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Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo

Univerzitet u Beogradu
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70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK

Goran Brajuskovi¢
Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet
Kontakt: brajuskovic@bio.bg.ac.rs

Apstrakt

Godina 2023. je godina jubileja u kojoj se obeleZava 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula
DNK. U ovom radu preglednog tipa dat je istorijski osvrt na otkri¢a i eksperimente koji su doveli do razvoja
molekularne biologije, a kasnije i genomike kao nove naucne discipline. Poseban osvrt dat je na dogadaje
i ljude koji su doprineli postavljanju trodimenzionalnog modela molekula DNK.

The 70th anniversary of the discovery of DNA secondary structure

Goran Brajuskovi¢
Centre for Human Molecular Genetics, University of Belgrde-Faculty of Biology
Correspondence: brajuskovic@bio.bg.ac.rs

Abastract

This year marks the 70th anniversary of the discovery of the secondary structure of DNA molecule. This re-
view-type paper provides an overview of the most important discoveries and experiments that led first to
the development of molecular biology, and later to the development of genomics as a new scientific dis-
cipline. A special review is given to the events and people who contributed to the establishment of the
three-dimensional model of the DNA molecule.
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Uvod

Ove godine navrsava se 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK), koji je nosilac nasledne informacije u svim Zivim organizmima. Ovo otkri¢e smatra se i po-
¢etkom razvoja nove nau¢ne oblasti - molekularne biologije koja za temu istraZivanja ima Zivi svet na nivou
bioloskih makromolekula, pre svih nukleinskih kiselina i proteina.

Termin molekularna biologija prvi je 1938. godine upotrebio Voren Viver [Warren Weaver] (1894-1978),
americki matematicar iz Rokfelerove Fondacije, Zeleéi time da naglasi tadadnji doprinos hemicara i fizicara
u razumevanju bioloskih fenomena na celijskom nivou.

Dana 25. aprila 1953. godine u 171. broju ¢asopisa Priroda [Nature] objavljen je rad ,Molecular structure
of nucleic acids - A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid". Autori ovog rada bili su DZzejms Votson [James Wat-
son] (r.1928) i Frensis Krik [Francis Crick] (1916-2004). Simboli¢no, na isti dan 50 godina kasnije, zavrsen je i
projekat“Genom c¢oveka” (eng. The Human Genome Project, HGP) od strane Medunarodnog konzorcijuma za
sekvenciranje genoma ¢ovek (eng. The International Human Genome Sequencing Consortium, IHGSC).

Od tada, svake godine se 25. april obelezava kao Dan molekula DNK.

Eksperimenti kojima je dokazano da je molekul DNK nosilac naslednih informacija

Nukleinske kiseline prvi je izolovao $vajcarski fiziolog Fridrih Miser [Friedrich Miescher] (1844-1895),
samo cetiri godine nakon $to je Mendel postulirao postojanje ,faktora” koji prenose nasledne osobine. Kao
bioloski materijal iz kojih je izvrsio izolaciju navodi se gnoj sa zavoja bolesnika iz bolnice u kojoj je bio za-
poslen. Po drugima, kao strastvenom pecarosu, sperma lososa bila je bioloski materijal iz kojih je izolovao
nukleinske kiseline. Izolovani materijal Miser je nazvao nuklein. Medutim, za povezivanje nukleina sa Men-
delovim ,faktorima” nasledivanja bilo je suvise rano. Sam Miser konstatovao je ,da su dobijeni rezultati [....]
dovoljno znacajni da podstaknu ispitivanja i drugih”. Nuklein, 1889. godine, Ri¢ard Altman [Richard Alt-
mann] (1852-1900) naziva nukleinska kiselina. Uloga nukleinskih kiselina u prenoenju naslednih osobina
zanemarivana je punih 70 godina. Do zakljuc¢ka da su nukleinske kiseline nosioci naslednih informacija doslo
se nakon brojnih otkri¢a koja su direktno ili indirektno bila vezana za fenomen nasledivanja.

Otkri¢e fenomena transformacije (prihvatanje molekula DNK iz spoljasnje sredine i transporta u unu-
trasnjost bakterijske celije) bio je prvi naucni korak u dokazivanju da su nukleinske kiseline nosioci nasled-
nih osobina. Ovaj fenomen, 1928. godine, otkrio je Frederik Grifit [Frederick Griffith] (1879-1941) u svojim
eksperimentima na bakteriji Streptococcus pneumoniae.

Prvi eksperimentalni dokaz da molekuli DNK, a ne proteini, prenose nasledne informacije, dao je pio-
nir molekularne biologije i imunohistohemije Amerikanac kanadskog porekla Osvald Ejveri [Oswald Avery]
(1877-1955). Ejveri je u njujorskom Rokfelerovom institutu za medicinska istrazivanja [Rockefeller Institute]
istrazivao biolosku osnovu Grifitovog transformisuéeg principa. Na osnovu dobijenih rezultata postavlje-
nih eksperimenata, Ejevri i njegovi saradnici su molekul DNK identifikovali kao aktivhu komponentu
ekstrakta koji dovodi do transformacije bakterija. Ejevri je oprezno zakljucio da se geni sastoje od molekula
DNKiili, bar, da sadrze molekul DNK, i da je molekul DNK svakog gena specifi¢an. Svoj danas istorijski rad za-
vrsio je reCenicom,lzneti podaci podrzavaju uverenje da nukleinska kiselina koja sadrzi dezoksiribozu pred-
stavlja osnov transformisuce aktivnosti pneumokoka tipa II".

Sedam godina nakon Ejverijevih eksperimenata (1952. godine) Marta Cejs [Martha Chase] (1930-2003)
i Alfred Hersi [Alfred Hershey] (1908-1997), na osnovu eksperimenata sa bakteriofagom T2, definitivho su
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potvrdili da je molekul DNK nosilac naslednih informacija. Na osnovu rezultata svojih eksperimenata oni su
zakljucili da tokom infekcije bakterija od strane bakteriofaga u njih ,prodire” molekul DNK, a ne proteini.
Prisustvo molekula DNK bilo je dovoljno da se u bakterijskim ¢elijama izvrsi replikacija bakteriofaga. Isto-
vremeno, to je bio i nedvosmisleni dokaz da je molekul DNK nosilac naslednih informacija. Nobelovu na-
gradu za fiziologiju i medicinu 1969. godine Alfred Hersi podelio je sa Amerikancem italijanskog porekla
Salvadorom Luriem [Salvador Lurial(1912-1991) i Nemcem Maksom Delbrukom [Max Delbriick](1906-
1981) za otkri¢a vezana za replikaciju bakteriofaga.

Hemijski sastav molekula DNK

Cetrdesetih godina proslog veka otkrivena je i hemijska struktura nukleinskih kiselina. Osnovnu jedinicu
grade nukleinske kiseline ¢ini nukleotid koji je sastavljen od jednog molekula fosforne kiseline, jednog mo-
lekula Secera pentoze (dezoksiriboze u molekulu DNK, odnosno riboze u molekulu RNK) i jednog molekula
purinske ili pirimidinske baze. Dve purinske baze, adenin (A) i guanin (G), kao i dve pirimidinske baze, cito-
zin (C) i timin (T), detektovane su u molekulu DNK. Molekul RNK sadrZi iste baze osim $to je baza T zamenjena
pirimidinskom bazom uracil (U). Najve¢i doprinos u otkri¢u strukture nukleotida dao je Skot Alekzendrer
Tad [Alexander R. Todd] (1907-1997), dobitnik Nobelove nagrade za hemiju 1957. godine.

Vaznu kariku u otkri¢u sekundarne strukture molekula DNK ¢ini i precizna analiza nukleotidnog sastava
molekula DNK koju je izvrsio Ervin Sargaf [Erwin Chargaff] (1905-2002), Austrijski biohemicar sa ameri¢kog
Kolumbija univerziteta. Primenom tada nove metode — hromatografije na papiru na uzorcima molekula
DNK razli¢itog porekla (bakterije, biljke i Zivotinje) Sargaf je otkrio da je koli¢ina purina u jednom molekulu
DNK jednaka koli¢ini pirimidina, kao i da su koli¢ine AiT, kao i Gi C, medusobno jednake. Svoja istrazivanja
on je formulisao i matemati¢kom formulom A/T=G/C=1 koja se danas naziva Sargafovo pravilo o zastuplje-
nosti pojedinih nukleotida u molekulu DNK. Vrednost koja varira od vrste do vrste je procenat zastupljeno-
sti nukleotida G i C. Ovo pravilo ukazivalo je da razlike u zastupljenosti baza kod analiziranih vrsta ne
odgovaraju njihovim evolutivnim razlikama, sto je bio putokaz da specifi¢nost molekula DNK treba traziti u
primarnoj strukturi, odnosno u redosledu nukleotida.

Rozalin Frenklin

Godine 1952, uradena je i prva difrakciona slika molekula DNK koja je predstavljala osnov za konstrui-
sanje njenog ,trodimenzionalnog modela” Prva slika dobijena difrakcijom X-zraka na kristalima molekula
DNK vezana je za naucno-istrazivacki rad biofizicara Novozelandanina Moris Hju Frederik Vilkinsa [Maurice
Hugh Frederick Wilkins](1916-2004). Medutim, u isto vreme i na istom mestu (King’s College, London), na di-
frakcionoj analizi molekula DNK radila je i Britanska hemicarka Rozalin Frenklin [Rosalind Frenklin] (1920-
1958). Pored analize ostalih molekula, Frenklin je kristaloradiografijom analizirala i molekul DNK.

Uz Rozalin Frenklin doprinos postavljanju trodimenzionalog modela molekula DNK dao je i Rejmond
Gosling [Raymond Gosling] (1926-2015) koga mnogi smatraju ,zaboravljenim herojem DNK”. Kao doktorant
Rozalin Frenklin veruje se da je upravo on nacinio snimak odnosno difrankcionu sliku molekula DNK ¢u-
venu pod nazivom ,Fotografija 51"

Votson i Krik

U prole¢e 1951. godine Americki zoolog DZejms Votson susreo se sa Vilkinsom koji mu je, tokom jed-
nog simpozijuma za zoologe, pokazao difrakcione slike molekula DNK. To je mladog Votsona opredelilo da



zapocne istrazivanja hemijske strukture nukleinskih kiselina i proteina. Krajem 1952. godine Votson upoz-
naje Britanskog fizicara i biologa Frencisa Krika sa kojim zapocinje zajednicki rad na“trodimenzionalnom mo-
delu” molekula DNK. Za samo nekoliko meseci, praveé¢i molekulske modele koji bi odgovarali
karakteristikama difrakcione slike molekula DNK, Votson i Krik ustanovili su da se molekul DNK sastoji od dva
antiparalelna lanca polinukleotida koji su vezani vodoni¢nim vezama. Prema njihovom originalnom mo-
delu dvolanc¢ane zavojnice, purinske i pirimidinske baze okrenute su ka unutrasnjosti molekula DNK, ,na-
slagane” jedna na drugu (zbog hidrofobnih sila), dok su fosfatne grupe okrenute ka spoljasnjoj strani.
Okosnicu molekula DNK ¢ine molekuli Sec¢era pentoze i fosfati. Kako je pre¢nik zavojnice jednak celom du-
zinom molekula, prema purinskoj bazi u jednom lancu nalazi se pirimidinska baza u drugom lancu. Ovakvo
kombinovanje baza odgovaralo je i difrakcionoj slici i Sargafovom pravilu o zastupljenosti nukleotida u mo-
lekulu DNK. Na osnovu predloZzenog modela sekundarne strukture molekula DNK Wotson i Krik razmisljali
su i o nacinu replikacije ovog molekula. Tako u svom radu apostrofiraju:,Nije izmaklo nasoj paznji da speci-
fi¢no sparivanje koje smo pretpostavili sugerise i moguci mehanizam kopiranja genetickog materijala”.

Za svoje otkri¢e, zajedno sa Vilkinsom, Votson i Krik ravnopravno su podelili Nobelovu nagradu za fi-
ziologiju i medicinu 1962. godine. Otkri¢e sekundarne strukture molekula DNK i nacin njegove replikacije
svakako je jedno od najvecih naucnih otkri¢a dvadesetog veka.

Neposredno nakon otkrica sekundarne strukture molekula DNK postavljena je centralna dogma
molekularne biologije. Po njoj, nasledne informacije se jednosmerno prenose od nukleinske kiseline ka pro-
teinima, a nikada obrnuto. Na definisanju centralne dogme radio je vedi broj nau¢nika, medu njima i sam
Krik. Definisanjem ovog pravila (1958. godine) zapocinje zlatno doba molekularne biologije. Neka od otkrica
koja su obelezila prvih pola veka molekularne biologije data su u tabeli 1.

Godina Naucnici Otkrica
1954. Paul C. Zamecnik Ribozomi
1955. Joe Hin Tjio Celije ¢oveka poseduju 46
hromozoma
1956. P.C. Zamecnik & Hoagland M.B. Transportne RNK
1957. Arthur Karnberg Enzim DNK polimeraza
1958. M. Meselson & F. Stahl Semi-konzervativni nacin replikacije
molekula DNK
1961. S. Brenner i drugi Uloga iRNK u procesima

transkripcije i translacije

1961. F. Jacob & J. Monod Geneticka kontrola ekspresije
enzima kod prokariota

1963. M. Nirenberg isaradnici Geneticki kod

1965. Roy John Britten Repetitivhe sekvence molekula DNK

1970. H.0. Smith i saradnici Izolovanje prvog restrikcionog

enzima

1970. D.Baltimore & H.Temin Fenomen reverzne transkripcije

1971. Paul Berg Rekombinovani molekul DNK

1972. S. Cohen & H. Boyer Rekombinovani gen

1974. R. Roberts & P. Sharp Geni se sastoje iz egzona i introna

1974. Roger Kornberg Struktura i funkeija hromatina

1980. Leland Hartwell Regulacija éelijskog ciklusa

1982, Kary Mullis Lancana rekacija polimeraze

1996. lan Wilmutu Kloniranje Zivotinja

1998. A. Fire & C. Mello RNK interferencija

Tabela 1. Otkrica koja su obelezila prvih pola veka molekularne biologije
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Genomika

Genomika je nauc¢na oblast koja je nastala kao rezultat dostignu¢a molekularne biologije i razvoja tehnika
kojima je moguce odrediti redosled nukleotida u molekulima nukleinskih kiselina. Naziv genomika nastao je do-
davanjem sufiksa -omika koji je starogr¢kog porekla i znaci sve, svako, potpuno, kompletno. Predmet istrazi-
vanja genomike su, pre svega, genomi, odnosno molekuli DNK pojedinacnih vrsta. Istrazivanja genomike su po
svojoj prirodi multidisciplinarna i obuhvataju: odredivanje primarne strukture genoma; utvrdivanje broja i stru-
kture gena; ispitivanje profila ekspresije gena; i odredivanje strukture i funkcije proteina.

Prvo uspesno sekvenciranje molekula DNK izvrsio je dvostruki dobitnik Nobelove nagrade Frederik
Sanger [Frederick Sanger] (1918-2013). Godine 1975., Sanger je konstituisao prvu metodu za sekvenciranje
molekula DNK. Ova metoda naziva se metoda prekida sinteze lanaca (eng. chain termination method), a po-
znata je i kao ,dideoksi” (,dideoxy”) metoda. Njenim koris¢enjem, Sanger je 1977. godine sekvencirao
molekul DNK bakteriofaga @ X174, duzine od 5.386 nukleotida. Otkrice termostabilnih DNK polimeraza i
metode lancane reakcije polimeraze (eng. Polymerase chain reaction, PCR) dovelo je do modifikacije
Sangerove metode sekvenciranja. Modifikovana metoda nazvana je metoda sekvenciranja u ponovljenim
ciklusima (eng. thermal cycling sequencing). Uvodenje fluorescentnih obeleZivaca i njihov sistem detekcije
omogucio je automatizaciju ocitavanja sekvence molekula DNK u aparatima koji su nazvani automatski
sekvenatori. Automatski sekvenator konstruisao je Americki biolog Kalifornijskog instituta za tehnologiju
Lerou Hud [Leroy Hood] (r.1938) 1986. godine.

Projekat,Genom ¢oveka” (eng. Human Genome Project, HGP) za cilj je imao utvrdivanje redosleda nuk-
leotida u molekulu DNK ¢oveka. HGP obuhvata i identifikaciju (anotaciju) gena, odredivanje njihove struk-
ture i funkcije. Ideju za desifrovanje genoma ¢oveka potekla je iz Ameri¢ckog Ministarstva za energiju, 1985.
godine. Tri godine kasnije, osnovan je Americki nacionalni centar za istrazivanje humanog genoma (eng. Na-
tional Center for Human Genome Research, NCHGR). Tih godina procenjivalo se da genom ¢oveka sadrzi oko
100.000 gena za proteine. Na osnovu te pretpostavke, bilo je planirano da za vremenski period od 15 god-
ina sa budzetom od 3 milijarde americkih dolara, nau¢nici NCHGR izvrSe kompletno ,is¢itavanje” genoma
¢oveka. Kao datum zvani¢nog pocetka rada na mapiranju genoma ¢oveka uzima se oktobar 1990. godine.
Ukljuc¢ivanjem naucnih instituta iz Evropske Unije, Kine, Japana, Australije i drugih zemalja projekat postaje
medunarodni. Za koordinisanje rada tako velikog broja institucija formirana je i internacionalna Organi-
zacija za humani genom poznata po svojoj skra¢enici HUGO (eng. Human Genome Organization, HUGO), a
kasnije i konzorcijum projekta genom ¢oveka (HGP konzorcijum).

Jedan od osnivaca i rukovodioca NCHGR-a bio je Kreg Venter [Craig Venter] (r.1946). Usled nesuglasica
oko metodologije sekvenciranja, Venter napusta NCHGR i osniva privatni Institut za istrazivanje genoma
(eng. The Institute for Genomic Research, TIGR), a zatim i privatnu kompaniju Celera Genomics 1998. godine
(na latinskom jeziku, celera znaci brzina). Naucnici ovog instituta uspevaju da za manje od 3est meseci
sekvenciraju prvi genom izolovan iz Zivog organizma. Bio je to genom bakterije Haemophilus influenzae.

istoriji nauke. Cilj trke bilo je ocitavanje kompletne sekvence genoma ¢oveka, a vodili su je naucnici kon-
zorcijuma NCHGR-a i privatne kompanije Celera Genomics. Vreme na prelazu izmedu dva veka obelezeno je
zavrsetkom sekvenciranja pojedinac¢nih hromozoma ¢oveka. Godine 1999. NCHGR objavljuje kompletnu
sekvencu prvog hromozoma ¢oveka. Bio je to hromozom 22.

Internacionalni HGP konzorcijum za mapiranje genoma ¢oveka rezultate svoga rada objavljuje 15. febru-
ara 2001. godine u ¢asopisu ,Nature”. Samo dan kasnije tim nau¢nika kompanije Celera Genomics objavljuje



svoje rezultate desifrovanja genoma ¢oveka u ¢asopisu,Science”. Aprila 2003. godine dobijena je kompletna
sekvenca genoma ¢oveka, dok je broj gena utvrden oktobra 2004. godine. Tada se taj broj procenjivao na
oko 30.000 gena za proteine. Danas se procenjuje da genom ¢oveka poseduje nesto manje od 20.000 gena
za proteine.

Genomika se danas deli na strukturnu i funkcionalnu genomiku. Strukturna genomika predstavlja
genomiku u uzem smislu i za predmet istrazivanja ima sekvenciranje molekula DNK tj. desifrovanje genoma,
identifikaciju gena i ostalih funkcionalnih elemenata genoma. Funkcionalna genomika podrazumeva anali-
zu gena od njihove identifikacije, strukture i obrasca ekspresije. Analiza proteina prerasla je u posebnu
naucnu disciplinu koja se analogno genomici naziva proteomika.

Buduénost molekularne biologije i genomike

Budu¢nost genomike je u primeni njenih dostignuéa u drugim priodnim naukama kao $to je agronomija
(agrogenomika), farmakologija (farmakogenomika), a narocito medicina (genomska medicina, personalna
medicina ili translaciona medicina). Glavna ideja genomske medicine je njena personalizacija odnosno
molekularno-bioloska dijagnostika bolesti kod svakog bolesnika ponaosob kao i razvi¢e bioloske terapije
koja bi takode bila individualizovana. Pored naziva genomska ili personalna medicina, u upotrebi je i izraz
translaciona medicina. Ovim izrazom se sugeri$e primena (prenos, translacija) saznanja molekularne bi-
ologije i genomike u savremenoj medicini.

Saznanja genomike imaju znacajnu primenu i u tehni¢kim naukama kao $to je npr. robotika. Nukleinske
kiseline sa svojim fizi¢cko-hemijskim svojstvima postaju vazni gradivni blokovi u okviru nanotehnologije kao
molekuli za asembliranje molekularnih nanostruktura kao i materijal za izgradnju ,nanomasina”. Narocito se
radi na razvijanju molekularnih motora, molekularne robotike i na primeni nanouredaja u biologiji.

