataka A, definise se kao P(Hk|A) ili jedostavno opaZeni rezultati nekog eksperimenta.

Bejzova teorema

P(ANB) . __ P(ANB)
PB) i P(B|A) = P

izraziti na dva nac¢ina: P(ANB)=P(A|B)P(B) ili P(ANB)=P(B|A)P(A).

Kako su uslovne verovatno¢e P(A|B) = , vidimo da se P(ANB) moze

Ovo dalje implicira jednakost P(A|B)P(B) = P(BJA)P(A), kao i da se uslovna verovatnoc¢a dogadaja
A moze izraziti i kao:

P(B|A)P(A)

P(4|B) = 22T

, kada to primenimo na veci broj medusobno isklju¢ivih dogadaja, odnosno hipoteza Hi, Ho, ..., Hn
pod kojima se dogadaj A moze ostvariti, imenilac je zapravo suma verovatnoca svih Hj dogadaja:

P(H)P(A|Hy)
i1 P(H;)P(AlH))

P(Hi|A) =

, a kako se Hy, Ho, ..., Hn ne mogu dogoditi istovremeno, suma svih uslovnih verovatnoc¢a dogadaja
A, odnosno Y7, P(Hj)P(A |H;) se moZe skratiti u P(A), koja se naziva marginalnom verovatno¢om
1 ne zavisi od tacnosti hipoteze. Tako da sada jednacina dobija formu:

P(H)P(A|H)

PRHIA) =—— s

Moze se reci da je ovo izraz uslovne verovatnocée da se dogadaj (hipoteza) H ostvario ako znamo
da je ostvaren dogadaj A (opservirani podaci). U brojiocu se nalaze dva elementa, prethodna
verovatno¢a P(H), odnosno prethodno uverenje o ostvarivanju dogadaja H (hipoteze) i
verodostojnost opazanja podataka pod uslovom vazenja H (hipoteze), odnosno funkcija
verodostojnosti podataka pod uslovom vazenja hipoteze.

P(Hipoteza)P(Podaci|Hipoteza) _ prethodna verovatota X verodostojnost

P(Hipot Podaci) =
(Hipoteza|Podaci) P(Podaci) marginalna verovatnota

U deliocu, marginalna verovatno¢a dogadaja A predstavlja dokaz hipoteze 1 ne utie na promene
P(H|A) drugacije nego kao konstanta normalizacije tako da P(H|A) ne moze biti veée od 1.
Zahvaljujuci tome, Bejzovu teoremu moZemo redukovati na proporcionalnost:

P(Hipoteza|Podaci) < P(Hipoteza)P(Podaci|Hipoteza).

Likelihood funkcija (funkcija verodostojnosti)

Ukoliko je skup promenljivin X=(X1, X2...Xn) odraz funkcije f(x|6), gde je 6 parametar koji se
procenjuje, a x opazena vrednost X, onda je likelihood funkcija odredena kao L(6]X)=f(x|6).

Za razliku od klasi¢nog pristupa u verovatnoc¢i i statistici, kada se parametar 0 prihvata kao
nepromenljiva (npr. centralna tendencija), a ishodna promenljiva kao variranje oko vrednosti tog
parametra, Bejzov pristup je reverzan (obrnut) i ishodne vrednosti uzima kao nepromenljive, dok
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parametar procenjuje kao promenljivu na osnovu funkcije verodostojnosti (Edward 2017). Drugim
reCima, prilikom procene nekog parametra € na osnovu ishodnih promenljivih, postoji neizvesnost u
toj proceni, te parametar § moze zauzeti veéi broj vrednosti sa razli¢itim verovatno¢ama od kojih su
neke vece, a neke manje: L(6; | x) > L(6k | x).

llustracija simulacijom u R programskom jeziku:

Ukoliko je na uzorku od dva hromozoma na bialelskom lokusu i opazen samo alel A, funkcija
verodostojnosti ¢e izgledati kao na grafiku:

08
|

08

likelihood(2, 2, theta)
04

02

0.0
|

0.2 04 06 08

theta

Slika 12 - Graficki prikaz zavisnosti verodostojnosti i 6 parametra.
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Ukoliko je na lokusu i nakon uzorka opazen i alel T pored dva alela A, funkcija verodostojnosti
menja svoj oblika kao:

likelihood(3, 2, theta)

006 008 0410 012 014

| | | | |
L]

0.04

0.02
|

02 04 06 08

theta

Slika 13 - Graficki prikaz zavisnosti verodostojnosti i 6 parametra.

Ukoliko je nakon uzorkovanja ¢etvrtog hromozoma na lokusu i opazen jo$ jedan alel T, tako da
ceo uzorak ima skup alela (AATT), funkcija verodostojnosti ima najvisu vrednost za 6=0.5:
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likelinood(4, 2, theta)
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Slika 14 - Graficki prikaz zavisnosti verodostojnosti i 6 parametra.

Marginal liklehood-verovatno¢a opaZanja podataka (B, raspodele ucestalosti alela) ukoliko je
hipoteza tacna ili nije taéna (A, broj klastera)(Brewer 2017).
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Beta raspodela Beta(a,8)

Familija Beta raspodela pripada neprekidnim raspodelama verovatnoce, sa specificnos¢u da se
uvek nalazi u intervalu izmedu 0 i 1 (0 < x < 1). Ova raspodela ima samo dva parametra, o i B, Koji
su vec¢i od nule i odreduju njen oblik (William M. Bolstad 2016). Zahvaljujuci tome $to se nalazi u
intervalu od 0 do 1, beta raspodela omoguc¢ava modelovanje razli¢itih raspodela podataka u raspodelu
gustine verovatnocée, npr. binomnu raspodelu ucestalosti bialelskih varijanti. Za ovu raspodelu se
moze reéi da je ona verovatnoc¢a verovatnoce, jer se i na apscisi i na ordinati opisuje verovatnoca.
Opsti izgled beta rapsodele je predstavljen kao:

(ke x x%1(1—x)Pt zainterval 0 < x < 1
g(x‘“'ﬁ)_{o za x/€ [0,1]
, gde je k samo konstanta koja odreduje povrsinu ispod krive, odnosno normalizuje raspodelu:
['(a+B)
~T(@r(®)

, @ gama funkcija I'(C), za ¢ prirodan broj, generalizacija faktorijalne funkcije I'(c) = (c — 1) x I'(c
— 1), tako da kompletan izraz beta raspodele jeste:

I'(a+pB)
(x;a,B) =———= x%1(1 —x)F 1
9t @ P) =g 0T
, dok se srednja vrednost odreduje integralom u intervalu [0,1] bez obzirana a i f3:
1 [ It
o+
E[X =jx>< X; Q, dx=fx—x“‘1 1—x)F1dx
[X] 96, B) TONORRSES

0 0

, koji je jednak 1 i moze se izvesti u jednostavnu jednacinu:

E[X] = :
[]_a+ﬁ
Varijansa beta funkcije ima oblik:
axp
VarlX] = @+ g+ D
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Slika 15 - Izgled beta funkcije za 0=2 i p=4

Ono S$to je karakteristicno za beta raspodelu jeste da ona omogucava procenu veceg broja
parametara na osnovu vrednosti a i B, jer se iz njih mogu izracunati srednja vrednost, mod, varijansa
itd. Pored toga, glavna karakteristika koja je ¢ini podobnom za Bejzovu statistiku jeste moguénost
azuriranja prethodnih uverenja na osnovu dobijenih eksperementalnih podataka. Ako ponovo
pogledamo jednacinu za procenu srednje vrednosti:

E[X]

o«
a+p

, vidimo da se svakom promenom (svakim aZuriranjem) parametara o i ili B, menja i parameter X,
dok se rasipanje oko centralne tendencije  smanjuje, jer prema jednacini:
axp
T @+ P+ B+

Var[X]

, imenilac ima komponentu koja je zavisna od kvadratne funkcije. Drugim recima, pored stalnog
azuriranja posteriorne raspodele odnosno povecanja njene tacnosti, istovremeno se povecava i njena
preciznost.
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Primer u genetici-ucestalost alela u populaciji

Ukoliko bialeleskom lokusu i gde su moguce varijante A i T, uzorkujemo 10 hromozoma iz
testirane populacije i genotipizacijom dobijemo 10 A i ni jednu T varijantu, ima¢éemo monotonu
raspodelu podataka sa ucestalostima A=1 i T=0.

Medutim, ukoliko znamo da je u okolnim populacijama ucestalost manje ucestale varijante
(MAF)=0.5, zbog geografske bliskosti je legitimno da i taj podatak ukljuciti kao prethodno uverenje
o o¢ekivanoj vrednosti A=0.5 i T=0.5 u testiranoj populaciji. U tom sluc¢aju, beta raspodela ¢e dobiti
oblik kao na grafiku ispod (slikal6):

Slika 16 - Beta raspodela za MAF=0.5

, koja se zatim azurira dobijenim podacima eksperimenta (A=10 i T=0), tako da posteriorna beta
raspodela uzima parametre a=a+10 i B=p+0 (slika 17).
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Slika 17 — Odnos posteriorne i prethodne verovatnoce.

Daljim eksperimentom pored 10 A varijanti, genotipiziramo jo$ 3 osobe i uo¢imo4 Ai2T
varijante. Na osnovu novih podataka, azuriramo beta raspodelu sa parametrima a=oa+4 i B=p+2 i
dobijamo novu raspodelu (slika 18).

37



ﬁ- —
posteriorna
— prethodna
{1"‘_‘] —
=
w
C
(]
T oy
N
C‘J —

0.0 02 04 06 08 1.0

Slika 18 — Odnos posteriorne i prethodne verovatnoce.

Mozemo primetiti da je procena posteriorne verovatnoce na osnovu prethodnih uverenja realnija
nego $to bi bila binomna raspodela B(14, 0.125) za vrednosti A=14, T=2. Takode, mozemo primetiti
da se beta funkcija ponasa tako da sa povecanjem broja eksperimenata varijansa oko centralne
tedencije opada u skladu sa jednacinom:

axf

Var [X] = (a+B)2(a+B+1)

, asa njom i kredibilni interval (ekvivalent intervalu poverenja u klasi¢noj statistici).

Dirihleova raspodela

Opsti izraz beta raspodele je pogodan za modelovanje binomnih ishoda, odnosno kada su prisutna
dva faktora koji uti¢u na raspodelu verovatnoce ili podataka. Kada je u pitanju primena beta raspodele
u modelovanju multivarijantnih podataka, kao $to su npr. multialelski lokusi, primenjuje se posebana
generalizacija ove raspodele poznata kao Dirihleova raspodela gustine verovatnoc¢e. Odnos izmedu
beta i Dirihleove raspodele je analogan odnosu binomne i multinominalne raspodele.
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Razlog podobnosti Dirihleove distribucije jeste taj $to ona procenjuje rapodelu verovatnoce
parametara 6, 6,, ..., 6, na osnovu opazenih podataka, tako da je suma svih vrednosti svih mogu¢ih
parametra 1.

n

29l=1

i=1

Funkcija K-dimenzionalne gustine Dirihleove raspodele jeste:

£ = TP @) T e

- K j k
rCi,al
, gde je " gama funkcija.

Ulazna vrednost Dirihletove raspodele je K-dimenzionalni vektor a sa vrednostima ks Koje su
pozitivni i realni brojevi. U slu¢ajevima kada vektor a ima dve dimenzije, Dirihletova raspodela je
jednaka Beta raspodeli za dva parametra. Npr. ukoliko modelujemo bialelski polimorfizam, imamo
samo dva parametra (ucestalosti alela 1 1 alela 2) koji se mogu svesti na jedan, jer je stepen slobode
2-1=1 (kako ucestalosti u zbiru imaju vrednost 1, odredivanjem ucestalosti jednog alela, odredena je
i ucestalost drugog alela). Ukoliko pak modelujemo multialelske polimorfizme, imamo
multinominalnu raspodelu ucestalosti alela na jednom lokusu i to moZemo posmatrati kao parametar
a=[ucestalost alelai, uCestalost alelay, ...., uCestalost alelan]. Kako to nije vrednost parametara koji se
procenjuju (verovatnoca), Dirihletova raspodela se normalizuje u raspodelu gustine verovatnoce.

Dirihletova raspodela se moze graficki predstaviti kao k-simpleks verovatnoce. Na slici 19 je se
nalazi pojednostavljeni graficki prikaz raspodele za parametar 0=[1,1,1], odnosno trodimenzionalni
vektor kada su verovatnoce ostvarivanja dogadaja jednake.

03

8 =(0,0,1)

0 = (1,0,0)

6:

Slika 59 — trodimenzionalni prikaz simpleksa (grafickog prikaza za tri vrednosti) verovatnoce
Dirihletove raspodele za troclani vektor ©
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Primer u genetici-Dirihleova raspodela ucestalosti mikrosatelita

Na mikrosatelitskom lokusu i gde su moguce tri varijante uzastopnih tandemskih ponovaka STR
1, STR 21 STR 3, uzorkujemo 50 osoba (100 hromozoma) iz testirane populacije, i genotipizacijom
dobijemo odnose 60:20:20, Dirihleova raspodela bi izgledala kao na slici 20:

Slika 20 — Grafi¢ki prikaz Dirihleove raspodele.

, ukoliko bi taj odnos bio 20:60:20, graficki prikaz raspodele bi bio kao na slici 21:

STR3

Slika 21 — Grafic¢ki prikaz Dirihleove raspodele.
, dok bi za odnos 20:20:60 raspodela izgledala kao na slici 22:
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Slika 22 — Graficki prikaz Dirihleove raspodele.

Konjugacija raspodela verovatnoce

Pod terminom konjugacija raspodela verovatno¢e u Bejzovom modelovanju se podrazumeva
odnos izmedu prethodne raspodele (npr. beta), funkcije verodostojnosti, konstante normalizacije i
posteriorne raspodele verovatnoce (takode beta), tako da obe raspodele ostaju u istoj familiji
distribucija verovatnoce. Familija raspodela verovatnoce je skup definisan kao:

P={Py:0 € ® CRS}

u prostoru elementarnih dogadaja (Q2), gde je Py funkcija raspodele parametra 6, a R skup realnih
brojeva.

S obzirom da u Bejzovoj statistici prethodna i posteriorna raspodela pripadaju beta familiji,
konjugacija se ostvaruje preko funkcije verodostojnosti i konstante normalizacije.

U slucaju podataka gde je bilo vise od dva faktora koja uti¢u na raspodelu podataka (npr.
multialelski lokus), konjugacija raspodela je izmedu multinomne i Dirihleove raspodele. Ovaj nacin
modelovanja koji se primenjuje u Bejzovom pristupu, izmedu multinomne i Dirihleove raspodele, se
naziva i Dirihle-kategorijalni model (kategorijalni jer se multinomna raspodela odnosi na n

kategorijalne podatke). Ako npr. imamo lokus i sa tri moguca alela koji imaju jednake ucestalosti % :

mozemo posmatrati kao vektor ©=[01, O, O3], onda bismo oc¢ekivali da u populaciji iz koje na
slucajan nacin uzorkujemo i zatim genotipiziramo lokus i, dobijemo raspodelu obzerviranih
ucestalosti alela X=[x1, X2, X3]. Na osnovu multinomne raspodele ocekivali bismo da verovatnoéu
tacnog ishoda mozemo izrac¢unati na osnovu funkcije:

=

n! )
f(x, %2, 0, X q = (1, G2 -, Q1)) = —,1_[ q;xl
x X!

Ix,!.
1: X2 i1

i da dobijene vrednosti X1, X2, X3 ne budu drast¢no razlicite od§ (ilustracija u R):
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Slika 23 — Stubicasti prikaz ocekivanih ucestalosti tri promenjive.

Medutim, ukoliko ne znamo vrednosti ©=[01, O2, O3], Bejzovim pristupom mozemo proceniti
verovatnoc¢u parametra © na 0snovu opazenih rezultata i prethodnog uverenja o raspodeli ©.

n
P(6]a) ﬂei“i‘l
i=1

, pod uslovom da je i, 6; = 1 i daje 6; > 0. Dirihleova raspodela se konjuguje kao prethodna
raspodela za multinomnu, preko funkcije verodostojnosti koja je produkt uslovnih verovatnoca
opazanja podataka D pod ©:

P(D| O)=IIi: P(Xi = x;] 6)

, Sto se moze prevesti u produkt uslovnih verovatnoc¢a sa eksponentom b=vector sa brojem

podataka:
n
P(D|) = 1_[ ol
i=1

Primenom Bejzovog pravila, odnosno, da je posteriorna verovatnoc¢a produkt prethodne i funkcije
verodostojnosti:

P(0|D) = P(D|6) x P(O)
, dobijamo produkt:
"m0/ o« Dir(6|b + a)

, gde je a vektor parametara raspodele prethodne verovatnoce. Ovo se moze uopstiti u tvrdnju da
produkt kategorijalne i Dirihleove distribucije se inkorporira u Dirihleovu:

(ITY, Kat(x;(8))Dir(0la) = Dir(6|b + a)
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Naivna Bejzova klasifikacija

U Bejzovoj statistici ocena dokaza, odnosno testiranje hipoteze je isto Sto i procena parametara,
Sto se drasti¢no razlikuje od frekfencionisti¢kog pristupa u statistici (Brewer 2017). Prema klasi¢cnom
(frekvencionistickom) pristupu testiranja hipoteze, statistikom testa se izracunava verovatnoca (p
vrednost) opazanja dobijenih rezultata, ili jo§ manje verovatnih, pod pretpostavkom vazenja nulte
hipoteze Ho:

P vrednost = P (x < X|Ho), gde je x prose¢na vrednost, a ishod testiranja moze biti:
-nulta hipoteza Ho je ta¢na i sva odstupanja su proizvod sluc¢ajnosti

-nulta hipoteza Ho je neta¢na i odstupanja su posledica faktora koji prouzrokuje drugaciju
raspodelu podataka (William M. Bolstad 2016).

Bejzov pristup testira odnos posteriornih verovatnoca hipoteza od kojih je jedna nulta Ho (P(Ho|X)),
a druga alternativna Hi (P (H1|x)). S obzirom da su sve hipoteze medusobno iskljucive, onda je P
(Hz[x) = 1 — P (Holx), tako da je odnos ovih verovatnoca indeks verodostojnosti (LR, eng Likelihood
ratio) i govori o tome koliko je puta jedna hipoteza verovatnija u odnosu na drugu (Brewer 2017).

U sustini, princip je vrlo jednostavan: na osnovu opazenih podataka, procenjuju se verovatnoce
parametara i zatim procenjuje odnos parametra koji se smatrao da je najverodostojniji pod nultom
hipotezom i parametra koji je najverodostojniji na osnovu opazenih podataka.

Ono S§to jeste glavna karakteristika Bejzovog principa je mogucénost azuriranja prethodne
verovatno¢e nakon svakog eksperimenta (pod eksperimentom se podrazumeva svako nezavisno
uzorkovanje dokaza). Ako pogledamo jednacinu:

prethodna verovatoéa X verodostojnost
marginalna verovatnoca

P(Posteriorna verovatnota) =

, jednostavno, nakon svakog pojedinacnog eksperimenta, posteriorna verovatnoca postaje
prethodna verovatnoca:

prethodna verovatoca | X verodostojnost

P(posteriorna verovatnoéa) = - ~
marginalna verovatnoca

Metropolis-Hestingov (Markovljev lanac Monte Karlo) metod (eng Metropolis-Hastings Markov
chain Monte Carlo)

Markovljev lanac Monte Karlo (MCMC) je klasa metoda za uzorkovanje iz empirijske raspodele
u cilju aproksimacije raspodele verovatno¢e parametara iz kojih je empirijska raspodela nastala.
(Hastings 1970)

Za kompleksne podatke, normalizacija u Bejzovoj teoremi je takode kompleksna, nekada je i
nemoguce izracunati konstantu P(A), odnosno, marginalnu verovatnocu dokaza, jer je potrebno
integraliti prostor ispod viSedimenzionalne raspodele verovatnoce. Kako je u Bejzovom modelovanju
osnovni cilj odrediti raspodelu verovatnoce parametara, posebna forma MCMC metoda, Metropolis-
Hestingov algoritam, koriste¢i nasumi¢no kretanje u prostoru verovatnoce, moze opisati raspodelu
posteriorne verovatno¢e na osnovu opazenih podataka, prethodne verovatnoce i funkcije
verodostojnosti. Nasumicno kretanje je komponenta iz Monte Karlo principa, a ideja je da iterativno
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uzorkovanje iz predlozene raspodele m(X) generiSe rapodelu koja je proporcionalna predlozenoj
raspodeli 7(X) o ft(X).

Druga komponenta je Markovljev lanac, koji omoguc¢ava da pocetak kretanja moze biti bilo koja
vrednost iz raspodele verovatnoce (Hastings 1970). Markovljev lanac je niz brojeva (X1, X2,...,Xn), gde
Xn Zavisi samo od Xn-; §to se uvodi kao princip u uzorkovanju tako da svaki novi parametar raspodele
sluzi kao predlozena osnova za uzorkovanje slede¢eg parametra. Na taj nac¢in se prilikom svake
iteracije (nasumic¢nog koraka) predlozena raspodela za uzorkovanje, zapravo menja.

Ipak, Monte Karlo algoritam ne moze generisati posteriornu raspodelu, jer ne proracunava koje su
vrednosti parametra 6 vise verovatne. Zato se uvodi Metropolis-Hastings komponenta u odluc¢ivanju
koju predlozenu vrednost parametra 6 treba prihvatiti ili odbaciti, kada oblik posteriorne raspodele
nije poznat (Huber 2016).

MHMCMC opisuje relativne odnose izmedu verovatnoc¢a vrednosti parametra zahvaljujuci
proporcionalnosti u imeniocu Bejzove teoreme:

P(Parametar|Podaci) X P(Parametar)P (Podaci|Parametar)

Kako se za svaku vrednost parametara u statistickom modelu moze odrediti verodostojnosti kao
P(6]X), gde P(X) ima svoju prethodnu verovatnocu, tako se i za svaki predloZeni parametar 8; moze
odrediti verodostojnost mnozenjem sa prethodnom verovatnocom L = P(8;|X;) X P(X;). Na taj
nacin se odreduje jedna konkretna predlozena vrednost parametra u prostoru verovatnoce vrednosti
parametara.

Opisivanje raspodele verovatnoce parametra od interesa, MCMC algoritam pocinje sa bilo kojom
vredno§¢u parametra 6; i izracunava njegovu verovatno¢u P(X|6;) X P(X), gde su opazeni podaci
oznaceni sa X, a zatim uzima novu vrednost 6; iz predloZene raspodele q(X|Y) (moze biti bilo koja
raspodela, npr. za bialelske polimorfizme je to binomna, dok je za multialelske multinomna) i
izraCunava P(9j|X ) X P(X). U slede¢em koraku se odmerava odnos r verovatnoca predlozene
vrednost 6; i postojece 0;:

posterior(Oney)  Beta(a, b, byey) X Bin(n, p, Onew)
posterior(6,_,)  Beta(a,b,0,_;) X Bin(n,p, 0;_,)

7 (Onew, Ot-1) =
Ukoliko je taj odnos ve¢i ili jednak 1, predloZena vrednost verovatno¢e parametra 6;se prihvata:

a(gnew' Ht—l) = min{ r(enew' et—l)' 1}'

Ukoliko je r <1, odnosno, verovatnoc¢a predloZenog parametra manje verovatna od postojeceg,
odlucuje se o njenom prihvatanju tako $to se iz uniformne raspodele uzorkuje neka vrednost i ako je
ona niZa od vrednosti r, odbacuje se vrednost predlozenog parametra 6;:

u~U(0,1), ako je u<r, 6; = 6;; ako je u<r, 6; = 6;.

Ponavljanjem ovog procesa, predlaganjem nove vrednosti parametra, ocenjivanjem
verodostojnosti predloga, odbacivanjem ili prinvatanjem, opisuje se posteriorna raspodela parametra
od interesa, Sto generiSe uzorak iz posteriorne raspodele parametra 6 sa vrednostima 6 koje su vise
verovatne.
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Bejzova analiza geneticke strukturiranosti populacije

Populacije u svom prirodnom habitusu obi¢no imaju ugnjezdene substrukture sa hijerarhijskom
prostornom raspodelom ucestalosti genskih varijanti (Corander, Waldmann, and Sillanpad 2003). Te
latentne substrukture su zapravo konglomerati subpopulacija ¢iji broj nije poznat. Procena broja
subpopulacija se moze ostvariti statistickim modelovanjem na osnovu opazenih podataka, odnosno
genotipova, ali i drugim informacijama koje su postojale pre genotipiziranja, kao $to je npr.
informacija o geografskom poreklu. Ideja iza upotrebe modela zasnovanih na Bejzovom pristupu je
jednostavna, na osnovu verovatnoc¢a razli¢itih dogadaja, kao $to su individualni genotipovi, ali i
geografsko poreklo, moze se izraziti uslovna verovatnoc¢a predlozenog broja subpopulacija
(Corander, Waldmann, and Sillanp&a 2003).

U jednoj varijanti raspodredivanja pojedinac¢nih genotipova u subpopulacije, uslovna verovatnoca
se smatra uniformnom, odnosno za svaku jedinku je podjednako verovatno da se pripise nekoj od
subpopulacija ako postoje dokazi o postojanju strukturiranosti. Druga varijanta uvodi i prethodno
uverenje o geografskoj tj. prostornoj pripadnosti Sto uti¢e na verovatnocu rasporedivanja u
subpopulacije, dok se genotipski podaci koriste za procenu verodostojnosti postojanja predloZenih
subpopulacija.

Redosled po kojem se inferira broj subpopulacija jeste pravljenje statistickog modela koji
ukljucuje 1 pretpostavljeni broj subpopulacija, opciono moze ukljuciti informaciju o geografskom
poreklu, zatim se genotipski podaci koriste za odredivanje verodostojnosti izmedu modela sa
razli¢itim brojem pretpostavljenih subopulacija i to MCMC metodom odredivanja posteriorne
raspodele (Corander, Sirén, and Arjas 2008).

Ovde moramo naglasiti da su svi Bejzovski pristupi u modelovanju geneticke strukturiranosti
populacije u biti specijalni slucajevi maksimizacije verodostojnosti (Maximum Likelihood
Estimation, MLE), odnosno maksimizacije posteriorne raspodele parametara (Maximum A
Posteriori, MAP). Intencija iza upotrebe maksimizacije verodostojnosti jeste pronalazak vrednosti
parametra koja je najverovatnija, a time i odabir modela koji se najbolje uklapa u opservirane podatke.

Pregledom literature, dva najc¢esce kori$¢ena algoritma zasnovana na Bejzovom modelovanju jesu
predloZeni od Corandera 1 Pritcharda. Prema Corander-u i saradnicima, predloZeni model ima za cilj
otkrivanje prostorne strukturiranosti na osnovu informacija o geografskom poreklu i alelskim
ucestalostima, ali i moguénost analize admiksi¢nih populacija (Corander, Waldmann, and Sillanpaa
2003). Pod pretpostavkom gametske ravnoteze medu lokusima (eng Linkage equlibrium), kao i
Hardi-Vajnbergovog ekvilibrijuma u populaciji, Corander i saradnici postavljaju model po kojem je
N. broj nezavisnih lokusa, a na svakom lokusu j se moze naci K razli¢itih alela (genskih varijanti) u
intervalu [1,..., Nag]. Broj mogucih subpopulacija ve (broj particija populacije) se nalazi u intervalu
[1, Np], gde je Np maksimalni broj subpopulacija. Prema ovome, verovatnoca pijk da se u nekoj
populaciji i na nekom lokusu j pronade alel Aj zavisi od [i=1,...,0p; J=1,..., Ni; k=1,..., Nag].

Kombinacija alelskih ucestalosti u nekoj populaciji i je izrazena kao 6j, dok nijx oznacava ukupan
i apslolutan broj alela.

Celokupna populacija se particioniSe na osnovu matrice sli¢nosti S, dimenzija Np x Np:
1,ako 6,, = 0,
Smr =

0, za drugacije’ gde sumiruintervalu [1, Np]
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Primer:

Ako su u populaciji i genotipizirana Cetiri lokusa i pretpostavljeno je da postoje tri subpopulacije,
matrice slicnosti ¢e imati oblik:

911 612 913
921 922 923
931 932 933

1 ukoliko se ucestalosti podudare 6,, = 0,, ¢elija matrice ¢e zauzeti vrednost 1, dok je u
suprotnome 0.

S obzirom da je apsolutni broj alela n poznat nakon eksperimenta (opazanja podataka), uslovna
verovatnoc¢a ostvarivanja parametara O, vp, S, N na osnovu pravila mnozenja verovatnoca jeste:

n(6,v,,5,1) = w(v,)n(S|v,)T(6]v,, S) T(n|6,v,,S)
, gde je m(8v,,S) prethodna gustina 6, a m(v,)n(S|v,) prethodna uslovna verovatnoca

parametara particionisanja (strukturinarosti) populacije. Ovo se moze i shematski prikazati kao jedan
od uslovnih ishoda:

m(n]8,v,,5)
n(8lv,,S) vy NSN G v, NSNOnNn
\ .
v, NS (n°l6,v,,8) - Vp NSN o6nn

m(8°v,,S)
H(‘S"UV \U ne°n S
o]
ﬂ.’(u ) Up — u, NS° \
p p

c c
7(51vp) v, NSN 6 Nn

—_— vy, NSNE°Nn

Slika 24 — Shematski prikaz jednog od logic¢kih ishoda.

1.1.1.1.  Algoritmi za detekciju geneticke struktuiranosti

STRUCTURE

STRUCTURE je softverska implementacija istoimenog Bejzovog iterativnog algoritma koji
grupiSe genotipove na osnovu sli¢nosti u obrascu genetickog variranja (Porras-Hurtado et al. 2013a;
Pritchard, Stephens, and Donnelly 2000). Ovaj algoritam pretpostavlja neutralnost genetickih
markera, odnosno gametsku ravnotezu, kao i Hardi Vajnbergov ekvilibrijum u populaciji i unutar
subpopulacija. Glavna karakteristika ovog modela je da otkrivanje broja subpopulacija dolazi kao
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posledica dodeljivanja genotipova u K subpopulacija i dozvoljava admiksiju, odnosno, da neki
genotip moze poticati iz vise od jedne subpopulacije.

U osnov modela se nalaze tri komponente, tacnije tri viSedimenzionalna vektora:
Z-populacija porekla jedinke

X-svi genotipovi uzorkovanih jedinki

P-alelske ucestalosti u metapopulaciji

, koji se u skladu sa Bejzovom teoremom mogu staviti u medusoban odnos tako da se opiSe
posteriorna raspodela Z i P :

Pr(Z, P|X) « Pr(Z) Pr(P) Pr(X|Z, P)

, ukoliko su opservirani genotipovi X polazna osnova, a prethodne verovatnoc¢e Pr(Z) i Pr(P)
aproksimirane MCMC metodom.

U uzorku od N jedinki gde se genotipizira L broj neutralnih lokusa koji su gametskoj ravnotezi,
elementi vektora Z, X i P jesu:

(Xl(i'l),Xl(i'z)) = genotipovi jedinke i nalokusu [, gdejei = 1,2,3,...,Nil=1,2,...,L;
7® = populacija porekla jedinke i;
Py;j = ucestalost alela j na lokusu [ u populaciji k,gde je k = 1,2,...,Kij = 1,2, ..., ],

tako da je J; broj razlicitih alela opserviranih na lokusu |. Ovo ukazuje da je opservacija konkretnog
genotipa na nekom lokusu zapravo uslovna verovatnoca izvlacenja alela iz populacije porekla i
ucestalosti tog alela u metapopulaciji:

Pr(Xl(i'a) = j|Z, P) = P,y 9de je p, @, ; uCesalost alela j na lokusu | u populaciji porekla jedinke
I. Raspodela alelskih ucestalosti na svakom multialelskom lokusu unutar populacije je modelovana
Dirihleovom raspodelom py; = Dir(4, 4y, ....,4;,). Uzorci razli¢itih subpopulacija moraju biti
sliéne veli¢ine, jer model podrazumeva da je verovatnoca svakog genotipa da poti¢e iz neke od
subpopulacija ista (Pritchard, Stephens, and Donnelly 2000):

. 1
l — = —
Pr(z = k) =

i 0VO je bitna pretpostavka ovog modela, jer veci disbalans izmedu subpopulacija moZze narusiti
integritet celog modela.

Unutar STRUCTURE algoritma se nalaze dva podmodela za poreklo populacije: jedan se odnosi
na admiksi¢nu populaciju, dok drugi pretpostavlja neadmiksi¢nu populaciju koja je sastavljena od
diskretnih subpopulacija. Kada ne postoji prethodno znanje o populaciji u pogledu porekla,
lingvistickih, etnickih, geografskih razlika, opravdana je upotreba neadmiksi¢nog modela, u
suprotnom, treba pretpostaviti admiksiju 1 proceni broja subpopulacija prikljuciti i podatke 0
prethodnom znanju u vezi sa sastavom populacije (Porras-Hurtado et al. 2013a).

Ocena parametara modela na osnovu maksimizacije verodostojnosti

Modeli zasnovani na Bejzovom pristupu se oslanjaju na evaluaciji verodostojnosti parametara od
interesa na nafin da se verodostojnosti razli¢itih vrednosti predlozenih parametara medusobno
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porede. Kako bi do poredenja doslo, potrebno je odrediti pojedina¢ne verodostojnosti i opisati njihovu
raspodelu. 1z razloga upotrebljivosti, iz raspodele verodostojnosti se bira vrednost parametra koja ima
najvecu verodostojnost, ipak ne treba izgubiti iz vida ¢injenicu da ta vrednost ne mora biti prava, veé
je najverovatnija na osnovu opserviranih podataka. Pristup odredivanja najverodostojnije vrednosti
parametra se naziva metodom maksimalne verodostojnosti.

Polaze¢i od simetricnosti izmedu verodostojnosti modela i parametara na osnovu opserviranih
podataka sa verovatno¢om opserviranja podataka na osnovu modela i parametara:

L(6,M|D) = P(D|6, M)

, mozemo ras¢lanjivanjem P(D|6, M) na zajedni¢ku verovatno¢u svakog opserviranog podatka n,
verodostojnost predstaviti i kao produkt:

L(6,M|D) = pDy, pDs, ..., pDy(Dy, Dy, ..., Dy |6, M) = npDi(Diw,M)
i

, gde je bitno istac¢i da se svi eksperimenti prilikom opserviranja podataka smatraju nezavisnim
sluajnim dogadajima koji imaju istovetne raspodele verovatnoce (i.i.d., eng independent and
identically distributed). Ipak, ovakav vid izracunavanja je sa informati¢kog aspekta nepraktican jer
zahteva maksimizaciju produkta, $to znacajno optereuje memoriju racunara. Koriste¢i jednakost
izmedu produkta verovatnoca i sabiranja logaritma tih verovatnoda:

P(ANB) = P(A) * P(B) = e'08(Pap) = glog(Pa)+log(Pp)

, 0vaj problem se lako prevazilazi upotrebom sume izvoda funkcije verodostojnosti parametara,
odnosno akumulacijom derivata svakog u¢itanog podatka ponaosob:

argmaxg=[]; p D;(D;16, M) = argmaxgy Y.;log(p(D;|6, M))

, @ kako je potrebno odrediti 8 na globalnom maximum, odnosno 6 ¢ija je vrednosti izvoda jednaka
0, resavanjem diferencijalne jedna¢ine dobija se najverodostojniji parameter 6:

dP(D|9)
e
Treba napomenuti da je maksimizacija logaritma verodostojnosti parametara komplementarna

minimizaciji negativnog logaritma verodostojnosti 1 da se najc¢eS¢e koristi u oceni parametara
statistickih modela.

argmaxgP(0) =
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S obzirom da u Bejzovom pristupu raspodelu opserviranih podataka nazivamo posteriornom
raspodelom, sama procena maksimalne verodostojnosti je neSto drugacija i naziva se aposteriorni
maksimum (eng Maximum A Posteriori, MAP).

argmaxgP(0|D) = argmaxgP(6|D)P(0)

Da bi to bilo moguce, raspodela verovatnoce se konjuguje sa raspodelom verodostojnosti, najcesce
prebacivanjem obe raspodele u Beta ili Gama raspodelu. Jo$ jednom treba napomenuti da je Gama
raspodela sa dva hiperparametra isto $to i Beta funkcija. Izvodom diferencijalne jednacine za vrednost
nagiba funkcije 0, dobija se maksimalna verodostojnost posteriorne raspodele parametra 6:

dP(6|D)P(6) _ 0
do B

Odnos izmedu metode maksimizacije verodostojnosti MLE i aposteriornog maksimuma MAP je
takav da je MLE poseban slu¢aj MAP u kojoj je prethodna verovatno¢a uniformna. Odredivanjem
MLE za parametar K (broj populacija), STRUCTURE procenjuje najoptimalniji broj populacija koje
bi odgovarale opazenim genetickim podacima.

Girvan-Njumanov algoritam

Poslednji u nizu algoritama koji se mogu primeniti za inferenciju geneticke struktiranosti
populacije jeste heuristicka implementacija teorije mreza kroz Girvan-Njumanov algoritam (GN)
(Greenbaum, Templeton, and Bar-David 2016). Prema teoriji koju su definisali Girvan i Njuman,
"mreza je skup diskretnih entiteta, ¢voriSta, koja su medusobno povezana linijjama/granama, koje
mogu imati kvantitativne vrednosti, odnosno tezinu" (Newman and Girvan 2004). Same mrezZe se
mogu definisati matricom povezanosti ili grafi¢ki, usmerenim grafikom, §to se primenjuje i na
populaciju koja se na osnovu geneti¢kih podataka pretvara u matricu geneti¢ke udaljenosti, a potom
i u grafik.

Prema Girvanu 1 Njumanu, grupa cvoriSta, unutar neke mreze, koja je sa topoloskog aspekta
medusobno guscée i jate povezana u odnosu na ostatak mreze, jeste zajednica (Newman and Girvan
2004). Analog zajednice u populaciji moze biti i subpopulacija ili jednostavno grupa jedinki izmedu
kojih se geneti¢ki materijal ¢es¢e razmenjivao (Greenbaum, Templeton, and Bar-David 2016).
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Za razliku od grupisucih algoritama, Girvan-Newmanov algoritam se zasniva na eliminaciji
linija/grana (eng ’edges’) izmedu najudaljenijih zajednica, odnosno hijerarhijskoj dekompoziciji.
Drugim recima, on funkcionise na suprotan nacin u odnosu na ostale grupisuce i hijerarhijske
algoritme: umesto dna hijerarhije kao polazne osnove, algoritam krece sa vrha i uklanja
najopterecenije grane (eng highest betweenness edge) unutar grupe podataka dok ne ostanu sami
klasteri koji se nazivaju zajednice. Najopterecenije grane su one kroz koje prolazi najveci broj
najkracih putanja izmedu ¢vorova. Karakteristicno je za GN algoritam da koristi duzine | umesto
ponderisane vrednosti grana w, iako se duzine grana mogu izraziti kao recipro¢ne vrednosti pondera

I=1/w (Aggarwal 2015).

()
O ()

Slika 25 — Shematski prikaz ¢vorista (slovo) u mrezi i
grana/linija koje ih spajaju. Najkraci put AF je zbir
najkrac¢ih puteva AD 1 AC.
Modularnost je izuzeto bitno svojstvo mreze prilikom procene broja mogucih grupa i definisana

je kao:
ZmZ 6(CLC])

, gde su:

Q-mera modularnosti,
m-broj grana,

A-graf matrice povezanosti,
kikj-stepen parova ¢vorista,

d-pokazatelj pripadnosti grupi.

S obzirom na to da se GN algoritam bazira pronalaZzenju zajednica unutar mreze koja je
predstavljena grafom, prvi korak u primeni ovog algoritma jeste konstrukcija grafa na osnovu matrice
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geneticke udaljenosti ¢vorista u mrezi (genotipova). Geneticka udaljenost, ¢esto nazvana i sli¢nost,
se matematicki odreduje na oko 20 razliCitih nacina (Dyer 2017), a jedan od predlozenih za
kvantifikaciju geneticke udaljenosti individue i i j na lokusu | gde su moguce, jeste:

1
Siji = 7 ((fa = L) (Fb + Lag) + (fc — L) (Fd + Lpg))

, gde su f ucestalosti, dok je lac jednak O ukoliko su aleli a i ¢ identi¢ni, isto vazi i za lad, loc i lba.
Ukoliko su razli¢iti onda je njihov skor 1, a geneti¢ka udaljenost genotipova odreduje kao suma
distanci izmedu svih poredenih lokusa. Imaju¢i u vidu da GN algoritam ra$¢lanjuje mrezu do
diskretnih Cinilaca, potrebno je odrediti nivo u ras¢lanjivanju na kojem je najverovatnije uociti
zajednice. Ukoliko izuzmemo vizuelni i krajnje subjektivni nacin odredivanja nivoa razlaganja,
odredivanje najve¢e modularnosti preostaje kao najobjektivniji pristup.

Slika 26 — Prikaz hijerarhije unutar klastera i promene modularnosti.
Izvor: Newman M E,Girvan M., 2004.

Ul
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Krajnji rezultat GN algoritma je ‘ogoljeni’ grafik gde su zajednice uocljive u vidu grupacija sa
medusobno povezanim c¢voriStima. Otkrivanje zajednice unutar mreZe je analogno otkrivanju
subpopulacije unutar opste populacije (Greenbaum, Templeton, and Bar-David 2016)

Analiza glavnih komponenti (Principal Component Analyzis)

PCA je linearna metoda redukcije dimenzionalnosti koja se prvenstveno zasniva na reprezentaciji
veceg broja medusobno zavisnih varijabli u glavne komponente postoji bezimalo 90 godina
(Hotelling 1933), a po nekim tumacenjima i duze (Jolliffe and Cadima 2016; Pearson 1901). Analiza
glavnih komponenti omogucava da se ukupna varijabilnost nekog uzorka bolje prikaze putem manjeg
broja izvedenih varijabli (glavnih komponenti), Sto implicira da glavne komponente mogu sadrzati
vise varijabilnosti od svake ulazne varijable ponaosob (slika 27).
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5 PC1

X

Slika 27 - llustracija redukcije dimenzionalnosti analizom glavnih
komponenti varijanse.

Glavne komponente su poznatije kao ajgenvektori matrice kovarijansi podataka. Svaka celija
matrice kovarijansi se izracunava po jednacini:

1 N
Cov(X,Y) =NZ(Xi—f)(yi—37)

, dok matrica ima dimenzije v x v, gde je v broj varijabli. Karakteristika matrice kovarijanse je da

je simetri¢na u odnosu na dijagonalu i da se upravo u dijagonali nalaze vrednosti varijanse za svaku
od varijabli:

Vi1 V21 Vzq
Uiz V2 Vs
Uiz Vzz V33

Ajgenvektor je posebna vrsta vektora koja nakon transformacije matrice ne menja svoj pravac, vec¢
moze promeniti samo duZinu ili rotirati u istom pravcu oko tacke simetrije (zeleni vektor na slici 28).

Koeficijent uvecéanja ili umanjenja ajgenvektora nakon trasformacije se zove ajgenvrednost.

Matematicki izrazeno, postoji jednakost izmedu produkta transformacione matrice i vektora i
produkta ajgenvrednosti i vektora:

L

Slika 28 - Transformacija matrice. Crvenom bojom je oznacen
obican vektor, dok je zelenom bojom oznacen ajgenvektor.



, Sto zna¢i da je i zbir varijansi pojedina¢nih varijabli u matrici kovarijanse jednak zbiru

ajgenvrednosti:
Zvii :Z/’ll

, a da bi se izraCunale Al, varijanse svih vii u matrici kovarijanse se kodiraju sa 1 i takva matrica
naziva matrica identi¢nosti I:
1 vy s
vi; 1 v
Vi3 V3 1

, dalje se reSavanjem jednacine:

, odnosno:
AB— (DB =0

, Sto zahteva da se produkt matrice sa vrednos¢u razli¢itom od 0 transformise u 0. To je jedino
moguce redukcijom dimenzionalnosti.

Slika 29 - Graficki
prikaz redukcije
dimenzionalnosti

Karakteristi¢no je za analizu glavnih komponenti da su ulazne varijable medusobno asocirane i da
ajgenvektori koji se izraCunavaju u matricama kovarijanse nisu medusobno asocirani. Ovim se postize
da se veliki deo od ukupne varijabilnosti moze opisati sa dva ili vise ajgenvektora. Medutim, ukoliko
su ulazne varijable nezavisne, raspodela udela ajgenvektora u ukupnoj varijansi ima prilicno
uniformnu raspodelu, §to ¢ini PCA neinformativnom.

53



U populacionoj genetici se pokazalo da je PCA moguce primeniti na multilokuskim podacima,
npr. SNV, kako bi se ilustrovala geneticka struktura populacije (Novembre et al. 2008). Ovaj vid
provere geneti¢ke strukture je sastavni deo GWAS studija jer omogucava eradikaciju podataka koji
zbog struktuiranosti uzorka mogu iznedriti lazno pozitivne asocijacije (Sul, Martin, and Eskin 2018)

Slika 30 - Prikaz analize glavnih komponenti na osnovu SNV iz uzorka
Evropske populacije. 1zvor: Novembre et al. 2008.

Stohasticko umetanje susednih tacaka na osnovu t raspodele (eng. t-distributed stohastic neighbor
embedding-tSNE)

Relativno nedavno je u analizi geneticke strukture populacije primenjen i tSNE algoritam. Dve su
glavne prednosti tSNE u odnosu na druge algoritme za vizuelizaciju viSedimenzionalnih podataka su
robusnost u odnosu na ekstremne vrednosti i moguénost detaljnijeg prikaza lokalnih odnosa u
subpopulacijama (W. Li et al. 2017). Za razliku od PCA metoda koji se fokusira na maksimizaciju
varijanse, odrzanju razdaljine izmedu tacaka koje su udaljene u visedimenzionalnom prostoru, tSNE
je algoritam za vizuelizaciju koji ima moguénost o¢uvanja lokalnih odnosa viSedimenzionalnih
podataka nakon redukcije dimenzionalnosti, a da pri tome u znatoj meri sacuva i globalne odnose
tako da se ne narusava opste grupisanje (klasteri podataka) (Visualizing .Data using t-SNE, 2008).
Glavna prednost tSNE u odnosu na PCA je §to ne uzima u obzir samo Euklidsko rastojanje, ve¢
celokupnu sli¢nost tacaka u visedimenzionalnom prostoru. To znaci da ¢e dve tacke Xi i Xj koje su
medusobno udaljenije u Euklidskom prostoru (plava linija na slici 31 a ) biti klasifikovane u isti
klaster na osnovu sli¢nosti sa susednim tackama koje vode od Xi do xj, ne samo na osnovu apsolutne
udaljenosti ( crvena linija na slikama 31 a i b).
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Slika 31 a i b - Skup nelinearnih podataka u dvodimenzionalnom prostoru, relativne i apsolutne
udaljenosti.

Prvi korak u tSNE algoritmu je izraCunavanje sli¢nosti, a zapravo se radi o uslovnoj verovatnoci
na osnovu Euklidske razdaljine izmedu podataka u viSedimenzionalnom prostoru. Ovde je uslovna
verovatnoca pjji da je X; susedna tac¢ka Xj na osnovu normalne raspodele centrirane nad x; , drugim
re¢ima, verovatnoc¢a da ¢e dve tacke biti odredene kao susedne opada sa gustinom normalne raspodele
od pozicije tacaka:

2
- exp(—||x; — x;11%/207)
=
M Besrexp(=llx = xil[2/207)
, nakon Cega se uvodi simetri¢nost izmedu taCaka sa pretpostavkom da gustina raspodele

verovatno¢e izmedu para Xi, Xj ne moze biti razli¢ita u zavisnosti iz kojeg pravca se odnos dve tacke
posmatra.