U toku je desifrovanje milijardi i milijardi baznih parova genoma desetine hiljada vrsta. Svi podaci koji
se ticu sekvenci genoma koje su meta desifrovanja objedinjuju se u jednu bazu podataka poznatu pod
nazivom GOLD (eng. Genomes OnLine Database, GOLD) koja se nalazi na adresi http://www.genomeson-
line.org. Na osnovu podataka o sekvencama do sada is¢itanih genoma, veliki broj nau¢nih institucija bavi
se uporedivanjem genoma razlicitih vrsta. To je predmet nove naucne discipline koja se naziva komparativna
genomika. Utvrdivanje zajednickih karakteristika koje se odnose na grupu genoma, komparativna genomika
ima ulogu i u utvrdivanju porekla razli¢itosti Zivog sveta. Poslednji segment genomike je istrazivanje evolu-
cije genoma (evoluciona genomika).

Sadasnjost i buduc¢nost genomike neraskidivo je vezana za sekvenciranje genoma primenom
tehnologije nove generacije sekvenciranja (eng. Next Generation Sequencing, NGS). Brojni timovi naucnika
danas su angaZovani na projektu poznatom pod akronimom ENCODE (eng. The Encyclopedia of DNA Ele-
ments, ENCODE). Cilj ovog projekta je registrovanje svih funkcionalnih elemenata genoma ¢oveka a to su
segmenti genoma koji kodiraju za definisani produkt (RNK i/ili protein) i elementi genoma koji pokazuju
“reproducible biochemical signature” odnosno sekvence za vezivanje proteina ili sekvence odgovorne za
formiranje specifi¢nih struktura hromatina. Prvi rezultati ovog projekta pokazuju da genom ¢oveka poseduje
blizu 400.000 regiona koji po svojim karakteristikama odgovaraju pojacivac¢ima i preko 70.000 regiona koji
po svojim karakteristikama odgovaraju promotorima. Do sada je u genomu ¢oveka identifikovano 2.900.000
hipersenzitivna mesta Dnaze | $to znaci da je toliki broj sekvenci u genomu ¢oveka za koje se potencijalno
mogu vezati DNK vezivni proteini. Krajnji cilj ENCODE je utvrdivanje obrasca ekspresije genoma u svim
tipovima celija ¢oveka i to u svim fazama razvica.

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Zakljucak

Nije mali broj nau¢nika koji 21. vek definiSu kao genomsku eru u razvoju ¢ovecanstva ¢iji su civilizaci-

jski dometi danas tesko shvatljivi i predvidljivi. Bez sumnje, ono 5to je otkrice elektrona bilo za 20. vek to su
otkri¢a genomike za 21. vek. Kada su prirodne nauke u pitanju, nau¢nici veruju da ¢e genomika biti od ve-
like pomoci u vekovnoj borbi ljudi protiv starosti i neizlecivih bolesti. Rezultanta svih napora je jednostavna,
za neke prozai¢na, ali svakako ljudska. To je da se Zivotni vek ljudi produzi. Takve teZnje su neraskidivo vezane
i za pronalazenje odgovora na,pitanje svih pitanja“, a koje se tice porekla zivota na Zemlji.
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Na marginama nauke

« U organizaciji Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZzenjerstvo Univerziteta u Beogradu (IMGGI)
i Srpskog drustva za molekularnu biologiju, i u nasoj zemlji se tradicionalno obelezava Dan molekula DNK,
ciklusima nau¢no-popularnih predavanja u prostorijama Biblioteke grada Beograda.

- Kao kuriozitet ostaje Cinjenica da su istrazivaci IMGGl-a 21. septembra 2011. godine napravili u Beogradu,
na Trgu republike, origami model DNK lanca duzine od 247,44 metara, nastojeci da ostvare uslov za ulazak
u Ginisovu [Guinness] knjigu rekorda.

« Frederik Grifit, strastveni istrazivac¢ nukleinskih kiselina kao nosilaca naslednih osobina, poginuo je u svo-
joj laboratoriji tokom nacistickog bombardovanja Londona na pocetku Drugog svetskog rata.

- U vreme kada su radeni eksperimenti na bakteriofagu T2, Marta Cejs bila je student doktorskih studija. Al-
fred Hersi je bio jedan od dobitnika Nobelove nagrade za fiziologiju i medicinu 1969. godine. Medu lau-
reatima nije bilo mesta za Martu Cejs. Nazalost, ovo nije jedini slu¢aj da su nau¢nice zasluzne za razvoj
molekularne biologije bile neopravdano zapostavljene i marginalizovane.

- Sa rezultatima svog dugogodi$njeq istrazivanja strukture molekula DNK Sargaf je neposredno upoznao i srpsku
naucnu javnost na predavanju koje je odrzao u Srpskoj akademiji nauka i umetnosti 22. juna 1970. godine.

+ Rozalin Frenklin je feministicka ikona 20. veka. Moris Hju Frederik Vilkinsa i Rozalin su radili zajedno na di-
frakcionoj analizi molekula DNK. Autonomija u radu Rozalin Frenklin nije bila dobro prihvaéena i bila je
povod razvoja animoziteta izmedu dvoje naucnika. | pored li¢nih snimaka, Vilkins je, bez znanja i sagla-
snosti, precizne snimke molekula DNK koje je nacinila Rozalin Franklin prezentovao paralelno sa svojim. Ro-
zalin Frenklin nikada nije dozZivela punu satisfakciju za doprinos u otkri¢u sekundarne strukture molekula
DNK. Umrla je u 37. godini Zivota od maligne bolesti. Sasvim je izvesno da se Rozalin Frenklin od maligne
bolesti razbolela usled kontinuiranog zracenja X-zracima tokom svog nau¢nog rada. Kako se Nobelova na-
grada ne dodeljuje posthumno, Sira javnost dugi niz godina nije bila upoznata sa doprinosom Rozalin Fren-
klin u otkri¢u sekundarne strukture molekula DNK. Sezdesetih godina proslog veka u Severnoj Americi i
Evropi jaca feministicki pokret. Nakon objavljivanja biografije, Rozalin Freklin postaje jedna od prvih ikona
ovog pokreta i to kao simbol degradirajuceg poloZaja Zene u drustvu i njihove borbe protiv sveprisutnog
seksizma i macizma. Sam Votson zlurado je komentarisao Rozalin Frenklin kao neuglednu zenu kojoj ne-
dostaje ukusa za Sminku i garderobu i kao osobu potpuno nesposobnu da na pravi nacin prezentuje re-
zultate svog nau¢nog rada. U svojoj autobiografiji, Votson je naziva pezorativnim nadimkom Rozi koji ona
nikada nije imala. Odnos Vilkinsa, Votsona i Krika prema Rozalin Frenklin bio je motiv Americkoj spisateljici
Eni Zigled [Anna Ziegler] (r.1979) da napisSe pozorisni komad ,Fotografija 51“ Komad predstavlja imagi-
narno sudenje trojici nobelovaca zbog njihovog odnosa prema Rozalin Frenklin. Na svetskoj premijeri u
Londonu, 2015. godine ulogu Rozalin Frenklin igrala je jedna od najpoznatijih glumica danasnjice, aus-
tralijska oskarovka Nikol Kidman [Nicole Kidman](r.1967). Dve godine kasnije, rediteljka Tara Manic (r.1979)
postavlja ovaj komad na pozornicu Teatra Vuk u Beogradu sa NataSom Tapuskovic¢ (r.1975) u naslovnoj
ulozi.

«Votson je u vreme otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK imao 25 godina, a Nobelovu nagradu dobio
je u svojoj 34. godini. Votson je i danas nesumnjivo jedan od najvecih Zivih autoriteta molekularne biolo-
gije. Nazalost, poslednjih godina ugled mu je trajno narusio zbog neprimerenih izjava. Jedna od njegovih
najkontroverznijih izjava ticala se inteligencije tamnoputih ljudi koja je sasvim opravdano ocenjena kao
krajnje rasisti¢ka i neprihvatljiva.
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« Nobelova medalja DZejmsa Votsona prodata je za 4,75 miliona dolara na aukciji u Njujorku 4. decembra
2014. godine koju je oganizovala aukcijska kuca Kristi [Christie]. Medalja je od 23-karatnog zlata, prec¢nika
6,6 centimetara, na kojoj je ugraviran profil Alfreda Nobela [Alfred Nobel] (1833-1896). To je bila prva pro-
daja Nobelove medalje za zivota dobitnika. Pre aukcije Votson je izjavio da medalju prodaje da bi prikupio
sredstva za laboratoriju, “Cold Spring Harbor” na Long Ajlendu koja mu je ukinula gostoprimstvo 2007. go-
dine. Kupac, ruski milijarder Aliser Usmanov [Alisher Usmonov] (r.1952), medalju je vratio vlasniku i tom
prilikom izjavio da je Votson jedan od najznacajnijih biologa sveta i da Nobelova nagrada za otkri¢e struk-
ture molekula DNK moze i mora pripadati samo njemu. Na istoj aukciji, prodata je i rukom ispisana beleska
govora koji je Votson odrzao na banketu povodom dodele nagrade i to za 365.000 dolara (www.rts.rs).

« Jednu od najuzbudljivijih trka u istoriji nauke ciji je cilj bio o¢itavanje kompletne sekvence genoma ¢oveka,
vodili su nauc¢nici konzorcijuma NCHGR-a i privatne kompanije Celera Genomics. Kako se posao blizio kraju,
rivalitet je postajao sve otvoreniji. Dokazivanja o prednosti jedne ili druge strategije is¢itavanja genoma
postaju tema brojnih naucnih, ali i drustvenih rasprava. Sukob dva tima sa dve razli¢ite koncepcije rada i
medusobna osporavanja pretila su da ugroze Citav projekat. U takvim okolnostima intervenisao je tadasnji
ameri¢ki predsednik Bil Klinton [Bill Clinton] (r.1946). U Isto¢noj sobi Bele kuce, predsednik Klinton orga-
nizuje sastanak ¢elnika oba tima 26. juna 2000. godine. Tom prilikom je dogovorena razmena dobijenih
rezultata u is¢itavanju” genoma ¢oveka.
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Apstrakt

Mitohondrijska DNK (mtDNK) se odlikuje nizom osobina koje je ¢ine pogodnom za istraZivanja evolutivne
istorije ljudskih populacija koja se zasniva na molekularnim markerima zenske linije nasledivanja. Tokom
poslednje decenije publikovano je vise nau¢nih radova u kojima je analizirana varijabilnost mtDNK u pop-
ulaciji Srbije primenom markera razli¢ite rezolucije uklju¢ujuci i kompletne genome. U skladu sa oceki-
vanjima zasnovanim na istorijskim, arheoloskim i drugim izvorima koji govore u prilog veoma kompleksne
istorije populacija na Balkanskom poluostrvu, mtDNK podaci su potvrdili da se srpska populacija odlikuje
visokim nivoom raznovrsnosti mtDNK koji je posledica izuzetno slozene dinamike ove populacije tokom
vremena. Danasnji mtDNK profil populacije Srbije ne odstupa od matrilinealnog profila karakteristi¢cnog
za druge evropske populacije, a geneticke distance pokazuju da ova populacija zauzima centralnu pozi-
ciju unutar grupe juznoslovenskih populacija koje se odlikuju visokom heterogenosc¢u. Srpska populacija
deli najveci procenat mtDNK haplotipova sa geografski bliskim populacijama Balkanskog poluostrva koje
pripadaju juznoslovenskoj grupi, gde su uoceni i potencijalno privatni haplotipovi. Na osnovu filogenetske
i filogeografske analize kompletnih mitogenoma u srpskoj populaciji detektovane su retke mtDNK linije,
karakteristi¢ne za druge regione, poput Bliskog istoka (N1b, HV2), isto¢ne Azije (D4) i Afrike (L2a1), kao i
one koje su potencijalno specifi¢ne za Balkansko poluostrvo, poput K1a13a1, U4c1b1 i H6a2b. Pored toga,
srpska populacija deli odredeni broj mtDNK podhaplogrupa sa isto¢no- i zapadnoslovenskim populacijama
kao i sa germanskim populacijama severne i srednje Evrope. Istrazivanja varijabilnosti mtDNK su pokazala
da se izuzetno velika raznovrsnost mtDNK savremene populacije Srbije moze objasniti genetickim dopri-
nosom kako slovenskih i germanskih, tako i pre-slovenskih populacija koje su naseljavale Balkansko polu-
ostrvo pre Velike seobe naroda.

Kljucne reci: mitohondrijska DNK, populacija Srbije, geneticki diverzitet, migracije
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Abstract

The mitochondrial DNA (mtDNA) is characterized by a number of features that make it suitable for study-
ing the evolutionary history of human populations based on molecular markers with the female-specific
line of inheritance. During the last decade, several scientific papers were published in which the mtDNA
variability in the population of Serbia was analyzed using markers of different resolution including com-
plete mitogenomes. In accordance with expectations based on historical, archaeological and other sources
that speak in favor of a very complex history of populations on the Balkan Peninsula, mtDNA data con-
firmed that Serbian population is characterized by a high level of mtDNA diversity, which is a consequence
of the exceptionally complex dynamics of this population over time. Today’s mtDNA profile of the Serbian
population does not differ from the matrilineal landscape characteristic of other European populations,
and according to genetic distances, this population occupies a central position within the group of South-
Slavic populations characterized by high heterogeneity. The Serbian population shares the highest per-
centage of mtDNA haplotypes with the geographically close populations of the Balkan Peninsula
belonging to the South-Slavic group, where potentially private haplotypes were also observed. Phyloge-
netic and phylogeographic analysis of complete mitogenomes in the Serbian population revealed rare
mtDNA lineages, characteristic of other regions, such as the Middle East (N1b, HV2), East Asia (D4) and
Africa (L2a1), as well as those that are potentially specific for Balkan Peninsula, like K1a13a1, U4c1b1 and
Hé6a2b. In addition, Serbian population shares a certain number of mtDNA subhaplogroups with East- and
West-Slavic populations as well as with the Germanic populations of Northern and Central Europe. Stud-
ies of mtDNA variability have shown that the exceptionally high mtDNA diversity in contemporary Serbian
population may be associated with the genetic contribution of both Slavic and Germanic, as well as pre-
Slavic populations that inhabited the Balkan Peninsula before the Great Migration.

Keywords: mitochondrial DNA, Serbian population, genetic diversity, migrations
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MOLEKULARNA ANTROPOLOGIJA

Prva istrazivanja varijabilnosti ljudskih populacija zasnivala su se na ispitivanju varijabilnosti krvnih
grupa, i proteina glavnog histokompatibilnog kompleksa [1]. Sa razvojem tehologija i uvodenja novih
metoda u molekularnoj biologiji tokom druge polovine proslog veka, poput lanc¢ane reakcije polimeraze
(eng. Polymerase Chain Reaction- PCR) i Sangerove metode sekvenciranja, istrazivanja varijabilnosti na nivou
molekula DNK postaju nezamenljiva u novoj nau¢noj disciplini - molekularnoj antropologiji [2]. Za te svrhe,
informativna je varijabilnost autozomnih hromozoma koji se nasleduju biparentalno te stoga omogucavaju
sticanje uvida u poreklo i istoriju kako muskog tako i Zenskog dela ljudske populacije, ali i varijabilnost ha-
ploidnih genoma koji se nasleduju iskljucivo preko majke, kao 3to je to slu¢aj sa mitohondrijskom DNK
(mtDNK), ili preko oca, u slu¢aju’ Y hromozoma (tzv. ne-rekombinantni deo Y hromozoma, NRY). Haploidni
genomi se koriste za utvrdivanje evolutivne istorije majcinskih odnosno ocinskih linija, a bez obzira na nacin
nasledivanja, svi geneti¢ki markeri koji se koriste u istraZivanjima ovog tipa odlikuju se selektivnom neu-
tralnoscu [3].

Dalji razvoj tehnologija i metoda u molekularnoj biologiji, poput sekvenciranja naredne generacije, kao
i sve veca finansijska pristupa¢nost novih metoda, omogucili su koris¢enje varijabilnosti kompletnih genoma
u istraZivanjima porekla i istorije ljudske populacije narocito tokom poslednje decenije. Pored toga, veliki
napredak postignut je i na polju poboljsanja metoda izolacije naslednog materijala iz drevnih ostataka ljud-
skih skeleta iz arheoloskih nalazista starih nekoliko stotina do nekoliko hiljada godina, a ¢ija se starost moze
pouzdano utvrditi primenom metoda C'* datiranja, kao i pratecih analiti¢kih (bioinformatickih) metoda, $to
je znacajno doprinelo boljem razumevanju veoma kompleksne evolutivne istorije savremenog ¢oveka koju
karakteriSu brojna mesanja (admiksije) i protok gena, migracije i promene brojnosti. U vezi sa tim, Nobelova
nagrada u oblasti medicine i fiziologije dodeljena je 2022. godine dr. Svante Padbo-u, koji je svoju nau¢nu
karijeru posvetio istrazivanjima evolucije ¢oveka i izumrlih hominina, prevashodno neandertalca, bliskog
srodnika anatomski modernog ¢oveka, sa kojim evroazijske populacije dele od 1 - 4% naslednog materijala
[4]. Stoga je sasvim izvesno da e predstojece godine predstavljati veoma aktivan i produktivan period u
pogledu boljeg razumevanja ne samo nase istorije vec¢ i adaptivnih svojstava savremenog ¢oveka.

MITOHONDRIJSKA DNK KAO GENETICKI MARKER

Mitohondrijska DNK je molekul dvolanc¢ane kruzne strukture koji postoji u svim Celijama eukariota, i to
u mitohondrijama u kojima se odvija proces oksidativne fosforilacije. Mitohondrijski genom ¢oveka (mi-
togenom) je veli¢ine 16.569 baznih parova [5] i sadrzi dva regiona: kodirajudi region i kontrolni region koji
ima regulatornu ulogu. Kodirajudi region sadrzi 37 gena koji kodiraju 13 subjedinica sistema oksidativne
fosforilacije, dve ribozomalne RNK i 22 transportne RNK [5]. Kontrolni region sadrzi promotore odgovorne
za transkripciju gena i u okviru njega prisutna su tri segmenta povec¢anog nivoa varijabilnosti u odnosu na
kodirajuci region, hipervarijabilni segmenti oznaceni kao HVS-I, HVS-II i HVS-IIl. MtDNK se odlikuje nizom os-
obina, kao $to su maternalni tip nasledivanja, veliki broj kopija po ¢eliji, odsustvo rekombinacija, manja efek-
tivna veli¢ina populacije i 5 do 10 puta visa stopa mutacija u odnosu na jedarni genom [6], koje je Cine
izuzetno pogodnim markerom za populaciono-geneticke, filogeografske i filogenetske studije [7].

Mitohondrijski genom zauzima izuzetno znacajno mesto u istrazivanjima porekla i istorije ljudske pop-
ulacije. Naime, upravo su pionirska istrazivanja varijabilnosti mtDNK savremenog ¢oveka dovela do saz-
nanja da je poslednji zajednicki predak celokupne danasnje ljudske populacije Ziveo u Africi pre oko 200
hiljada godina [8]. Prva istraZivanja ovog tipa koristila su metodu razlike u velicini restrikcionih fragmenata



(eng. restriction fragment length polymorphism- RFLP) za detekciju varijacija u pojedina¢nim nukleotidima
u molekulu mtDNK [8, 9]. Tokom 90-tih godina XX veka, sa otkri¢cem PCR-a i sekvenciranja Sangerovom
metodom, istrazivanja varijabilnosti mtDNK ljudskih populacija su se predominantno zasnivala na sekven-
ciranju HVS-I segmenta i RFLP analizi fragmenata kodirajuc¢eg regiona umnozenih PCR metodom [10], dok
se poslednjih decenija sve ¢esce koriste kompletni mitogenomi [11, 12].

Mitohondrijski genomi se porede sa referentnom sekvencom, prvom kompletno sekvenciranom mtDNK
objavljenom 1981. godine [5] i revidiranom skoro dve decenije kasnije [13] (eng. revised Cambridge Refer-
ence Sequence- rCRS), a u poslednjoj deceniji i sa rekonstruisanom predackom referentnom sekvencom
(eng. Reconstructed Sapiens Reference Sequence- RSRS) [14]. Na taj nacin definisu se mtDNK haplotipovi koji
predstavljaju kombinaciju genetickih varijanti razli¢itih u odnosu na referentnu sekvencu. Haplotipovi koji
se odlikuju istim varijantama na pojedinim nukleotidnim pozicijama, koje su uglavnom u kodiraju¢em re-
gionu mtDNK, svrstavaju se u odgovaraju¢e mtDNK haplogrupe.

Tradicionalno, istrazivanja ljudskih populacija na nivou mtDNK baziraju se na analizama ucestalosti hap-
lotipova i haplogrupa, koje su danas uglavnom poznate za ljudske populacije iz skoro svih delova sveta. De-
terminacija starosti haplogrupa i haplotipova obavlja se koris¢enjem metode molekulskog sata prema kojem
je broj razlika izmedu dve linije direktni pokazatelj viemena njihovog odvajanja od poslednjeg zajedni¢kog
pretka [15]. U filogenetskim rekonstrukcijama i proceni odvajanja mtDNK linija od poslednjeg zajedni¢kog
pretka koriste se razli¢iti molekulski satovi koji se zasnivaju na stopi mutacija u kodiraju¢em regionu mtDNK
[16], zatim na stopi sinonimnih mutacija u mtDNK [17], kao i onaj koji uzima u obzir stopu mutacija u kom-
pletnom mitogenomu [17]. Topologija i procena starosti klada u filogenetskim stablima zasnovanim na
mtDNK haplotipovima i haplogrupama, zajedno sa informacijama o njihovoj ucestalosti, reflektuju matri-
linealnu istoriju ljudskih populacija i koriste se za utvrdivanje migracionih ruta, admiksije, protoka gena i
dinamike populacija. Takode, utvrdivanje prisustva i u¢estalosti mtDNK haplotipova i haplogrupa u ljud-
skim populacijama naslo je primenu i u forenzici, koja danas raspolaze bazom podataka EMPOP [The EDNAP
(European DNA Profiling Group) Mitochondrial DNA Population Database] [18], u kojoj je trenutno de-
ponovano 48.572 mtDNK haplotipa detektovanih kod individua iz celog sveta determinisanih na osnovu var-
ijabilnosti bar HVS-lI segmenta kontrolnog regiona, kao i 4.289 kompletno sekvenciranih mitogenoma
(https://empop.online/).

ULOGA BALKANSKOG POLUOSTRVA U OBLIKOVANJU MITOHONDRIJSKOG GENSKOG PULA
EVROPSKIH POPULACLJA

Na osnovu mtDNK podataka deponovanih u javno dostupnoj bazi MITOMAP (http://www.mitomap.org)
[19, 20], rekonstruisani su vremenski okviri nastanka glavnih mtDNK haplogrupa kao i putevi migracija
anatomski savremenih ljudi i naseljavanja razlicitih kontinenata [21] (Slika 1). Poznato je da je u Africi pre
oko 130-200 hiljada godina nastala superhaplogrupa L, od ¢ije grane L3 su potekle mtDNK linije M i N naj-
verovatnije tokom ili nakon izlaska iz Afrike [22]. Procenjeno vreme migracija ovih linija iz Afrike je pre oko
65 hiljada godina, a nakon toga su nosioci linija M i N kolonizovali ostale kontinente, 3to je bilo prac¢eno nji-
hovom diverzifikacijom. Nosioci superhaplogrupe M su se preko Arabijskog poluostrva, Indije i obala ju-
goistoc¢ne Azije prosirili do Malezijskog poluostrva i Australije gde su formirane haplogrupe Qi M42.S druge
strane, superhaplogrupa M se prosirila po Aziji dajuci niz mtDNK grana karakteristi¢nih za srednju i isto¢nu
Aziju (haplogrupe C, D i Gi linije koji pripadaju haplogrupi M). Osnivaci superhaplogrupe N su se iz Afrike
prosirili preko jugoistocne Azije do Australije gde je nastala haplogrupa S, a tokom migracija po azijskom
kontinentu nastale su i azijske haplogrupe A i Y. Drugi pravac migracija omogucio je Sirenje superhaplo-
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grupe N po zapadnoj Evroaziji tokom ¢ega su nastale haplogrupe I, Wi X koje su se prosirile Eviopom kao i
superhaplogrupa R koja je osniva¢ vecine zapadno-evroazijskih mtDNK linija. Superhaplogrupa R se prosi-
rila po Evropi dajuci evropske haplogrupe H,V, U, Uk, J, i T dok su usled njenog Sirenja u drugom pravcu, od-
nosno po Aziji, nastale isto¢noazijske haplogrupe F i B, kao i australijska haplogrupa P.

Kao rezultat veoma kompleksne istorije ljudskih populacija, danas su u Evropi prisutne mtDNK haplo-
grupe H,V, U, K, J, T, W, li X od kojih haplogrupa H dominira, ¢ineci skoro polovinu mitohondrijskog genskog
pula vecine evropskih populacija [2, 23]. Pored njih, na evropskom kontinentu zastupljene su sa niskom
ucestalosc¢u (pod)haplogrupe N1a, N1b, ROa i HV [24-26], kao i neevropske haplogrupe poput pojedinih
mtDNK linija haplogrupa A, C, D, Gi L [27-29].

Smatra se da su u oblikovanju danasnjeg spektra i u¢estalosti mtDNK haplogrupa na evropskom konti-
nentu u najvecoj meri uticala tri ¢inioca, tokom kojih je Balkansko poluostrvo, koje zauzima specifi¢an geo-
grafski polozaj na jugoisto¢nom delu evropskog kontinenta, imalo veoma vaznu ulogu. Naime, Balkansko
poluostrvo predstavlja vazan koridor koji povezuje Evropu i Aziju, preko koga su se odvijale brojne migracije
od praistorije do danasnjih dana [30-32], te se stoga ovo podrucje smatra izuzetno vaznim sa aspekta
celokupne istorije ljudskih populacija u Evropi.

Prvi ¢inilac znacajan za oblikovanje mtDNK genskog pula evropskih populacija je poslednji ledeni mak-
simum koji obuhvata period od pre 20 do 26 hiljada godina, kada je Balkansko poluostrvo zajedno sa
Apeninskim i Pirinejskim poluostrvom i oblastima oko Crnog mora na teritoriji danasnje Ukrajine sluzilo kao
pribeziste (refugijum) u kojem su opstale termofilne biljne i Zivotinjske vrste zajedno sa ljudskom vrstom [33-
35]. Sa povlacenjem ledenog pokrivaca odvijala se postglacijalna rekolonizacija Evrope iz juznih refugijuma,
to je dovelo do znacajnih promena u brojnosti ljudskih populacija i promena u njihovoj genetickoj struk-
turi, odnosno ucestalostima razli¢itih genetickih varijanti uklju¢ujuci i mtDNK linije.

Zatim, usled Sirenja poljoprivrede, odnosno prelaska sa lovacko-sakupljackog na sedentarni nacin zi-
vota tokom neolita, dolazi do demografskog rasta ljudskih populacija. Balkansko poluostrvo predstavljalo
je vazan koridor preko koga su se poljoprivreda, kao nova tehnologija, i prateci nacin Zivota prosirili Evropom
[36]. Sa Balkanskog poluostrva poljoprivreda se dolinom Dunava Sirila u srednju Evropu, a mediteranskom
rutom, prateci obalu, prosirila se do Pirinejskog poluostrva [36, 37]. Smatra se da je neolitska tranzicija dovela
do znacajne promene u strukturi genskog fonda savremenih evropskih populacija [38, 39]. Kod lovac¢ko-
sakupljackih drustava Evrope najcesce su detektovani haplotipovi koji pripadaju podhaplogrupama U4 i
U5 [40-43], dok su danas na evropskom kontinentu najzastupljenije brojne mtDNK linije koje pripadaju hap-
logrupi H. Pored haplogrupe H, u Evropi je tokom neolitske tranzicije doslo do povecanja ucestalosti
(pod)haplogrupa takozvanog “neolitskog paketa”— N1a, T2, K, J, HV,V, Wi X, koji je bio karakteristi¢an za ne-
olitske farmere [44, 45], a odsutan kod populacija lovaca-sakupljaca [30, 41, 43].

Na oblikovanje sadasnjeg spektra i distribucije mtDNK linija u Evropi znacajan uticaj imale su i post-ne-
olitske migracije, medu kojima je potrebno spomenuti dolazak pripadnika“jamne”kulture iz pontskih stepa
istocne Evrope tokom broznanog doba, koji je doveo do novih promena u ucestalosti pojedinih haplogrupa
i zamene neolitskih mtDNK linija, poput N1a,sal, T1, U2, U4, U5a, Wi pojedinim linijama haplogrupe H [44-
47]. Zatim, tokom ranog srednjeg veka (IV-IX vek nase ere), odvijala se Velika seoba naroda, tokom koje su
se slovenska plemena rasirila po Evropi. Tokom ovog perioda, koji su obeleZile migracije vise slovenskih, az-
ijskih i germanskih plemena i naroda Sirom Evrope [2, 48, 49], dinamika populacija na Balkanskom polu-
ostrvu je bila izuzetno kompleksna, $to je ostavilo traga i u varijabilnosti mtDNK populacija koje danas
naseljavaju ovo podrucje. Ralph i Coop su analizom autozomnih segmenata identi¢nih po poreklu ustanovili



daindividue iz populacija jugoisto¢ne, isto¢ne i srednje Evrope dele veliki broj zajednickih predaka koji dati-
raju upravo iz perioda Velike seobe naroda [49]. S obzirom da vecina ispitivanih populacija koje dele veliki
broj segmenata identi¢nih po poreklu pripada slovenskoj grupi pretpostavljeno je da se to moze objasniti
sirenjem slovenskih populacija u Evropi tokom ranog srednjeg veka. Do sli¢nih zaklju¢aka su dosli Hellen-
thal i sar. u studiji u kojoj je pokazano da je do mesanja populacija u isto¢noj i jugoisto¢noj Evropi (ukljucu-
juci slovenske i ne-slovenske populacije) doslo pre 1-1.6 hiljada godina, odnosno u periodu koji se poklapa
sa Velikom seobom naroda [48].

MITOHONDRIJSKI GENETICKI PROFIL STANOVNIKA REPUBLIKE SRBIJE

Republika Srbija zauzima centralni poloZaj na Balkanskom polustrvu koje je, kao $to je ve¢ naglaseno,
imalo veoma vaznu ulogu tokom celokupne istorije ljudskih populacija, i na kojem su se tokom vremena
odvijale brojne migracije, kao i mesanja, protok gena i promene brojnosti populacija. Stoga se na Balkan-
skom poluostrvu moze ocekivati izuzetno kompleksan mtDNK pejzaz, ¢ijem boljem razumevanju dopri-
nose istrazivanja mtDNK diverziteta savremene srpske populacije kao i ostataka drevnih individua sa ovog
podrucja [50], $to je, u krajnjem slucaju, znacajno i za sticanje novih uvida u istoriju evroazijskih populacija.

Populacija Srbije je do danas bila predmet istrazivanja nekoliko studija koje su sa razli¢itih aspekata i pri-
menom mtDNK markera razli¢ite rezolucije (HVS-li HVS-Il segmenti [51], varijante HVS-I, HVS-Il i kodirajucéeg
regiona [28, 52-54], kompletni mitogenomi [55]) ispitivale varijabilnost mtDNK populacija koje naseljavaju
Balkansko poluostrvo. Navedene studije su znacajne zbog toga $to su doprinele sagledavanju mtDNK di-
verziteta u populaciji Srbije ukljucujudi i detekciju mtDNK linija koje su retke ili potencijalno specifi¢ne za
Balkansko poluostrvo, determinaciju geneticke strukture juznoslovenskih i drugih evropskih populacija,
kao i boljem razumevanju evolutivne istorije pojedinih mtDNK linija putem filogenetskih analiza i datiranja
i formiranju prve baze podataka kompletnih mitogenoma srpske populacije koja predstavlja zna¢ajan do-
prinos bazi podataka EMPOP.

Spektar i ucestalost mtDNK (pod)haplogrupa u populaciji Srbije

Danas je poznato da mtDNK profil populacije Srbije ne odstupa od matrilinealnog profila karakteris-
ticnog za druge evropske populacije. Naime, u populaciji Srbije detektovane su sve mtDNK (pod)haplo-
grupe koje su karakteristi¢ne za evropske populacije (Tabela 1), a njihova ucestalost je u rasponu ucestalosti
odgovaraju¢ih mtDNK (pod)haplogrupa drugih evropskih populacija. U populaciji Srbije najzastupljenija je
haplogrupa H (Tabela 1) koja se odlikuje velikim brojem podhaplogrupa [56] i najve¢om uestalo$¢u i u os-
talim evropskim populacijama [57]. MtDNK (pod)haplogrupe HV, HVO, V i ROa (Tabela 1), koje su srodne
haplogrupi H i koje zajedno sa njom pripadaju superhaplogrupi RO, prisutne su sa relativho niskom
ucestalosc¢u u srpskoj populaciji kao i u vecini ostalih evropskih populacija [2]. Druga po zastupljenosti kako
u populaciji Srbije tako i na ostatku evropskog kontinenta jeste superhaplogrupa U, u okviru koje su na-
jucestalije podhaplogrupe U4 i U5 (Tabela 1). Haplotipovi koji pripadaju podhaplogrupama U4 i U5 su,
pored U8, bili najfrekventniji u drevnim lovacko-sakupljac¢kim drustvima pre neolitske ekspanzije i Sirenja po-
ljoprivrede u Evropi [40-43]. Sa intermedijarnom ucestalo$¢u u populaciji Srbije prisutne su haplogrupe J, T
i K (Tabela 1), dok su (pod)haplogrupe N1a, N1b, I, Wi X2, koje vode direktno poreklo od superhaplogrupe
N, zastupljene sa niskim ucestalostima [2] (Tabela 1). Interesantno je da se u srpskoj populaciji, kao i u vecini
evropskih populacija, sporadi¢no uocavaju haplotipovi koji pripadaju neevropskim haplogrupama poputL,
DiC[2,28,54].
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Na osnovu prisustva i u€estalosti mtDNK haplotipova u populaciji Srbije utvrdeno je da se ova popu-
lacija odlikuje visokim nivoom geneti¢ke raznovrsnosti. Stavise, vrednost parametra raznovrsnost hap-
lotipova u populaciji Srbije, procenjena na osnovu varijabilnosti HVS-I segmenta, spada u najvece na
evropskom kontinentu, dok vrednosti ostalih parametara genetic¢ke raznovrsnosti odgovaraju rasponu de-
tektovanom u drugim evropskim populacijama [2]. Takode, u populacijama Balkanskog poluostrva detek-
tovane su visoke vrednosti parametara geneticke raznovrsnosti retkih mtDNK podhaplogrupa, sto potvrduje
njegov refugijalni karakter [2].

Geneticka struktura populacija na nivou mitohondrijskog genoma

PolozZaj populacije Srbije u Sirem evropskom kontekstu, odnosno, u matrilinealnom pejzazu Evrope,
ispitivan je u studiji Davidovic i sar., u kojoj je analizirana mtDNK varijabilnost 7.128 individua poreklom iz
20 evropskih populacija uklju¢ujuci i populaciju Srbije, predstavljenu sa 139 individua [28]. U analizama u
kojima su koris¢eni varijabilnost HVS-li HVS-ll regiona i dijagnosticke varijante kodiraju¢eg regiona mtDNK,
geografska stratifikacija populacija uo¢ena je u analizi glavnih komponenti u slu¢aju kada su ispitivane pop-
ulacije predstavljene u PC grafikonu definisanim prvom i trecom komponentom (Slika 2). Veoma znacajan
nalaz je da populacija Srbije zauzima centralnu poziciju unutar grupe juznoslovenskih populacija (Slika 2)
koja se odlikuje visokom heterogenoscu [2]. Sli¢an obrazac pokazan je i u studijama u kojima je analizirana
varijabilnost autozomnih markera u populacijama Balkanskog poluostrva i Bliskog istoka [53], odnosno u
baltickim i slovenskim populacijama [58]. Pored toga, uocena je i intra-slovenska geneti¢ka struktura koja
odgovara grupisanju slovenskih populacija u skladu sa njihovom pripadnos$¢u odgovarajucoj jezi¢koj porod-
ici (juzno-, isto¢no- i zapadnoslovenska grupa) (Slika 2). Ovakvu lingvisti¢ku stratifikaciju slovenskih pop-
ulacija dobili su i Kushniarevich i sar. na osnovu analize varijabilnosti autozomnih markera i NRY [58].

Geneticke distance srpske i drugih evropskih populacija, predstavljene preko Fg7vrednosti parova pop-
ulacija na osnovu podataka iz studije Davidovi¢ [2] o varijabilnosti HVS-I i HVS-Il segmenata 16.413 osoba
iz 35 populacija uklju¢ujudii populaciju Srbije, vizualizovane su u skladu sa geografskom distribucijom pop-
ulacija (Slika 3). Uocava se da su geografski bliske juznoslovenske populacije geneticki sli¢nije populaciji Sr-
bije (sa izuzetkom bugarske populacije) u odnosu na ostale populacije, dok se moze uociti i veca geneticka
slicnost sa populacijama isto¢no- i zapadnoslovenske grupe.

Deljeni i privatni haplotipovi

Takode, analiza udela haplotipova zasnovanih na varijabilnosti HVS-l odnosno HVS-I/HVS-Il segmenata
koji su zajednicki za srpsku i ostale evropske populacije pokazala je da srpska populacija deli najvedi proce-
nat haplotipova sa populacijama juzne Evrope i to prvenstveno sa geografski bliskim populacijama Balkan-
skog poluostrva koje pripadaju juznoslovenskoj grupi [2]. Ovakav nalaz moze se objasniti geografskom
bliskos¢u ovih populacija, ali i zajednickim kulturno-istorijskim nasledem i pripadno3s¢u istoj jezickoj porod-
ici [2]. Prilikom analize zajednickih haplotipova posebno su informativni haplotipovi male ucestalosti. Naime,
podatak da geografski udaljene populacije imaju znacajan broj zajednickih haplotipova koji su retki moze
ukazivati na znacajan protok gena izmedu njih. Druga mogucnost bi bila da su takvi haplotipovi u proslo-
sti bili rasprostranjeni na Sirem geografskom podrudju i da se tokom vremena njihova zastupljenost smanijila
ili u pojedinim populacijama izgubila. Pretrazivanjem literaturnih podataka o retkim evropskim haplotipo-
vima detektovani su haplotipovi koje srpska populacija deli isklju¢ivo sa drugim juznoslovenskim popula-
cijama, $to zajedno sa visokim procentom privatnih haplotipova u populaciji Srbije ukazuje na postojanje
mtDNK linija sprecifi¢nih za Balkansko poluostrvo [2]. Pored navedenog, srpska populacija deli haplotipove



sa isto¢no- i zapadnoslovenskim populacijama, kao i sa germanskim populacijama $to bi moglo biti
povezano sa migracijama tokom Velike seobe naroda [2].

Filogenija i filogeografija kompletnih mitogenoma

Filogenetske i filogeografske analize kompletnih mitogenoma prisutnih u srpskoj populaciji omogucile
su preciznije procene vremena nastanka pojedinih mtDNK linija kao i detektovanje linija koje su potencijalno
specifi¢ne za Balkansko poluostrvo [2, 28, 59], 5to je omogucilo sticanje boljeg uvida u poreklo i evoluciju
pojedinih mtDNK podhaplogrupa kao i uticaje razli¢itih migracija na oblikovanje mitohondrijskog genskog
fonda savremene populacije Srbije. U navedenim studijama analizirani su mitogenomi koji pripadaju
(pod)haplogrupama: H5, H6, HV (HV2, HV10i HV16), K1, U1, U2, U3, U4, U5, U7, U8, N1b, D4iL2a1. Odabrani
mitogenomi pripadaju mtDNK linijama koje su ili retke u evropskim populacijama (npr. HV, N1b, D4, L2a1 i
U1)ili su pojedine njihove grane potencijalno specifi¢ne za pojedine regione Evrope (npr. H5, H6, U4 i U5).

Medu analiziranim mitogenomima iz srpske populacije, detektovane su mtDNK podhaplogrupe koje su
najverovatnije nastale u juznoj Evropi (H5% U3a1d i U4b1alala), kao i one koje su potencijalno specifi¢cne
za Balkansko poluostrvo (K1a13a1, H6a2b, UTalc2, U4c1b1, U5b3jiK1a4l) [2, 28, 59]. Na postojanje mtDNK
linija potencijalno specifi¢nih za populacije Balkanskog poluostrva, poput K1a13a1, ukazala je studija Ko-
vacevic i sar. [53]. Naime, novodefinisana podhaplogrupa K1a13a1, procenjenog vremena nastanka od 2.6-
4.5 hiljada godina, do sada je uoc¢ena iskljucivo u populacijama Bosne i Hercegovine, Hrvatske i Srbije (Slika
4) [2]. U prilog ovome govori i studija Sarac i sar. koji su definisali lokalnu mtDNK podkladu X2q1 kao speci-
ficnu za Balkansko poluostrvo [60] i koja je detektovana i u populaciji Srbije [55]. Prisustvo mtDNK linija za
koje se pretpostavlja da su nastale na Balkanskom poluostrvu moglo bi se objasniti geneti¢kim doprinosom
autohtonih populacija koje su postojale na Balkanskom poluostrvu pre Velike seobe naroda i doseljavanja
slovenskih i drugih drevnih populacija. Kushniarevich i sar. su na osnovu analize varijabilnosti autozomnih
markera i NRY detektovali tzv. jugoisto¢no-evropsku”-geneti¢cku komponentu u populacijama Balkanskog
poluostrva [58] koja je oznacena kao autohtona za populacije koje su naseljavale ovaj region pre doselja-
vanja Slovena. Na osnovu ovog nalaza, autori su zakljucili da tokom perioda Sirenja slovenskih jezika na
Balkansko poluostrvo, koji se poklapa sa periodom Velike seobe naroda, nije doslo do znacajnijeg protoka
gena i da je ono najverovatnije posledica kulturoloske asimilacije [58].

S druge strane, filogenetske i filogeografske analize su pokazale da srpska populacija deli odredeni broj
mtDNK linija sa isto¢no- i zapadnoslovenskim populacijama (npr. U2e1b1, U2e2a1d, U4a2a, U4a2c, U4a2g1,
U4d2b, U5a2ble, U5b1a1l i HV10) Sto podrzava pretpostavke o doprinosu migracija Slovena u oblikovanju
mitohondrijskog genskog pula savremene srpske populacije [2]. Haplotipovi koji pripadaju podhaplogru-
pama U4a2a, U4a2al, U4a2b i U4a2g1 zastupljeni su u slovenskim i germanskim populacijama severne i
srednje Evrope, kao i u Finskoj, Sto ukazuje na mogucnost da su ove podhaplogrupe nastale u srednjoj
Evropi. Pocetno Sirenje razlicitih linija podhaplogrupe U4a2 moglo bi se objasniti Sirenjem kulture linearne
keramike koja je bila rasprostranjena u srednjoj i isto¢noj Evropi pre 4.3-5.2 hiljade godina [61], dok bi se nji-
hovo prisustvo u populacijama Balkanskog poluostrva moglo objasniti migracijama slovenskih plemena u
ranom srednjem veku [2].