_ DPjji +Dijj
Py =T
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Isti par tacaka (i, Xj) ima korenspodiraju¢i nizedimenzionalni par (i, yj) za koji je uslovna
verovatnoca Qjji izrazena na osnovu t raspodele sa jednim stepenom slobode:

-1

- (1 + =1y = ¥11%)
jlt = =
et (L + [y = 71D

, a ako tacke Vi, yj verodostojno predstavljaju sli¢nost izmedu X;, Xj, onda ¢e uslovne verovatnoce
pji 1 Qji biti jednake. Primena t raspodele u nizedimenzionalnom mapiranju omoguéava da se
ekstremne vrednosti bolje puferiSu i manje uticu na globalno mapiranje. Da bi algoritam procenio
podudarnost ove dve verovatnoce, primenjuje se Kulbak-Lajberov divergenca tako da ne dode do
gubitka inormacija prilikom konverzije pji u gji. Slikovito receno, ukoliko su dve tacke Xi, Xj U
viSedimenzionalnom prostoru udaljene tako da je gustina verovatnoce pji mala izmedu njih, svaka
predloZena reprezentacija u nizedimenzionalnom prostoru ¢ija gustina verovatnoce gjji nije podudarna
sa pjji, nece imati zadovoljavajucu vrednost na osnovu Kulbak-Lajberove divergence po formuli:

p..
KL(PUQ) = ) ) Pylog "
ij

i j=i

, ali samo za sluéajeva kada je mala vrednost pji modelovana velikim vrednostima ¢ji. To za
posledicu ima oc¢uvanje lokalnih sli¢nosti nad globalnim.

-
2D
e o

PCA e 1D
tSNE o—o-o 1D

Slika 32 - Pojednostavljeni prikaz redukcije dimenzionalnosti iz 2D u 1D.

Prilikom gradijentne redukcije dimenzionalnosti, tSNE za svaku ta¢ku uzima u obzir repulzivni
uticaj ostalih tacaka, s tim Sto tacke koje su blisko pozicionirane imaju prosecan uticaj repulzije
(Barnes-Hut aproksimacija), tako da je kona¢no pozicioniranje u nizoj dimenziji rezultat uticaja svih
ostalih tacaka i klastera iz viSe dimenzije (slika 33). Matematicka formulacija sume repulzivnih
uticaja je difinisana kao:

a@’! 0O

Slika 33 - Odnos drugih tacaka u visedimenzionalnom prostoru. Beli kruzi¢
oznacava zbir vektora repulzije unutar klastera.
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JE!

Prostorno grupisanje zasnovano na gustini raspodele aplikacija sa Ssumom (Density-Based Spatial
Clustering of Applications with Noise-DBSCAN)

U osnovi ovog algoritma lezi pretpostavka o postojanju funkcija gustine verovatnoce (eng
Probability Densitiy Function-PDF) na osnovu koje su podaci rasporedeni u prostoru, 0dnosno na
grafiku rasprsenosti (eng scatter plot). Drugim re¢ima, za svaku tacku na grafiku, mostoji odredena
verovatno¢a pronalaska objekta/podatka. Takode, ovaj algoritam zahteva implementaciju funkcije
udaljenosti (distance) na osnovu koje se podaci porede i grupisu. Klase podataka koje nastaju
primenom ovog algoritma su centralna, grani¢na i Sum. Dobra karakteristika DBSCAN je $to on moze
pronaci grupacije proizvoljnih oblika. Algoritam pocinje nasumi¢no odabrane ( tacke da pretrazuje
susedne tacke p u razdaljini €:

N, = {q € D|razdaljina(p, q) < €}

Jezgro
L N 1 Sum
“:‘ .;l | . ( Yo &
RS \ | A %
\e\e }" |/ / \

Granica™ ‘ \ |

Slika 34 - Grafic¢ki prikaz funkcionisanja DBSCAN algoritma. Plavi krugovi su deo jezgra, zelena
taCka je grani¢na, crveni grup je povrSina koju zahvata tacka van klastera (Sum).
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, ukoliko je g tacka u sferi € pronade unapred definisani minimalni broj tacaka p (MinP), formira
jezgro i nastavlja da trazi susedne tacke za svaku p tacku iz jezgra. Nakon pripajanja svih p tacaka
koje su imale kontakt sa jezgrom i u svom € okruzenju minimalni broj tataka MinP, nasumice se
odabira tacka koja nije pripisana jezgru i proces iznova zapocinje. One tacke koje u svom susedstvu
nisu imale MinP tacaka, smatraju se Sumom. Sve tacke koje imaju jezgro, ali i sve grani¢ne tacke, su
deo klastera. Unutar svakog klastera mogu postojati prostorni kompartmenti sa veCom kao i oni sa
manjom gustinom tacaka. Zahvaljujuéi razli¢itoj gustini, moguée je medusobno hijerarhijsko
ustrojavanje klastera (slika 35)(Campello et al. 2020; Ester et al. 1996).

Dim. 2

Slika 35 — Trodimenzionalni prikaz gustine klastera.
Izvor: Campello et al. 2020.
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2. Ciljevi istrazivanja

Istrazivanje raspodele ucestalosti funkcionalnih varijanti CYP450 supergenske familije u
populaciji Srbije je imalo sledece ciljeve:

1. Odrediti ucestalosti polimorfizama u genima CYPIA1 (rs4646903, rs1048943),
CYP2C9 (rs1057910, rs1799853), CYP2C19 (rs12248560, rs4244285), CYP2D6
(rs3892097, rs1065852, rs28371706, rs28371725), CYP3A4 (rs2740574) i njihove
distribucije u populaciji Srbije.

2. Proceniti geneticku strukturiranost populacije stanovniStva Republike Srbije
primenom algoritama zasnovanih na geneti¢koj udaljenosti i algoritama zasnovanih na
statistickom modelu.

3. Utvrditi eventualno postojanje razlika u distribuciji ucestalosti alela i gentipova za
analizirane polimorfizme u odnosu na geografske-prostorne i/ili etni¢ke faktore unutar
analizirane populacije, kao i u odnosu na druge susedne i nesusedne populacije.

4. Definisati farmakoloski informativne panele genskih testova za analizirane CYP
enzime.
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3. Materijal i metode

3.1.Mesto 1 period istrazivanja

Celokupno istrazivanje je sprovedeno u DNK laboratoriji Instituta za sudsku medicinu,
Medicinskog fakulteta u Beogradu u perodu od 2016. do 2019. godine.

3.2.Ispitanici

Ispitanici su osobe koje su deponovale bioloski material tokom testiranja srodni¢kih odnosa u
periodu od 2011. do 2019. godine u DNK laboratoriji Instituta za sudsku medicinu, Medicinskog
fakulteta u Beogradu. Kriterijumi na osnovu kojih su ispitanici ukljuceni u istraZivanje su slede¢i:

Postojanje saglasnosti za upotrebu bioloskog materijala za geneticka istrazivanja.
Poznato mesto prebivaliSta na teritoriji Republike Srbije, osim za ispitanike Romske
nacionalne pripadnosti.

Da nisu u srodstvu sa drugim ispitanicima ukljucenim u istrazivanje.

Postojanje kompletnog STR profila na osnovu rezultata testiranja srodnickih odnosa.

3.3.Uzorci bioloskog materijala

Iz biblioteke bioloskih izolata DNK laboratorije Instituta za sudsku medicine u kojoj se nalazi
izmedu 8000 i 9000 uzoraka, izabrani su svi izolati osoba koje su ispunile kriterijum za uce$ée u
istrazivanju.
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3.4.Klasifikacija i veli¢ina uzorka

Za potrebe istrazivanja su formirane dve grupe uzoraka sa ciljem da reprezentuju opstu populaciju
i subpopulaciju Roma u Srhiji.

U grupi koja reprezentuju opstu populaciju Srbije su izabrani uzorci osoba sa poznatim mestom
prebivali§ta. Uzorci su zatim stratifikovani u pet kategorija prema Nomenklaturi statistickih
teritorijalnih jedinica (Sluzbeni glasnik RS, broj 104/09), bez regiona Kosova i Metohije. Za potrebe
istrazivanja koje se odnose na primenu linearnih metoda za redukciju dimenzionalnosti podataka,
region Sumadije i Zapadne Srbije je razdvojen u dva zasebna regiona, Centralne i Zapadne Srbije, za
koje je pretpostavljeno da bi iz drustveno-istorijskih razloga mogli imati vecu genetic¢ku varijabilnost
(Halpern 1999; Kanitz 1868; Sundhaussen 2007; Vukovic et al. 2011) (slika 36). Svi uzorci su
klasifikovani u jedan od pet regiona:

1. Severna Srbija

2. Okrug Beograd

3. Zapadna Srbija

4. Centralna Srbija

5. JuZna 1 Isto¢na Srbija

Slika 36 - Mapa Republike Srbije prema Nomenklaturi statisti¢kih teritorijalnih jedinica i sa
izdvojenim regionom Centralne Srbije.

, nakon ¢ega je odabrano ukupno 550 DNK izolata prema broju stanovnika koji nastanjuju region.
Pri odabiru uzoraka koji ¢e prezentovati stanovnike regiona, upotrebljen je generator slucajnih
brojeva (Haahr 2012) kako bi se uvela randomizacija unutar stratuma i izbegao uticaj pridruZzene
varijable.
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Broj ispitanika po regionima je iznosio:

e Severna Srbija — 132 uzorka (24%).

e Region Beograda — 124 uzorka (22.5%).

e Zapadna Srbija— 75 uzoraka (13.6%).

e Centralna Srbija — 92 uzoraka (16.7%)

e Juzna i Isto¢na Srbija — 127 uzoraka (23%)

Za grupu uzoraka koji reprezentuju romsku subpopulaciju je izabrano 59 DNK izolata, od kojih se
32 izolata od osoba sa poznatim mestom prebivali$ta na teritoriji Republike Srbije zajednicki sa
grupom koja reprezentuje opStu populaciju Srbije.
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3.5. Instrumenti merenja

Nakon formiranja grupa od DNK izolata ispitanika, proverena je koncentracija DNK i uradena
genotipizacija na 11 polimorfnih lokusa u 5 CYP gena (CYP1Al, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i
CYP3A4).

3.5.1. Odredivanje koncentracije DNK pomoc¢u lanéane reakcije polimeraze u realnom
vremenu (Real Time PCR)

U svim izolatima DNK je odredena koncentracija metodom apsolutne kvantifikacije pomocu
TERT Tagman Assay seta reagenasa (Applied Biosystems, Fostercity, SAD) i Universal PCR Master
Mix na Real Time PCR aparatu Viia7.

Za pripremu PCR rekcije je kori$¢en rastvor koji se dobija dodavanjem:

1. 5 uL DNK izolata

2. 10 pL Universal PCR Master Mix
3. 4 uL dejonizovane vode

4. 1 pL TERT Tagman Assay

PCR reakcija je izvedena pod slede¢im temperaturnim uslovima:

e Pocetna denaturacija u trajanju od 10 minuta na temperaturi od 95°C.
e 50 ciklusa amplifikacije u dva koraka:
o denaturacija u trajanju od 15 sekundi na temperaturi od 95°C.
o hibridizacija i elongacija u trajanju od 1 minuta na temperaturi od 60°C.

Rezultati kvantifikacije su ocitani QuantStudio™ softverom (Applied Biosystems, Foster City,
SAD).

Nakon odredivanja pocetne koncetracije DNK u wuzorcima, izvSena je normalizacija
razblazivanjem izolata dejonizovanom vodom tako da se postigne finalna koncentracija u opsegu od
0.5 do 5 ng/uL pre genotipizacije CYP lokusa.
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3.5.2. Genotipizacija CYP SNV

Za odredivanje varijanti na 11 lokusa u CYP genima CYP1Al, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i
CYP3A4, je upotrebljen TagMan Drug Metabolism Assay set reagenasa i Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, SAD ).

Genotipizacija je izvedena na Real-time PCR aparatu Viia7, (Applied Biosystems, Foster City,
SAD), za slede¢e geneticke varijante (varjanta, pozicija, identifikacioni broj TagMan Drug
Metabolism Assay):

CYP2De6:

o 13892097, (c.1847G>A), C_ 27102431 DO
o rs1065852, (c.100C>T), C_ 11484460 40

o 1528371725, (9.2988G>A), C_ 34816116 20
o  rs28371706, (9.1023C>T), C__ 2222771 A0

CYFZ00 e S S

T T T T T 1
Obp 1kb Zkb 3k 4kk

Length (bp)

Slika 37 - pozicije rs1065852, rs28371706, rs3892097 i rs28371725 u CYP2D6
transkriptu. Vizuelizacija pomoc¢u *chromoMap’ R softverskog paketa.

CYP2C9:

e 51799853, (c.430C>T), C_ 25625805 10
e 151057910, (c.1075A>C), C_ 27104892 10

r T T T T T 1
Oop 10kb 20kb 20kb 40kb 50kt 0o

Length (bp)

Slika 38 - pozicije rs1799853 i rs1057910 u CYP2C9 genu. Vizuelizacija pomoéu
’chromoMap’ R softverskog paketa.
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CYP2C109:

o 154244285, (c.681G>A), C_ 25986767 70
e 1512248560, (g.-806C>T),C___ 469857 10

CYRICTR

T T T 1
bp kb 40kb B0kb BOkb 100kb
Length {bp)

Slika 39 — pozicija rs4244285 u CYP2C19 genu. Vizuelizacija pomocu
’chromoMap’ R softverskog paketa.

CYP3A4:
o  1S2740574, (c.-392A>G), C_ 1837671 50

Za pripremu PCR rekcije je koriS¢en rastvor koji se dobija dodavanjem:

1. 5 puL DNK izolata

2. 10 pL Universal PCR Master Mix

3. 4 uL dejonizovane vode

4. 1 uL TagMan Drug Metabolism Assay

Temperaturni uslovi RT-PCR genotipizacije Tagman Drug Metabolism Assay:

1. Pocetna denaturacija u trajanju od 10 min na 95°C
2. 50 ciklusa u dva koraka:

o Denaturacija 15s na 92°C

o Hibridizacija i elongacija 90s na 60°C

Rezultati genotipizacije su oc€itani QuantStudio™ softverom (Applied Biosystems, Foster City,
SAD).
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3.5.3.  Analiza polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (RFLP)

Pored genotipizacije TagMan assay setom reagenasa, Svi uzorci su genotipizirani i metodom
analize polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (RFLP) prethodno umnozenih Type-it
Mutation Detect PCR Kit (Qiagen, Hilden, Nemacka) na PCR aparatu ABI2720 (Applied Biosystems,
Foster City, SAD) i to za sledece geneticke varijante, koristeci sledece prajmere:

CYP1AlL:

e lokus: rs4646903, pozicija: (g.1759A>G)
Prajmeri:

F-ACTCACCCTGAACCCCATTC
R-GGCCCCAACTACTCAGAGGCT

e lokus: rs1048943, pozicija: (9.3103T>C)
Prajmeri:
F-CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGC
R-TTCCACCCGTTGCAGCAGGATAGCC

Temperaturni profil PCR reakcije za RFLP:

1. Pocetna denaturacija u trajanju od 5 min na 95°C
2. 30 ciklusa u tri koraka:

o Denaturacija 30s na 95°C
o Hibridizacija pramera 90s na 55°C
o Ekstenzija 30s na 72°C

3. Finalna ekstenzija 30 min na 60°C
Za restrikciju DNK amplikona su upotrebljeni slede¢i enzimi:

e Za varijabilno mesto na lokusu rs4646903 (g.1759A>G) je upotrebljen restrikcioni
enzim Mspl (New England Biolabs) kojim se dvolan¢ani DNK amplikon duzine od 240 bp
(9.1759T) fragmentise na oligonukleotide duzina 194bp, 46bp kada je na poziciji 9.1759
prisutna varjanta G.

240 s ——— T ————— ===

194 e———— e ]

46 e [ie—ees s s
g.1759AG g.1759AA g.1759GG

Slika 40 — Genotipizacija rs4646903 RFLP metodom.
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e Za varijabilno mesto na lokusu rs1048943 (g.3103T>C) je upotrebljen restrikcioni
enzim Bsrdl (New England Biolabs) kojim se dvolan¢ani DNK amplikon duzine od 204 bp
(9.3103C) fragmentise na oligonukleotide duzina 149 , 55bp kada je na poziciji 9.3103
prisutna varijanta T.

204 [ T e e

149 e e ————
55 Ty e c—
g.3103TC g.3103CC g.3103TT

Slika 41 — Genotipizacija rs1048943 RFLP metodom.

Fragmenti nastali nakon restrikcije enzimima Mspl i Bsrdl su razdvojeni horizontalnom
elektroforezom u 1xTBE puferu na 1.8% agaroznom gelu i vizuelizovani bojenjem etidijum
bromidom.
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3.5.4. Analiza mikrosatelitskih lokusa

Zahvaljujuci tome §to su svi testirani uzorci prethodno bili poredmet analize srodni¢kih odnosa,
postojala je informacija o genotipskom profilu kratkih uzastopnih ponovaka (eng Short Tandem
Repeats, STR). Ovi profili su nastali genotipizacijom pomoéu AmpFLSTR™ Identifiler™ Plus
(Applied Biosystems, Foster City, SAD) seta reagenasa za forenzi¢ko-geneti¢ku identifikaciju ljudi.
Ovaj set reagenasa se koristi sa formiranje STR genotipa u vidu elektroferograma koji ukljucuje 15
mikrosatelitskih lokusa i to: D21S11, CSF1PO, VWA, D8S1179, THO1, D18S51, D5S818, D16S539,
D3S1358, D2S1338, TPOX, FGA, D75S820, D13S317, D19S433.

Rezultati kapilarne elektroforeze (elektroferogrami) su ocitani pomocu DataCollection V3
softvera (Applied Biosystems, Foster City, SAD), dok je za odredivanje alela upotrebljen
GeneMapper 1D V3 softver (Applied Biosystems, Foster City, SAD).
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3.6. Statisti¢ke 1 bioinformati¢ke analize

3.6.1. Statisticka testiranja i analiza molekulske varijanse

Za proveru odstupanja od pretpostavljenih ucestalosti na osnovu Hardi-Vajnbergove ravnoteze,
kao i za poredenja ucestalosti kategorijalnih podataka, upotrebljen je FiSerov test taCne verovatnocée
(Fisher 1922, 1992), dok je prag znacajnosti statistickog testa za viSestruka poredenja prilagoden na
osnovu Dan-Sidakove korekcije (Sidék 1967).

Parametri F statistike, su izraunati na nivou pojednina¢nih geneti¢kih vrijanti gena CYP450
prema matematickim izrazima:

Hs — H,
FIS - HS
Hy — H
FIT - H
T
Hr — H,
T

, gde su Hs i Ht ocekivane heterozigotnosti u subpopulaciji i opstoj populaciji, dok je Hi opaZzena
heterezigotnost medu individualnim genotipovima (Sewall Wright 1965).

Haplotipovi gena CYP450 ( CYP1Al, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i CYP3A4) su generisani
upotrebnom softvera Haploview (Barrett et al. 2005), nakon ¢ega su podvrgnuti analizi molekulske
varijanse pomoc¢u Arlequin softvera (Laurent Excoffier and Lischer 2010).
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3.6.2. Primena algoritama za detekciju geneticke struktuiranosti

Za otkrivanje klastera unutar dobijenih genotipskih podataka iz uzorka opste populacije sa
regionalnom stratifikacijom i uzorka sa etnickim stratumom, upotrebljeni su algoritmi koji se
zasnivaju na Bejzovom pristupu statistickog zakljucivanja, redukciji dimenzionalnosti,
hijerarhijskom klasterovanju i primeni teorije mreza.

Softveri bazirani na algoritmima Bejzovog statisti¢kog zakljucivanja:

e STRUCTURE sa pretpostavljenim modelom admiksije kao konzervativnijom
opcijom, 100 000 ‘burn in’ periodom i 150 000 iteracija MCMC u tri replike. Broj mogucih
subpopulacija je iznosio od 2 do 7. Izabrani su slede¢i modeli: model alelske ucestalosti-
korelisane alelske ucestalosti koji omogucava i primenu lokusa koji nisu u potpunoj gametskoj
ravnotezi 1 pretpostavlja da je svaka od moguéih subpopulacija prosla kroz geneticki drift
nakon razdva iz zajedniCke ancestralne populacije zbog razlicite efektivne veli¢ine populacije
(Porras-Hurtado et al. 2013b); admiksi¢ni ancestralni model koji pretpostavlja svaka osoba u
jednoj subpopulaciji moze naslediti deo genetickog materijala od pretka iz druge
subpopulacije (Porras-Hurtado et al. 2013b; Pritchard, Stephens, and Donnelly 2000). Za
odredivanje najverodostojnije vrednosti broja subpopulacije je upotrebljen Delta K metod u
platformi Harvester, koji predlaze vrednost broja subpopulacija na osnovu promene drugog
reda funkcije verodostojnosti (EVANNO, REGNAUT, and GOUDET 2005). Pomocu
STRUCTURE su analizirani uzorci STR i CYP genotipova izmedu pet testiranih regiona, kao
i uzorci STR i CYP genotipova Roma i ostalih ispitanika iz opste populacije. Posebno su
testirani i CYP haplotipski podaci opste populacije u cilju provere podudarnosti sa rezultatima
koji su dobijeni na osnovu CYP genotipskih podataka.

e BAPS V6 softver u kojem je broj testiranih subpopulacija (potencijalnih) iznosio od 2
do 7 (Corander, Waldmann, and Sillanp&a 2003). Kao konzervativnija opcija, odabrana je
analiza admiksije sa klasterovanjem indvidualnih genotipova $to je onemogucilo algoritmu
da uzme u obzir i prethodno uverenje o subpopulacionom geografskom poreklu testiranih
uzoraka i na taj nacin uvede moguci artefakt zbog negenetickih informacija (CORANDER
and MARTTINEN 2006). BAPS algoritmom su analizirani STR i CYP genotipski podaci
rasporedeni u regionalne klase, kao podaci rasporedeni na osnovu etnicke kasifikacije,
odnosno, subpopulacije Roma naspram ostatka opste populacije.

Algoritmi zasnovani na redukciji dimenzionalnosti podataka:

e PCA. Za pripremu podataka, formiranje matrica geneticke udaljenosti 1 analizu
glavnih komponenti (PCA) su kori$éeni R software biblioteke ‘adegenet’, ‘poppr’ i ‘hierfstat’
(GOUDET 2005; Jombart 2008; Kamvar, Tabima, and Grinwald 2014; M Nei 1978).
Genetic¢ka matrica je kao i u drugim algoritmima generisana na osnovu distance prema Neiju
(M Nei 1978). PCA metodom su analizirani STR genotipski podaci zasnovani na regionalnoj
klasifikaciji, kao 1 etnickoj, odnosno romske subpopulacije naspram opsSte populacije.
Haplotipski podaci i genotipski podaci CYP varijanti nisu posebno proveravani, s obzirom na
to da su u pitanju bialelski polimorfizmi i da je broj lokusa mali za prekodiranje alela u
diskretno promenjive, dok je sama PCA analiza zasnovana na neprekidno promenjivoj.
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e tSNE. Algoritam tSNE je implementiran na matrici geneticke udaljenosti formiranom
prema Nei 1978. pomoc¢u R software biblioteke ‘Rtsne’ (Krijthe 2015; M Nei 1978).
Najbitnijem parametru perplexity, kojim se odreduju uticaj lokalne i globalne strukture
prilikom redukcije dimenzionalnosti, je dodeljena vrednost 30. Za vizuelizaciju
dvodimenzionalnih rezultata je upotrebljena osnovna funkcija R sotrvera plot(). tSNE
algoritmom su analizirani STR genotipski podaci na osnovu regionalne i etnicke klasifikacije.