U srpskoj populaciji detektovana je mtDNK linija K1a4d koja je pretezno zastupljena u germanskim
populacijama severne i srednje Evrope, gde je najverovatnije i nastala. Njeno prisustvo u srpskoj populaciji
moglo bi se objasniti migracijama germanskih plemena poput Ostrogota, Vizigota i Gepida, nosioca ove
podhaplogrupe, na Balkansko poluostrvo krajem IV i po¢etkom V veka nove ere [2].
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Filogenetske i filogeografske analize haplotipova koji su retki, kako na evropskom kontinentu, tako i u
srpskoj populaciji, a koji su karakteristi¢ni za druge regione, poput Bliskog istoka (N1b, HV2), isto¢ne Azije
(D4) i Afrike (L2a1) posebno su informativne za utvrdivanje doprinosa razli¢itih migracija koje su se odvijale
kroz teritoriju Balkana u oblikovanju sadasnjeg obrasca varijabilnosti mitohondrijskog genskog pula pop-
ulacije Srbije.

Retka podhaplogrupa L2a1k detektovana je do sada samo u evropskim populacijama i posto je njena
starost procenjena na oko 10 hiljada godina, pretpostavlja se da je rezultat protoka gena iz africkih popu-
lacija u Evropu tokom praistorije i da je nastala in situ u Evropi [27, 62]. U okviru podhaplogrupe L2a1k, hap-
lotip detektovan u populaciji Srbije klasifikovan je, zajedno sa tri mitogenoma iz Ceske, Slovacke i Bugarske,
u novu podhaplogrupu L2a1k1 procenjene starosti od 7.9-11.3 hiljada godina, dok su haplotipovi iz Maroka
organizovani u mladu afri¢cku podkladu L2a1k2 [2] (Slika 5). Do sada analizirani podaci su pokazali da je
podhaplogrupa L2a1k1 zastupljena iskljuc¢ivo u slovenskim populacijama koje naseljavaju region oko
Dunava. Imajuci u vidu procenjenu starost, kao i geografsku rasprostranjenost ove podhaplogrupe, pret-
postavlja se da je ona nastala i rasirila se u populacijama mezolita ili neolitskim populacijama koje su pri-
padale kulturama dunavske doline poput Starcevacke, Vincanske i kulture linearnotrakaste keramike [2].
Stoga je moguce da je podhaplogrupa L2a1k1 nastala na Balkanskom poluostrvu i da se duz Dunava Sirila
putem Sirenja neolitskih kultura. Medutim, da bi se sa ve¢om pouzdano$¢u moglo govoriti o poreklu pod-
haplogrupe L2a1k1 neophodno je ispitati mtDNK farmera koji su naseljavali teritoriju Balkanskog poluostrva
tokom neolita.

U populaciji Srbije detektovani su haplotipovi D4j8 i i D4j5 koji pripadaju isto¢noazijskoj podhaplo-
grupi D4 [28, 55] koja je prisutna i u populacijama isto¢ne Evrope [29]. Pretpostavlja se da je prisustvo ove
azijske haplogrupe u Evropi rezultat kompleksnih interakcija populacija isto¢ne i zapadne Evroazije, koje su
se odvijale od gornjeg paleolita pa do danas [63]. Prisustvo podhaplogrupa D4j8 i D4j5 u srpskoj populaciji
moglo bi se povezati sa srednjevekovnim vojnim pohodima srednjeazijskih populacija (Huna, Avara i Mon-
gola) po Evropi [64, 65] i njihovim geneti¢kim uplivom u populacije koje su ve¢ nastanjivale podru¢je Balkan-
skog poluostrva [2, 28].

Prisustvo mtDNK linija poreklom sa Bliskog istoka i/ili Kavkaza, kao $to su U3a3, U5a1a2a, K1a2iK1bic,
moglo bi se objasniti migracijama koje su se odvijale u talasima, tokom duzeg vremenskog perioda, od sev-
ernih pontskih stepa ka Balkanskom poluostrvu, pocevsi od masovnih migracija nosioca jamne kulture
tokom kasnog neolita i ranog bronzanog doba, pa sve do migracija Anta u ranom srednjem veku [59].
Bliskoisto¢no/kavkaski haplotipovi koji su mogli dospeti na Balkansko poluostrvo dolaskom nosilaca jamne
kulture [46, 66] nisu bili prisutni u populacijama farmera ranog i srednjeg neolita, dok su bliskoisto¢ne hap-
logrupe tipi¢ne za neolitske farmere mogle dospeti u ovaj region migracijama neolitskih farmera preko Male
Azije ka Balkanskom poluostrvu pocetkom kasnog holocena [28, 67]. Prosirivanjem postojecih baza poda-
taka kompletnih mitogenoma sa podacima o drevnim populacijama sa ovih prostora moglo bi dati odgovor
na pitanje o poreklu mtDNK linija koje savremena populacija Srbije deli sa populacijama Bliskog istoka i
Kavkaza.

Dinamika populacija na podrucju Srbije od poslednjeg ledenog maksimuma do danas

Sekvenciranje kompletnih mitogenoma prisutnih kod osoba sa podrucja danasnje Republike Srbije
znacajno je i zbog toga $to je omogucdilo sticanje novih saznanja o dinamici srpske populacije tokom vre-
mena. Koris¢enjem Bajesove “skyline plot” metode, Davidovic i sar. su utvrdili da je na podrucju Srbije doslo
do znacajnog smanjenja brojnosti tadasnjeg stanovnistva tokom poslednjeg ledenog maksimuma, kao i



da su postojale dve ekspanzije, prva nakon poslednjeg ledenog maksimuma koja je trajala sve do pre oko
7 hiljada godina i druga pre oko 1.6 hiljada godina, 5to se poklapa sa periodom Velike seobe naroda tokom
ranog srednjeg veka [55] (Slika 6). Prema ocekivanjima, povecéanje brojnosti uo¢eno je tokom neolitske
tranzicije koju karakterise razvoj poljoprivrede i prelazak sa lovacko-sakupljatkog na sedentarni nacin, kao
i ekspanzija populacija sa Bliskog istoka u Evropu [68]. Veoma interesantan nalaz je da je u populaciji Srbije,
odmah nakon dostizanja pika u brojnosti tokom neolitske tranzicije, pre oko 7 hiljada godina, detektovan
blag i kontinuiran pad brojnosti. Poznato je da je u pojedinim delovima Evrope tokom neolitske tranzicije
detektovan i suprotan trend u pogledu brojnosti razli¢itih neolitskih kultura, tzv. neolitski kolaps [69, 70].
PredloZeno je vise mehanizama koji mogu objasniti fenomen kolapsa neolitskih drustava, pocev od
ekoloskih promena usled narusuvanja Zivotne sredine do sukoba sa lovcima sakupljacima iz stepskih po-
drucja [71, 72]. Neka od novijih istrazivanja sprovedenih na arheoloskim nalazima drevnih populacija neolita
ukazala su na epidemiju kuge izazvane bakterijom Yersinia pestis kao mogucéim uzro¢nikom neolitskog ko-
lapsa u pojedinim regionima Evrope [73]. Medutim, da bi se sa ve¢om sigurnos¢u moglo utvrditi sta je
uslovilo pad brojnosti populacije na teritoriji Srbije tokom neolita potrebno je dodatno analizirati arhe-
oloske nalaze iz tog perioda.

Mitogenomi populacije Srbije u bazama podataka

U studiji koja se bavila detaljnom analizom varijabilnosti mtDNK linija populacije Srbije prikazani su
rezultati sekvenciranja i analize mtDNK poreklom od 226 ispitanika [55]. Na osnovu dobijenih podataka
napravljena je prva referentna baza kompletnih mtDNK populacije Srbije koja predstavlja znacajan dopri-
nos bazi podataka EMPOP koja se rutinski koristi u forenzici.

ZAKLJUCAK

Do sada dostupni podaci o raznovrsnosti mtDNK u populaciji Srbije oslikavaju zanimljivu pricu o istoriji
ove populacije primenom molekularnih markera sa Zenskom linijom nasledivanja i protoku gena usled mi-
gracija i mesanja razlicitih grupacija ljudi kroz ¢itavu istoriju. Analiza varijabilnosti mitohondrijskog gen-
skog pula stanovnika Republike Srbije intenzivirana je narocito tokom poslednje decenije, kada je
publikovano vise radova u kojima su ispitivani hipervarijabilni segmenti kontrolnog regiona i varijante kodi-
rajuceg regiona kao i kompletni mitogenomi. Uoceni spektar i raznovrsnost mtDNK linija u populaciji Srbije
kao i geneticka struktura srpske u odnosu na druge balkanske i evropske populacije su u najvec¢oj meri rezul-
tat specificnog geografskog polozaja podrucja koje ova populacija naseljava, a to je centralni deo Balkan-
skog poluostrva, za koje je poznato da je predstavljalo jedan od glacijalnih refugijuma tokom poslednjeg
ledenog maksimuma sa kojeg je otpocela post-glacijalna rekolonizacija Evrope, kao i vazan koridor za mi-
gracije ljudi u razli¢itim vremenskim periodima. Visestruke kolonizacije ovog prostora, migracije iz razlicitih
pravaca i mesanja ljudi raznovrsnog populacionog porekla kao i promene brojnosti populacija tokom vre-
mena oslikavaju izuzetno kompleksnu dinamiku populacija na ovom podrugju, koja je rezultovala veoma vi-
sokim nivoom raznovrsnosti mtDNK u savremenim populacijama Balkanskog poluostrva ukljucujudi i
populaciju Srbije. Istrazivanja na nivou mtDNK ukazuju na dva ¢inioca koja su imala vaznu ulogu u formiranju
savremenog genskog pula populacije Srbije. Prvi se odnosi na autohtone populacije koje su naseljavale
Balkansko poluostrvo pre Velike seobe naroda i ¢iji je genski pul sadrzavao geneticke tragove razlicitih
drevnih populacija iz kojih su migranti dospevali na Balkan (npr. nosioci jamne kulture). Drugi ¢inilac koji je
doveo do povecanja geneticke raznovrsnosti srpske populacije su migracije iz populacija slovenskog i ger-
manskog porekla tokom ranog srednjeg veka. Stoga se visok stepen raznovrsnosti mtDNK savremene pop-
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ulacije Srbije moze objasniti genetickim doprinosom kako slovenskih/germanskih, tako i pre-slovenskih
populacija.

Pored veoma znacajnih nalaza koji su doprineli boljem razumevanju diverziteta i porekla mtDNK linija
prisutnih u savremenoj srpskoj populaciji, istrazivanja varijabilnosti mtDNK ove populacije imaju i Sire kon-
sekvence, zbog toga 5to su doprinela sagledavanju kompleksne dinamike populacije Srbije od poslednjeg
ledenog maksimuma do danas, njenom pozicioniranju u genetickom pejzazu Evrope, kao i dostupnosti
mtDNK podataka za primenu u forenzici. Dalja istrazivanja raznovrsnosti mtDNK savremene srpske popu-
lacije kao i ostataka drevnih individua sa podru¢ja Srbije primenom savremenih metoda sekvenciranja
naredne generacije su znacajna i za sticanje novih uvida u istoriju evroazijskih populacija.

Zahvalnica

Izrada ovog rada omogucena je zahvaljujudi projektima Ministarstva nauke, tehnoloskog razvoja i ino-
vacija Republike Srbije- brojevi ugovora 451-03-47/2023-01/ 200042 i 451-03-47/2023-01/ 200007.
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Slika 1. Rekonstrukcija pravaca migracija ljudi na osnovu analize varijabilnosti mtDNK. Na slici je predstavljena distribucija glavnih linija mtDNK po kontinentima, kao i
vremenski okviri naseljavanja kontinenata. Procene vremena su izrazene u hiljadama godina pre sadasnjosti. Preuzeto iz [19] uz dozvolu John Wiley & Sons - Books;
dozvola preneta preko Copyright Clearance Center, Inc.

Referenca | H HV [HVO" [ i U* Ul U2 U3 U4 Us U6
[52] 41,03 | 085 5,13 6,84 5.13 1,71 0,00 1.71 0,85 6,84 9,40 0,00
[51] 4286 | 000 | 2.60 9.09 11,69 0,00 0.00 2.60 0,00 2.60 6,49 0,00
53] 28,57 | 0,00 | 19.05 | 9.52 476 0,00 0,00 476 0,00 9,52 4,76 0,00
[28] 4748 | 3,60 | 2.88 6,47 5,04 0,00 0,72 0,72 1,44 8.63 6,47 0,00
[54] 4339 | 699 | 2.34 8.95 739 0,39 0.00 234 1,95 542 3,12 0,00
[55] 4778 | 3,10 | 220 8,85 531 0,00 0.88 1,77 0,88 6,19 531 0,00
u7 Us | K I w x° N RO* M L Ostale N
152] 171 | 0,00 | 427 3,42 342 0,00 3.42 0.85 0,00 0,00 3,42 117
[51] 0,00 |130] 519 2,60 5,19 1,30 2.60 0,00 2,60 0,00 1,30 77
[53] 0,00 | 0,00 476 0,00 476 0,00 476 0,00 0,00 4,76 0,00 21
28] 0.72 | 0,00 7.91 0,00 2.16 1,44 2.16 0.72 0,72 0,72 0,00 139
[54] 0,00 |0,78 | 545 2.33 233 1,04 1,56 0,00 1,56 0,78 0,78 257
[55] 088 |088] 6,19 0,88 3,10 1,32 2,65 0,44 0,88 0,44 0,00 226

Tabela 1. Ucestalost mtDNK (pod)haplogrupa u populaciji Srbije dobijena u razli¢itim studijama
2 obuhvata haplogrupu HVO sa V; ® obuhvata pretezno podhaplogrupu X2; < obuhvata haplogrupu N bez haplogrupa I, W, X; ¢ obuhvata haplogrupu R0 bez haplogrupa
H, HV i HVO; ¢ obuhvata haplogrupe D i C u okviru haplogrupe M; Ostale — obuhvata haplogroupe A, BiR (bez RO, U, J i T); N - veli¢ina uzorka



02 04 06 08 10 12

=BEL g
0.304 O
—
2
i)
0244 )
=
s UKR 018 M L;
X
= e T e
=~ m&' § o
ﬁ €
a
43 TUR =
c " 3
e k]
U c
A £
|

+0.124
olTA
Y I
" GRK
02:{ DRUM

PC1 (44.48%)

Slika 2. Analiza glavnih komponenti zasnovana na ucestalosti mtDNK (pod)haplogrupa kod 20 odabranih evropskih populacija. Doprinos svake od mtDNK (pod)haplo-
grupa na raspodelu duz prve i trece glavne komponente (PC1 i PC3) prikazan je sivim italic slovima. Oznake populacija: SRB, srpska; SLO, slovenacka; HRV, hrvatska; BOS,
bosansko-hercegovacka; MAK, makedonska; BUG, bugarska; CEH, ¢eska; SLK, slovacka; POL, poljska; RUS, ruska; UKR, ukrajinska; BEL, beloruska; NEM, nemacka; AUS, aus-
trijska; MAD, madarska; ALB, albanska; ITA, italijanska; RUM, rumunska; GRK, gr¢ka; TUR, turska. Slika preuzeta iz [2].

Slika 3. Prikaz Fg7 vrednosti izmedu parova populacija, srpske populacije i 34 evropske populacije, izracunatih na osnovu varijabilnosti sekvenci HVS-1 i HVS-Il segme-
nata mtDNK. Mapa je generisana u programu R kori$¢enjem paketa “rnaturalearth’, “sp” i “ggplot2”. Podaci koris¢eni za vizuelizaciju su iz [2]. Sivom bojom oznacene su
populacije za koje nema podataka o varijabilnosti oba hipervarijabilna segmenta.
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Slika 4. Filogenetsko stablo podhaplogrupe K1a13 zasnovano na kompletnim mitogenomskim sekvencama. Haplotip poreklom iz srpske populacije uokviren je cr-
venom bojom, < obeleZava pozicije sa rekurentnim mutacijama, pozicije sa povratnim mutacijama su podvucene, pozicija sa transverzijom obelezena je sufiksom, del
obelezava deleciju, novnodefinisane podhaplogrupe predstavljene su crvenim podebljanim slovima. Procene vremena nastanka podhaplogrupa u hiljadama godina (kya)
prikazane su plavom (stopa zamena u kompletnom mitogenomu), zelenom (stopa zamena u kodiraju¢em regionu) i crvenom bojom (stopa sinonimnih zamena). Slika
preuzeta iz [2].
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Slika 5. Filogenetsko stablo podhaplogrupe L2a1k zasnovano na na kompletnim mitogenomskim sekvencama. Haplotip poreklom iz srpske populacije uokviren je cr-
venom bojom, < obeleZava poziciju sa rekurentnom mutacijom, pozicije sa povratnim mutacijama su podvucene, redefinisana podhaplogrupa je u italic formii obelezena
je crvenom bojom, novodefinisane podhaplogrupe predstavljene su crvenim podebljanim slovima. Procene vremena nastanka podhaplogrupa u hiljadama godina (kya)
prikazane su plavom (stopa zamena u kompletnom mitogenomu), zelenom (stopa zamena u kodiraju¢em regionu) i crvenom bojom (stopa sinonimnih zamena). Slika
preuzeta iz [2].

I Trendovi u molekularnoj biologiji

35



1.0ES

1.0E4{|

1.0E3

1.0E2

Trends in Molecular Biology

H ..
0

Slika 6. Bajesov “skyline plot” na kojem je prikazana promena srednje hipoteticke efektivne veli¢ine populacije tokom vremena procenjene na osnovu 226 kompletnih
mitogenoma iz Srbije. Na x osi prikazano je vreme u hiljadama godina dok je na y osi prikazana vrednost Nep (efektivna veli¢ina populacije pomnoZzena sa stopom mu-
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tacije). Preuzeto iz [55] uz dozvolu Springer Nature; dozvola preneta preko Copyright Clearance Center, Inc.
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Sekvenciranje dugih fragmenata - sledeci nivo genomskih istrazivanja
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Apstrakt

Sekvenciranje dugih fragmenata ili tre¢a generacija sekvenciranja u realnom vremenu produkuje o¢ita-
vanja pojedina¢nih molekula DNK duZine od 1 kb do nekoliko Mb sa o¢uvanim epigeneti¢kim oznakama.
Dostupne tehnologije su sekvenciranje pojedina¢nih molekula u realnom vremenu (eng. single-molecule
real-time sequencing, PacBio) i sekvenciranje kroz proteinske nanopore (Oxford Nanopore Technologies).
PacBio tehnologija zasnovana je na detekciji ugradnje nukelotida od strane pojedina¢nog molekula DNK
polimeraze u realnom vremenu, koris¢enjem fluoresecencije kao surogat markera. PacBio HiFi ocitavanja
su duzine ~15 kb sa ta¢nosc¢u >99,9%. Oxford Nanopore tehnologija izvodi sekvencu nukleotida iz pro-
mena u intenzitetu jonske struje dok DNK prolazi kroz stohasti¢ki senzor — proteinsku nanoporu. Moze se-
kvencirati fragmente DNK u rasponu od pet redova veli¢ina (20 bp do nekoliko Mb) sa tacno3c¢u dupleks
ocitavanja >99,9% kada se koriste R10.4.1 nanopore. Sa elektronskim ,gitanjem” nukleinskih kiselina, ino-
vacije kao $to su minijaturni uredaj veli¢ine dlana sa cenom <1000 dolara, sekvenciranje na terenu, digi-
talno obogacivanje ciljnih sekvenci (adaptivno uzorkovanje) i direktno sekvenciranje RNK, postali su
stvarnost. Sekvenciranje dugih fragmenata omogucilo je kompletiranje sekvence genoma ¢oveka, objav-
ljivanje drafta ljudskog pangenoma i ubrzalo je sekvenciranje genoma eukariota. Od uvodenja metode
2011. godine sekvencirano je ~1000 od 1065 genoma deponovanih u NCBI bazi. Puni potencijal metode
u izucavanju transkriptoma i epigenoma bice vidljiv u godinama koje slede. Sekvenciranje dugih fragme-
nata postaje osnova precizne medicine efikasne za sve ljudske populacije i o¢uvanja biodiverziteta, i za-
vredelo je da bude metoda 2022. godine prema ¢asopisu Nature Methods.