Algoritmi zasnovani na hijerarhijskom klasterovanju:

e DBSCAN. Za identifikaciju klastera unutar uzoraka na osnovu geografske i etnicke
raspodele, upotrebljene su R biblioteke *poppr’ i ’dbscan’ (Hahsler, Piekenbrock, and Doran
2019; Kamvar, Tabima, and Grinwald 2014). Prvo je konstruisana matrica geneticke
udaljenosti, zatim upotrebljena funkcija kNNdistplot sa MinPt=5 za otkrivanje optimalne
vrednosti €. Funkcijom dbscan::dbscan je primenjen istoimeni algoritam na osnovu matrice
geneticke udaljenosti i optimalne €=7. Za vizuelizaciju dobijenih rezultata je upotrebljena R
biblioteka ’factorextra’ (Kassambara 2017). DBSCAN algoritmom su analizirani STR
genotipski podaci na osnovu regionalne klasifikacije i Roma naspram ostatka opSte
populacije.

Algoritmi zasnovani na informati¢koj primeni teorije mreza:

e |IGRAPH. Matrica geneticke udaljenosti prema Nei je konstruisana pomocu R
biblioteka ‘poppr’ i ‘adegenet’. Za pravljenje grafika i detekciju mreza uklanjanem manje
optereéenih grana je upotrebljena R biblioteka ‘igraph’ i funkcija cluster edge_betweenness()
(Csardi and Nepusz 2006). Na ovaj nacin su analizirani STR genotipski podaci na osnovu
regionalne klasifikacije i Roma naspram ostatka opste populacije.

Uzorci koji nisu uspe$no genotipizirani na tri od jedanaest testiranih CYP450 lokusa nisu bili
predmet bioinformatickih analiza i upotrebljeni su samo za odredivanje ucestalosti na
pojedina¢nim lokusima.
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4. Rezultati

4.1.Rezultati genotipizacije

Od 550 DNK izolata poreklom od ispitanika obuhvaéenih ovom studijom, uspe$no su
genotipizirana 492 na CYP450 lokusima koji su bili predmet istrazivanja, sa varijacijama u broju
uspesnih genotipizacija na svakom pojedinacnom lokusu (tabele 5 i 6). Uzorci osoba sa prebivalistem
u regionu Severne Srbije su imali najnizi udeo uspesne genotipizacije, svega 64 od 132 testirana
uzorka. Iz okruga Beograda je uspe$no genotipizirano 113 uzoraka, dok je taj broj iznosio 70 i 82 za
regione Zapadne i Centralne Srbije. 1z regiona Juzne i Isto¢ne Srbije je uspesno genotipizirano 120
uzoraka (tabela 4). Uzorci izolata poreklom od osoba romske nacionalnosti su genotipizirani sa
visokom uspesnoscu, tako da je geneticki profil koji obuhvata i CYP450 i STR testirane lokuse,
dobijen u 59 od 60 analiziranih uzoraka. Na ovaj nac¢in su dobijeni podaci koji dobro reprezentuju
subpopulaciju Roma, kao i stanovniStvo u pet testiranih regiona, osim u Severnoj Srbiji gde je
uspesnost genotipizacije bila niza od 50%.

Tabela 4. Broj uspesno genotipziranih uzoraka po

oblastima
Severna Srbija 64
Okrug Beograd 113
Zapadna Srbija 70
Centralna Srbija 82
JuZna i Isto¢na Srbija 120
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Genotipizacijom 11 lokusa u CYP450 genu u uzorku opste populacije iz pet testiranih regiona,
dobijene su alelske i genotipske ucestalosti prikazane u tabeli 5. Broj uspesno genotipiziranih lokusa
je varirao medu uzorcima, tako da je najniza uspeSnost genotipizacije bila na lokusu rs12248560 u
genu CYP2C19, sa odredenih 301 genotipova, a najvisa na lokusu rs4646903 (M1) u CYP1Al genu,
sa 486 odredenih genotipova. Samo je jedan lokus pokazao monomorfnost (rs28371706, CYP2D6),
dok je najveca polimorfnost opazena na rs12248560 u genu CYP2C19. Prema rezultatima statistickog
testa Hardi-Vajnbergove ravnoteze, samo je na lokusu rs1065852 u CYP2D6 genu doslo do
odstupanja od ocekivanog broja genotipova. Medutim, na jos tri lokusa (rs3892097, rs4244285,
rs12248560) se moze primetiti da su vrednosti statistike testa blizu korigovanog praga znacajnosti od
0.00465.

Tabela 5. Uc¢estalosti CYP450 varijanti u opstoj populaciji Srbije (regionalni uzorci).
Al1A1l- homozigot uestalije varijante, A1A2 — heterozigot, A2A2 — homozigot manje ucestale varijante
P vrednost HW testa prema statistici FiSerovog testa ta¢ne verovatnoce

Prag znacajnosti je korigovan prema Dunn-Sidak, 1967.

GMAF prema ALFRED bazi podataka, Rajeevan, 2017.

Gen  CYP1AL CYP2D6 CYP3A4 CYP2C9 CYP2C19

pozici M1 M2 1846G> = 100C>T  2988G>  1023C - 392A>G  430C>T = 1075A> 681G>A  806C>T

ja A A >T c

SNV rsd6469  rs1048943  rs38920  rs106585  rs283717 = rs2837  rs2740574 | rs17998  rs10579 | rs42442  rs12248
03 97 2 25 1706 53 10 85 560

GMA 02433  0.1198 0.1 0.2557 005556  0.048  0.2011 0.06841 004224 01983  0.1524

F

alel1 900 838 800 760 824 958 942 854 890 795 189

alel2 72 52 168 204 80 0 22 114 78 156 90

alel 1 0.92592  0.94157303  0.82644 0.78838 0.911504  monom  0.9771784 0.88223  0.91942  0.83508  0.77574

ufesta 5926 4 6 2 orfan 2 1 1 4 8
lost

alel 2 0.07407  0.06205250  0.17355 0.21161 0.088496 monom  0.0228215 0.11776 0.08057 0.16386 0.22259
ucesta 4074 6 4 8 orfan 8 9 9 6 1
lost

AlAl 418 398 339 311 375 479 461 375 411 340 189
AlA2 64 42 122 138 74 0 20 104 68 116 90
A2A2 4 5 23 33 3 0 1 5 5 20 22
AlAl 0.860 0.894 0.700 0.645 0.830 1 0.956 0.775 0.849 0.714 0.628
ucesta

lost

AlA2 0.132 0.094 0.252 0.286 0.164 0 0.041 0.215 0.140 0.244 0.299
ucesta

lost

A2A2 0.008 0.011 0.048 0.068 0.007 0 0.002 0.010 0.010 0.042 0.073
ulesta

lost

P 0.322 0.012 0.011 0.003 0.88 NA 0.22 0.66 0.22 0.019 0.02
vredn

ost

HW

testa
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0.0
0465

0.00465

0.00

465

0.00

465

0.004

65

NA

0.0046

465

0.00

465

0.00

465

0.00 0.00
465

Genotipizacijom 11 lokusa u CYP450 genu u uzorku romske subpopulacije, dobijene su alelske i
genotipske ucestalosti prikazane u tabeli 6. Najveca polimorfnost je opaZzena na lokusu rs1065852 u
genu CYP2D6, dok je kao i u ops$toj populaciji, na lokusu rs28371706 bio prisutan samo jedan alel.
Za razliku od opste populacije, uCestalost M1 varijante (alel 1) na lokusu rs4646903 u genu CYP1Al,
je procenjena na 0.152, koja je na granici statisticke znac¢ajnosti (P vrednost= 0.0069) kada se uporedi
sa ucestaloS¢u u opstoj populaciji, ali 1 statisticki znacajano visa u poredenju sa ostatkom opste
populacije (P vrednost=0.002). Ipak, ni na jednom od testiranih lokusa nije doslo do odstupanja
ucestalosti genotipova u odnosu na o¢ekivane prema Hardi-Vajnbergovom principu.

Tabela 6. Broj i u¢estalosti CYP SNV u romskoj subpopulaciji

Al1Al- homozigot ucestalije varijante, A1A2 — heterozigot, A2A2 — homozigot manje ucestale varijante
P vrednost HW testa prema statistici FiSerovog testa tane verovatnoce
Prag znacajnosti je korigovan prema Dunn-Sidak, 1967.

Gen
SNV

pozicija

Al
A2

Al
ucestalos
t

A2
ucestalos
t

AlAl

AlA2
A2A2

AlAl
udestalos
t

AlA2
udestalos
t

A2A2
ucestalos
t

P
vrednost
HW
testa
Korigov
ani prag
znacajno
sti

CYP1A
1
s46469
03

M1

100
18
0.847

0.152

41
18

0.694

0.305

0.222

0.00465

CYP1A
1
rs10489
43

M2

111

0.973

0.027

55

0.964

0.017

0.017

0.013

0.00465

CYP2D
6
rs38920
97
1846G>
A

97
19
0.836

0.163

40
17

0.689

0.293

0.017

0.816

0.00465

CYP2D6

rs10658
52
100C>T

91
25
0.784

0.215

37
17

0.637

0.293

0.068

0.349

0.00465

CYP2D6

283717
25
2988G>
A

93
9
0.911

0.088

42

0.823

0.176

0.659

0.00465

CYP2D6
rs2837170

6
1023C>T

114
0

monomorf
an

monomorf
an

57
0

NA

NA

74

CYP3A
41
rs27405
74

392A>
G
117

1
0.991

0.008

58

0.983

0.016

05

0.00465

CYP2C
9
rs17998
53
430C>T

106
12
0.898

0.101

47
12

0.796

0.203

0.731

0.00465

CYP2C
9
rs10579
10
1075A>
C

103
15
0.872

0.127

45
13

0.576

0.22

0.016

0.789

0.00465

CYP2C
19
rs42442
85
681G>
A

87
21
0.805

0.194

34
19

0.629

0.351

0.018

0.528

0.00465

CYP2C1
9
rs122485
60
806C>T

62
14
0.815

0.184

26
10

0.684

0.263

0.052

0.447

0.00465



Genotipizacijom 11 lokusa u CYP450 genu u uzorku opste populacije bez uzoraka Roma, dobijene
su alelske i1 genotipske ucestalosti prikazane u tabeli 7. Kao i na nivou opS$te populacije, najveca
polimofnost je opazena na lokusu rs12248560 u genu CYP2C19, dok je na lokusu rs28371706
opazena samo varijanta ¢.1023C. Na poziciji -392 u genu CYP3A4 je varijanta G imala ucestalost od
svega 0.024. Dva lokusa (rs3892097 i rs1065852) u genu CYP2D6, su pokazala odstupanje od
formiranja genotipova u skladu sa ocekivanjima prema Hardi-Vajnbergovom principu i nakon
korekcije praga znacajnosti za viSestruka poredenja. Za razliku od uzoraka Roma, u ostatku opste
populacije je na dva lokusa (rs3892097, rs1065852) u CYP2D6 genu, opazeno odstupanje broja
genotipova prema principima Hardi-Vajnbergove ravnoteze.

Tabela 7. Ucestalosti CYP SNV u ostatku opSte populacije

Al1A1l- homozigot ucestalije varijante, A1A2 — heterozigot, A2A2 — homozigot manje ulestale varijante
P vrednost HW testa prema statistici FiSerovog testa ta¢ne verovatnoce

Prag znacajnosti je korigovan prema Dunn-Sidak, 1967.

Gen CYP1IA CYPIA CYP2D CYP2D CYP2D6 CYP2D6 CYP3A CYP2C CYP2C CYP2C CYP2C1

1 1 6 6 41 9 9 19 9
SNV rs46469 | rs10489  rs38920  rs10658  rs283717  rs2837170 rs27405  rs17998  rs10579  rs42442  rs122485

03 43 97 52 25 6 74 53 10 85 60
pozicija M1 M2 1846G>  100C>T = 2988G> 1023C>T - 430C>T  1075A>  681G> 806C>T

A A 392A> C A
G
Al 800 727 703 669 731 844 825 748 787 709 405
A2 54 49 149 179 71 0 21 102 63 135 121
Al 0.936 0.936 0.825 0.788 0.911 monomorf  0.975 0.88 0.925 0.84 0.769
an
A2 0.063 0.067 0.174 0.211 0.088 monomorf  0.024 0.12 0.074 0.159 0.23
an

AlAl 377 344 299 275 333 421 403 328 366 306 163
AlA2 46 41 105 119 65 0 19 92 55 97 79
A2A2 4 4 22 30 3 0 1 5 4 19 21
AlAl 0.882 0.884 0.701 0.705 0.83 NA 0.952 0.771 0.861 0.725 0.619
AlA2 0.107 0.105 0.246 0.28 0.162 NA 0.044 0.216 0.129 0.229 0.3
A2A2 0.009 0.01 0.051 0.07 0.007 NA 0.002 0.011 0.009 0.045 0.079
P 0.048 0.033 0.003 0.0015 0.877 NA 0.1236 0.732 0.212 0.0044 0.011
vrednost
HW
testa
Korigova 0.00465 0.00465 0.00465 0.00465  0.00465 0.00465 0.00465 0.00465 0.00465 0.00465  0.00465
ni prag
znacajno

sti

75



4.2.Rezultati analize molekulske varijanse

Analizom molekulske varijanse, odnosno primenom F statistike na uzorcima izmedu testiranih
regiona, dobijena je prose¢na vrednost Fst parametra od 0.004. Najvisu vrednost Fst parametar je
dostigao na lokusu rs4646903 u genu CYP1ALl i ona je iznosila 0.011 (tabela 8). Na lokusima
rs2740574 u CYP3A4 i rs4244285 u CYP2C19, je vrednost Fst parametra bila najniza, ispod trece
decimale. Ovakvi rezultati ukazuju na mali deo geneti¢ke varijanse koji postoji unutar testiranih
regiona.

Tabela 8 — Rezultati F statistike za uzorak na osnovu regionalne klasifikacije, pojedinac¢ni
lokusi CYP gena.

Region  Pozicija > M1 M2 1846G  100C> 2988G>  1023C>  392A>  430C> 1075A  681G>  806C>T
>A T A T G T >C A

Heterozigo = rs4646  rs1048  rs3892  rs10658 = rs28371  rs28371  rs2740  rs1799  rs1057 | rs4244  rs12248

tnost 903 943 097 52 725 706 574 853 910 285 560
Vojvod = Opazena 0.203 0.089 0.266 0.254 0.161 NA 0.032 0.313 0.095 0.306 0.263
ina Ocekivana  0.182 0.085 0.333 0.346 0.162 NA 0.031 0.264 0.091 0.328 0.266
Beogra  Opazena 0.151 0.107 0.204 0.250 0.167 NA 0.044 0.124 0.186 0.188 0.256
d Oc¢ekivana  0.155 0.151 0.237 0.316 0.153 NA 0.043 0.147 0.210 0.251 0.381
Zapad  Opazena 0.057 0.081 0.261 0.286 0.145 NA 0.059 0.235 0.114 0.250 0.286
na Ocekivana  0.055 0.107 0.306 0.368 0.162 NA 0.057 0.230 0.108 0.318 0.278
Srbija
Centra  Opazena 0.049 0.111 0.280 0.329 0.147 NA 0.049 0.220 0.134 0.317 0.333
Ina Ocekivana  0.070 0.127 0.291 0.321 0.136 NA 0.048 0.195 0.125 0.299 0.366
Srbija
Juznai OpaZena 0.125 0.103 0.263 0.297 0.205 NA 0.034 0.252 0.144 0.178 0.343
isto€na  Ocekivana  0.146 0.098 0.298 0.319 0.198 NA 0.050 0.245 0.148 0.189 0.371
Srbija

Fst 0.011 0.003 0.004 0.002 0.002 1.000 0.000 0.007 0.009 0.000 0.009
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Analizom molekulske varijanse izmedu uzoraka Roma 1 ostalih uzoraka iz opsSte populacije,
prosecan Fstje iznosio 0.0023, dok je naviSu vrednost imao na lokusu rs4646903 u genu CYP1A1,
gde se moze uociti i najveca razlika izmedu opazene i ocekivanje heterozigotnosti u romskoj
populaciji. Prema niskoj vrednosti Fst parametra na lokusima CYP450 gena se moze zakljuciti da je
razlika izmedu ucestalosti genotipova u romskoj populaciji, izuzetno mala u odnosu na ostatak opste
populacije (tabela 9).

Tabela 9 - Rezultati F statistike za uzorak na osnovu enticke klasifikacije, pojedinac¢ni lokusi.
H — heterozigotnost (opaZena i o¢ekivana)

Pozici ml m2 1846G> 100C>T = 2988G> 1023C> 392A> 430C>T 1075A> 681G> 806C>T
ja A A T G C A
SNV rs46469  rs10489  rs38920 = rs10658 rs283717  rs283717  rs27405  rs17998  rs10579  rs42442 | rs122485
03 43 97 52 25 06 74 53 10 85 60
Romi  Oceki 0.259 0.051 0.274 0.338 0.161 0.000 0.017 0.183 0.222 0.313 0.301
vana
H
Opaz 0.305 0.018 0.293 0.293 0.176 0.000 0.017 0.203 0.220 0.352 0.263
ena H
Ostali  Oceki 0.118 0.118 0.289 0.333 0.161 0.000 0.048 0.211 0.137 0.269 0.354
vana
H
Opaz 0.108 0.106 0.246 0.281 0.162 0.000 0.045 0.216 0.129 0.230 0.300
ena H
Fst 0.012 0.003 0.000 0.000 0.000 0.001 0.000 0.004 0.001 0.001

Analizom varijanse haplotipskih podataka, generisanih na osnovu testiranin SNV u CYP450 i
pomocu Haploview softvera (Barrett et al. 2005), dobijene su Fst vrednosti prikazane u tabeli 10.
Prosecna vrenost Fst parametra je iznosila 0.0021. Pojedina¢ne vrednosti Fst izmedu regiona su ispod
0.01, a najvisa izmedu regiona Severne Srbije (Vojvodine) i opste populacije. Kao i rezultati F
statistike bazirane na pojedina¢nim SNV lokusima u CYP450 genima, rezultati bazirani na
haplotipovima nisu ukazali na znac¢ajna odstupanja izmedu heterozigotnosti u regionima, u poredenju
sa heterozigotno$¢u u opstoj populaciji. Ovi rezultati ukazuju 1 na mala odstupanja izmedu Fst
parametra procenjenih na pojedinacnim lokusima i Fst parametara procenjenih na osnovu inferiranih
haplotipova.

Tabela 10 - Rezultati analize molekulse varijanse
haplotipskih podataka CYP450 u opstoj populaciji

Srbije.

Region prosecni Fst P vrednost
Severna Srbija 0.00410 0.34416
Beograd 0.00057 0.74743
Zapadna Srbija 0.00176 0.61396
Centralna Srbija 0 0.65614
JuZna i isto¢na 0 1

Srbija
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4.3.Rezultati algoritama za detekciju geneticke struktuiranosti

Primenom STRUCTURE algoritma za detekciju strukture populacije na CYP haplotipskim
podacima iz uzoraka testiranih regiona, generisan je graficki prikaz (bar plot na slici 42) gde se moze
uciti da je svaki genotip imao slican obrazac porekla iz pretpostavljenih subpopulacija. Broj
pretpostavljenih populacija se kretao u intervalu od 2 do 7, a za svaku vrednost je odredena
verodostojnost prikazana na slici 43. prema Delta K metodu (EVANNO, REGNAUT, and GOUDET
2005). Najniza vrednost negativnog logaritma funkcije verodostojnosti, kao i mera rasprSenosti oko
vrednosti ispod moda funkcije, mozZe se primetiti za 1 1 3 pretpostavljene subpopulacije. Medutim,
Delta K parametar ukazuje da su 6 subpopulacija najoptimalniji izbor (slika 43).

1.00
080
0.60
040

020

' 2 3 4 5

Slika 42 - Barplot prikaz nakon analize CYP450 haplotipova za regionalnu klasifikaciju. Brojevi
oznacavaju regione (1-Severna Srbija, 2- Beograd, 3 — Zapadna Srbija, 4 — Centralna Srbija, 5 —
JuZna i Isto¢na Srbija).

K Reps  Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
1 4 -25716.050000 0.129099 — — —

2 4 -26023.100000 161.313670 -307.050000 45125000  0.279735
3 4 -26285.025000 150.746705 -261.925000  185.000000  1.227224
4 4 -26731.950000 216.867094 446925000 140700000  0.648784
5 4 -27038.175000 198.043924 306225000  299.066667  1.510103
6 3 -27045.333333 283.313631 -7.158333 530.641667  1.904750
7 3 -27592.133333 374.526065 -546.800000 — —

Slika 43 - Najoptimalniji broj klastera prema Delta K metodu na osnovu haplotipova CYP lokusa
u genima CYP1AL, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3AA4.

78



Kada su u pitanju rezultati STRUCTURE na osnovu CYP450 haplotipskih podataka izmedu
uzoraka Roma i uzoraka iz ostatka opsSte populacije, nisu pronadene razlike koje bi ukazivale na
razli¢ito poreklo subpopulacija. Na slici 44 se moze videti graficki prikaz (bar plot) prema kojem svi
genotipovi imaju iste proporcije pretpostavljene populacije porekla. Prema Delta K metodu, najveca
verodostojnost postoji za 4 pretpostavljene populacije, ali su vrednosti negativnog logaritma funkcije
verodostojnosti vrlo bliske, tako da se ne mogu uzeti kao jasna determinanta broja mogucih

subpopulacije (slika 45).

100
080
080
040
020

000

Slika 44 — Najoptimalniji broj klastera na osnovu etnicke raspodele CYP450 haplotipskih
podataka. Brojem 1 su obeleZeni genotipovi iz romske subpopulacije, brojem 2 iz ostatka opSte

populacije.

Reps Mean LnP(K)

3 -2680.400000
-2621.400000
-2683.000000
-2890.533333
-3101.066667

K
2
3
4
5
6
T -3063.633333

W L L L

Stdev LnP(K)

0.953939
4.326662
2.645751
35.235541
241163437
41.672333

Ln'(K)
59.000000
-61.600000

-207.533333
-210.533333
37.433333

ILn"(K)

120.600000
145.933333
3.000000
247 966667

Delta K
27.873685
55157615
0.085141
1.028210

Slika 45 - Najoptimalniji broj klastera na osnovu etnicke klasifikacije. Rezultati delta
K metoda u Harvesteru. Evanno 2011.

Prema rezultatima STRUCTURE prikazanim na slici 46 se moze videti graficki prikaz
particionisanja opste populacije Srbije na osnovu genotipskih podataka 11 testiranih lokusa CYP450
gena. Iako je obrazac slican i na osnovu CYP450 genotipskih (slika 46), kao i haplotipskih podataka
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(slika 42). Moguce je uociti nesto vece oscilacije izmedu pojedinaénih genotipova, medutim, vizuelno
se ne mogu uociti pravilnosti u odstupanjima koje bi ukazale na grupisanje unutar nekih od regiona.

1 2 3 4 3

Slika 46 - Barplot prikaz analize CYP genotipskih podataka za regionalnu klasifikaciju. Brojevi
oznacavaju regione (1-Severna Srbija, 2- Beograd, 3 — Zapadna Srbija, 4 — Centralna Srbija, 5 —
JuZna 1 Isto¢na Srbija).

Na osnovu STR podataka testiranih regiona, STRUCTURE nije ukazao na postojanje klastera
(slika 47). Tako se prema rezultatima Delta K metoda moze uociti da se na nivou 3 subpopulacije
nasla najoptimalnija vrednost negativnog logaritma verodostojnosti, STRUCTURE nije testirao
mogucnost da svi genotipovi potiu iz jedne populacije, ve¢ je poredio promene funkcije
verodostojnosti i mere rasprsenosti ispod modova za svaki broj pretpostavljenih subpopulacija od 2
do 10 (slika 48).

1 2 3 4 5

Slika 47 — Barplot prikaz analize STR podataka za regionalnu klasifikaciju. Brojevi oznacavaju
regione (1-Severna Srbija, 2- Beograd, 3 — Zapadna Srbija, 4 — Centralna Srbija, 5 — Juzna i Isto¢na
Srbija).

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
2 3 -23869.466667 18.032563 — — —
g 3 -24298.733333 79.844182 -429.266667 337.500000 4.226983
4 3 -24390.500000 17.841244 -91.766667 66.333333 3.717977
5 3 -24548.600000 177.248498 -158.100000 146.733333 0.827840
6 3 -24559.966667 320.665470 -11.366667 297.200000 0.926823
7 3 -24868.533333 550.695291 -308.566667 577.833333 1.049280
8 3 -24599.266667 543.530913 269.266667 213.400000 0.392618
g 3 -24543.400000 291.772189 55.866667 516.733333 1.771016

10 3 -25004.266667 399.247409 -460.866667 — —

Slika 48 - Najoptimalniji broj klastera na osnovu regionalne klasifikacije i STR podataka.
Rezultati delta K metoda u Harvesteru. Evanno 2011.
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U BAPS softveru su analizirani STR genotipski podaci na osnovu uzoraka iz pet testiranih regiona
i na osnovu etnic¢ke pripadnosti (Romi i ostatak opste populacije). BAPS nije izdvojio posebne
klastere u opstoj populaciji, ve¢ jednu grupaciju i Sum na osnovu STR podataka (slika 49). Medutim,
izmedu uzoraka Roma i drugih iz opste populacije, obzervirana su dva klastra (slika 50). U klasteru
1 se naslo 46 roma, dok je u klasteru 2 bilo svega 11. Klaster 1 je velic¢ine 187, dok je klaster 2 veliine
297. Verovatnoca ovakvog ishoda grupisanja na slucajan nacin je prema FiSerovom testu tacne
verovatno¢e manja od 0.00001.

Severna Beograd Zapadna Centralna Juzna i isto¢na

Srbija Srbija Srbija Srbija

Slika 49 - Barplot prikaz analize BAPS softverom na osnovu STR podataka iz pet regiona.

Romi Ostatak opste populacije

Slika 50 - Barplot generisan u BAPS na osnovu analize STR podataka. Romi i ostatak opste
populacije

Diferencijalnim poredenjem alela STR lokusa u klasterima koji su dobijeni BAPS algoritmom,
izdvojene su aleli koji se nalaze samo u klasteru K1 ili K2 (tabela 11). Aleli duzina 16.2 na lokusu
D5S818, 9 na lokusu D2S1338, 14 na lokusu D13S317 i 21 na lokusu D18S51 su se mogli pronaci
samo u K2 klasteru gde je bio manji broj STR genotipova Roma, §to sugeri$e da bi upravo ovi aleli
mogli biti najveci doprinosioci grupisanju u razlicite klastere.
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Tabela 11 — Diferencijalni prikaz STR alela u klasterima K1 i K2

THO1
D3S1358
VWA
D21S11
TPOX
D7S820
D19S433
D5S818
D2S1338
D16S539
CSF1PO
D13S317
FGA
D18S51

K1 K2
9.3;11; 15
25
20
33.2; 31; 31.2; 28.2; 32
10; 9; 12
13
17.2
16.2

14
9
14
18; 20.2; 22.2; 23.2; 26
10; 11; 19; 20 21
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Analizom glavnih komponenti (PCA) podataka dobijenih genotipizacijom STR lokusa, nisu
uocCeni klasteri koji se posebno izdvajaju u poredenjima izmedu testiranih regiona (slika 51, desno),
niti izmedu Roma i ostalih ispitanika iz opSte populacije (slika 51, levo). Medutim, moze se primetiti
da uzorci Roma imaju viSe vrednosti na apscisi koja odgovara prvoj glavnoj komponenti nakon
redukcije dimenzionalnosti. Imajuci u vidu proporcionalnost uzoraka prema broju stanovnika i broju
Roma koji Zive na prostoru Republike Srbije, uticaj varijanse lokalnih struktura ne bi trebalo da je
doprineo devijaciji globalne varijanse u PCA analizi.
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Slika 51 — Rezultati PCA na osnovu etnicke klasifikacije (Ievo) i na osnovu regionalne klasfikacije
(desno). Na slici levo su razli¢itim bojama obelezeni Romi (teget) i ispitanici iz ostatka opSte
populacije (crveno). Na slici desno su razli¢itim bojama obeleZeni ispitanici iz razli¢itih regiona:
Severna Srbija- crno, Beograd — crveno, Zapadna Srbija — zeleno, Centralna Srbija — plavo, Juzna i
Isto¢na Srbija — svetlo plavo.
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Primenom DBSCAN algoritma sa prethodno odredenom vredno$¢u €=7 (slika 52), na STR
podacima testiranih regiona nije uoceno izdvajanje dva ili viSe klastera (slika 54). Ipak, moze se
konstatovati da je algoritam na osnovu podataka koje je ucitao izdvojio jedan klaster koji ¢ini vecina
genotipiziranih osoba (327), dok se manji udeo nasao u Sumu (155) (tabela 12).

Kada su u pitanju rezultati dobijeni DBSCAN algoritmom na osnovu genotipskih podataka Roma
1 ostalih ispitanika iz opSte populacije, takode je opazen samo jedan klaster veliCine 274 ispitanika od
kojih je 18 bilo od osoba romskog etniciteta (slika 53). Van klastera, odnosno u Sumu se nasao 41
ispitanik iz uzoraka Roma, §to je prema FiSerovom testu ta¢ne verovatnoce ocekivano sa izuzetno
malom verovatno¢om (2.999e-05).

Tabela 12 - Raspodela STR genotipova
geografskog/regionalnog uzorka izmedu klastera i Suma u
rezultatima DBSCAN algoritma.

Severna Beograd Zapadna Centralna Juzna i

Srbija Srbija Srbija Isto¢na
Srbija
Klaster 43 90 54 60 80
Sum 21 23 16 22 40

Cluster plot

5NN distance
N,

|
Dim2 (0.5%)

Points (sample) sorted by distance

Dim1 (947%)

Slika 52 - Optimalna vrednost € parametra za Slika 53 - Grafik rasprSenosti na osnovu DBSCAN

DBSCAN algoritam algoritma i STR podataka prema etnickoj
klasifikaciji. Romi van Kklastera su obelZeni plavim
tatkama. Podaci su vizuelizovani pomoc¢u R
softverskog paketa ’factoextra’.
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Slika 54 - Grafik rasprSenosti na osnovu DBSCAN algoritma i STR podataka prema regionalnoj
klasifikaciji.

85



tSNE algoritmom su vizuelizovani STR podaci regionalnih uzoraka i Roma naspram ostalih
ispitanika iz opSte populacije nakon redukcije dimenzionalnosti (slike 55 i 56). Na nivou opste
populacije, uzorci iz testiranih regiona se grupisu u dva veca i diskretna klastera i tri manje grupacije
(slika 55). Nije uocen obrazac prema kojem se u nekom od klastera nalaze dominantno genotipovi
poreklom iz nekog od testiranih regiona, sto potvrduje i statistika FiSerovog testa tacne verovatnoce
(P vrednost = 0.21). Rezultati su drugaciji kada su u pitanju STR podaci Roma i ostalih ispitanika
(slika 56). Tako postoje dva veca klastera i u ovim podacima, broj Roma u prvom klasteru je 12, dok
je u drugom 35. Prema statistici Fiserovog testa tacne verovatnocée, ovakav ishod se moze ocekivati
u 2.6% slucajeva kada je razdvajanje u dva klastera nasumicno.
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Slika 55 — Klasteri generisani tSNE algoritmom na Slika 56 — Klasteri generisani tSNE
osnovu regionalne Klasifikacije algoritmom na osnovu etnicke klasifikacije.

Romi su obelezeni teget bojom, dok je
ostatak populacije obelezen roze bojom.
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Girvan Newman algoritam je ukazao na 7 mogucih klastera u oba skupa STR podataka, na osnovu
regionalne klasifikacije i na osnovu etni¢ke klasifikacije. 1z oba skupa podataka, pre pokretanja
algoritama je iskljuceno 48 genotipova iz neromskog uzorka opste populacije zbog pravljenja objekta
grafika koji zahteva precizno odredivanje ’tezine’ grana izmedu ¢vorista. Vizuelnim pregledom se
moze uociti da predlozeni klasteri ne odslikavaju jasan obrazac grupisanja (slika 57 i 58 ), dok sama
raspodela u predlozene klastere nema odstupanja od one koja bi se mogla ocekivati na osnovu
slu¢ajnosti (tabele 13 i 14), sto je prema FiSerovom testu taéne verovatnoce procenjeno kao ishod sa
verovatno¢om od 0.549. lako je uocljiva losa preglednost grafika koje generise ’YIGRAPH’ softverska
biblioteka za vizuelno zakljucivanje o potencijalnim klasterima unutar veceg uzorka, dendogramski
prikaz klasterisanja podataka daje dobar pregled, medutim, ni na njemu ne postoji jasno razgranicenje
na osnovu modularnosti podataka kojom se odreduju klasteri (slike 57 i 58).

Il

Slika 57 — Graficki prikaz dendograma i grafika generisanih GN algoritmom.

Tabela 13 — presek klastera generisanih Girvan Newman algoritmom
I geografska raspodele.
K1-48 K2-72 K3-28 K4- K5-60 K6-70 K7-57

109
Sever 11 12 6 17 2 7 8
Beograd 9 20 8 31 15 17 11
Zapad 4 11 6 18 10 9 11
Centralna 10 11 4 16 16 15 10
Jugoistok 14 18 4 27 17 22 17

p-value = 0.5497
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Slika 58 - Dendogram i grafik generisani GN algoritmom na osnovu etnicke klasifikacije.

Tabela 14 — presek klastera generisanih Girvan Newman algoritmom i etni¢ke raspodele

klaster K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
veli¢ina 72 79 59 61 83 79 11
broj roma 5 2 3 4 2 5 0

p-value=0.7325
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5. Diskusija

Proucavanje genetiCke varijabilnosti je osnova za razumevanje genetike, rekonstrukciju
evolucionih dogadaja u nekoj populaciji, kao 1 osnova za primenu genetike u drugim nau¢nim
disciplinama, posebno u medicini (Nevo 2001). Napretkom molekularne biologije stvorena je osnova
za razvoj molekularne genetike i izuCavanje naslednih osobina na nivou molekula DNK (Kassem,
Girolami, and Sanoudou 2012), §to je otvorilo ¢itav niz novih nau¢nih polja koje integriSu osnove
genetike 1 znanja iz drugih nau¢nih disciplina. Takva jedna nauc¢na disciplina je i farmakogenetika
koja bastini jedinstveni pristup u genetickom razmevanju varijabilnosti metabolizma supstanci koje
se koriste u lecenju ljudi (Bishop 2018). U uZzem smislu, farmakogenetika se bavi proucavanjem
odnosa izmedu geneticke i fenotipske varijabilnosti, dovodeci u vezu genske varijante sa promenama
u metabolizmu lekova. U Sirem kontekstu, farmakogenetika se moze posmatrati i sa populaciono
genetickog nivoa, proucavanjem raspodele ucestalosti genskih varijanti i raspodele ucestalosti
fenotipova prema definisanoj metabolickoj klasifikacji (Suarez-Kurtz 2005). Znacaj proucavanja
geneticke osnove varijabilnosti metabolizma lekova na populaciono genetiCkom nivou ima vise
aspekata. S jedne strane, odredivanje ucestalosti genskih varijanti koje uti¢u na metabolizam lekova,
doprinosi usmeravanju paznje naucne javnosti ka onim varijantama koje imaju visoke ucestalosti i
kao takve najviSe doprinose promenama u fenotipskoj raspodeli unutar opste populacije. Sa druge
strane, populaciono genetickim sagledvanjem karakteristika raspodele ucestalosti genskih varijanti,
mogu se izvesti zakljucci o uniformnosti raspodele ucestalosti genskih varijanti izmedu subpopulacija
koje ¢ine opstu populaciju. To prakticno znaci da zbog razlike u ucestalostima koje postoje izmedu
subpopulacija, uticaj neke farmakogeneticke varijante ne mora biti jednak u svim subpopulacijama.
Otkrivanjem subpopulacija 1 odredivanjem njima specificnih u€estalosti genskih varijanti, stvara se
mogucnost preciznijeg preventivnog delovanja u smislu odabira najinformativnijih genskih varijanti
za ciljano farmakogeneticko testiranje. Odabir genskih varijanti ¢ije ucestalosti mogu biti od interesa
za testiranje u populaciji, zavisi direktno od jacine dokaza o njihovom utcaju na metabolizam lekova.
Do sada se kao najbolji kandidati za ovakvu vrstu testiranja pojavljuju geni iz supergenske familije
CYP450, za koje je pokazano da dovode do promena u fazi I metabolizma veceg broja lekova koji su
u klinickoj upotrebi (Bush et al. 2016; Cook et al. 2016).

Genotipizacijom CYP450 funkcionalnih varijanti u reprezentativnom uzorku iz opsSte populacije
sa neke teritorije definiSu se raspodele ucestalosti alela i genotipova, koje ne moraju biti jednake
raspodelama prisutnim u drugim susednim i nesusednim populacijama. Pored toga, grupisanjem
genetickih podataka u skladu sa pretpostavkama o postojanju zasebnih celina unutar populacije,
izmedu kojih postoji smanjeni protok gena, moze se otkriti obrazac raspodele unutar jedne populacije,
koji ne mora biti uniforman i u populacionoj genetici je poznat pod terminom geneti¢ka struktura
populacije. Polazna osnova za otkrivanje geneticke strukture je utvrdivanje subpopulacija u kojima
alelske ucestalosti mogu odstupati od onih u opstoj populaciji. Medutim, definisanje subpopulacije
nije obavezno jednostavno niti precizno. Naj€es¢i kriterijumi za svrstavanje osoba u subpopulaciju
jesu obeleZja koja dovode do vece verovatnoce intra nego intersubpopulacionog ukrstanja, a takva
obelezja su mesto stanovanja i etnicka pripadnost. Pored CYP450 funkcionalnih varijanti, na
geneti¢ku strukturu, a time 1 postojanje subpopulacija, mogu ukazati i drugi geneti¢ki markeri, kao
Sto su mikrosatelitski (STR) lokusi koji se, zbog selektivne neutralnosti i visoke polimorfnosti, koriste
za identifikaciju ljudi (Rosenberg et al. 2005). U ovom radu je, na osnovu reprezentativnog uzorka,
kako iz opste populacije podeljene na stratume prema regionima koji saCinjavaju teritoriju Republike
Srbije, tako i romske subpopulacije, genotipizirano 11 funkcionalnih varijanti u genima CYP1AL,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 i CYP3A4 koje su bitne za metabolizam velikog broja supstrata, kao i
15 mikrosatelitskih lokusa koji se rutinski koriste u identifikaciji ljudi i analizi srodni¢kih odnosa. Na
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osnovu dobijenih rezultata genotipizacije, sprovedena je informaticka analiza koja je za cilj imala
detekciju potencijalnih subpopulacija, kao i otkrivanje razlika izmedu opste populacije i romske
subpopulacije za koju se ocekivalo da je geneticki najdiferenciranija usled znatne socijalne izolacije.
Korist od utvrdivanja alelskih ucestalosti CYP450 gena u opstoj populaciji Srbije se odnosi
prvenstveno na razvoj i primenu individualizacije lecenja, poznatijim pod nazivom personalizovana
medicina, ali i razvoju panela genetickih analiza na obdukcionom materijalu, koje se ¢esto nazivaju i
’molekularnom autopsijom’.

Individualizacija terapije svakako nije nepoznat koncept i uvek je prisutna u lecenju, kako svaki
pacijent dobija dozu leka na osnovu fizickih svojstava, kao S§to su telesna masa, fizioloski 1
biohemijski parametari, starosne godine, druge pridruzene bolesti i stanja. Uvodenjem novog
svojstva, geneticke osnove metabolizma lekova, samo je nastala nova dimenzija u prilagodavanju
terapije pacijentu. Odgovor na pitanje zaSto je farmakogenetika toliko popularizovana u nau¢nim
istrazivanjima u poslednje dve decenije treba traziti u napretku tehnologije i boljem razumevanju
uticaja geneticke varijabilnosti na primenu terapije. Ipak, publicitet koji je personalizovana medicina
zadobila uveliko prevazilazi realnu i racionalnu procenu doprinosa lecenju (Janssens and Deverka
2014). Po sredi je problem u pojednostavljenom pripisivanju fenotipskih odlika genskim varijantama,
sa zanemarivanjem kompleksnosti u odredivanju fenotipa na osnovu genotipa, koja je vise pravilo
nego izuzetak. Tako neretko dolazi do nesklada izmedu pretpostavljenog odgovora na osnovu
farmakogeneticke analize i opazenog na osnovu merenja metabolita ili klini¢kog odgovora na terapiju
(Osnabrugge et al. 2015; Shah and Smith 2015). CYP enzimi su dobar primer za razumevanje
kompleksnosti farmakogeneticke predikcije iz razloga Sto jedan supstrat (Ilek) moze biti metabolisan
od strane visSe CYP enzima, ali i zato §to su mnogi CYP enzimi inducibilni ili pak inhibirani drugim
lekovima (Manikandan and Nagini 2018). Jasno je da je tacnija procena metabolicke aktivnosti
organizma na osnovu farmakokinetickih merenja metabolita nego na osnovu farmakogeneticke
predikcije. Ipak, nije uvek moguce svakog pacijenta podvrgnuti farmakokinetickom testiranju, niti je
tehnicki jednostavno i1 uvek izvodljivo. Upravo u tehnickoj jednostavnosti i dostupnosti lezi kljuéni
razlog za uvodenje farmakogenetickih testiranja u klini¢ku praksu. Kada je genotipizacija znacajno
ekonomski isplativija i kada postoji jaka asocijacija genskih varijanti sa alteracijama u odgovoru na
terapiju, postoji razumna opravdanost za primenom farmakogenetickog pristupa u personalizaciji
lecenja. Izmedu ostalog, opsti trend je da sve veci broj lekova koji se upotrebljavaju na podrucju
Evropske unije zahteva i analizu genetickih varijanti koje imaju uticaja na metabolizam tog leka
(Ehmann et al. 2015). Postoje dva, tehnicki razli¢ita, nacina da se utvrde geneticke varijante za koje
je prethodno dokazano da uvode izmene u metabolizmu lekova, tzv. funkcionalne varijante. Prvi i
obuhvatniji na¢in utvrdivanja veéeg broja funkcionalnih varijanti podrazumeva upotrebu druge ili
tre¢e generacije sekvenciranja, Sto sa sobom nosi velike materijalne troSkove, a samim tim i manju
dostupnost. Drugi na€in se odnosi na ciljano utvrdivanje funkcionalnih varijanti (genotipizacija
poznatih lokusa) za koje je unapred pokazano da imaju visoku ucestalost u nekoj populaciji.
Najdostupnija metoda za ciljanu genotipizaciju jeste upotreba TagMan eseja na RT-PCR, zbog svoje
jednostavne izvedbe, Siroke primene RT-PCR aparata i kratkog perioda za dobijanje upotrebljivih
rezultata. Medutim, kao S§to je ve¢ naglaseno, ciljana genotipizacija zahteva prethodno utvrdivanje
ucestalosti funkcionalnih varijanti u nekoj populaciji, kako bi se izbeglo nepotrebno genotipiziranje
neinformativnih varijanti, koje odlikuje niska ucestalost, te posledicno uvecavanje troSkova
farmakogenetickog testiranja.

Od 11 testiranih u ovom radu, prva je M1 varijanta tackastog polimorfizma rs4646903, koja uvodi
izmenu T6235C u 3’ netranslatiraju¢em regionu informacione RNK gena CYP1A1. Ova varijanta je
uglavnom statistiCki asocirana sa raznim oblicima neoplasti¢nih transformacija celija, a
najverovatnije da svoj mehanizam delovanja na karcenogenezu ostvaruje preko regulacije ekspresije
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koja je zavisna od mikro RNK i dovodi do povecanja koli¢ine CYP1A1 enzima koji aktivira PAH
jedinjenja u formu koja ostecuje DNK (Jorge-Nebert et al. 2010; Ramamoorthy and C. Skaar 2011;
Rotunno et al. 2009). Medutim, ta asocijacija je dovedena u pitanje zbog nepostojanja jasnog
mehanizma kancerogeneze, ili pak kontradikotrnih podataka koji potenciraju ¢ak i protektivnu ulogu
CYP1A1 enzima u metabolizmu kancerogenih supstanci, tako na primer u misevima koji nemaju
CYP1AL1 gen, dolazi do ispoljavanja toksi¢nog efekta benzo[a]pirena (PAH jedinjenje) na aorte (Uno
et al. 2004). Da asociranost sa karcenogenezom, odnosno aktivacijom PAH jedinjenja, treba shvatiti
vrlo uslovno, govori i primer da je 3 puta viSa ucestalost M1 varijante u subsaharskim populacijama
i oko 10 puta niza ucestalost malignih oboljenja u ¢ijoj kancerogenezi ucestvuju PAH jedinjenja, sto
je nasuprot tezi da bi visa ucCestalost M1 varijante u nekoj populaciji doprinela povecanju broja
oboljenja izazvanih PAH jedinjenjima (Fathimah, Adhiyanto, and Hendarto 2017). Medutim, kako je
kancerogeneza poligena bolest, teSko je oceniti uticaj ucestalosti jedne varijante CYP1Al bez
poznavanja i drugih genetic¢kih varijanti koje ucestvuju u kancerogenezi PAH jedinjenjima, a koje
nisu bile predmet ove studije sprovedene na uzorku opSte populacije u Srbiji i usmerene ka
funkcionalnim varijantama samo u CYP450 genima (Lee et al. 2005).

Ucestalost M1 varijante na globalnom novou je 0.24, dok je u populacijama evropskog porekla
blizu 0.09 (Rajeevan et al. 2017). Procenjena ucestalost M1 varijante u opstoj populaciji Srbije iznosi
0.063, sto jeste nesto niza vrednost u odnosu na prosek od 0.09 na nivou svih evropskih populacija.
Poredenjem sa susednim populacijama na osnovu dostupnih podataka, moze se uociti neobi¢no
odstupanje u ucestalosti M1 varijante. Tako je ucestalost u Hrvatskoj populaciji 0.14, dok je u
Madarskoj ¢ak 0.2 (Pasali¢ and Marinkovi¢ 2017; Szanyi et al. 2012). [ako statisticki veoma znacajne
(P vrednosti <0.0001), ove razlike treba prihvatiti uslovno, s obzirom na to da postoji znacajna razlika
u metodologiji uzorkovanja, jer u studijama koje dokumentuju raspodelu M1 varijante u Hrvatskoj i
Madarskoj, odabir u¢esnika istrazivanja nije bio stratifikovan niti osloboden mogucih pridruzenih
faktora s obzirom na to da su uzorkovanja vrSena pretezno nad hospitalizovanim pacijentima (G0ring,
Terwilliger, and Blangero 2001). Izmedu pet regionalnih stratuma u Srbiji se primecuje izostanak
vecih varijacija u ucestalostima M1 varijante, $to se moze objasniti viSim stepenom migracija izmedu
tih regiona, koje su doprinele unifikaciji populacije (Tabela 5). Ovaj podatak govori u prilog tezi da
bi povecana incidenca raka pluca ili drugih pulmoloskih oboljenja u Srbiji, bila viSe uslovljena samim
sredinskim faktorima, nego interakcijom genetickih varijanti sa sredinskim faktorima (Sun, Schiller,
and Gazdar 2007).