Kljucne reci: sekvenciranje dugih fragmenata, treca generacija sekvenciranja, sekvenciranje kroz nano-
pore, SMRT sekvenciranje, genomika
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Abstract

Long read or third-generation sequencing produces reads from 1 kb to several Mb in length with preser-
ved epigenetic marks, at the single-molecule level and in real-time. Single-molecule real-time sequencing
(PacBio) and protein nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technologies) are available technologies.
PacBio technology is based on monitoring the nucleotide incorporation by a single DNA polymerase mo-
lecule in real time using fluorescence as a surrogate marker. PacBio HiFi reads are ~15 kb in length with
>99.9% accuracy. Oxford Nanopore sequencing infers nucleotide sequence from the changes in ion cur-
rent intensity while DNA passes through a stochastic sensor — a protein nanopore. It can sequence DNA
fragments ranging in five orders of magnitude (20 bp to several Mb), with duplex read accuracy >99.9%
when using R10.4.1 nanopores. Innovations such as a miniature device of the palm-size with a price <1000
dollars, sequencing in the field, digital enrichment of target sequences (adaptive sampling) and direct
RNA sequencing have become a reality with the electronic ,reading” of nucleic acids. Long read sequen-
cing enabled completing the human genome sequence and releasing a draft of the human pangenome
reference. It has also accelerated genome sequencing of eukaryotic species. Out of 1065 genomes depo-
sited in the NCBI database, ~1000 were sequenced since its development. The full potential of the method
in studying transcriptome and epigenome will be visible in the years to come. Long read sequencing is be-
coming the basis of precision medicine effective for all human populations and biodiversity conservation
and was announced as the method of the year 2022 according to Nature Methods.

Key words: long read sequencing, third-generation sequencing, nanopore sequencing, SMRT sequen-
cing, genomics
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Otkric¢e sekundarne strukture DNK 1953. godine omogucdilo je razumevanje principa prenosenja i kori-
$¢enja genetickog materijala. Za obuhvatnije razumevanje sadrzaja, funkcije i varijabilnosti geneticke in-
formacije bilo je potrebno odrediti redosled nukleotida u genomima. Imperativ je ubrzo postao razvoj
metoda za sekvenciranje DNK ili kolokvijalno ,¢itanje” DNK. Svedoci smo da je svaki napredak u tehnologi-
jama sekvenciranja DNK omogucavao revolucionarne korake napred koji su bili i ostali klju¢ni za razume-
vanje bioloskih fenomena i impakt koji biologija ima u nauci i drustvu.

Tehnologije sekvenciranja DNK - konstantno pomeranje granica

Prva generacija sekvenciranja

Prve metode sekvenciranja DNK, Maksam-Gilbertova [Maxam-Gilbert] [1] i Sangerova [Sanger] [2], raz-
vijene su sredinom sedamdesetih godina proslog veka. Sangerovom metodom je 1977. godine prvo proci-
tan genom faga @-X174 duzine 5386 nukleotida (nt) [3]. Zatim je 1981. godine sekvenciran mitohondrijski
genom ¢oveka duzine 16569 baznih parova (bp) [4], a 1982. godine genom A faga duZine 48502 bp [5]. San-
gerova metoda oslanja se na enzimsku sintezu DNK uz koris¢enje obelezenih dideoksi nukleotida (termi-
natora sinteze) i elektroforetsko razdvajanje fragmenta DNK. Metoda sekvencira jedan po jedan fragment
DNK duzine 200-800 bp [2], a tacnost sekvenciranja (procenat ispravno ocitanih nukleotida nakon pora-
vnanja na referentnu sekvencu, eng. sequencing accuracy) je veéa od >99,9% i uzima se kao standard za se-
kvenciranja visoke tac¢nosti. Automatizacija Sangerove metode, koju je komercijalizovala kompanija Applied
Biosciences, kulminirala je 2003. godine objavljivanjem prve referentne sekvence 92% genoma ¢oveka du-
Zine 2,86 gigabaze (Gb ili 10° bp) i zavrsetkom Projekta ,Genom ¢oveka” (eng. Human Genome Project) [6].
Projekat slovi za najambiciozniji poduhvat u biologiji, trajao je ¢itavih 13 godina i kostao oko 3 milijarde do-
lara. Vodeci naucnici projekta, Frensis Kolins [Francis Collins] i Kreg Venter [Craig Venter], slozili su se da je
ovo izuzetno dostignuée samo pocetak napora da se razume genom (¢oveka) i sloZzenost bioloskih sistema,
kao i da se ste¢ena znanja primene za dobrobit Covecanstva. Od tog perioda, najpropulzivnija grana biolo-
gije postaje genomika.

Druga generacija sekvenciranja

Niska propusnost i visoka cena Sangerove metode predstavljali su ograni¢enje za sekvenciranje ge-
noma velikog broja bioloskih vrsta i sekvenciranje na populacionoj skali u cilju razumevanja geneticke va-
rijabilnosti. Progres je stimulisan ve¢ 2004. godine kada su ameri¢ki Nacionalni instituti za zdravlje (eng.
National Institutes of Health, NIH) objavili poziv za Projekat revolucionarnih tehnologija za sekvenciranje ge-
noma, vredan 70 miliona dolara sa ciljem da se u narednih 15 godina dostigne cena sekvenciranja genoma
Coveka od 1000 dolara. Projekat je doprineo razvoju raznovrsnih i inovativnih tehnologija sekvenciranja
DNK, uklju¢ujudi i danasnje vodece tehnologije druge i tre¢e generacije [7-9].

Prva komercijalizovana i dominantna tehnologija druge generacije sekvenciranja, poznatija kao se-
kvenciranje sledece generacije (eng. next generation sequencing, NGS) je Solexa-Illumina tehnologija. Njena
klju¢na novina bila je visoka propusnost zbog masivnog paralelnog sekvenciranja miliona fragmenata DNK
omogucenog klonalnom amplifikacijom na ¢vrstoj podlozi koja pravi klastere sastavljene izogromnog broja
identi¢nih fragmenata DNK [10,11]. Sledi enzimska sinteza DNK u svakom klasteru tokom koje DNK poli-
meraza kao supstrate koristi fragmente DNK iz klastera i fluorescentno obelezene nukleotide koji imaju blo-
kiranu 3°-OH grupu (reverzibilne terminatore) [12]. Nakon ugradnje jednog nukleotida, sinteza se zaustavlja
da bi se fluorescentni signal paralelno detektovao u milionima klastera. Sledi uklanjanje blokatora sa 3X-



OH grupe ugradenog nukleotida i proces se ponavlja kako bi se odredila sekvenca DNK u svakom od kla-
stera [7,8]. Sekvenca fragmenata od 50 do 500 bp moze se odrediti sa tacnosc¢u >99,9% [12,13], tako da me-
toda zajedno sa Sangerovom spada u grupu tehnologija sekvenciranja kratkih fragmenata (eng. short-read
sequencing).

U poslednjih desetak godina lllumina tehnologija omogucdila je konstantan rast obima sekvenciranja i
postala je zlatni standard. Od sekvenciranja 1,3 genoma ¢oveka sa pokrivenos¢u od 30 puta na prvim apa-
ratima, danas samo jedan aparat iz serije NovaSegX moze sekvencirati vise od 20000 humanih genoma go-
disnje po ceni jednog genoma od 200 dolara. Povecanje propusnosti metode omogucilo je i prve
populacione projekte poput ,1000 genoma“ [14]. Tehnologija je primenjena i za ocitavanje metoda funk-
cionalne genomike koje izu¢avaju strukturu hromatina, interakciju genoma i transkripcionih faktora, trans-
kriptom, interakciju RNK i RNK-vezivnih proteina, kovelantne modifikacije RNK i translatom [15-18],
omogucivsi ne samo brz napredak genomike, ve¢ i razvoj transkriptomike, epigenomike i epitranskripto-
mike. Neverovatan prodor i Siroka dostupnost tehnologije rezultovali su ogromnim brojem nau¢nih otkri¢a
vezanih za funkcionisanje i varijabilnost genoma, koji su bezmalo obelezili poslednjih 10-15 godina. Dobri
primeri za to su prepoznavanje funkcionalnosti nekodirajucih regiona genoma eukariota, ukljucujucii gene
za duge nekodiraju¢e RNK [15,19], ili razumevanje evolucije ¢oveka kroz otkri¢a vezana za genome prai-
storijskih ljudi koja su Svante Pabu [Svante Padabo] donela Nobelovu nagradu za fiziologiju i medicinu 2022.
godine [20]. lllumina tehnologija je sekvenciranje DNK ucinila i glavnhom klini¢ckom alatkom u dijagnostici re-
tkih bolesti i personalizovanoj medicini, pruzaju¢i nova znanja o genetici humanih bolesti i postavljajudi
osnov za razvoj inovativnih terapeutika [21,22]. Potencijal druge generacije sekvenciranja prepoznao je ¢a-
sopis Nature Methods proglasivsi je jos u njenom ranom razvoju za metodu 2007. godine [23].

Treca generacija sekvenciranja

lako je impakt NGS tehnologije na nauku i drustvo impresivan, tempo tehnoloskih inovacija u sekven-
ciranju nukleinskih kiselina nije opao ni u jednom trenutku. TeZilo se razvoju tehnologija sekvenciranja dugih
fragmenata (eng. long-read sequencing) kako bi se prevazisla ogranic¢enja tehnologije kratkih fragmenata u
sekvenciranju genoma visih eukariota i razumevanju transkriptoma. Dve dominantne tehnologije sekven-
ciranja dugih fragmenata su sekvenciranje pojedina¢nih molekula u realnom vremenu (eng. single-mole-
cule real-time, SMRT) kompanije Pacific Biosciences (PacBio) [24] i sekvenciranje kroz proteinske nanopore
kompanije Oxford Nanopore Technologies (ONT) [25]. Nedavno su PacBio HiFi (eng. high- fidelity) ocitavanja
duzine ~15 kb [26] i veoma duga dupleks ONT o¢itavanja duzine ~100 kb (eng. ultra-long reads) dobijena
kroz nanopore R10.4.1 [27] dostigli tacnost >99,9%. Ovaj metodoloski napredak omogucio je Konzorcijumu
od telomere do teleomere (eng. Telomere-to-Telomere Consortium, T2T) da procita preostalih 8% genoma
¢oveka i ucini dostupnim prvi kompletan referentni genom ¢oveka T2T-CHM13 duzine 3055 Gb [28]. Zbog
ovog dostignuca i potencijala sa Sirokom primenom u svim oblastima genomskih istrazivanja, sekvencira-
nje dugih fragmenata zavredelo je bude metoda 2022. godine prema ¢asopisu Nature Methods [29].

Konceptualne novine koje tre¢a generacija sekvenciranja donosi su: sekvenciranje pojedinaénih mole-
kula nukleinskih kiselina, sekvenciranje u realnom vremenu, sekvenciranje dugih fragmenta od 1 kilobaze
(kb, 10% bp) do ¢ak nekoliko megabaza (Mb,10° bp) i sekvenciranje nativnih molekula DNK sa o¢uvanim epi-
geneti¢ckim modifikacijama [9]. Dodatne novine jedinstvene za sekvenciranje kroz nanopore su elektronsko
sekvenciranje, minijaturizacija aparata do veli¢ine dlana, sekvenciranja na terenu, digitalno obogacivanje cilj-
nih fragmenata DNK (eng. adaptive sampling) i direktno sekvenciranje RNK [25]. Razvoje tree generacije
sekvenciranja otvara neverovatne mogucnosti za dalji progres u genomici i srodnim oblastima, pomerajudi
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granice u bioloskim istrazivanjima i oblastima u kojima primena bioloskih dostignuca unosi konceptualne
promene. Pored toga, primena nanopora ima potencijal da sekvenciranje nukleinskih kiselina ucini do-
stupnim u meri uporedivom sa dostupnos$¢u kompjuterskih tehnologija nakon uvodenja prenosivih ra¢u-
nara.

SMRT sekvenciranje - jedan molekul DNK polimeraze kao masina za sekvenciranje jednog
molekula DNK u realnom vremenu

Razvoj i princip SMRT sekvenciranja

Sli¢éno Sangerovoj i lllumina tehnologijama, SMRT tehnologija koristi enzimsku sintezu DNK i sekvencu
odreduje koristeci fluorescenciju kao surogat marker. Medutim, ono sto joj omogucava sekvenciranje po-
jedinacnih, nativnih, dugih fragmenata DNK u realnom vremenu je koris¢enje procesivnosti i realne brzine
polimerizacije DNK polimeraze [24]. Dve inovacije su bile klju¢ne za razvoj tehnologije. Prva je vezana za nu-
kleotide sa fluorobojom vezanom preko linkera za 5'-y-fosfat (eng. phospholinked nucleotides), koji obezbe-
duju kontinuiranu sintezu DNK [30,31]. Druga inovacija je ¢ip sa talasovodima nultog moda (eng. zero-mode
waveguides, ZMW) koji paralelno detektuje aktivnost na hiljade pojedina¢nih molekula DNK polimeraza u pri-
sustvu visoke koncentracije nukleotida u vremenskoj skali u miliseskundama [32]. Ovako dizajnirani ¢ip bio
je neophodan za precenje sinteze DNK u realnom vremenu i visoku propusnost metode. ZMW ¢ipove razila
je kompanija PacBio pod nazivom SMRT Celije (eng. SMRT cell), a potom i komercijalizovala metodu 2011. go-
dine.

SMRT ¢elija sadrzi na stotine hiljada ili nekoliko miliona ZMW-ova u kojima se fluorescencija paralelno
detektuje. Sam ZMW je nanofotonska struktura ¢iji dizajn reSava problem detekcije aktivnosti pojedinacnih
molekula DNK polimeraza koji nastaje zbog inheretnog svojstva enzima da interval izmedu ugradnje dva nu-
kleotida stohasticki varira. Predstavlja minijaturni cilindar perforiran u tanki metal, ima providno dnoi pre¢-
nik od nekoliko desetina nanometara (nm) koji je manji od talasne duzine svetlosti kojom se ekscitiraju
fluoroboje (slika 1A) [32]. Kada se laserskom svetlo$¢u osvetli ZMW, talasna duzina svetlosti je velika da bi
prosla kroz providno dno . Medutim, svetlost se ne zaustavlja na samom providnom dnu vec oslabljena pro-
dire u donji deo ZMW-a do njegove visine od 20-30 nm, ¢ime se stvara opservaciona zapremina od svega
dvadesetak zeptolitara (10 litara). Minijaturna opservaciona zapremina, za vise od tri reda veli¢ine manja
u odnosu na konfokalnu fluorescentnu mikroskopiju, obezbeduje detekciju ekscitacije jedne fluoroboje
uprkos relativno visokim koncentracijama obelezenih nukleotida (mM do mM) potrebnih DNK polimerazi
za brzu, ta¢nu i procesivnu sintezu DNK [32]. Tako, u ZMW pre¢nika 100 nm, prose¢na zauzetost opservacione
zapremine je ~0,01 do 1 molekula obelezenog nukleotida. Pored navedenih osobina ZMW-a, specifi¢na po-
vrsinska hemija na providnom dnu favorizuje imobilizaciju DNK polimeraze dok je inhibirana nespecifi¢na
adsorpcija obelezenih nukleotida [33].

U instrumentu za SMRT sekvenciranje kontinuirano se vr$i multilaserska ekscitacija i detekcija koja verno
diskriminise Cetiri spektralno razlicite fluoroboje, paralelno u ogromnom broju ZMW-ova. Puls fluorescen-
cije detektuje se pri emitovanju 99% upadne svetlosti [34]. Puls pocinje vezivanjem obeleZzenog nukleotida
za DNK polimerazu, traje dok je nukleotid vezan za polimerazu i zavrsava nakon ugradnje nukleotida u ra-
stu¢i DNK lanac (slika 1A). Oslobodeni pirofosfat sa vezanom fluorobojom brzo difunduje iz opservacione
zapremine ZMW-a. Zadrzavanje ispravnog nukleotida u aktivnom centru DNK polimeraze je mnogo duze od
vremena zadrzavanja neispravnog nukleotida (<1 ms) ili difuzije slobodnih nukleotida, prisutnih u visokim,
bioloski relevantnim koncetracijama, u opservacionu zapreminu (2 do 10 ms), $to se detektuje kao kon-



stantan pozadinski signal koji je mnogo nizi u odnosu na puls fluorescencije (slika 1A). Nakon ugradnje jed-
nog nukleotida, sledi translokacija matrice, a DNK polimeraza u aktivho mesto vezuje sledeci nukleotid, sto
oznacava pocetak sledeceg pulsa. Redosled pulsa fluorescencije zabeleZen u dijagramu zavisnosti intenzi-
teta pulsa u od vremena prevodi se u redosled nukleotida (slika 1A). Trajanje pulsa fluorescencije zavisi od
brzine ugradnje nukleotida DNK polimerazom, dok je trajanje interpulsa kombinacija vremena translokacije
i vezivanja sledeceg ispravnog nukleotida. U dokazu koncepta metode kori¢ena je j29 polimeraza jer je
izuzetno procesivna i sastoji se od jedne subjedinice [24].

Biblioteka za sekvenciranje se sastoji od topoloski kruznih molekula DNK nastalih ligiranjem oba kraja
nativnog dvolan¢anog DNK fragmenta sa jednolan¢anim adapterima koji imaju strukture ukosnice, te svako
ocitavanje sadrzi sekvencu oba lanca DNK fragmenta. Za formirane kruzne molekule vezuju se DNK poli-
meraza i prajmer komplementaran adapteru. Nakon nalivanja biblioteke na SMRT ¢eliju po jedan kruzni mo-
lekul DNK ulazi u ZMW, a DNK polimeraza se pozicionira na njegovo dno. Dodavanjem obeleZenih nukleotida
pocinje sinteza DNK i detektuje se fluorescencija svakog ugradenog nukleotida. S obzirom na to da se za pri-
premu bilioteka koriste nativni molekuli DNK i da DNK polimeraza sporije ugraduje nukleotide ako se u ma-
trici nalazi modifikovani nukleozid, prisustvo duzeg interpulsa u odnosu na referentnu amplifikovanu DNK,
ukazuje na prisustvo epigenetickih oznaka (slika 1A). Do sada su uspesno detektovani N6-metilandenozin,
5-metilcitidin, 5-hidroksimetilcitidin i 4-metilcitidin [35].

Duzina ocitavanja, ta¢nost i prinos SMRT sekvenciranja

Prose¢na duzina ocitavanja SMRT sekvenciranja iznosi od jedne do nekoliko stotina kb, a glavni ogranica-
vajuci faktor je procesivnost DNK polimeraze. Metoda se prvo oslanjala na duga kontinuirana ocitavanja
(eng. continuous long reads, CLR). Zbog duzine DNK fragmenta >30 kb, DNK polimeraza je mogla uglavnom
jednom ili rede par puta da iskoristi kruzni molekul DNK kao matricu, stvarajuci tako CLR-ove sastavljene iz
podocitavanja (eng. subreads). Tacnost sekvenciranja po podocitavanju (eng. subread accuracy) iznosi 85—
92% [9]. Obrazac gresaka je nasumican sa izuzetkom homopolimernih nizova duzih od pet nukleotida, koji
se Citaju sa tacnosc¢u od ~85%. Bioinformatickim poliranjem (eng. polishing) podocitavanja pomocu sirovih
podatka fluorescentnih pulseva dobijala se konsenzusna sekvenca vece ta¢nosti, ali standard od >99,9%
tacnosti nije mogao biti dostignut. Jo$ u originalnom radu o SMRT sekvenciranju predoceno je da bi kruzno
konsenzusno sekvenciranje (eng. circular consensus sequencing, CCS) moglo da poboljsa ta¢nost metode.
Uocleno je da poravnanje 15 ocitavanja eliminise slu¢ajne, ali ne i sistemske greske u pojedinacnim ocita-
vanjima dajuci konsenzusnu sekvencu ta¢nosti 99,3% (eng. consensus accuracy) [24]. CCS podrazumeva da
DNK polimeraza vise puta iskoristi kruzni molekul DNK kao matricu dajuci jedno ocitavanje sastavljeno iz po-
docitavanja koja i dalje imaju ta¢nost od 85-92%. Kako bi se postiglo da konsenzusna sekvenca izvedena iz
podocitavanja dostigne ta¢nost >99,9% uveden je korak pre-ekstenzije u kome DNK polimeraza zapocinje
sintezu DNK bez laserskog ocitavanja [26]. Na ovaj nacin ,eliminiSu” se osteceni fragmenti DNK na kojima
polimeraza biva zarobljena. Na osnovu zapazanja da DNK polimeraza u ZMW-u uspesno sintetise fragmente
od ~150 kb i da je potrebno da ~10 puta prepise jednolan¢anu kruznu DNK kako bi se postigla ta¢nost od
99,9%, procenjeno je da bi optimalna duzina fragmenata DNK u SMRT biblioteci trebalo da bude 10-15 kb.
Danas se ovim pristupom sekvenciraju fragmenti prose¢ne duzine ~15 kb, a maksimalno 25 kb sa tacnos¢u
konsenzusne sekvence >99,9%, zbog Cega se naziva Hifi oCitavanje. Koris¢enjem HiFi oitavanja moguce je
de novo asemblirati genom ¢oveka sa prose¢nom ta¢nosc¢u >99,8% [26].