S druge strane, razlika u ucestalostima M1 varijante izmedu Roma (0.152) i ostatka opSte
populacije u Srbiji (0.063), ostaje statisticki znacajna i nakon korekcije praga znacajnosti za
viSestruka poredenja (P vrednost =0.002). Upravo se na lokusu rs4646903 i opaza najviSa vrednost
Fst parametra (Tabela 9), koja se u prvi mah moze objasiti izolovano$¢u romske subpopulacije u
kojoj su geneticki drift 1 visi stepen inbridinga mogli dodatno uticati na promenu ucestalosti M1
varijante, medutim tu postoje manje nedoslednosti koje ne dozvoljavaju jednostavan zakljucak. lako
u apsolutnim merama vrednost Fst od 0.012 nije narocito visoka (Frankham et al. 2002), ona se moze
dovesti u vezu sa neo¢ekivano vecom heterozigotno$cu u romskoj subpopulaciji (0.305 u odnosu na
0.259 ocekivane heterozigotnosti). S obzirom na to da se obi¢no ocekuje povecena homozigotnost
kao posledica vece stope inbridinga u subpopulaciji, povecana heterozigotnost se moze sagledati u
svetlu nepostojanja M1 homozigota u ispitivanom uzorku i $pekulisati o moguénoj vezi sa prirodnom
selekcijom. Na osnovu alelske ucestalosti M1 u romskoj subpopulaciji, koja je iznosila 0.153,
ocekivani broj homozigota M1M1 u uzorku od 59 genotipova, bi iznosio 1 do 2, dok u testiranom
uzorku nije opaZen ni jedan, $to i nije veliko odstupanje. Imajuéi u vidu veli¢inu uzorka, nije moguce
donositi jednostavne zakljucke o razlozima smanjena broja M1 homozigota usled dejstva selekcije,
iz razloga §to bi selekcija morala dovesti do manje stope prezivljavanja na prenatalnom nivou ili u
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ranoj zivotnoj dobi, kako bi broj M1 homozigota bio manje u¢estao u uzorku subpopulacije, narocito
medu osobama starije Zivotne dobi. Medutim, dizajn nase studije nam ne omogucéava donosenje
preciznijih zakljucaka o efektu prirodne selekcije na promenu ucestalosti alela. Naime, uzorak u nasoj
studiji se sastoji od osoba koje su bile predmet ispitivanja srodni¢kih odnosa, odnosno dokazivanja
ocinstva, tako da najtipicniji slucaj za takvo testiranje podrazumeva da su izuzeti uzorci od jednog
deteta i dvoje roditelja, a kako su zbog dizajna istrazivanja isklju¢ena deca kao srodnici, zastupljenije
su osobe srednje i starije zivotne dobi. Imajuéi to u vidu, nije nemoguée da su M1 homozigoti vise
zastupljeni u mladem delu romske subpopulacije i da se zbog vece stope smrtnosti manje nalaze u
starijem delu subpopulacije. S druge strane, treba imati u vidu i kulturolosko-socijalnu specifi¢nost
romske subpopulacije koja se odnosi na visok natalitet i stupanje u reproduktivne odnose u ranijoj
zivotnoj dobi (Radovanovié, S., Knezevi¢ 2014), tako da su i medu ispitanicima koji su podvrgnuti
srodnickim analizama, uglavnom mlade osobe. Daljim i obimnijim populaciono genetickim
istrazivanjem medu mladim osobama romske nacionalnosti bi se dobilo vise informacija o broju M1
homozigota i jasniji odgovor na pitanje da li se ovaj genotip nalazi pod blagim dejstvom prirodne
selekcije. Verovatnija je situacija da je M1 varijanta ¢eS¢a usled genetickog drifta, koji nije uticao na
promenu u odnosima genotipova i da se ovaj alel ne nalazi pod pritiskom prirodne selekcije.

Ne treba zapostaviti ni ¢injenicu da je asocijacija M1 varijante sa onkoloskim oboljenjima i dalje
kontroverzna, a socioloski polozaj Romske subpopulacije u pogledu zdravstvene zaStite veoma
specifi¢an, Sto dodatno otezava izvodenje zakljuCaka o genetickoj dispoziciji ove subpopulacije
prema malignitetima i zahteva dodatno istrazivanje (J. Wang et al. 2017). Dodatni razlog za neko
buduce izuc¢avanje ove varijante, moze se naci i u revalidaciji uticaja epigeneti¢kih modifikacija na
ekspresiju CYP1AL, sto bi omogucilo preciznije odredivanje uticaja same M1 varijante i M1 varijante
sa promenom metilacionog statusa (Anttila et al. 2003). No i bez dovoljno razjasnjene uloge M1
varijante u aktivaciji prokancerogenih PAH jedinjenja, produbljivanjem naucno-istrazivackog
aspekta u subpopulaciji sa visokom ucestaloséu ove varijante, mogao bi se otvorit prostor za
preventivno delovanje 1 poboljSanje medicine rada. Ostaje u dobroj veri da ¢e buduca istraZivanja
napraviti poseban osvrt i na visoku ucestalost CYP1A1 M1 u subpopulaciji Roma u Srbiji.

Druga ispitivana varijanta u genu CYP1A1, je M2 na lokusu rs1048943 koja uvodi nesinonimnu
izmenu u sedmom egzonu i uti¢e na kataliti¢ku aktivnost CYP1A1 enzima (Mao et al. 2019). Kao i
M1 varijanta, M2 se asocira sa kancerogenezom ali samo na nivou statisticke znacajnosti, jer je
promena u katalitickoj aktivnosti enzima koja nastaju kao posledica M2 varijante, vrlo male da bi
objasnile uzro¢no-posledi¢nu vezu preko aktivacije PAH jedinjenja (Zhang et al. 1996). Ucestalost
M2 varijante u opStoj populaciji Srbije iznosi 0.062 1 na osnovu Fst parametra ¢ija je vrednost 0.003
na lokusu rs1048943, moze se re¢i da ne varira znacajno izmedu pet testiranih regiona. Kada se
ucestalost M2 varijante u Srbiji uporedi sa podacima dostupnim za susedne populacije, 0.06 u
Hrvatskoj, 0.094 u Madarskoj 1 0.09 u Rumuniji, ne mogu se uociti ve¢a odstupanja koja se mogu
ocekivati na osnovu greske u uzorkovanju. U poredenju ucestalosti M2 varijante izmedu romske
subpopulacije (0.027), sa ostatkom opste populacije u Srbiji (0.063), ne postoji statisticki znacajna
razlika (P vrednost=0.191). Nemoguc¢nost da se preciznije odredi razlika izmedu ucestalosti M2
varijante u romskoj i opStoj populaciji u Srbiji se moze pripisati veli¢ini uzorka Roma, $to je dovelo
do umanjenja statisticke snage testa da ukaZe i na manje vrednosti efekat veli¢ine, tako da ostaje
nizvesnot da li je u romskoj subpopulaciji ucestalost M2 varijante zaista ispod 5% i da li se kao takva
moze svrstati u retke varijante.

Raspodele ucestalosti alela obe genske pozicije u okviru gena CYP2C9, rs1799853 (c.430) i
rs1057910 (c.1075), izmedu testiranih regiona ili Roma (0.101 1 0.127) i ostatka opS$te populacije
(0.117 i1 0.08) u Srbiji, nisu imale znac¢ajnih medusobnih razlika. Minorne razlike u uéestalostima
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¢.430 C varijante izmedu Roma (0.89) i ostatka opsSte populacije (0.88) se mogu pripisati slu¢ajnom
variranju usled uzorkovanja. NeSto vece razlike u ucestalostima varijante A na poziciji ¢.1075,
izmedu Roma (0.87) i1 ostatka populacije (0.92), takode nisu statisti¢ki znacajno odstupile od
raspodele koja se oc¢ekuje u slucaju vazenja nulte hipoteze, jer prema statistici FiSerovog testa taéne
verovatnoce, P vrednost iznosi 0.0683. Tu svakako ne treba zaboraviti da je prag znacajnosti drasti¢no
ispod 0.05 i da 0.0683 ne predstavlja vrednost statistike testa koja je blizu praga statisticke
znacajnosti. Pored ociglednog podudaranja u alelskim ucestalostima, vrednosti Fst parametra (nize
od 0.005 za oba testirana lokusa) dodatno potvrduju da je glavnica varijabilnosti unutar celokupne
opsSte populacije, a ne izmedu Roma i ostatka opSte populacije. Isto se moze re¢i i za raspodelu
alelskih ucestalosti izmedu regiona, niske vrednosti Fst parametra (nize od 0.008, Tabela 5) ukazuju
na mala odstupanja za koja se neoc¢ekuje da se u istom obrazcu odrze prilikom replikacije studije
(Thomas and Witte 2002). Ipak, nepostojanje geneticke struktuiranosti na lokusima rs1799853 i
rs1057910, relativno visoke ucestalost ¢.430 T 1¢.1075 T varijanti (0.12 1 0.074), kao 1 poznati uticaj
na funkcionalnost metabolizma lekova, opravdavaju genotipizaciju ovih lokusa u svrhu
farmakogeneticke primene ili post mortem analize u opstoj populaciji Srbije.

Ovo se narocito odnosi na klinicku primenu varfarina (Johnson et al. 2011), ali pored varfarina,
toksikoloski interesantan lek, fenitoin je takode supstrat za CYP2C9, ¢iji metabolizam zavisi od alela
*2 1 *3 1 zahteva optimizaciju doze prema metabolickom fenotipu. Za slabe metabolizere, fenitoin se
redukuje za 50, odnosno 25% za umerene metabolizere (Caudle et al. 2014). U aktima Agencije za
lekove medicinska sredstva Republike Srbije (ALIMS), postoji napomena o uticaju CYP2C9 na
metabolizam varfarina, ali ne i uputstvo o doziranju na osnovu gentipa (ALIMS 2012). Takode, prema
podacima ALIMS o neZeljenim reakcijama na lek u poslednjih 10 godina, grupa B ATC (anatomsko-
terapijsko-hemijske) klasifikacije, koja se odnosi na lekove za krv i krvotvorne organe, je zastupljena
sa 6-11% u svim prijavljenim slu¢ajevima nezeljenih reakcija na lek (ALIMS 2012). Ostaje otvoreno
pritanje koliki procenat ovih slucajeva bi bio umanjen optimizacijom doze varfarina na osnovu
genotipiziranja lokusa CYP2C9. Isto pitanje se moze postaviti i kada je u pitanju udeo nezeljenih
reakcija na fenitoin koji u Srbiji iznosi 6.82%.

Visoke ucestalosti CYP2C19 varijanti rs4244285 (c.681G>A, *2) 0.163 i rs12248560 (g.-806C>T,
*17) 0.222 u Srbiji posledni¢no tvore ucestalosti homozigotnih stanja koja su u skladu sa o¢ekivanim
na osnovu Hardi-Vajnbergove ravnoteze (*2*2 0.045 i *17*17 0.079), ali i visoke ucestalosti
heterozigotinih stanja (*2*X x 0.229 i *17*X x 0.3) za koja se smatra da imaju umanjenu
funkcionalnost u pogledu metabolizma pojedinih supstanci (klopidogrel, diazepam, inhibitori
protonske pumpe) (Li-Wan-Po et al. 2010; Sibbing et al. 2010). Detaljnijim pregledom rezultata
genotipizacije u opStoj populaciji (Tabela 2), opazaju se samo tri genotipa gde je homozigotno stanje
bilo prisutno na jednom od dva testirana lokusa, $to moze potvrditi postojanje ¢.681G>A i g.-806C>T
u fazi, odnosno na istom hromozomu. S obzirom da nema publikacija koje potvrduju postojanje ova
dva SNV u haplotipu, ali i visokoj neuspesnosti genotipizacije na lokusu g.-806, najverodostojnije
objasnjenje jeste da je u pitanju artefakt. Medutim i u slucaju da su ucestalosti oba alela precenjene,
a s obzirom na to da do sada nije opisan haplotip sa genetickim varijantama odredenim sa C.681G>A
I g.-806C>T, verovatno¢a da ¢e nasumice gentipizirani lokus gena za CYP2C19 biti *2 ili *17
haplotip, je jednaka zbiru ove dve verovatnoce, odnosno preko 50%. Ovaj podatak moze dovesti u
pitanje adekvatnost terapija lekovima za ¢iji metabolizam je pokazano da zavisi od CYP2C19*21*17
u Srbiji, s obzirom da genotipizacija CYP2C19 nije Siroko rasprostranjena u praksi.

Najveci uticaj na metabolizam lekova 1 drugih ksenobiotika u opStoj populaciji republike Srbije,
svakako ima SNV rs3892097, a sa njim i nefukcionalni *4 haplotip u genu za CYP2D6 enzim. Razlog
za to je uCestalost homozigota *4*4 koja iznosi 4.7 %, dok je ¢ak Cetvrtina ispitanika (25.2%) imala
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heterozigotno stanje. Implikacije ove varijante se odnose na $iroki spektar lekova koji su u klinickoj
primeni, tako se npr. moze oc¢ekivati da bi bar svaka dvadeseta pacijentkinja kojoj je dijagnostikovan
estrogen zavisni rak dojke, neuspesno odgovorila na terapiju tamoksifenom. Taj broj je sasvim
izvesno i veci, jer pored *4*4 homozigota i drugi nefunkcionalni aleli u heterozigotnom stanju sa *4
mogu dovesti do izostanka ili znacajnog umanjenja metabolizma tamoksifena (Goetz et al. 2018;
Schroth et al. 2017).

U poredenju sa susednim populacijama, ucestalost *4 alela se ne razlikuje od one koja se ocekuje
slu¢ajnim variranjem izmedu uzorkovanja (Kuzmanovska et al. 2015; Mizzi et al. 2016; Weber et al.
2015). Ista je situacija kada u poredenju Romske subpopulacije i ostatka opste populacije. Jedino je
evidentan manji broj homozigota *4*4 (1) u Romskoj subpopulaciji u odnosu na ostatak opste
populacije (22), $to je opazeno i na lokusu rs4646903 u CYP1ALl genu (M1 varijanta). Za razliku od
rs4646903, genotipizacija svih CYP2D6 lokusa bi trebalo da dovede i do veceg broja *4*4
homozigota zbog nemogucénosti da se heterozigoti *4*5 razdvoje kao genotipovi. Ove informacije
dodatno podupiru moguénost da je do umanjenja homozigota sa CYP450 nefunkcionalnim
varijantama doslo usled interakcije sa uslovima Zivotne sredine, odnosno selekcionog pritiska preko
enzima koji su nosioci metabolizma ksenobiotika. Medutim, veli¢ina uzorka nije dovoljna da bi se
uoc¢io mali efekat veli¢ine kojim bi CYP450 varijante doprinele umanjenju homozigota *4*4.
Potrebno je uzeti u obzir da su i ostale ucestalosti varijanti na CYP2D6 lokusu pod velikim uticajem
*5 alela, odnosno delecije kompletnog lokusa. Ovo nije bioloski fenomen, ve¢ isklju¢ivo tehnicko
ogranic¢enje genotipizacije pri kojem se svako heterozigotno stanje, gde je jedan lokus deletiran, opaza
kao homozigot za polimorfizam koji je bio prisutan na drugom lokusu (Bijl et al. 2008). Kako su
metode za odredivanje variranja broja kopija na osnovu RT PCR nepouzdane i opterecene
efikasnos¢u amplifikacije (Ramakers et al. 2003), tesko je proceniti koliki je efekat ovog tehnickog
maskiranja *5 alela, ali trebalo bi ocekivati da bude jednak proizvodu ucestalosti *5 i ucestalosti
drugog SNV ili alela koji se procenjuje (Naranjo et al. 2016). Ukoliko se uzmu u obzir u¢estalosti *5
u Evropskim populacijama, koje se krecu do 5-6%, ostale geneti¢ke varijante na lokusu CYP2D6 ne
bi trebalo znacajnije da odstupaju od procenjenih u Republici Srbiji (Rajeevan et al. 2017).

Bez obzira na to §to nije moguce odrediti tacan broj metabolickih klasa sa 4 SNV u CYP2D6 genu,
jasno je da je minimalna ucestalost loSih metabolizera blizu ucestalosti *4*4 homozigota, Sto
implicira da je realan broj svakako vec¢i kada se pridruze heterozigotna stanja sa *10 1 *41
haplotipovima. Ipak, treba imati u vidu da se ne spoznavanjem ucestalosti deletiranog gena CYP2D6,
pridodaje visi procenat ucestalosti ostalih alela, ali ne 1 fenotipske klase, jer *4*5 genotip ima *4
dominantno ispoljavanje koje se ogleda u znacajno smanjenoj mogucénosti metabolizma CYP2D6
supstrata.

Poslednja u nizu ispitivanih varijanti jeste rs2740574 u CYP3A4, koja se nalazi 392 bp uzvodno
od mesta pocetka transkripcije gena. Niska ucestalost u opStoj populaciji Srbije (0.022) stavlja ovaj
SNV van panela koji bi zadovoljio kriterijume za informativno ciljano testiranje u farmakogenetici
ili molekularnoj autopsiji, koji podrazumeva da se zbog ograni¢enog broja eseja koji se mogu
primeniti RT PCR metodom ukljuce varijante sa ucestalostima ve¢im od 0.05 (Bomba, Walter, and
Soranzo 2017). Sli¢ne ucestalosti su opisane i u susednim populacijama u Bugarskoj i Hrvatskoj
(Ganoci et al. 2017; Saraeva et al. 2007), a nisu opazene ni razlike izmedu romske subpopulacije i
ostatka opSte populacije. Nazalost, ne postoji ni puno drugih varijanti u ovom genu ¢iji je uticaj na
funcionalnost CYP3A4 enzima evidentiran i dokazan (Gaedigk et al. 2018). Da li je nedostatak
funkcionalnih varijanti u CYP3A4 odraz vazne funkcije koju ovaj enzim obavlja u metabolizmu
ksenobiotika, pa je svaka geneticka varijanta koja bi dovela do permanentnog izostanka ili umanjenja
funkcionalnosti nevijabilna, pitanje je koje zahteva istrazivanja na populaciono genetiCkom |
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fizioloskom planu. Poznato je da postoje izuzetno retke varijante koje bi bile dobri kandidati za
testiranje umesto rs2740574 i za koje se tvrdi da uvode potpunu nefunkcionalnost ovog enzima, ipak,
te varijante su u do sada pronalazene u heterozigotnom stanju sa funkcionalnim varijantama, tako da
jos uvek nije opisan slucaj potpunog izostanka CYP3A4 iz organizma, iako se sugeriSe da bi takvo
stanje bilo nevijabilno (Werk et al. 2014; WESTLINDJOHNSSON et al. 2006). S obzirom na to da
CYP3A4 enzim ima veliki broj supstrata medu kojima je i znatan broj lekova koji su u klinickoj
upotrebi, bilo bi neoprezno da, zbog nepostojanja ili nepoznavanja genetickih varijanti u
promotorskoj ili genskoj sekvenci, bude zanemaren i uticaj drugih nac¢ina regulacije genske ekspresije
na koncentracje aktivne supstance i da se celokupna fenotipska varijabilnost enzima pripise
sredinskom uticaju. Postoji jo$ nekoliko nivoa regulacije genske ekspresije koji bi imali slican efekat
koji se pripisuje -392G varijanti. Potrebno je sagledati $iru sliku i istraziti metilacioni status
promotorske sekvence, postojanje regulatornih elemenata, regulaciju malim interferiraju¢im RNK,
regulaciju na nivou informacione RNK, kao i regulaciju na nivou stabilnosti proteina, jer svaki od
prethodno navedenih nivoa regulacije ekspresije CYP3A4 gena moze uticati na koli¢inu CYP3A4
enzima. Do sada, neveliki broj studija koje su za predmet istrazivanja imale pomenute nivoe
regulacije geneske ekspresije nisu iznedrile jasne zakljucke o pojedinacnom uticaju svakog od nivoa
regulacije (Hirota et al. 2004; Kacevska et al. 2012; VVyhlidal et al. 2016).

Pored ocigledne koristi od genotipizacije CYP450 funkcionalnih varijanti u utvrdivanju uzroka i
porekla smrti kada su u pitanju intoksikacije supstancama ¢ija koncentracija u organizmu direktno
zavisi od metabolizma zavisnim od CYP enzima, postoji moguénost i da se odredivanjem
metabolizma antidepresiva ili drugih lekova koji mogu umanjiti kognitivne sposobnosti osobe pod
terapijom, blize pojasni poreklo smrti. Pored toga, moguce je i preventivno delovati u odnosu na
negativne posledice (suicid, saobrac¢ajne nezgode, povrede na radu itd.), imajuéi u vidu da se radi o
naslednim varijantama i da bi bliski srodnici osobe kod koje je identifikovana varijanta asocirana sa
potencijalnom negativnom posledicom, mogli biti na isti na¢in zdravstveno ugrozeni.

Molekularna autopsija je posebno korisna u slucajevima kada nije mogucée odrediti koli¢inu
toksi¢ne supstance u krvi ili urinu zbog poodmaklih truleznih promena tela koje je predmet obdukcije
(van Driel, Michels, and van der Velden 2018). Kako se geneti¢ka informacija u DNK odrzava dugo
nakon smrti, moguce je rekonstruisati metaboli¢ka svojstva preminule osobe na osnovu genotipizacije
farmakogeneticki bitnih lokusa. To bi bilo korisno u slucaju inkonkluzivnih nalaza obdukcije,
narocito toksikoloSkog nalaza koji se ne uklapa u Siru sliku porekla i uzroka smrti. Za tu svrhu, odabir
funkcionalnih varijanti CYP gena bi se mogo primeniti u skladu sa drugim indicijama i saznanjima
do kojih se moze do¢i pre i nakon obdukcije. Tako bi, s obzirom na ucestalosti u Srbiji, genotipizacija
CYP2C9 varijanti *2 1 *3 bila korisna u rasvetljavanju klini¢kih obdukcija kada je upokojeni bio
podvrgnut le¢enju varfarinom, ukoliko je toksikolo$ki nalaz ukazao na toksi¢ne doze ovog leka (Dean
2012b).

Nesto je drugacija situacija sa rekonstruisanjem metabolizma zasnovanim na genotipizaciji lokusa
kojima se odreduju CYP2C19 *2 i *17 aleli, jer 1 pored znacajno visokih ucestalosti u opstoj
populaciji Srbije (0.163 i 0.222), najjasniji uticaj ovih izoenzima jeste na antitrombocit klopidogrel
(K. Kim et al. 2008). Medutim, klopidogrel ima viSe uticaja na tromboti¢ke dogadaje i komplikacije
u organizmu u kojem ve¢ postoji naruSena hemostaza krvotoka, nego §to moze ispoljiti toksi¢ne
efekte kao sto je slucaj sa varfarinom. Prema evidentiranim slucajevima predoziranja klopidogrelom,
samoubistvo ovim lekom nije moguce ni dozom od 4200 mg i kao posledicu moze imati samo manje
devijacije u koagulaciji krvi (Kocabay et al. 2006; Mehta et al. 2010; Yilmaz et al. 2013). S toga, post
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mortem analiza koja ukljucuje genotipizaciju varijanti CYP2C19 bi viSe podataka pruzila u cilju
rasvetljavanja okolnosti pod kojim je smrt nastupila, nego samog uzroka smrti.

Kada su u pitanju funkcionalne varijante CYP2D6, opravdanost genotipizacije u svrhu post
mortem analize nije jednaka opravdanosti primene u personalizovanoj medicini. Bez obzira na to $to
se CYP2D6 varijanta *4 (rs3892097), koju karakteriSe izostanak svake funkcije ovog enzima, Cesto
moze na¢i u homozigotnom (0.047) ili heterozigotnom stanju (0.225) u opstoj populaciji Srbije,
najveci efekat na promene u metabolizmu potencijalno smrtonosnih supstanci, imaju umnozene
kopije funkcionalnih alela koje nisu bile predmet nase studije. Kada je u pitanju poreklo smrti,
neobicni slucajevi intoksikacije kodeinom, dihidroksikodeinom i oksikodonom bi bili dobri kandidati
za redovnu proveru metaboli¢kog statusa upokojenih na osnovu broja kopija funkcionalnih CYP2D6
alela (Dean 2012a; Haufroid and Hantson 2015; Jannetto et al. 2002). Ipak, treba istaci da je umanjena
sposobnost za metabolizam oksikodona usled postojanja nefunkcionalnih formi CYP2D6 enzima bila
predlozena kao pomoc¢na informacija u toksikoloskoj interpretaciji idiosinkratni¢nih slucajeva
intoksikacije oksikodonom i da bi $iri pogled na epistaticko dejstvo CYP2D6 alela sa varijantama
drugih gena koji su involvirani u metabolizam ovog analgetika, mogao naci svoju primenu u
‘molekularnoj autopsiji’ (Jannetto et al. 2002). Uprkos predlozima za detaljnije ispitivanje
metaboli¢kog statusa zasnovanog na CYP2D6 genotipizaciji, kada se oceni doprinos, ali i ekonomska
strana faramakogeneticke primene u postmortem analizama, nije isplativo ovaj lokus analizirati
ciljanom genotipizacijom, osim u slu¢ajevima koji zahteva izuzetno detaljno upoznavanje porekla
smrti (Ehmann et al. 2015).

Pored testiranja samih ucestalosti alela i genotipova CYP450 gena, poseban osvrt u ovoj studiji je
napravljen ka analizi geneticke struktuiranosti opsSte populacije u Srbiji. Uverenje o stepenu
izrazenosti geneticke struktuiranosti, moze se svesti na ocenu statistickih dokaza o odstupanjima od
uniformnosti raspodele alela sa 15 mikrosatelitskih i 11 bialelskih lokusa, koji su upotrebljeni za
genotipizaciju ispitanika u ovoj studiji. lzbor ispitanika koji nisu u srodstvu i za koje ne postoji
posebno biolosko stanje koje bi uvelo sistematsku gresku u uzorkovanju, kao §to je npr. zdravstveni
problem ili lokalna dostupnost uzoraka, omogucava reprezentativnost uzorka u odnosu na opstu
populaciju. Jedna od bitnih karakteristika uzorkovanja jeste da je uzet u obzir uticaj geografske
raspodele gustine populacije uvodenjem stratuma, odnosno randomizovanog uzorkovanja na osnovu
regionalne klasifikacije 1 proporcionalno broju stanovnika unutar regiona. Takav na¢in uzorkovanja
je omogucio da se genetiCka varijabilnost opSte populacije ne nade pod uticajem varijabilnosti
lokalnih struktura. Uvodenjem uzorka iz romske subpopulacije, omogucena je provera metoda za
detekciju diferencijacije subpopulacija, uz pretpostavku da bi upravo Romi mogli ¢initi geneticki
najdiferenciraniji deo opste populacije zbog socijalne izolacije i demografskog porekla (Mendizabal
etal. 2012). No, pre sagledavanja rezultata analize geneticke strukture, treba razmotriti i ogranicenje
koje se odnosi na razlike izmedu testiranih lokusa. Razlog za to je taj $to nisu svih 11 testiranih
bialelskih lokusa medusobno u stanju gametske ravnoteze, ve¢ su varijante, koje se nalaze unutar
haplotipova CYP gena 1A1, 2C9, 2C19, 2D6 i 3A4, vrlo blisko pozicionirane i vezano se nasleduju.
Imajuéi u vidi da je odnos CYP450 i STR lokusa je takav da se na metapopulacionom nivou opaza
podudarnosti izmedu raspodela geneticke varijabilnosti superfamilije CYP450 i veceg broja
mikrosatelitskin lokusa (Rosenberg et al. 2005), treba razmotriti i mogucnost podudaranja
varijabilnosti STR 1 CYP lokusa koji su bili predmet nase studije. No, u situacijama kada se koristi
manji broj genetickih markera koji su gametskoj ravnotezi sa genima koji su odgovorni za opaZeni
fenotip ili fizioloSko stanje, postojanje geneticke strukture nece obavezno uticati na promenu
ucestalosti genskih varijanti. Za naSu studiju bi to znacilo da postojanje klastera definisanog na
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osnovu STR podataka ne mora nuzno za posledicu imati postojanje klastera na osnovu CYP varijanti,
Sto se podudara sa opazenim rezultatima u sluCajevima kada su klasteri identifikovani. Vecina
modernih studija koristi veliki broj markera koji pokrivaju sve delove genoma i mogu postici bolju
rezoluciju kako bi otkrili i suptilnije promene, odnosno slabo izrazenu geneticku struktuiranost
(Welter et al. 2014). U nasoj studiji je za detekciju geneticke struktuiranosti upotrebljen set od svega
15 mikrosatelitski lokusa, koji moze ukazati na veée fluktuacije u alelskim ucestalostima, ali ne i na
finije obrazce odstupanja od uniformne raspodele alelskih ucestalosti. Jedna od prednosti STR
markera u analizama srodnickih odnosa jeste njihova neutralnost i relativno slicna ucestalost alela
izmedu populacija (Wilkening et al. 2006). Istovremeno, takva prednost ujedno je i mana kada je u
pitanju detekcija geneticke struktuiranosti populacije, jer nizak nivo gametske neravnoteze imedu
STR markera ukazuje na njihovu fizicku udaljenost u genomu, $to ostavlja moguénost da se druge
varijante u meduprostoru nalaze u gametskoj neravnotezi, odnosno, potpuno nezavisnog nasledivanja
u odnosu na testirane STR lokuse. Zato je odabir genetickih markera za testiranje strukturiranosti
populacije od krucijalne vaznosti. Postoje predlozi da se za analizu geneticke strukture pomoc¢u STR
lokusa prethodno proceni mera informativnosti lokusa In, koja poredi divergenciju po lokusu po
populaciji, nakon cCega treba odabrati visoko diferencirane geneticke varijante za analizu
struktuiranosti populacije (Rosenberg et al. 2003). Medutim, kako je u nasoj studiji upotrebljen vec¢
definisani set mikrosatelitskih lokusa za forenzi¢ku upotrebu, prethodna procena In nije bila moguca,
ve¢ je viSe paznje posveceno primeni robusnih algoritama za analizu strukture podataka (Corander,
Waldmann, and Sillanpad 2003; Jones and Wang 2012; W. Li et al. 2017; Porras-Hurtado et al. 2013a;
Pritchard, Stephens, and Donnelly 2000; Salas, Phillips, and Carracedo 2006).

Prvi korak u testiranju struktuiranosti populacije se odnosio na analizu molekulske varijanse i
izraCunavanju Fst parametra izmedu unapred definisanih subpopulacija (S Wright 1950) i prema
pretpostavci da bi geografska udaljenost mogla dovesti do promena u ucestalostima alela i
genotipova. Ipak, podesnost Fst parametra za opisivanje struktuiranosti populacije se dovodi u pitanje
zbog velikog uticaja diverziteta unutar subpopulacije (Hs). Ovo se narocito odnosi na mikrosatelitske
lokuse, gde hipervarijabilni lokusi imaju manje stepeni slobode zbog ¢ega umanjuju vrednost Fsrt i
prikrivaju razlike izmedu subpopulacija (JOST 2008; MEIRMANS and HEDRICK 2011). Kako
vrednost Fst parametra ne moze premasiti proseénu homozigotnost subpopulacija

Hy
F5T=1—H—T<1—HS

, postavlja se pitanje njegove primene u odmeravanju diferenciranosti subpopulacija u situaciji
kada se porede lokusi sa razli¢itom varijabilnos¢u (Charlesworth 1998; Hedrick 1999, 2005;
Jakobsson, Edge, and Rosenberg 2013). Taj problem ne bi trebalo da postoji kada su u pitanju
bialelski SNV i vise se ti¢e STR lokusa koji koji imaju veci broj alela. S obzirom da su varijante u
CYP450 genima bialelske, za o¢ekivati je da Fst parametar nije pod uticajem visoke varijabilnosti
lokusa, $to procenjenu vrednost €ini pouzdanijom. Rezultati F statistike zasnovani na raspodeli
varijabilnosti testiranih CYP450 lokusa pokazuju da Fst parameter ima srednju vrednosti od 0.0047
kada se analizira vrijabilnost izmedu geografskih regiona (Tabela 8). Dobijene vrednosti Fst na
osnovu geografske raspodele, takode ukazuju da je naveca razlika u heterozigotnosti izmedu
testiranih regiona, na rs4646903 lokusu, CYP1A1 gena (M1 varijanta). Zanimljivo je da geografski
region sa najve¢im odstupanjem od ocekivane heterozigotnosti jeste podru¢je Beograda, ali i da je i
Fs na lokusu rs12248560 g.-806C>T imao najvisu vrednost (32%) upravo za subpopulaciju ovog
regiona. Ovakav rezultat bi se mogao objasniti veCom admiksijom uzrokovanom skorijim
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migracijama iz drugih regiona ka podru¢ju Beograda, pri ¢emu je doSlo do ocuvanja homozigotnih
genotipova €iji bi broj u buduénosti trebalo da se umanji usled protoka gena (Campbell et al. 2009).

Vrednosti Fst parametra za dve potencijalne subpopulacije u Srbiji na lokusima CYP450 gena,
koje bi se mogle zasnivati na etnickoj pripadnosti, ne ukazuju na postojanje znacajne geneticke
diferencijacije (Tabela 9). Na svega jednom lokusu (rs4646903, M1 varijanta u CYP1A1 genu) od 11
testiranih se moZe opaziti blago povisena vrednost Fst od 0.012, dok je na svim ostalim lokusima ta
razlika zanemarljiva tako da prosecna vrednost Fst iznosi 0.0023.

Drugadiji je pristup u analizi genetiCke struktuiranost na osnovu bialelskih varijanti, jer je bilo
neophodno rekonstruisati haplotipove koji se podudaraju sa alelima CYP gena, s obzirom na to da su
varijante u gametskoj neravnotezi i da se zanemarivanjem ove ¢injenice moze uvesti greska koja za
posledicu ima veéi broj sli¢nih Fst vrednosti za svaki od medusobno vezanih lokusa. To je u¢injeno
pomoc¢u Haploview i Fst parametara procenjenog analizom varijanse u Arlequin softveru (L
Excoffier, Smouse, and Quattro 1992). Ipak, dobijeni rezultati ovog pristupa se nisu bitnije razlikovali
od rezultata F statistike bazirane na pojedinatnim SNV (prose¢ni Fst=0.0021, Tabela 10), sto je i
o¢ekivano s obzirom na to da je gametska neravnoteza izmedu SNV u jednom genu izuzetno visoka
zbog bliske pozicije i nepostojanja rekombinatnog mesta izmedu tih lokusa. No, to ne predstavlja
jasnu potvrdu nulte hipoteze, odnosno nepostojanja faktora koji utice na raspodelu alelskih
ucestalosti, kao §to bi to mogla biti geneticka struktura, ve¢ jedan dokaz vise u odbacivanju
alternativne hipoteze. Samo uvodenje haplotipova ima posledice na statisticke modele koji su
primenjeni u ocenjivanju geneticke strukture. Glavna posledica jeste umanjenje statistiCke snage
testova zbog povecanja varijabilnosti nakon prekodiranja bialelskih u multialelske polimorfizme, te
umanjenje moguénosti da se otkrije odstupanje od uniformne raspodele alelskih ucestalosti testiranih
CYP gena (Porras-Hurtado et al. 2013a; W. Shi et al. 2010).

U nasoj studiji je napravljen i poseban osvrt na latentnu geneticku struktuiranost opste populacije
u Srbiji. Za razliku od klasi¢nog pristupa u kojem se pomocu analize varijanse (F statistika) poredi
heterozigotnost izmedu unapred definisanih grupa, dodatno je isproban nekoliko razli¢itih pristupa u
detekciji neuniformnosti raspodele alelskih ucestalosti. Na osnovu podataka obradenih razli¢itim
algoritmima, uverenje o postojanju ili naznakama geneticke struktuiranosti u Srbiji se moze nacelno
ste¢i pregledom prednosti i mana svakog od primenjenih algoritama.

osnovu mikrosatelitskih podataka u opStom populaciji nisu mogli uociti izdvojeni klasteri, u etnicki
kategorisanim podacima (Romi i ostatak opste populacije) su pronadena dva klastera. lako je jedan
od klastera manji po broju genotipova koji su se nasli u njemu (187), broj genotipova Roma je iznosio
46. U drugom klasteru, u kojem se nasla vecina genotipova (297), udeo genotipova Roma je iznosio
11. Kao izdvojeni iz oba klastera, nasla su se dva genotipa Roma. Ovaj rezulat je neobican zbog
verovatnoc¢e da se grupa genotipova od 57 osoba, na slu¢ajan nacin raspodeli u dva klastera veli¢ina
1871297 ¢lanova. Binarnom formulom se moze izracunati verovatnoca za takav ishod i ona je manja
od 0.00001. Ovi rezultati mogu ukazati na heterogenost opste populacije u Srbiji i mali uticaj
geografske udaljenosti na geneticku strukturu, ali i veéem uticaju kulturoloskih faktora, koji jednu
subpopulaciju dovode u stanje vece izolovanosti. odnosno smanjenog protoka gena i viseg stepena
inbridinga.
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Medutim, potvrda klaster analiza pomocu BAPS algoritma se nije mogla na¢i u rezultatima
najprominentnijeg algoritma za detekciju geneticke struktuiranosti, STRUCTURE (Pritchard,
Stephens, and Donnelly 2000). Zbog heruisti¢ke prirode ovih algoritama, nije moguce opredeliti se
za vecu upotrebnu vrednost jednog od njih, ve¢ samo ukazati na bitnost premisa na kojima pocivanju.
Pored problema neuporedivosti algoritama, vazno je ista¢i i premise u samoj osnovi istrazivanja
geneticke strukture u opStoj populaciji Srbije. Naime, polazna osnova za izdvajanje Roma kao
posebne subpopulacije ima populaciono genetickog utemeljenja ukoliko se uzme u obzir
demografsko poreklo i socijalna izolovanost, ali ima i elemente pretpostavke bez prethodnih dokaza
da su Romi geneticki diferenciraniji od ostatka opste populacije. Ovakva premisa moze za posledicu
imati artefakte, narocito ako se u obzir uzme broj algoritama koji su upotrebljeni da bi se uocila
razlika, §to sa sobom nosi problem visestrukih statistickih testiranja. Ipak, vrednost verovatnoée da
do sluc¢ajnog razdvajanja 46 od 59 Roma u klaster veli¢ine 187 ¢lanova i svega 11 u klaster veliCine
297 clanova, je veoma znacajna i drasticno ispod korigovanog praga znacajnosti za viSestruka
poredenja (P vrednost < 0.001).

Proces u inferenciji broja subpopulacija u STRUCTURE algoritmu se mogu podeliti na dva
podprocesa. Prvi podproces u inferenciji jeste ‘burn-in’ period, koji je u ovoj studiji iznosio 100 000
iteracija, dovoljan za konvergenciju prema pouzdanim procenama alelskih ucestalosti unutar
subpopulacija. Drugi deo je odredivanje porekla svakog genotipa preko funkcije verodostojnosti, za
koju je predlozeno da iznosi 200 000 iteracija u podrazumevanom (eng Default) rezimu (Porras-
Hurtado et al. 2013a). Konfiguracija podmodela (admiksi¢ni model, medusobno vezani aleli, bez
ukljuc¢enog LOCPRIOR paramtera) koja je primenjena u ovoj studiji bi se mogla smatrati optimalnom
i konzervativnom u smislu ne uklju¢ivanja malo verovatnih pretpostavki ili varijabli koje uti¢u na
izraCunavanje najverodostojnijeg modela (Daniel J. Lawson, van Dorp, and Falush 2018). Tako na
primer, za vrednosti predlozenog broja populacija, preporuka je da se uzima najniza vrednost sa
maksimumom funkcije verodostojnosti (Kalinowski 2011). Imajué¢i u vidu da STRUCTURE
dozvoljava i opciju LOCPRIOR, odnosno uno$enje prethodno poznatih podataka o poreklu
genotipova koje ¢ine uzorak, a takvi podaci se najceS¢e odnose na fenotipske karakteristike (npr.
visina), lingvisticke (dijalekt), socijalno-ekonomske kategorije (obrazovanje, socijalni status) itd.,
treba biti obazriv prema rezultatima koji bi na taj nacin bili genereisani. Ovi podaci mogu pomoci
kada postoji slaba geneticka struktuiranost, ali otvaraju pitanje nastajanja artefakata. Naime, kako ne
postoji zlatni standard naspram kojeg se moze porediti u¢inkovitost nekog algoritma i modela, veoma
je lako formirati model koji se ne podudara sa realnosc¢u i to bas pridruzivanjem drugih varijabli kao
Sto su gorenabrojane (Kalinowski 2011; Daniel J. Lawson, van Dorp, and Falush 2018).

S druge strane, treba imati u vidu i to da je STRUCTURE algoritam deo naivne Bejzove
klasifikacije, 1 kao takav pretpostavlja medusobnu nezavisnost nekih od ulaznih varajibali kao Sto su
selekciona neutralnost geneti¢kih markera, niska stopa mutacije, ali i gametska ravnoteza (Pritchard,
Stephens, and Donnelly 2000), $to sve ¢ini ovaj algoritam u mnogome zavisim od HW ekvilibrijuma
(Kalinowski 2011). Interesanto je i to da se u STRUCTURE uvodi matrica geneti¢ke udaljenosti po
Nei, §to je u ovom radu bila polazna osnova za DBSCAN (kao i za PCA 1 tSNE), te na toj instanci ne
treba traziti objasnjenje za razlike u dobijenim rezultatima.

U STRUCTURE se, kao i u BAPS, algoritmu, broj predloZzenih subpopulacija odreduje
poredenjem verodostojnosti, odnosno pronalaZzenjem najniZe vrednosti negativnog logaritma funkcije
verodostojnosti. Takav metod se naziva delta K i prema rezultatima na osnovu genotipiziranih 15
STR lokusa u uzorku zasnovanom na regionalnoj klasifikaciji, najoptimalniji broj subpopulacija bi
iznosio 3 (Slika 45) (EVANNO, REGNAUT, and GOUDET 2005). Medutim, treba imati u vidu da
su razlike izmedu vrednosti funkcija verodostojnosti za svaki od testiranih K, zapravo veoma male 1
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da ne mogu sa ve¢im stepenom sigurnosti ukazati na struktuiranost i postojanje Cetiri subpopulacije.
Ako se paznja posveti grafickom prikazu rezultata STRUCTURE algoritma (slika 42), koji daje
intuitivniji opis populacije prikazivanjem svakog pojedinacnog genotipa i njegovog porekla iz
pretpostavljenih populacija, moze se uociti da je gotovo svaki genotip, odnosno, svaka osoba iz
predefinisanih regiona imala sli¢an obrazac porekla.

Ostaje pitanje zaSto se rezultati BAPS algoritma razlikuju u odnosu na one dobijene pomocu
STRUCTURE, a odgovor najverovatnije treba traziti u razlikama ova dva algoritma. Dok se u osnovi
iteracija STRUCTURE softvera nalazi MCMC pristup, u osnovi BAPS je nereverzibilni MCMC
algoritam koji znatno ubrzava process izraCunavanja alelskih ucestalosti tokom ‘burn-in’ perioda, jer
ne pravi korake unazad tokom ‘hodanja’ po raspodeli. Pored toga, BAPS uvodi ciljano ‘stohasticko’
dodeljivanje jedinki u prostorne klastere, Sto svakako umanjuje vreme izraCunavanja, ali i dovodi do
drugacijeg rasporeda u klastere (Corander, Sirén, and Arjas 2008). To su, naravno, tehnicke razlike.
Sustinska razlika se odnosi na pretpostavku o broju populacija. Dok STRUCTURE polazi od zadate
vrednosti, BAPS tretira broj populacija kao nepoznati parametar koji se moze inferirati iz analiziranih
podataka (Rodriguez-Ramilo, Toro, and Ferndndez 2009). To bi znacilo da STRUCTURE uklapa
posteriornu raspodelu na osnovu broja zadatih populacija, dok BAPS procenjuje broj populacija, a
zatim 1 verodostojnost tog parametra na osnovu analize genetickih podataka. Jo$ jedna interesantna
¢injenica je da BAPS uopste ne uzima u obzir *stepwise’ model mutacije mikrosatelita za koji bi se
ocekivalo da bolje aproksimira verovatno¢e promene alelskih ucestalosti pod uticajem mutacija na
mikrosatelitskim lokusima (Kimura and Ohta 1978). No, efekat neukljucivanja ’stepwise” modela u
Bejzov pristup statisticke inferencije nije poznat, niti dokumentovan u literaturi. Interesantno je i to
da, iako i BAPS i STRUCTURE Koriste beta i gama raspodelu za modelovanje bialelskih i
multialelskih geneti¢kih podataka u maksimizaciji verodostojnosti, ostaje nepoznato koliki bi uticaj
imala implementacija beta-gama raspodele, kao vrlo prilagodljive na razli¢ite tipove podataka i ve¢
upotrebljene na bioloskim podacima (ukljuCuje beta-eksponencijalnu, gama i eksponencijalnu
raspodelu) (Kong, Lee, and Sepanski 2007).

Primenom najcéesée koris¢enog metoda u detekciji geneticke strukturiranosti populacije, analize
glavnih komponenti, rezultati nisu ukazali na postojanje Kklastera u podacima genotipizacije
mikrosatelita na osnovu regionalne, niti etnicke raspodele. Ovaj podatak se moZe tumaciti na dva
naina, da struktuiranost populacije ne postoji, ili da je PCA nepodoban za analizu nelinearnih
podataka kakvi su geneti¢ki podaci prekodirani u diskretne brojéane vrednosti. Cak i u sluajevima
kada postoji jasna geneticka struktura u nekoj populaciji, PCA je izuzetno osetljiv na nacin
uzorkovanja, jer nesrazmernim obuhvatanjem varijabilnosti u lokalnim strukturama (npr. vecéa
zastupljenost uzoraka sa jednog podrucja), naruSavaju se ajgenvrednosti koje odreduju glavne
komponente analize. U ovoj studiji je pristupom uzorkovanja proporcionalnog broju stanovnika u
diskretnim regionima, uticaj prezastupljenosti umanjen u znacajnoj meri, ali ne i u potpunosti, s
obzirom na to da diskretne populacije na prostoru Republike Srbije ne postoje. Najidealniji uzorak za
PCA bi bio onaj koji prati gustinu stanovni$tva u prostoru, kao neprekidno promenjivu, no kako takav
uzorak nije dostupan u biblioteci bioloskih uzoraka, ve¢ se mora prikupljati na terenu, to ¢ini upotrebu
PCA za otkrivanje klastera (subpopulacija), neadekvatnom metodom. Ipak, kada se bolje analiziraju
grafici prve dve komponente PCA podataka na osnovu etnic¢ke raspodele (Slika 38), moze se uociti
drugaciji obrazac rasprSenosti genotipova Roma i ostatka opSte populacije. Epicentar tacaka koje
predstavljaju genotipove Roma je pomeren ka viSim vrednostima PC1 u odnosu na epicentar tacaka
ostatka opSte populacije. MoZe se primetiti 1 to da su ekstremi sa najviSim vrednostima PC1, takode
genotipovi osoba romskog etniciteta.
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Kako je to ve¢ pomenuto, jedan od poznatih problema u primeni PCA jeste uticaj varijabilnosti
lokalnih strukura, jer se prezastupljeno$¢u uzorka genotipovima jedne grupe, pravi distorzija u
ukupnoj varijabilnosti uzorka, §to za posledicu ima umanjenje varijabilnosti u ostatku uzorka
(Novembre et al. 2008; L. Shi 1997). Upravo je ovaj problem prevaziden tSNE algoritmom jer je u
njegovoj osnovi ideja da se zadrzavanjem varijabilnosti lokalnih struktura, ne narusava varijabilnost
globalne strukture podataka (u ovom slucaju, genetickih)(Van Der Maaten and Hinton 2008).

Rezultati nase studije pokazuju da postoji podudarnost izmedu klastera u rezultatima BAPS 1
tSNE: 127 (52%) osoba iz K1 BAPS se nalazilo i u K2 tSNE. Medutim, doslo je do preraspodele
Roma unutar klastera u kojem se nalaze u ve¢em broju (tabela 15). Broj Roma u K1 BAPS (46) i K2
tSNE (35) ima 30 identi¢nih genoma dok je ostalih 5 Roma iz K2 tSNE bilo svrstano u K2 BAPS.
Takode je zanimljivo to da je K2 tSNE manje gustine u odnosu na K1 tSNE, sto bi moglo ukazati na
vecu varijabilnost unutar ovog klastera, ali i lokalne odnose genoma koji saCinjavaju ovaj klaster.
Ova observacije jeste u skladu sa osnovnim prednostima tSNE algoritma, oCuvanju lokalnih 1
ublazavanju uticaja globalnih odnosa (W. Li et al. 2017).