Do sada je proizveden nekoliko generacija aparata za SMRT sekvenciranje. Aparat RSI/ koristio je SMRT ce-
liju sa ~150000 ZMW-ova. Prinos sekvenciranja (koli¢ina dobijenih podataka po jednoj ¢eliji/eksperimentu,
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eng. sequencing yield) po jednoj RSII éeliji tokom CLR sekvenciranja iznosila je 1-10 Gb [9]. Sequel Il aparat iz
sledece generacije koristi SMRT ¢eliju sa 8 miliona ZMW-ova sa prinosom CLR sekvenciranja od 160 Gb i CCR
sekvenciranja od 15-25 Gb [9]. Verzija Sequel lle moze primiti pet SMRT ¢elija, $to godisnje omogucava se-
kvenciranje 300 genoma ¢oveka. Aparat poslednje generacije, Revio Cija je prodaja pocela u prvoj polovini
2023. godine, koristi SMRT celije sa 25 miliona ZMW-ova i prinosom sekvenciranja od 90 Gb. Jedna celija je
dovoljna za sekvenciranje genoma c¢oveka po ceni od 750-1000 dolara, a posto aparat prima cetiri Celije,
godisnje moze da sekvencira 1300 genoma ¢oveka [36].

Razvoj tehnologija sekvenciranja dugih fragmenata prati razvoj razlicitih pristupa za izolovanje i precisca-
vanje DNK visoke molekulske tezine (eng. high molecular weight, HMW) jer integritet DNK predstavlja dodatni
ogranicavajuci faktor za duzinu sekvenciranih fragmenata. Tako, ve¢ina kompanija koje proizvode komplete
za izolovanje DNK u ponudiima i one za izolovanje HMW DNA. Vrlo ¢esto se koriste i razli¢ite metode za eli-
minaciju kratkih fragmenata ili odabir fragmenata Zeljene veli¢ine kako bi se dobila odredena distribucija
fragmenata i/ili poboljsao prinos sekvenciranja, imajuci u vidu da kraci fragmenti brze difunduju kroz pro-
toc¢nu Celiju i smestaju se u ZMW. S obzirom da tehnologije dugih ocitavanja koriste nativne molekule DNK,
njihova mana je potreba za mikrogramskim (mg) koli¢inama DNK.
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Slika 1. Sekvenciranje dugih fragmenata. A) SMRT sekvenciranje (eng. single-molecule real-time sequencing, Pacific Biosience). Biblioteka za sekvenciranje formira se li-
giranjem dvolancanih nativnih fragmenta DNK i adaptera u obliku ukosnice. Nastaju kruzni jednolan¢ani molekuli DNK $to omogucava sekvenciraju oba lanca datog frag-
menta DNK. Nakon dodavanja DNK polimeraze i prajmera komplementarnog adapteru, biblioteka se naliva na protocnu ¢eliju koja sadrzi na milione talasovoda nultog
moda - ZMW-ova (eng. zero-mode waveguides). Samo jedan kruzni molekul DNK sa polimerazom i prajmerom staje u jedan ZMW, a sama polimeraza se privezuje za nje-
govo dno. Nakon dodavanja nukleotida obelezenih fluorobojama vezanim za 5¢-g-fosfat, polimeraza zapocinje sintezu DNK. Zbog opservacione zapremina ZMW-a od
svega dvadesetak pikolitara (102" I) detektuje se ugradnja pojedina¢nih nukleotida u jednom molekulu DNK kroz kontinuiranu multilasersku ekscitaciju i detekciju emi-
tovane svetlosti iz pojedinacnog ZMW-a. Iz dijagrama zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena izvodi se sekvenca DNK. Na osnovu duzih interpulseva mogu se
direktno, citati” epigeneticke oznake molekula DNK, npr. N6-metiladenozin i 5-metilcitidin, jer modifikovani nukleozidi usporavaju kinetiku ugradnje nukleotida DNK po-
limerazom. B) Sekvenciranje kroz proteinske nanopore (eng. Oxford nanopore sequencing, Oxford Nanopore Technologies). Biblioteka za sekvenciranje se sastoji od nativnih
dvolancanih fragemnata DNK ligiranih za adaptere koji sadrze motorni protein i hibridizuju sa ‘privezivacem’(eng. tether). Nakon nalivanja na proto¢nu ¢eliju ‘privezi-
vac'olaksava DNK fragmentu da stigne do pore i pridrzava je za elektri¢no otpornu memebranu uronjenu u rastvor elektrolita. Funkcija motornog proteina je da topi dvo-
lan¢anu DNK i usporava kretanje jednolanc¢ane DNK kroz nanoporu. Nakon primene konstantnog napona, jednolanc¢ana DNK prolazi kroz nanoporu a intenzitet struje
opada. Promene intenziteta struje su najizreazenije pri prolasku DNK kroz senzorni region nanopore. Iz strujnog zapisa u funkciji vremena sastavljenog iz kontekstualne
informacije nastale kada se nekoliko (pet) nukleotida isotvremeno nade u senzornom regionu, izvodi se sekvenca DNK. Iz strujnog zapisa moguce je Citati” epigeneti-
¢ke oznake, jer svaka modifikacija nukleozida doprinosi promeni struje na specifi¢an nacin.



Sekvenciranje kroz proteinske nanopore - elektronsko ,citanje”
pojedinacnih molekula nukleinskih kiselina

Razvoj i princip sekvenciranja kroz proteinske nanopore

Dejvid Dimer [David Deamer] je jos 1989. godine zabelezio ideju o direktnom sekvenciranju DNK: ,Kon-
cept — DNK ¢e biti vodena kroz mali kanal, bilo razlikom u elektricnom potencijalu ili pH. Kanal ¢e provoditi
struju usled razlike u potencijalu. Kako svaka baza bude prolazila kroz kanal, desavace se promena u struiji.
Posto su baze razlicite veli¢ine, promena struje e biti proporcionalna (odgovarajucoj bazi), Cime ¢e davati
indikaciju o kojoj je bazi re¢. Detalji — Membrana mora biti veoma tanka. Kanal mora biti dimenzija preseka
DNK, priblizno 1-2 nm. Porin? Komplement?” [37]. Ova naizgled jednostavna ideja direktnog elektronskog
LCitanja” pojedinac¢nih molekula nukleinskih kiselina, a ne njihovih sintetickih kopija ili fluoresecencije kao
surogat markera, razvijala se oko 25 godina. Trebalo je dostici vedi broj tehnoloski veoma izazovnih pre-
kretnica. Razvoj tehnologije poceo je razvojem stohastickih senzora koji na osnovu promene struje nastale
usled prisustvaiili prolaza nekog analita kroz sam senzor mogu identifikovati prirodu i koncentraciju analita
[38]. Bilo je potrebno razviti i tehnike za detekcije strujnih promena reda veli¢ine pikoampera (pA) u poje-
dina¢nim senzorima (eng. stochastic sensing). Zbog biofizi¢cke osobine provodenja jonske struje i nanome-
tarskih dimenzija, membranske proteinske pore su bili kandidati za stohasti¢ke biosenzore. Prvi stohasticki
biosenzor ili proteinska nanopora kori$¢ena za detekciju nukleinskih kiselina bio je a hemolizin (aHL) bak-
terije Staphylococcus aureus i njegove geneti¢ki dizajnirane varijante [39-41]. Tokom razvoja sekvenciranja
kroz nanopore, nesto kasnije koris¢en je i porin A Mycobacterium smegmatis (MspA) [42]. Imajudi u vidu da
je najuzi prec¢nik pore 1,4 nm kod aHL i 1,2 nm kod MspA moglo se ocekivati da samo jednolan¢ane nu-
kleinske kiseline prolaze kroz poru. Ovi najuzi regioni pora predstavljaju senzorni region (ili eng. reading
head) odgovoran za diskriminaciju analita. Zatim je usledio dokaz da jednolanc¢ane DNK i RNK mogu da se
krecu kroz poru aHL kada se primeni razlika potencijala dovodedi do blokade struje [39]. Odredivanjem naj-
verovatnijeg vremena translokacije nukleinskih kiselina, reda veli¢ine mikrosekunda, i rezidualne struje
tokom translokacije, pokazano je da je moguce razlikovati bazni sastav homopolimernih nukleinskih kise-
lina, kao i bazni sastav razli¢itih homopolimernih segmenata u jednom molekulu RNK [30,40]. Nakon ovog
uspeha, trebalo je skoro jos 10 godina da se pokaZe da je moguce identifikovati pojedinacne nukleotide u
molekulu DNK imobilizovanom na modifikovanoj nanopori aHL [41], ali i 5-metilcitidin kada je upotreb-
ljena modifikovana nanopora MspA [42]. Slededi veliki izazov bilo je odredivanje sekvence iz strujnih zapisa
nastalih izuzetno brzim prolazom slobodnih nukleinskih kiselina kroz poru. Trebalo je, naime, resiti problem
smanjenja vremena njihovog kretanja za cak tri reda veliine, sa skale u mikrosekundama na skalu u mili-
sekundama. Za ,usporenje” provla¢enja DNK kroz nanopore prvo su iskoris¢ene egzonukleaze [43,44], ali je
tek upotrebom @29 polimeraze pokazano da je moguce dobiti informaciju o redosledu nukleotida u slo-
bodnom molekulu DNK tokom njegovog prolazenja kroz proteinsku nanoporu [45,46]. Koris¢enje procesi-
vnih enzima koji manipuliSu sa DNK, oznacenih kao motorni proteini u tehnologiji sekvenciranja kroz
nanopore, ne samo da je omogucdilo kontrolu kretanja slobodnih molekula DNK ve¢ i razdvajanje dvolan¢ane
DNK i odrzavanje jednolan¢anog regiona DNK u istegnutom stanju kao kada je jednolan¢ana DNK imobili-
sana na poru. Zbog duZzine senzornog regiona pore, trenutni signali struje ne odgovaraju zapisu jednog nu-
kleotida ve¢ nizu od nekoliko nukleotida tako da milisekundni signali struje zavise od konteksta, odnosno
tokom sekvenciranja citaju se ,reci” a ne ,slova”. Identifikacija nukleotida u strujnim signalima sa dodatnim
informacijama, tzv.,,pokretnim prozorima‘, zahtevala je razvoj sofisticiranih algoritama kako bi se oni pre-
veli u sekvencu nukleinske kiseline [49]. Sva ova akademska dostignuda, rezultovala su komercijalizacijom
metode kada je kompanija ONT omogucila paralelizaciju identifikacije strujnog zapisa iz ogromanog broja
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pojedinacnih pora (eng. single-channel recording) u cilju postizanja konkurentne propusnosti metode. Kroz
program rane dostupnosti tehnologije 2014. godine (eng. Min/ON Access Program) i koncept otvorenog raz-
voja sa brzom razmenom podataka, poboljsani su protokoli za pripremu uzoraka i softveri za analizu poda-
taka. Tehnologija je postala Siroko dostupna 2016. godine [25]. U poredenju sa ostalim tehnologijama, ¢ini
se da je ONT komercijalizovala tehnologiju u ranijoj fazi razvoja, sto je ¢ini tezom ali i izazovnijom za imple-
mentaciju u istrazivanjima.

Aparat za ONT sekvenciranje MinION je prvi prenosivi uredaj za sekvenciranje, velicine mobilnog tele-
fona, tezine 90 grama, napaja se preko USB priklju¢ka i kosta >1000 dolara [25,48]. Aparat moze primiti
jednu MinlON protocnu celiju (eng. MinlON flow cell) koja sadrzi 2048 nanopora utisnutih u elektri¢no ot-
pornu polimernu membranu koja je uronjena u rastvor elektrolita. Po Cetiri pore su organizovane u 512 ka-
nala, a svaki kanal je povezan sa posebnom elektrodom na senzornom Cipu cija se aktivnost kontrolise
pomocu mikroelektronskog cipa ASIC (eng. application-specific integration circuit) [48]. Zbog ove osobine, u
jednom trenutku paralelno se detektuje aktivnost maksimalno 512 pora.

Priprema biblioteke za sekvenciranje podrazumeva ligiranje dvolanc¢anih adaptera za ¢iji je jedan lanac
privezan motorni protein, a za drugi je hibridizovan privezivac (eng. tether) (slika 1B). Privezivac je oligonu-
kleotid sa holesterolom koji fragmentu DNK pomaze da stigne do pore i pridrzava ga za membranu. Pri pri-
meni konstantnog napona, kroz nanopore tece jonska struja koja omogucava da se negativno naelektrisani
jednolancani molekul DNK krece kroz nanopore od negativne (cis) ka pozitivnoj (trans) strani (slika 1B). Mo-
torni protein provlaci (usporava kretanje) nukleinsku kiselinu kroz nanoporu i ujedno topi sekundarne struk-
ture tako da jednolancani istegnuti” molekul DNK prolazi kroz nanoporu. Tokom prolaza jednolan¢ane
nukleinske kiseline kroz nanoporu dolazi do trenutnih promena jonske struje koje uzrokuje nekoliko uza-
stopnih nukleotida prisutnih u senzornom regionu pore (slika 1B). Zapisi jonske struje, tzv. vijugave 3kra-
botine (eng. squiggle), iz svake pojedinacne pore i to za svaki pojedina¢ni molekul DNK koji je prosao kroz
datu poru, analiziraju se primenom algoritama masinskog ucenja, omogucavajuéi dobijanje sekvence po-
jedinac¢nih molekula nukleinskih kiselina u realnom vremenu (slika 1B). Modifikovani DNK nukleozidi uzro-
kuju karakteristicne promene struje u poredenju sa nemodifikovanim, tako da se epigeneti¢ke oznake DNK,
kao Sto su 5-metilcitidin i 5-hidroksimetilcitidin, mogu takode detektovati u realnom vremenu (slika 1B)
[49,50].

Koris¢enjem algoritama i kontrolisanjem napona u pojedina¢nim nanoporama moguce je raditi digi-
talno obogacivanje, odnosno preferencijalno sekvenciranje ciljnog fragmenta u uzorku DNK, poznato pod
nazivom adaptivno uzorkovanje [25,51]. Dok lanac DNK prolazi kroz nanoporu, u realnom vremenu nastaje
strujni zapis koji se poredi sa o¢ekivanim obrascem strujnog zapisa ciljne sekvence. U slu¢aju njihovog po-
klapanja sekvenciranje se nastavlja, dok se u slu¢aju nepoklapanja menja napon u datoj pori (kanalu), lanac
DNK se izbacuje iz pore tako da ona moze primiti drugi lanac DNK. Adaptivno uzorkovanje uspesno je ura-
deno za ciljne regione u genomu A faga i ¢Coveka [51,52]. Digitalno obogacivanje skracuje vreme pripreme
biblioteke i samog sekvenciranja. S obzirom da je aktivni,vek” proteinskih nanopora oko 72 sata, skra¢enjem
trajanja jedne analize povecava se ukupan broj analiza koji se moze uraditi na jednoj proto¢noj celiji.

Duzina ocitavanja, ta¢nost i prinos sekvenciranja DNK kroz proteinske nanopore

Superiornost sekvenciranja kroz nanopore je duzina ocitavanja jer se metoda oslanja na fizicku tran-
slokaciju nukleinske kiseline i u teoriji bi mogla da bude neogranicena. Ipak, prose¢na duzina ocitavanja iz-
nosi 1-50 kb, N50 (duzina ocitavanja na 50% svih dobijenih ocitavanja sortiranih prema duzini) je 1-100 kb,
maksimalne duzine su >1 Mb dok rekordna iznosi 4,2 Mb [53]. U praksi je limitirajuci faktor za duzinu ocita-



vanja integritet molekula DNK koji zavisi od o¢uvanosti bioloskog uzorka i metoda za izolovanje DNK. Za izo-
lovanje HMW DNK i obogacivanje dugih fragmenata koriste se iste metode kao za SMRT sekvenciranje, dok
se za ultra-duga ocitavanja (>100 kb) preporucuje fenol-hloroformska ekstrakcija [9]. Eliminisanje kratkih
fragmenata je preporucljivo jer zastupljeniji kraci fragmenti efikasnije ligiraju sa adapterima i prolaze kroz
pore. Sa daljim poboljsanjem sadasnjeg pristupa u sekvenciranju kroz proteinske nanopore, limitrajudi fak-
tor bi mogla da bude i procesivnost motornog proteina. lako je ONT metoda prepoznata kao tehnologija koja
sekvencira duge i ultra-duge fragmente, od 2022. godine postala je jedina dostupna tehnologija koja se-
kvencira fragmente DNK u opsegu od pet redova veli¢ina - od 20 bp do nekoliko Mb, na istim aparatima i
sa istim na¢inom pripreme uzoraka [54].

Kroz kontinuirano poboljsanje senzitivnosti proteinskih nanopora, hemije za sekvenciranje i algoritama
za pozivanje baza (eng. basecalling) iz strujnih zapisa, ONT je postala tehnologija koja po ta¢nosti parira dru-
gim tehnologijama. Procenat ispravno ocitanih nukleotida po jednom ocitavanju (eng. raw read accuracy)
iznosio je 61,8% za R6 nanopore (2015. godine) [55], zatim 98,3% za R9.4.1 nanopore i hemiju 110 (2019. go-
dine)i99,5% za R10.4.1 nanopore i hemiju V14 (2022. godine) [56]. Poslednja navedena verzija pora i hemije
sa verovatno¢om >20% omogucava sekvenciranje oba lanca jednog molekula DNK (jednog po jednog) kroz
istu poru, tako da sa razvojem algoritama za dupleks ocitavanja ta¢nost sekvenciranja jednog molekula
(eng. single molecule accuracy) iznosi >99,9% [56]. Sa poveéanjem ta¢nosti pojedina¢nog ocitavanja pove-
¢ava se ta¢nost konsenzusnih sekvenci (izvedenih iz preklapajucih pojedinac¢nih ocitavanja) koja eliminise
nasumicne greske. Konsenzusna sekvenca izvedena kombinovanjem pojedinacnih ocitavanja pri target-
nom sekvenciranju (eng. single molecule consesnus accuracy) za R9.4.1 i R10.3 nanopore iznosi 99,995% pri
pokrivenosti rRNK amplikona od 25 i 15 puta, redom [56], dostizudi tacnost HiFi ocitavanja, iako se konsen-
zusne sekvence generisu na razli¢ite nacine. Pri asembliranju genoma ta¢nost konsenzusne sekvence (eng.
consesnus accuracy) izvedene na osnovu delimi¢no preklopljenih ocitavanja dobijenih kroz 10.4.1 nanopore
iznosi 99,999% za bakterijski genom pri pokrivenosti 10-20 puta i 99,994% za genom ¢oveka pri pokrivenosti
40 puta [56].

Najznacajniji napredak u ta¢nosti tehnologije postignut je uvodenjem R9 nanopora 2016. godine [57]
koje predstavljaju membranski protein CsgG (eng. Curli production assembly/transport component) bakterije
E. coli geneticki modifikovan na takav nacin da je pre¢nik senzornog regiona smanjen sa 1,2 na 0,9 nm [58-
60]. Duzina senzornog regiona je 2,0 nm i u jednom trenutku ga istovremeno okupira pet nukleotida. R10.4.1
je prva nanopora sa dva senzorna regiona (eng. dual-constriction nanopore). Jedan senzorni region je u pro-
teinu CsgG, dok se drugi nalazi u 35 aminokiselina dugom N-terminalnom delu CsgF proteina [59]. CsgF
protein je partner proteina CsgG, a njegov N-terminalni deo se ,umece” u deo CsgG pore orijentisane ka
trans strani membrane u proto¢noj ¢eliji. Dodavanje drugog senzornog regiona omogucava visoko ta¢no
sekvenciranje homopolimernih regiona duzine do 10 nukleotida [59], 5to je poznata greska obe tehnologije
sekvenciranja dugih fragmenta [9,25], a trenutno osobina po kojoj ONT ocitavanja nadmasuju HiFi ocitava-
nja.

ONT je tehnologija koju odlikuje Siroka skalabilnost. Prose¢an prinos sekvenciranja po MinlON ¢eliji je 10-
15 Gb, a maksimalna 50 Gb za 72 sata pri brzini sekvenciranja od 420 nt/sec [48]. Razvijen je adapter za MinION
aparat koji prima Flongle ¢elije sa svega 128 pora i maksimalnim prinosom sekvenciranja od 2,8 Gb za 16 sati [48].
Aparati vece propusnosti su GirdION i PromethlON [48]. GirdION prima pet MinlON ili Flongle ¢elija koje se mogu
nezavisno koristiti, tako da je maksimalni prinos sekvenciranja 250 Gb. PromethION je namenjen za projekte na
populacionoj skali sa dostupnoscu verzija koje primaju 2, 24 ili 48 PromethION ¢elija sa ~6000 nanopora orga-
nizovanih u 2675 kanala. Posecan prinos sekvenciranja PromethlION celija je 208 Gb, $to odgovara koli¢ini po-
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dataka dobijenih sekvenciranjem dva genoma ¢oveka pokrivenosti 30 puta [53], a na godisnjem nivou sa ma-
ksimalnim iskoris¢enim resursima moze sekvencirati ~15000 genoma. Sa maksimalnim prinosom sekvencira-
nja celija od 290 Gb i uz paralelno koriséenje 48 ¢elija PromethlON moZe se proizvesti ~14 Tb podataka za 72 sata.