Tabela 15 — Prikaz preseka skupova klastera generisanih BAPS i tSNE algoritmima

BAPS tSNE presek BAPS|tSNE

K1 K2 K1 K2 K1|K1 K1|K2 K2|K1 K2|K2

187 297 161 230 61 96 101 135

Romi Romi Romi Romi Romi Romi Romi Romi

46 12 12 35 7 30 1 7

Ostali Ostali Ostali Ostali Ostali Ostali Ostali Ostali
54 66 100 128

Upotrebom algoritma za hijerarhijsko klasterovanje zasnovano na gustini podataka, DBSCAN
(Ester et al. 1996), na genetickim podacima, prvo se moze primetiti izostanak vec¢eg broj parametara
koje je potrebno modifikovati, $to ukazuje na jednostavnost u primeni. Rezultati ove studije ukazuju
na postojanje jednog klastera, kako u uzorku na osnovu regionalne klasifikacije, tako i na osnovu
etni¢kog kriterijuma (Romi naspram ostatka opste populacije). Na osnovu geografske klasifikacije,
nije jasan geografski uticaj na formiranje klastera, odnosno ne postoji podudarnost regiona porekla
sa pripadnos¢u klasteru ili Sumu. Medutim, kada je u pitanju etnicki kriterijum (Slika 41), neobi¢na
je raspodela Roma izmedu klastera i1 tacaka koje se smatraju Sumom. Mala verovatnoca (P vrednost
<0.001) da do ovakve raspodele dode na slu¢ajan nacin (18 Roma u klasteru od 274 tacke i 40 Roma
u Sumu od 207 tacaka), budi podozrenje da bi DBSCAN mogao ukazati na jednu centralnu tendenciju

.....

Broj podudarnih genotipova Roma iz Suma DBSCAN sa Romima iz BAPS K1 (presek Suma i K1)
je 34. Odnosno, 34 identi¢nih osoba romske etnicke pripadnosti se nasla izdvojena i u analizi BAPS
1 DBSCAN algoritmom. Ovo je iznenadujuce s obzirom da ukupan presek izmedu Suma u rezultatima
DBSCAN i K1 u BAPS-u, iznosi 95 osoba. Dakle, od 207 osoba u sSumu DBSCAN, 90 se podudarilo
sa 187 osoba u K1 BAPS algoritma, oba na osnovu etnic¢ke pripadnosti. To ukazuje da DBSCAN nije
sve genome svrstao u Sum koje je BAPS svrstao u K1, ali genome Roma jeste preferencijalno
svrstavao u istu kategoriju.

Implementacija teorije mreza kao osnove za otkrivanje geneticke strukturiranosti je relativno nova
ideja, te se u literaturi moze pronaci tek jedan rad i NetStruct softver za tu svrhu (Greenbaum,
Templeton, and Bar-David 2016). Uprkos ¢injenici da je pomenuta implementacija dostupna, postoji
znaCajna manjkavost u matematiCkom prora¢unu geneti¢ke udaljenosti izmedu genoma prilikom
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izraCunavanja matrice udaljenosti. Izracunavanje geneticke udaljenosti na jednom lokusu je
formulisano izrazom:

1
Sij1 = 2 [((1 = f)Ugetaa) + (1 = fo)Upe + Ipa)]

, gde su na lokusu I aleli a i b od genoma i, sa uéestalostima fa i fy, dok genom j na istom lokusu
ima alele ¢ i d. Parametar lac ima vrednost 1 kada su a i ¢ identi¢ni, u suprotnom zadobija vrednost 0.
Geneticka sli¢nost izmedu genoma se izracunava kao aritmeticka sredina sume sli¢nost za sve lokuse:

1
Ajj = Zz Siji
=1

Problem nastaje prilikom unosa vrednosti ucestalosti alela, jer krajnji rezultat geneticke slicnosti
menja vrednosti u zavisnosti od redosleda unosa ucestalosti alela. Ukoliko je prvo uneta ucestalost
alela a, zatim alela b, izra¢unata sli¢nost nece biti jednaka onoj kada je redosled bio b, pa zatim a.

Zbog gore navedenog problema, u ovoj studije je odabrana Neijeva distanca za izraCunavanje
geneticke sli¢nosti i konstrukciju matrice medusobne udaljenosti, koja se vrlo robustna u odnosu da
tip polimorfizma, dok je R biblioteka ’igraph’ upotrebljena za primenu GN algoritma (Csardi and
Nepusz 2006; Masatoshi Nei 1974). Treba ista¢i da vreme koje je potrebno za izraCunavanje broja
klastera drasti¢éno nadmasuje sve ostale algoritme, tako da je dvojezgarnom procesoru Intel Core 2
duo E7500 2,93GHz bilo potrebno 20.43h za uzorak od 448 genoma sa podacima sa 15 lokusa.
Rezultati analize su ukazali na postojanje 7 klastera u obe grupe podataka, geografskoj i1 etnickoj
(Slike 45 i 46). Medutim, tih 7 lokusa po svome sastavu se nisu podudarili ni sa jednim od klastera
koje su izdvojeni pomocu drugih testiranih algoritama. Takode, rezultati zasnovani na regionalnoj
klasifikaciji se nisu podudarili sa poreklom uzorkovanja (P vrednost=0.5497), dok rezultati zasnovani
na etnickoj pripadnosti nisu svrstali Rome na nacin koji statisti¢ki znacajno razlikuje od slucajnog
rasporedivanja u 7 kategorija (P vrednost=0.7325). Potrebno je ista¢i i da obrada podataka koja
zahteva upotrebu veceg broja progrmaskih biblioteka, istovremeno zahteva i viSe vremena za
upoznavanje sintakse 1 razumevanja primene programskog koda, §to za posledicu moze imati vecu
verovatnocu nastanka greske pri podesavanju parametara.

Bioloski smisao primene GN algoritma u analizi genetickih podataka se oslanja na analogiju
izmedu mreze u kojoj su pojedina ¢vorista optere¢enija od drugih sa populacijom u kojoj neke jedinke
dele vise genetiCke sli¢nosti sa drugim jedinkama (Greenbaum, Templeton, and Bar-David 2016).
Ipak, sa aspekta populacione genetike je bitno i kvantitativno izraziti odnose unutar populacije, tako
da bi optereéenje grana izmedu CvoriSta unutar mreZe trebalo prevesti u verovatnocu deljenja
ancestralnog alela. Trenutna implementacija GN algoritma ne pruZa takvu mogucnost, ali osim
nepostojanja matematickog modela koji bi to omogucio, ne postoje drugi razlozi za izostanak te
mogucnosti. U ovoj studiji je GN algoritam mogao samo ukazati na postojanje strukture ali bez mere
znacajnosti strukture, Sto nije slucaj sa algoritmima zasnovanim na Bejzovoj statistici. Uprkos tome,
GN algoritam se moze se koristiti kao polazna osnova za definisanje klastera na kojima bi se potom
primenila analiza varijanse (F statistika).

U osvrtu na rezultate algoritama za detekciju geneticke struktuiranosti, treba razdvojiti dva izvora
nastanka ove pojave u nekoj populaciji. Jedan je admiksijom bar dve populacije sa razli¢itim alelskim
ucestalostima, drugi je izolovano$c¢u lokalnih subpopulacija kada usled inbridinga i genetickog drifta
dolazi do porasta ili smanjenja alelskih ucestalosti. Dok se prvi uzrok moze posmatrati i sistematskom
greSkom u uzorkovanju (pridruZzenom varijablom), drugi uzrok je mnogo suptilniji i tezi za detekciju
(Devlin, Roeder, and Bacanu 2001). Prema rezultatima algoritama za otkrivanje geneticke
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struktuiranosti, u Srbiji se moze opaziti izvesna 1 mala razlika izmedu subpopulacije Roma i ostatka
opste populacije, Sto odgovara admiksiji bar dve populacije i prethodnom uverenju o demografskom
poreklu Roma (Mendizabal et al. 2012). Ovu razliku je potrebno kriticki sagledati, jer mali broj STR
lokusa, odnosno njihova informativnost, moze dosta uticati na rezultate BAPS, DBSCAN i tSNE
algoritama, koji su jedini ukazali na odstupanja od slu¢ajne raspodele. Drugi faktor koji je mogao
dovesti do odstupanja od slucajne raspodele romskih genotipova izmedu klastera, jeste broj Roma
koji su bili ukljuceni u testiranje etnickih razlika, ali i izostanak informacije o geografskoj raspodeli
aleleskih ucestalosti unutar romske subpopulacije, odnosno nemogucénosti da se svi testirani uzorci
Roma priklju¢e nekome od 5 testiranih regiona, zbog nepostojanja informacije o mestu prebivalista
ispitanika. Ono §to jeste ocito, kada je re¢ o postojanju lokalnih subpopulacija pod dejstvom
izolovanosti, odnosno veéeg stepena inbridinga, ne postoji dovoljno dokaza koji bi ukazali na
postojanje jasno izrazene strukture u opstoj populaciji kada su u pitanju STR lokusi, dok se u romskoj
populaciji alelske ucestalosti CYP450 2C9, 2C19, 2D6 i 3A4, sa izuzetkom CYP1A1 M1, ne razlikuju
u znacajnoj meri u odnosu na ucestalosti u opstoj populaciji.

Moguénost postojanja neuniformne raspodele alelskih ucestalosti CYP450 se prvenstveno tice
studija genetic¢ke asocijacije i odabira onih lokusa koji nece drasti¢no varirati izmedu subpopulacije,
kako god one bile definisane (geografski, etnicki itd.), za farmakogenetiCku upotrebu. Poznati primeri
laznih asocijacija genetic¢kih varijanti sa bolestima, ili fenotipom uopste, su dokumentovani u dosta
slucajeva, pa i onih koji se ticu aosicijacije varijanti CYP gena sa malignitetima (Kittles et al. 2002;
Thomas and Witte 2002). Na sli¢an nacin je moguce lazno asocirati i geneticke varijante CYP gena
sa metabolickim fenotipom. Ukoliko bi geneticka struktuiranost ostala latentna, pojava kao Sto je
nezeljena reakcija na lek se moze asocirati sa nekom od varijatni CYP gena. Naravno, greska bi mogla
biti napravljena i u suprotnom smeru, moguce je uprosecenu ucestalost nezeljene reakcije na lek
imputirati subpopulaciji u kojoj su nezeljene reakcije na lek ucestalije.

Medutim, moguce je zamisliti subpopulaciju koja ima jedinstven polimorfizam i na osnovu kojeg
se razlikuje od ostalih subpopulacija, ali ni u tom sluéaju, postojanje moguénosti da se subpopulacije
geneticki klasifikuju, nefe uticati na varijante CYP450, ukoliko jedna od tih varijanti nije
determinanta za klasifikaciju subpopulacija. S druge strane, postojanje neuniformne raspodele
alelskih ucestalosti na ve¢em broju STR lokusa moze biti signal da struktuiranost postoji i da je
potrebno obazrivo analizirati i CYP450 lokuse. Jedno od pitanja na koje bi ova studija mogla
odgovoriti, jeste da li postoji podudarnost raspodele 15 mikrosatelitskih lokusa i 11 lokusa u Cetiri
CYP450 gena, a odgovor na osnovu rezultata svih primenjenih algoritama bi bio da podudarnosti
nema.
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6. Zakljucci

1. Raspodela ucestalosti funkcionalnih varijanti gena CYP1Al, CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP3A4, u opstoj populaciji Srbije je jedinstvena, ali slicna raspodelama u drugim
evropskim populacijama. Najve¢i doprinosilac izostanku ili umanjenju metabolizma
ksenobiotika, medu kojima su i ¢esto upotrebljavani lekovi, jeste CYP2D6 *4 alel i genticka
varijanta rs3892097 koja determiniSe ova;j alel.

2. Unutar opste populacije u Srbiji, testirani stratumi (Vojvodina, Zapadna, Centralna,
Isto¢na i Juzna Srbija, kao 1 podru¢je Beograda) nemaju znacajno razli¢ite raspodele
ucestalosti 11 SNV, osim blagog izdvajanja Isto¢ne 1 Juzne Srbije u odnosu na ostatak opste
populacije metodom klasterovanja. Razlike izmedu Romske subpopulacije i ostatka opste
populacije se najviSe opazaju na lokusu CYP1A1, varijanti M1, dok su alelske ucestalosti na
ostalim lokusima vrlo sli¢ne.

3. Od testiranih SNV, za uspesno testiranje u opstoj populaciji, najinformativniji su:
SNV rs3892097, rs1065852, rs28371725, rs1799853, rs1057910, rs4244285, rs12248560,
dok SNV rs28371706 i rs2740574, zbog niske ucestalosti, ne pruzaju dovoljno informacija.

4. U populaciono genetiCkom smislu, postoji osnova za primenu geotipiziranja
funkcionalnih varijanti CYP450 u post mortem analizama, dok je izbor varijanti CYP450
uslovljen uticajem na konkretni supstrat od interesa.

5. Testirane varijante rs28371706 u genu CYP2D6 i rs2740574 u CYP3A4, bi se mogle
izostaviti iz buducih testiranja i zameniti rs1135840 i rs35599367, za ¢iju funkcionalnost u
pogledu metabolizma ksenobiotika se pojavljuju novi dokazi.

6. Algoritmi za testiranje geneticke struktuiranosti populacije se mogu koristiti kao
polazna osnova za definisanje grupa koje se podvrgavaju klasicnom pristupu opisivanja
geneticke udaljenosti, odnosno genetickoj primeni F statistike. Postoji uocljiva razlika u
metodama klasterovanja u zavisnosti od premisa na kojima se te metode zasnivaju. Posebno
je istaknuta klasa algoritama (STRUCTURE, BAPS) koji se zasnivaju na Bejzovoj teoriji
odredivanja verovatnoce, za koju postoje interaktivne implementacije. Metodi klasterovanja
zasnovani na redukciji dimenzionalnosti (PCA, tSNE) i hijerarhijskom Kklasterovanju
(DBSCAN) su pokazali visoke performanse, ali njihova implementacija zahteva ekstenzivno
bioinformaticko predznanje, kao 1 osnove programiranja u softverskom okruZenjima R 1
Python. Metodi zasnovani na teoriji mreza (Girvan Newman) su takode primenjivi u detekciji
geneticke struktuiranosti, ali kompjutaciono zahtevni i bez jasne bioloske osnove.
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Prediction of autosomal STR typing success in ancient and Second World War bone samples’” i
’Defining screening panel of functional variants of CYP1A1, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, and
CYP3A4 genes in Serbian population’’, objavljenih u medunarodnim ¢asopisima M21 kategorije.
Rezultate svojih istraZivanja je oralno prezentovao na tri nau¢na kongresa, 2015. godine pod
naslovom *’Genotyping Data of 30 Insertion-deletion Polymorphisms in Serbian Population’’ na
Balkanskom kongresu humane genetike, 2017. godine pod naslovom ’’ Analysis of Cytochrome P450
2D6 Functional Variants in Serbian Human Population’” na I Kongresu molekularnih biologa Srbije,
2019. godine pod naslovom “CYP450 Functional Variants Panel for Postmortem Genetic Screening
in Serbian Population” na VI Kongresu Drustva geneticara Srbije.



obpazay uzjase o aymopcmay
H3sjasa o ayropcTBy

Nwme u npesume aytopa: MBan Ckagpuh
bpoj unnexca: MMO08/14

UsjaBibyjem

Ja je JOKTOpCKa amcepTanuja moja HaciaoBoM :“Kapakrepuctuke muctpuOyiuvje ¢yHKIIMOHATHUX
BapHjaHTH reHa u3 cynepdamuianje muroxpoma [1450 y cranBaumtBy Cpouje’’

* pE3yINITaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAUKOT Paja;
* 1a IUCepTalMja y LEeTUHU HU Y IeJIOBUMa HUje Ouiia mpeyioskeHa 3a CTUIAkhe Ipyre

JTUIUIOME TpeMa CTYAM]CKUM IIPOrpaMuMa JAPYTrUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

* J1a Cy pe3yATaTh KOPEKTHO HABEJCHH U

* 1a HICAM KPIINO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHO/Ia UHTENEKTYalHy CBOJUHY APYTUX
JIAIIA.

HHornuc ayropa

VY beorpany, 06.07.2020. roqune




obpazay uzjase o UCMOBEMHOCMU WMAMNAHE U eJIeKMPOHCKe 8ep3uje 00KMOPCKo2 paoa

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOr
pana

Nwme u npesume aytopa: MBan Ckagpuh

bpoj unnexca: MMO08/14

Cryaujcku mporpam: MOJIEKyIapHa MEAUIIMHA

Hacnos pana :“Kapakrepuctuke nuctpudynuje GyHKIIMOHAIHUX BapUjaHTH FeHA U3
cynepdamunuje nuroxpoma [1450 y cranBaumtBy Cpouje’’

MenTop: npod. ap Onusep CtojkoBuh

UzjaBbyjeM [na je 1mtammaHa Bep3dja MOT JIOKTOPCKOT pajga HCTOBETHA EJIEKTPOHCKO]
BEp3MjU KOjy caM Tpenao/Ja paad IoxpamHuBama Yy JMIuTaJIHOM pPeno3suTopujymy
Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM 1a ce o0jaBe MOjH JUYHH TIOJAIlM BE3aHU 3a J00Mjamke aKaJeMCKOr Ha3WBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO CYy MME M IIPE3uMe, TOIMHA K MECTO poljerba U JaTyM oJ0paHe paja.

OBu nUYHM TOJAIlM MOTy ce O0jaBUTH HAa MPEXKHUM CTpaHHIIaMa JUTUTAIHE OuOIMOTEeKe, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y myOimkanujama YHuBep3uteTa y beorpany.

HHornuc ayropa

VY Beorpany, 06.07.2020. roquae




obpaszay uzjase o kopuuiherby

H3zjaBa o kopumhemwy

Omnamhyjem YHuUBep3uTeTcKy OubOmmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh* nma y Jlururanau
peno3uToprjyM YHuBep3utera Yy beorpamy yHece MOjy JIOKTOPCKY JTUCEPTalUjy IOJ
HACJIOBOM:

:“Kapakrepuctuke quctpuOyiuje GyHKIIMOHATHUX BapHjaHTH reHa u3 cyrnepdaMuiivje IuToxpoma
[1450 y cranBaumTBY Cpbuje’’ Koja je Moje ayTOpPCKO JIeTo.

Jucepranjy ca CBUM IMPWIO3MMa Mpefao/Ja caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy IOTOJHOM 3a
TPajHO apXUBUpamE.
Mojy IOKTOpCKY IuCepTalyjy MoxXpameHy y JIUrutaiHoM perno3uTopujymy YHHUBEp3UTETa Y
Beorpany u IOCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYIy MOTY Ja KOPHCTE CBH KOjU MOIITYjy onpende
caapkane y onabpanom tumy JmieHne Kpearusae 3ajemnuiie (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJTy4ro/Ja.

1. AyropctBo (CC BY)

2. AytopctBo — Hekomepimjainao (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekoMepiujarHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaiHo — nenutu moja uctum yeiaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepajia (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutu noj uctuM yciosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 1a 3a0KpYyKUTE caMo JeHY OJ1 IeCT MOHYheHUX JIUIIeHIIN.

Kparak onuc juieHIu je cacTaBHU JIE0 OBE U3jaBe).

IMornue ayropa

VY beorpany, 06.07.2020. roqune




obpasay usjase o aymopcmey
Hsjasa o ayropcrBy

Mme 1 nipesume ayropa: Usan Cxanpuh
Bpoj uanexca: MMO08/14

U3sjaBmyjem

Jia je IOKTOpCKa IMCepTaLHja MO/ HACIOBOM :“Kapaxrepucruxe nuctpubynuje GyHKIHOHATHIX
BapHjaHTH reHa U3 cyrepdamunnje nuToxpoma 1450 y CTaHOBHMIITBY CpOuje’’

® PE3YNITAT CONCTBEHOT UCTPaXKMBAYKOT Pajia;
° Jla IucepTalvja y LelMHH HH Y JIETOBMMA HHje GUIa IIPeioKeHa 32 CTUIIAbE apyre
AUTIIIOME NIpeMa CTYM]CKMM TTPOrpamMuMa APYTHX BUCOKOIIKONCKIX YCTaHOBa,

* Jla Cy pe3yNTaTh KOPEKTHO HAaBEAECHU U

* [1a HMCaM KpIIHO/J1a ayTOpCKa MpaBa U KOPHCTHO/JIa UHTEJICKTyalHy CBOjHHY JAPYIHX
JuLa.

IMornugAyTopa

¥ Beorpany, 06.07.2020. rogune / //\_
Vo7

o



obpasay usjase o ucmosemnocmy umamnane u enekmpoHcke eepsuje doxmopckoz pada

H3jaga o ucToBeTHOCTH IITaMnane u €JICKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOr
pana

Hme u npesume ayropa: Usan Ckanpuh

Bpoj unnexca: MMO08/14

Crynujcku nporpam: MOJIEKyJIapHa MEeUIIHHA

Hacnos pana :“Kapakrepucruke AUCTpUOyLHje QYHKIIMOHATHIX BapHjaHTH T'eHa U3
cynepdamunuje uutoxpoma I1450 Y cTaHOBHHUINTBY CpGuje’’

Mewtop: mpod. mp OnuBep Crojkosuh

MsjaemyjeM na je wrammana BEP3Hja MOTI JOKTOPCKOT palla HCTOBETHA ENEeKTPOHCKO]
BEP3UjU Kojy caMm mpepao/ma paln noxpawuBama y JIUrMTAIHOM Peno3uTopujymy
Yuusepsurera y beorpany.

HlosBosbaBam na ce o6jase MOJM JIMYHH TIOJAIM Be3aHH 3a nobujame aKameMcKOr Ha3upa
AOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy UMe 1 MPe3kMe, FOMHA U MECTO pohera u atym onbpane paja.

OBy nmunM momaim mory ce 00jaBUTH Ha MPEXHHM CTpaHWIlaMa AMruTante 6MOIHOTEKe, y
CIICKTPOHCKOM KaTajory ! y myGauKarujama YuuBepsutera y Beorpapy.

ITornuc ayropa

Y Beorpany, 06.07.2020. roxmue / A/ /
(//\w
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obpasay usjase o xopuuhersy
HsjaBa o kopumhemy

Osnamhyjem YuuBepaurercky 6ubmuorexy ,,Ceerosap Mapkosuh® na y Jurwranau
PENO3UTOpHjyM YHHBep3uTeTa Yy Beorpany ynece wmojy JOKTOPCKY JUCEpTalnjy MOoJ
HacJIOBOM:

:“Kapaxkrepucruke auctpubynrje  GbYHKIHOHATHUX BapMjaHTH TIeHa U3 cynepdamuuje
uToxpoma I1450 y cranoBHumTEy Cp6Hje’’

KOja je Moje ayTopcKo Jeo.

Hucepranujy ca ceum mpuiosuma npefao/na caM y eqeKTPOHCKOM (bopmary morogHom 3a
TpajHO apXMBUparbE.
Mojy noxtopcky mucepramujy ToxpameHy y JIUrHTanHOM permosuTopujymy YHMBep3uTeTa y
Beorpany u mocrynny y orsopenom TPUCTYIy MOTY Jia KOPUCTE CBU KOjU MOLITYjy ompende
caipxkane y onabpaHom Tumy nuuenne KpeaTusue 3ajenuuue (Creative Commons) 3a KOjy
caM ce OITy4YHro/a.

@AYTOPCTBO (CCBY)
2. AyropcTBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)
3. AYTOpCTBO — HeKOMepLHjaHO — 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
4. AYTOpCTBO — HEKOMEPLHAIHO — AeTUTH non uctuM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropeTso — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AyTOpPCTBO — IENUTH MO HCTUM ycioBuma (CC BY-SA)
(Monmmo na 3a0kpy:xuTe camo JemHy on wrect noHyheHHx NMIeHIH.
Kparak onuc muuenny je cacrasuu neo ose usjase).

Iornuc gyropa
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