Sekvenciranje nativhe RNK kroz proteinske nanopore

Primenom ONT tehnologije mogu se direktno sekvencirati nativni molekuli RNK sa poli(A) repom, uklju-
cujudi i epitranskriptomske oznake [35,60,61]. Za pripremu biblioteke koriste se specifican adapter sa jed-
nolancanim poli(T) nizom koji hibidizuje sa poli(A) repom nativnih RNK i dalje omogucava ligiranje adaptera
za sekvenciranje sa motornim proteinom, nakon ¢ega se biblioteka naliva na proto¢nu celiju. U cilju dobi-
janja stabilnije biblioteke i poveéanja prinosa sekvenciranja moze se uraditi reverzna transkripcija nakon
vezivanja adaptera sa poli(T) nizom, a nastali RNK-cDNK hibrid se ligira za adapter za sekvenciranje. Motorni
protein je tako orijentisan, da i u ovom sluc¢aju kroz nanoporu prolazi nativnha RNK. DuZina sekvenciranih
molekula RNK odgovara duzini nativnih RNK. Jedna Min/ON protocna Celija sa R9 porama daje 1000000 oci-
tavanja, prinos sekvenciranja je 1-3 Gb, brzina ~70 nt/s i tatnost 83-86% [48]. Ocekuje se da se brzina se-
kvnciranja RNK poveca na 120nt/s kroz R10.4. pore.

Genomika - ulazak u novu brzinu

Genomi visih eukariota, ciji je prototip genom ¢oveka, sadrze duge nizove ponovljenih sekvenci i seg-
mentalne duplikacije (nizove >1 kb koji su prisutni na vise mesta u genomu i dele >90% identi¢nosti u se-
kvenci) koje su slabo izu¢ene zbog ograni¢enja u duzini ocitavanja Sangerovog i lllumina sekvenciranja.
Jedan od glavnih motiva razvoja metoda sekvenciranja dugih fragmenata upravo je bilo sekvenciranje slo-
Zenih genoma visih eukariota. Tezi se uvidu u strukturu genoma i dubljem razumevanju funkcije, evolucije
i varijabilnosti genoma. Od posebnog interesa su geneticke varijante za koje su tehnologije kratkih ocita-
vanja ,slepe” Takve su strukturne varijante (nizovi nukleotida >50 bp koji ukljucuju insercije, delecije, in-
verzije ili translokacije DNK segmenata, eng. structural variants) i varijante u broju kopija (nizovi nukleotida
koji se razlikuju u broju kopija, eng. copy number variants). Ve¢ sada se moze reci da su metode sekvencira-
nja dugih fragmenata unele revoluciju u genomiku eukariota. Od 2022. godine dostupan je prvi kompletan
referentni genom ¢oveka T2T-CHM13 [22], dok je u maju 2023. godine objavljen prvi draft ljudskog pange-
noma [62]. Od ukupno 1065 deponovanih genoma eukariota u NCBI (eng. National Center for Biotechnology
Information) bazi, ~1000 je sekvencirano nakon razvoja sekvenciranja dugih fragmenata, a broj sekvencira-
nih genoma u prvoj polovini 2023. godine je skoro dostigao broj sekvenciranih u prethodnoj godini [63].

+Neprocitanih” 8% genoma ¢oveka nakon zavrsetka Projekta ,Genom ¢oveka” sastojao se iz ponovlje-
nih sekvenci u centromerama (2%), sekundarnim suzenjima u hromozomima 1q, 9q, 16q (1%), akrocentri¢-
nim ru¢icama hromozoma 13p, 14p, 15p, 21p, 22p (2%), distalnom regionu hromozoma Yq (1%) i
euhromatinskom regionu (19%) [6]. Ovi regioni genoma ostali su prisutni u poslednjoj verziji donedavno je-
dine dostupne referentne sekvence genoma GRCh38 (eng. Genome Reference Consortium build 38) sastav-
ljene iz 998 kontiga (kontinuiranih sekvenci dobijenih slaganjem preklapajucih olitavanja, eng. contig) [64].
Konzorcijum T2T radio je na asembliranju kompletnog genoma ¢oveka u kome jedna kontiga odgovara jed-
nom celom hromzomu (eng. telomere-to-telomere chromosome assemblies), a klju¢nu ulogu imalo je ONT se-
kvenciranje ultra-dugih fragmenata sa visokom pokriveno$¢u genoma [22]. Referentni T2T-CHR13 genom
dobijen je iz trofoblastnih ¢elija sa kompletnom hidatidiformnom molom (eng. complete hydatidiform mole),
poremecajem usled koga su izgubile genom majke i duplicirale genom oca. Sustinski, priroda genoma 46,
XX CHR13 je haploidna, a uz stabilan kariotip bio je logican izbor T2T konzorcijuma. T2T-CHR13 referentni



genom ¢oveka je duzine 3,055 Gb sa skoro 200 Mb dodate sekvence koja poptuno pokriva 8% nedostajuce
sekvence (sa izuzetkom nekih nizova ribozomske DNK koje treba razresiti). Dodata sekvenca obuhvata cen-
tromerne a-satelitte, pericentromerne HSat1-3 satelite, koji zajedno ¢ine 5,7% genoma, oko 400 gena za ri-
bozomske RNK i druge sekvence. Sadrzi 1956 predikcija za gene, od kojih su 99 protein-kodirajuci, i 3,7
miliona novih tackastih varijanti (eng. single-nucleotide variants). Nedavnim objavljivanjem T2T sekvence
hromozomaY, dobijena je potpuna i sveobuhvatna referentna sekvenca za sva 24 hromozoma ¢oveka [65].
Y hromozom je dobio >30 Mb nedostajuée sekvence u regionima sastavljenim iz dugih palindroma, tan-
demski ponovljenih sekvenci i segmentalnih duplikacija, kao i 41 proten-kodirajuci gen. T2T-CHR13 refe-
rentni genom dopunjen T2T sekvencom hromozoma Y prvi put omogudava izucavanje funkcije,
varijabilnosti i evolucije ponovljenih centromernih regiona genoma na nivou pojedinac¢nih nukleotida.

lako dostignuca od ogromnog znacaja, GRCh38 i T2T-CHR13 referentni genomi ne daju verodostojnu
informaciju o genetickoj varijabilnosti ljudskih populacija, posebno strukturnim varijantama koje imaju visoku
stopu mutacije [66] i vazne su sa biomedicinskog i evolucionog znacaja. Npr., de novo asembliranje genoma
Tibetanaca pokazalo je da strukturne varijante specifi¢ne za ovu populaciju imaju vaznu ulogu u njenom pri-
lagodavanju na veliku nadmorsku visinu [67], dok 22q11.2 delecioni sindrom sa ucestalo$¢u ~1 u 1000 fe-
tusa [68] i mutacija vezana za spinalnu misi¢nu atrofiju sa ucestalo$¢u nosilaca 1 u 40 [69] nastaju usled
nehomologne de novo mejoticke rekombinacije u regionima segmentalnih duplikacija. Zato medunarodni
Konzorcijum za referentni ljudski pangenom (eng. Human Pangenome Reference Consortium) ima za cilj da
sekvencira genome 350 osoba razli¢itog porekla do sredine 2024. godine koris¢enjem sekvenciranja dugih
fragmenata i konstruise referentni ljudski pangenom koji ¢e sadrzati veliki broj varijantnih sekvenci i bolje
reprezentovati populacionu varijabilnost. Na osnovu de novo asembliranih genoma 47 osoba sa razdvoje-
nim kopijama majcinih i oevih hromozoma (eng. phased de novo genome assembly) dobijena je prva draft
sekvenca ljudskog pangenoma [62]. lako je njegova ta¢nost od 99% za barem jedan red veli¢ine manja od
ta¢nosti referentnih genoma GRCh38 i T2T-CHR13, broj identifikovanih strukturnih varijanti po uzorku iznosi
25000 u odnosu na 7500 identifikovanih lllumina tehnologijom [66]. Ocekuje se da ¢e referentni ljudski pan-
genom omoguditi ukljuc¢ivanje desetina hiljada dodatnih alela strukturnih varijanti u studije asocijacije na
nivou genoma, da ¢e uz pristupacnije sekvenciranje dugih fragmenata povecati dijagnosticki prinos, po-
boljsati predvidanje i leCenje bolesti, a preciznu medicinu uciniti efikasnom za sve populacije.

Izuc¢avanje varijanti u broju kopija, ¢ak i na nivou samo jednog gena imalo je velikih metodoloskih ogra-
nic¢enja koja mogu biti prevazidena primenom sekvenciranja dugih fragmenata. Kao primer se mogu navesti
bolesti uzrokovane ekspanzijama tandemskih ponovljenih motiva, koje su uzrok >50 neuroloskih bolesti
[70]. Uzrocni geni za ove bolesti otkriveni su uglavnom ili devedesetih godina proslog veka koris¢enjem
mapa vezanosti genetic¢kih markera i Southen blot metode ili tek poslednjih par godina primenom sekven-
ciranja dugih fragmenata [70]. Sekvenciranje dugih fragmenata je od pomoci i za bolje razumevanje feno-
tipske varijabilnosti ovih bolesti. Na primer, miotoni¢na distrofija tipa 1 je jedna od fenotipski najvarijabilnijih
monogenskih bolesti. Izu¢avanje individualne varijabilnosti bolesnika zasniva se na primeni small-pool PCR-
a kojim se detektuje broj ponovljenih motiva, glavna ali ne i jedina geneticka varijabla koja doprinosi razvoju
fenotipa [71-73]. Obogacivanjem ciljnog lokusa pomoc¢u Cas9 usmerene ligacije adaptera i sekvenciranjem
kroz nanopore [74] moguce je u jednom eksperimentu meriti i druge (epi)geneticke varijable koje oblikuju
fenotip miotonic¢ne distrofije tipa 1: stepen somatske nestabilnosti ekspanzije, strukturne varijacije u ekspan-
zijama i nivo metilacije DNK [71-73].

Sekvenciranje dugih fragmenata i kompletna metodologija koja se koristi za poboljsanje sekvence ge-
noma ¢oveka primenjuje se za sekvenciranje genoma zivotinja i biljaka. U toku je medunarodni Projekat
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»,Genomi ki¢menjaka” (eng. Vertebrate Genomes Project) Cije je cilj asembliranje visoko kvalitetnih, kom-
pletnih referentnih genoma za ~70000 danasnjih vrsta kicmenjaka [75], kao i globalni Projekat ,Org.one”
kompanije ONT ¢iji je cilj sekvenciranje genoma kriti¢no ugrozenih vrsta u cilju o¢uvanja biodiverziteta [76].
Sekvence pangenoma paradajza i krompira, objavljene 2022. godine, ukazuju da strukturne varijante po-

vecavaju mo¢ identifikacije genetickih faktora koji se nalaze u osnovi osobina vaznih za poljoprivredu [77,78].

Transkriptomika i epitranskriptomika - na horizontu

Karakterizacije transkriptoma i epitranskriptoma su od sustinskog znacaja za razumevanje koris¢enja ge-
neticke informacije tokom razvi¢a i u odgovoru celije na signale u fizioloskim uslovima i patoloskim sta-
njima. RNK sekvenciranje zasnovano na reverznoj transkripciji, amplifikaciji PCR-om i /llumina sekvenciranju
fragmenata od 150-200 bp, omogudilo je katalogizaciju transkriptoma ogromnog broja ¢elija pracenu iden-
tifikacijom novih gena i uvidom u diferencijalnu ekspresiju genoma, alternativnu obradu RNK i opstu za-
stupljenost odredenih epitranskriptomskih oznaka [15,18,19]. Ste¢ena nova znanja iz biologije RNK
eukariotske Celije traze integraciju kako bi se dobio kompletniji uvid u slozenost i plasti¢nost (epi)tran-
skriptoma. Sekvenciranje dugih fragmenata, posebno direktno sekvenciranje RNK, upravo omogucava izu-
¢avanje medusobne zavisnosti i dinami¢nosti razlicitih varijabili molekula RNK, ukljuc¢ujuci i modifikacije
nukleozida od kojih su mnoge slabo izucene.

SMRT i ONT sekvenciranje cDNK omogucavaju sekvenciranje kompletnih molekula RNK [79,80]. Senzitiv-
nost i specifi¢cnost obe metode zavisi od integriteta molekula RNK [16]. U poredenju sa lllumina metodom
¢ija je propusnost 10°-10'° ocitavanja po eksperimentu, tehnologije dugih ocitavanja su na pocetku imale
za tri reda veli¢ine manju propusnost (10°%-10) koja je bila dovoljna da se identifikuju ali ne i da se verodo-
stojno kvantifikuju izoforme transkripata [16]. PoCetne studije su stoga donele pomak u identifikaciji alter-
nativnih izoformi transkripata na nivou tkiva, uklju¢ujudi rekordere u broju alternativnih izoformi (Dsam kod
drozofile, imunoglobulini, neureksin) i ukazale da su alternativne izoforme znacajan izvor varijabilnosti ne
samo izmedu razli¢itih tipova ¢elija ve¢ i izmedu Celija istog tipa [81-84]. Primena sekvenciranja dugih fra-
gmenata doprinela je i identifikaciji gena za duge nekodirajuée RNK, koji se anotiraju na osnovu identifiko-
vanih transkripata, i uslovila reanotaciju intergenskih dugih nekodiraju¢ih RNK ¢oveka i misa u bazi
GENCODE [85].

Direktno sekvenciranje nativne RNK kroz proteinske nanopore olak$ava odredivanje orijentacije transkripta
u genomu (eng. strand specific RNA sequencing), omogucava detekciju modifikacija nukleozida i ,¢itanje”
varijabli jednog molekula RNK iz istog seta podataka [60,61]. Time se prvi put pruza mogucnost otkrivanja
kombinacija varijabli kao $to su mesto pocetka transkripcije, kombinacija egzona (i introna), duzina poli(A)
repa, epitranskriptomske oznake i alel-specifi¢na ekspresija, koje mogu biti jedinstvene za dati transkipt.
Na primer, studija humanog transkriptoma pokazala je razliku u distribuciji duzine poli(A) repa izmedu gena
jedarnog i mitohondrijskih genoma, gena jedarnog genoma i razli¢itih izoformi transkripata jednog gena,
zatim razli¢itu distribuciju N6-metiladenozina izmedu izoformi transkripata jednog gena i skoro potpunu
alel-specifi¢nu ekspresiju gena sa majc¢inog X hromozoma [61]. Dalji izazovi u,¢itanju” RNK koris¢enjem teh-
nologija dugih ocitavanja su priprema RNK ili cDNK biblioteka svih vrsta RNK pune duZine, kao i razvoj bioin-
formatickih alatki za ta¢nije mapiranje 5" i 3’ netraslatirajucih regiona.

Uspeh primene antisens oligonukleotida u terapiji smrtonosne bolesti kao sto je spinalna misi¢na atrofija
[86] i RNK vakcina na COVID-19 bolest doprineli su propulzivnom razvoju RNK teraputika. RNK terapeutici
obavezno sadrze modifikovane nukleozide, posebno N-metilpseudouridin. Primenom direktnog RNK se-
kvenciranja pokazano je da je efikasnost ugradnje N-metilpseudouridina zavisna od konteksta sekvence
tokom in vitro transkripcije [87]. Ovo namece potrebu ne samo za rigoroznom kontrolom ¢istoce i kvantiteta



RNK terapeutika vec i kontrolom ugradnje modifikovanih nukleozida, zbog ¢ega direktno sekvenciranje
RNK ima potencijal da postane klju¢na metoda za kontrolu kvaliteta RNK terapeutika [35].

Sekvenciranje na terenu

Minijaturna veli¢ina i prenosivost MinlON aparata koji se napaja preko USB kabla, razvoj prenosivih aparata
za izolovanje DNK i pripemu biblioteke (VoITRAX kompanije ONT, aparati kompanije BentoLab), kompleti za
pripremu bibloteke za svega 10 minuta, pozivanje baza u realnom vremenu i vrsenje drugih bioinformati-
¢kih analiza bez internet konekcije omogucavaju sekvenciranje na terenu (eng. in field, point of care). Ova
aplikacija sekvenciranja kroz nanopore je od posebnog interesa kada je genomsku informaciju potrebno do-
biti u veoma kratkom vremenskom periodu, kada ne postoje adekvatni genomski resursi i kada je tesko sa-
Cuvati uzorke ili kultivisati mikroorganizme [88]. Tokom epidemije uzrokovane Ebola virusom 2015. godine
u Gvineji prvi put je pokazano da je sekvenciranjem kroz nanopore moguce uspostaviti genomsko pra-
¢enje epidemije u drzavi sa ograni¢enim resursima [89]. Rezultati su dobijani za manje od 24 sata, a samo
sekvenciranje trajalo je 15 do 30 minuta. Metoda je u kombinaciji sa LAMP izotermalnom amplifikacijom
nukleinskih kiselina (eng. loop-mediated isothermal amplification) primenjena tokom pandemije uzroko-
vane SARS-CoV2 virusom [90]. Medu brojnim primerima primene na terenu vredno pomena je sekvencira-
nje uradeno u svemirskom brodu, $to otvora potpuno nove mogucnosti astrobioloskih istrazivanja [91].
Zbog skracenja vremena analize adaptivno uzorkovanje savrieno komplementira sekvenciranju na terenu.
Demonstrirana je klini¢ka primena u dijagnostici retkih bolesti, ukljucujudi i neresene slu¢ajeve primenom
standardnih genomskih metoda [92], kao i obogacivanje malo zastupljenih vrsta u metagenomskim zajed-
nicama [93].Ipak, ono je zasada kompjuterski veoma zahtevno, ¢ak i kada se radi na osnovu pozivanja baza
[94], a ne strujnih zapisa [51,52].

Zakljucak

Od komercijalizacije tehnologija dugih ocitavanja teznja je bila poboljsanje tacnosti i propusnosti sekven-
ciranja, kao i razvoj adekvatnih bioinformatickih algoritama. Dostizanjem ta¢nosti >99,9% i proizvodnjom
aparata visoke propusnosti, SMRT i ONT tehnologije su sazrele. Dosadasnja primena u punom svetlu poka-
zuje njihov transformativan potencijal u sekvenciranju genoma i primeni u biomedicinskim istraZivanjima
i istrazivanjima biodiverziteta. Studije dokaza koncepta o njihovoj primeni u izu¢avanju transkriptoma i epi-
genoma ukazuju da nas u periodu koji sledi ¢eka dublje razumevanje slozenosti, dinami¢nosti i meduso-
bnog odnosa hromatina, transkripata i epigenetic¢kih oznaka RNK, sa mogu¢no3$c¢u dobijanja podataka o
kombinacijama varijabli jedinstvenih za pojedinaéne molekule RNK, zatim o prostornoj distribuciji pojedi-
nac¢nih RNK u jednoj ¢eliji i dinami¢nosti u odgovoru na signale koje primaju. Za ocekivati je da pored una-
predenja tehnologija i bioinformatickih analiza, jednako vazna teznja postane smanjenje troskova. Time bi
se poboljsala njihova dostupnost i ubrzalo dobijanje odgovora na nova pitanja koja se namecu kako bi se
razumela slozenost bioloskih sistema.

Elektronsko sekvenciranje nukleinskih kiselina ima veliki potencijal za dalji razvoj. Kao alternativa protein-
skim nanoporama, razvijaju se i tehnologije zasnovane na ¢vrstim nanoporama (eng. solid-state nanopores)
koje imaju mogucnost optimizacije pre¢nika pora od nekoliko nm do nekoliko mm i ve¢ daju razultate u
polju identifikacije nukleinskih kiselina, proteina, virusa [95-97]. U odnosu na proteinske nanopore, ¢vrste
nanopore su robusnije, jeftinije i imaju vedi potencijal za integraciju ogromnog broja pora u elektronskim
mikrocipovima. Glavni tehnoloski izazovi za detekciju pojedinacnih nukleotida pomocu ¢vrstih nanopora,
koji su pre dvadesetak godina stajali i pred proteinskim nanoporama, su kontrola velike brzine kretanja nu-

51



kleinskih kiselina kroz samu poru, potreba za ultra-malim porama i ultra-tankim membranama. Pomaci se
postizu sa grafenskim nanoporama koje se smatraju perfektnim materijalom za DNK sekvenciranje jer imaju
debljinu od 0,35 nm koja je skoro uporediva sa rastojanjem izmedu nukleotida u DNK [98]. Dalji progres u
elektronskom sekvenciranju nukleinskih kiselina sa svojom prenosivis¢u i moguc¢noscu sekvenciranja u ra-
sponu od pet redova veli¢ina ima potencijal za svakodnevna, brza i rutinska sekvenciranja (epi)genoma,
(epi)transkriptoma i vestackih nukleinskih kiselina kako u laboratorijama tako i na terenu.
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Stereotipija B-celijskog receptora u hronic¢noj limfocitnoj leukemiji
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APSTRAKT

Opsezne imunogeneticke studije sprovedene tokom proteklih nekoliko decenija u oblasti hroni¢ne lim-
focitne leukemije (HLL) su identifikovale grupe pacijenata koji eksprimiraju visoko homologne, skoro iden-
ticne imunoglobulinske molekule koji ulaze u sastav B-¢elijskog receptora (BCR IG). Ovaj fenomen, nazvan
,BCR stereotipija“, obuhvata oko 30% HLL i predstavlja najvazniju potvrdu uloge antigenske stimulacije u
patogenezi i evoluciji bolesti. Na osnovu sekvence CDR3 regiona teskih lanaca |G definisani su stereotipni
subsetovi koji ispoljavaju konzistentne subset-specifi¢ne bioloske i klinicke karakteristike. Neki od najza-
stupljenijih subsetova imaju i jasan prognosticki znacaj, tako da se ¢ak mogu smatrati razli¢itim varijantama
bolesti. Subklasifikacija HLL bazirana na BCR stereotipiji je omogucila kompartmentalizovan pristup u istra-
Zivanju ove bolesti, i otvorila moguénost za precizniju stratifikaciju pacijenata, kao i uspesniju prognostiku
i le¢enje, uprkos izrazitoj klini¢ckoj heterogenosti HLL.

Kljucne reci: hronic¢na limfocitna leukemija, B-Celijski receptor, stereotipija
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ABSTRACT

During the past several decades, extensive immunogenetic research of chronic lymphocytic leukemia
(CLL) led to the identification of groups of patients expressing highly homologous, almost identical B-cell
receptor immunoglobulin molecules (BCR IG). This phenomenon, termed ,BCR stereotypy’, accounts for
around 30% of all CLL and represents the strongest evidence for the role of antigenic stimulation in CLL
pathogenesis and evolution. Based on the sequence of CDR3 region within IG heavy chains multiple ste-
reotyped subsets have been defined, which display consistent subset-specific biological and clinical cha-
racteristics. Some of the most frequent subsets also exert strong prognostic significance and can be
considered to be distinct disease variants. Stereotypy-based CLL subclassification enabled compartmen-
talized approach in the research of this disease, and offered the possibility of refining stratification of pa-
tients that can improve prognostication and clinical decision-making despite extreme heterogeneity of
CLL.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, B-cell receptor, stereotypy
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Hroni¢na limfocitna leukemija (HLL) je naj¢es¢i tip leukemije adultnog doba u Zapadnom svetu i ka-
rakterise se klonskom ekspanzijom i akumulacijom zrelih CD5-pozitivnih B limfocita u krvi, kostnoj srzi i se-
kundarnim limfnim organima. Naj¢e3ce se javlja u starijoj populaciji (medijana starosti je 72 godine pri
postavljanju dijagnoze), i to predominantno kod muskaraca [1]. HLL se odlikuje izrazito heterogenim klini-
¢kim tokom i prognozom. Vedina pacijenata ima indolentnu, sporo progrediraju¢u bolest koja, u ekstrem-
nim slucajevima, moze da perzistira kao stabilna limfocitoza i nekoliko decenija bez pojave klini¢kih
simptoma. Sa druge strane, kod nekih pacijenata se razvija veoma agresivna forma HLL, gde se progresija
bolesti i potreba za le¢enjem javljaju ubrzo nakon postavljanja dijagnoze.

Intenzivna istrazivanja HLL u poslednjih 30 godina su ukazala na to da je njena klinicka heterogenost
rezultat kompleksnosti mehanizama ukljucenih u patobiologiju HLL ¢elija. HLL se danas smatra prototipom
kancera ciji su inicijacija i progresija rezultat kombinovanog efekta intrinzi¢nih genetickih abnormalnosti ma-
lignih B limfocita i ekstrinzi¢nih faktora iz tkivne mikrosredine, uklju¢ujudii antigene [2]. Tipi¢an neselekto-
vani HLL genom obuhvata oko 2000 genetickih promena u koje spadaju hromozomske aberacije, mutacije
protein-kodirajucih gena i nekodirajucih RNK, i epigeneti¢ke modifikacije [3-6]. Naj¢eS¢e hromozomske abe-
racije u HLL su delecija 13q14, trizomija 12q, delecija 11922-g23 i delecija 17p13, prisutne kod oko 80%
pacijenata [1, 3]. Geni lokalizovani u okviru minimalno deletiranog/amplifikovanog regiona u ovim aberaci-
jama su miR-15a i miR16-1 (del13q), CDK4, GLI i MDM_2 (trizomija 12), ATM i BIRC3 (del11q) i TP53 (del17p), i
uklju€eni su u regulaciju apoptoze i reparacije DNK [7-14]. Pored hromozomskih aberacija, u HLL je identi-
fikovano vise od 40 rekurentno mutiranih gena. Ove rekurentne mutacije nisu homogeno rasprostranjene
po genomu, ve¢ pogadaju gene integrisane u relativno mali broj signalnih puteva i ¢elijskih procesa. Tu
spadaju signalni putevi koji se pokre¢u medijatorima iz mikrosredine kao $to su NOTCH (NOTCHT, FBXW?7),
TLR (MYD88), MAPK/ERK (MAP2K1, BRAF, KRAS, NRAS) i NF-kB (BIRC3, NFKBIE, TRAF3), kao i unutarcelijski pro-
grami ukljuceni u kontrolu celijskog ciklusa i odgovor na oste¢enja DNK (TP53, ATM, POT1, SAMHDT), hro-
matinske modifikacije (HISTTH1E, CHD2, ZMYM3), transkripciju (EGR2, IRF4, BCOR, MED12), obradu, transport
i ribozomalno procesovanje RNK (SF3B1, XPO1, RPS15) [4, 5, 15].

lako su signalni putevi kojima se vr3i transdukcija signala sa B-¢elijskog receptora (BCR) retko pogodeni
somatskim mutacijama, ovi putevi su konstitutivno aktivni u HLL B limfocitima. Velika ekspanzija istraZi-
vanja na polju imunogenetike HLL, koja se dogodila u poslednjih nekoliko decenija, dovela je do revolu-
cionarnih otkri¢a koja su ukazala na centralnu ulogu klon-specifiénog BCR u patogenezi i evoluciji ove bolesti
[16-18]. Naime, brojni dokazi upucuju na to da je prepoznavanje odredenih egzogenih ili autoantigena,
praceno selekcijom specifi¢cnog B-celijskog klona, klju¢an dogadaj u patofiziologiji HLL [17]. Sa klini¢ke tacke
gledista, to je potvrdeno velikom terapeutskom efikasno$¢u inhibitora BCR-signalizacije, odnosno malih
molekula antagonista kinaza asociranih sa BCR (ibrutinib, idelalizib) [19-21].

STRUKTURA B-CELIJSKOG RECEPTORA | RAZVICE B LIMFOCITA

Diverzitet imunoglobulina

B-celijski receptor se eksprimira na povrsini B limfocita i sastoji se od molekula imunoglobulina (IG), koji
predstavlja antigen-vezuju¢u komponentu BCR, u kompleksu sa CD79A/79B heterodimerom, odgovornim za
signalnu transdukciju. Signalizacija preko BCR ima esencijalnu ulogu u preZivljavanju, proliferaciji i diferenci-
jaciji normalnih B limfocita, a implicirana je i u patogenezi nekih maligniteta zrelih B celija, ukljucujudi i HLL.



Imunoglobulinski molekuli (antitela) su heterodimeri sastavljeni od dva identi¢na teska (H) lanca i dva
identi¢na laka (L) lanca (k ili A), povezana disulfidnim mostovima. Oba tipa lanaca sadrze N-terminalni vari-
jabilni (V) region i C-terminalni konstantni (C) region (Slika 1a). Jukstapozicijom varijabilnih regiona H i L
lanaca (VH i VL, respektivno) se formira antigen-vezujuée mesto, od cije strukture zavisi specificnost i afinitet
IG molekula za antigen. Konstantni regioni nisu uklju¢eni u prepoznavanje antigena. Konstantni region H
lanca (CH) definise izotip imunoglobulina (IgA, IgD, IgE, IgG i IgM) i u¢estvuje u efektorskim funkcijama an-
titela tokom imunog odgovora. Pored toga, CH region ukotvljava membranski vezane IG u plazma mem-
branu B ¢elija. Varijabilni region svakog IG lanca se sastoji od Cetiri relativno konzervisana ,framework”
regiona (FR1, FR2, FR3 i FR4) i tri hipervarijabilna ,complementarity-determining” regiona (CDR1, CDR2 i
CDR3) (Slika 1b). FR regioni su odgovorni za odrzavanje arhitekture IG molekula, dok CDR regioni Hi L lanaca
formiraju povrsinu koja direktno interaguje sa antigenom. CDR3 region H lanca (VH CDR3) ispoljava najvecu
varijabilnost i predstavlja klju¢nu determinantu specifi¢nosti IG za antigen [22].

Imunoglobulinski molekuli su kodirani velikim brojem tandemski aranziranih gena koji konstituisu IGH
genski lokus (teski lanci), IGK i IGL genski lokus (k i A laki lanci). Humani IGH lokus, lociran na hromozomu
14932.33, sastoji se od Cetiri vrste gena: V (,variable”), D (,diversity”), J (,joining”) i C (,constant”), u 5’-3’
smeru. U humanom genomu prisutno je 38-46 funkcionalnih /IGHV gena, grupisanih u 6-7 familija na os-
novu homologije, 23 funkcionalna IGHD gena, 6 funkcionalnih IGHJ gena i 9 funkcionalnih /IGHC gena (Slika
2). Lokusi za lake lance ne sadrze D gene. Humani IGK lokus (hromozom 2p11.2) sadrzi klaster od 34-38
funkcionalnih IGKV gena koji su svrstani u 5 familija, 5 IGKJ gena i jedan IGKC gen. Humani /GL lokus (hro-
mozom 22q11.2) se sastoji od 29-33 funkcionalna IGLV gena, grupisana u 10 familija, i 4-5 funkcionalnih
IGLJ-IGLC tandema [24]. Identifikovane su alelske varijante mnogih /G gena, a narocito gena koji pripadaju
IGH lokusu. Treba naglasiti da je ukupan broj gena u sva 3 lokusa mnogo vedi od navedenog, zahvaljujudi
prisustvu pseudogena i ORF-ova (,open reading frame”). Pored toga, broj funkcionalnih gena u lokusu za-
visi od haplotipa, s obzirom da neki geni mogu biti deletirani ili insertovani.

Varijabilni region IG molekula se formira tokom diferencijacije B limfocita putem somatskih rekombi-
nacijaizmedu V, D i J gena (teski lanac), odnosno Vi J gena (laki lanac). Na IGH lokusu, koji se rearanzira pre
IGL lokusa, prvi rekombinacioni dogadaj dovodi do spajanja jednog od IGHD gena sa jednim od IGHJ gena,
a region izmedu rearanziranih gena biva deletiran. Dobijeni IGHD-IGHJ rearanzman se zatim rekombinuje
sa jednim od IGHV gena, formirajudi tako kompletan IGHV-IGHD-IGHJ rearanzman koji ¢e biti fuzionisan sa
IGHC genom (Cu ili C6) tokom RNK splajsinga, i eksprimiran na povrsini ¢elije kao IgM ili IgD. Produktivno re-
aranziranje jednog IGH lokusa inhibira rearanziranje IGH lokusa na drugom hromozomu (alelsko iskljucivanje),
¢ime se se obezbeduje monospecifi¢nost B limfocita [26]. Medutim, ako je rearanzman jednog alela nepro-
duktivan, bic¢e rekombinovan drugi alel, a u slu¢aju da rekombinacijom opet nastane neproduktivan re-
aranzman, Celija ¢e umreti apoptozom. Sli¢ni rekombinacioni procesi dogadaju se izmedu Vi J gena na
lokusima za lake lance. IGK lokus se rearanzira pre IGL lokusa; uspesna rekombinacija jednog IGK alela inhibira
rearanziranje drugog (alelsko iskljucivanje), kao i rearanziranje IGL lokusa (izotipsko iskljucivanje). U slu¢aju
neproduktivnog rearanziranja jednog IGK lokusa dolazi do rekombinovanja drugog IGK alela a, ako je i ta
rekombinacija neuspesna, rearanzira se IGL lokus. | ponovo, ako ni jedan od pokusaja rekombinovanja ne
dovede do nastanka produktivnog rearanzmana, ¢elija ¢e biti podvrgnuta apoptozi.

Imajudi u vidu broj gena na /G lokusima koji mogu da ucestvuju u rekombinaciji, kao i nasumi¢no spari-
vanje teskih i lakih lanaca, jasno je da B limfociti mogu da produkuju ogroman broj razli¢itih antitela (,com-
binatorial diversity”). Medutim, realan broj kombinacija je manji od teoretskih oko1,6 x 105, s obzirom na to
da se svi geni ne rekombinuju istom frekvencijom, kao i na to da nisu svi IGH-IGL parovi funkcionalni. Pored
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toga, pokazano je da V(D)J rekombinacije nisu stohasti¢ki proces, ve¢ su determinisane geneti¢kim fak-
torima i precizno regulisane tokom ontogenije [27].

Diverzitet primarnog IG repertoara (repertoar naivnih B celija) se dalje pove¢ava mehanizmom na-
zvanim ,junctional diversity”. Naime, proces somatskih rekombinacija, katalizovan grupom enzima zajednicki
nazvanim V(D)J rekombinaze, iako veoma precizan, uvodi varijabilnost na mestima spojeva V, (D) i J gena.
Rekombinacija je omogucena prisustvom konzervisanih rekombinacionih signalnih sekvenci (RSS) lociranih
na 3'kraju V gena, 5'kraju J gena i oba kraja D gena. RS sekvence, koje prepoznaju enzimi kodirani genima
RAGTiRAG2 (,recombination activating gene”), osiguravaju da V geni lakih lanaca mogu biti rekombinovani
iskljucivo sa J genima, dok na IGH lokusu IGHV geni mogu da se rearanziraju samo sa IGHD genima, a IGHD
samo sa IGHJ genima. Tokom ovog procesa dedava se ,trimovanje” krajeva gena koji se rekombinuju delo-
vanjem egzonukleaza, adicija kratkih palindromskih sekvenci, kao i insercija nasumi¢nih nukleotida (katali-
zovana terminalnom deoksinukleotidil transferazom, TdT) [28]. Nasumi¢nom delecijom i adicijom nukleotida
tokom IGHV-IGHD i IGHD-IGHJ ligacije formiraju se dva N regiona (N1 i N2) koji predstavljaju izvor ekstremne
varijabilnosti VH CDR3, lociranog na mestu VDJ spajanja (,/GHV-IGHD-IGHJ junction”) (Slika 1b). Diverzitet VH
CDR3, kako po pitanju duzine, tako i po pitanju amino-kiselinske sekvence, rezultira u produkciji mnogo
Sireg |G repertoara (do 10" razli¢itih IG) nego sto bi bilo moguée samo na osnovu kombinovanja razlicitih
~.germline” gena.

Diverzifikacija antitela se nastavlja nakon susreta sa antigenom (sekundarni |G repertoar) putem so-
matskih hipermutacija i ,class-switch” rekombinacija, ¢ime nastaju B limfociti sa ogromnim opsegom anti-
genskih specifi¢nosti (vidi slededi odeljak).

Diferencijacija B limfocita

Diferencijacija B limfocita je visestepeni proces podeljen u dve faze: antigen-nezavisnu fazu, koja se
odvija u kostnoj srzi (i fetalnoj jetri), i antigen-zavisnu fazu u sekundarnim limfnim organima.

Prvi stadijum u diferencijaciji B limfocita u kostnoj srzi predstavlja rana pro-B ¢elija, koju definise poce-
tak IGHD-IGHJ rekombinacija. Spajanje IGHV gena sa IGHD-IGHJ rearanZzmanom desava se u stadijumu kasne
pro-B celije, i dovodi do transkripcije i sinteze u teskog lanca, koji sadrzi IGHV-IGHD-IGHJ kompleks vezan
za Cu. u teski lanac je pretezno citoplazmatski, ali moze biti i asociran sa surogat lakim lancima i, u komple-
ksu sa CD79A/CD79B, prolazno eksprimiran na povrsini ¢elije kao pre-BCR. Nakon toga nastupa slede¢i sta-
dijum diferencijacije, tzv. stadijum male pre B-celije, u kome se desSavaju rearanzmani lokusa za lake lance,
¢ime je omoguceno sparivanje prethodno sintetisanih u teskih lanaca sa IGK ili IGL, odnosno formiranje
IgM. Ekspresija povrsinski-vezanog IgM kao integralnog dela BCR defini$e stadijum nezrele B ¢elije. U ovoj
fazi se eliminisu autoreaktivni B klonovi, ili se njihova specifi¢cnost menja putem editovanja receptora ili za-
mene IGHV [29]. Nezreli B limfociti migriraju u slezinu gde postaju nezrele naivne B celije. Kao rezultat al-
ternativnog splajsinga IGH transkripata, koji dovodi do fuzije IGHV-IGHD-IGHJ gena sa Cu ili C5, ove Celije
koeksprimiraju membranski-vezane IgM i Ig D sa istom antigenskom specifi¢cnoscu.

Naivni B limfociti su smesteni u sekundarnim limfnim organima (slezini, limfnim ¢vorovima i mukozal-
nim limfnim tkivima) gde dolazi do njihovog susreta sa razli¢itim antigenima. Vezivanje BCR za odredeni
antigen pokrece signalnu kaskadu koja aktivira B ¢eliju, Sto dovodi do proliferacije antigen-specifi¢cnog klona
i, na kraju, do diferencijacije u plazma ¢elije, koje sekretuju specifi¢na antitela, i memorijske celije. U zavi-
snosti od ucesca T limfocita u aktivaciji B Celija, razlikuju se dva tipa odgovora na antigensku stimulaciju.
Bakterijski polisaharidi i lipopolisaharidi mogu direktno da aktiviraju B limfocite (T-nezavisan odgovor), sto



dovodi do brze produkcije IgM. Nasuprot tome, odgovor na proteinske antigene je T-zavisan i zahteva in-
terakciju B celija sa CD4+ T Celijama i antigen-prezentujucim ¢elijama. Nakon aktivacije posredovane T ¢eli-
jama, proliferiuci B limfociti migriraju dublje u limfni ¢vori¢, formirajudi strukturu pod nazivom ,germinalni
centar”. U visoko specijalizovanoj mikrosredini germinalnih centara B ¢elije pocinju da proliferisu velikom br-
zinom, pri ¢emu podlezu somatskim hipermutacijamai,class-switch” rekombinacijama.

Proces somatskih hipermutacija (SHM), posredovan enzimom AID (,activation-induced” citidin deami-
naza), uvodi tackaste mutacije u rearanzirane /G lokuse i to stopom koja je 10° puta veca od stope sponta-
nih mutacija drugih gena. SHM se uvode u varijabilne regione H i L lanaca, dok konstantni regioni nisu
zahvaceni. SHM preferencijalno ciljaju specifi¢na,vru¢a mesta” (RGYW ili njemu inverzni WRCY motiv), tran-
zicije su ¢eSce od transverzija, i akumuliraju se kako u FR tako i u CDR regionima [30]. Mutacije koje dovode
do amino-kiselinske zamene (,missense” mutacije) su koncentrisane u CDR regionima, s obzirom da one
menjaju afinitet IG za antigen. S druge strane, one su retke u FR regionima jer bi tako mogle da naruse osno-
vnu arhitekturu IG molekula, i tu preovladuju,,silent” mutacije. Proces SHM moze da dovede i do uvodenja
malih insercija i delecija, ali je ovo redak dogadaj i njegov mehanizam je drugaciji od SHM posredovanih AID
enzimom.

Akumulacijom SHM nastaje klonalno potomstvo aktivirane B Celije sa diverzifikovanim IG repertoarom
i, stoga, razli¢itim afinitetom za antigen. Ove ¢elije zatim podlezu selekciji antigenom: B ¢elije koje efikasno
prepoznaju antigen prezentovan od strane folikularnih dendriti¢nih ¢elija primaju signale za prezivljavanje,
putem aktivacije BCR i kostimulacije T ¢elijama, i nastavljaju da proliferidu, dok B ¢elije koje ne vezuju anti-
gen ili ga vezuju niskim afinitetom umiru apoptozom. Visestruke runde proliferacije, SHM i selekcije dovode
do tzv. ,afinitetnog sazrevanja“, odnosno produkcije B limfocita sa sve ve¢om specifi¢nosc¢u i afinitetom za
antigen. Uporedo sa afinitetnim sazrevanjem, odvijaju se ,class-switch” rekombinacije (takode posredo-
vane AID) koje dovode do fuzije IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana sa nizvodnim C genom, $to omogucava sin-
tezu drugih IG izotipova osim IgM i IgD, ali sa istom antigenskom specifi¢cnos¢u [31]. Selektovane B celije na
kraju ovog procesa napustaju germinalni centar i zavrsavaju svoju diferencijaciju u visoko specifi¢ne plazma
Celije i memorijske ¢elije sa odredenim efektorskim funkcijama.

SHM i, class-switch” rekombinacije dalje povecavaju varijabilnost IG molekula i, u kombinaciji sa pret-
hodno opisanim mehanizmima,combinatorial”i ,junctional” diverziteta, omogucavaju produkciju do 10"
razli¢itih antitela [24]. Potencijal B limfocita da proizvedu tako ogroman repertoar |G ima, medutim, visoku
cenu, s obziroma da na putu diferencijacije dolazi do gubitka velikog broja ¢elija. Naime, mehanizmi kojima
se kreira diverzitet IG mogu dovesti do formiranja neproduktivnih rearanzmana, usled rekombinacije ne-
funkcionalnih pseudogena, ,out-of-frame” fuzija, nastanka stop kodona na mestima spajanja rekombino-
vanih gena, kao i uvodenjem stop kodona i ,frameshift” mutacija tokom SHM. Pored toga, ,missense”
mutacije indukovane procesom SHM mogu da poremete strukturu IG molekula ili da smanje njegov afini-
tet za antigen. Kao sto je ve¢ napomenuto, B limfociti koji ne uspeju da formiraju produktivni rearanzman
HiL lanaca, te ne mogu da produkuju funkcionalna antitela, umiru apoptozom.

IMUNOGENETIKA HLL - RETROSPEKTIVA

Uloga BCR u patogenezi HLL je dospela u prvi plan zahvaljujudi studijama iz 1990-tih godina u kojima su
otkrivene restrikcije u genskom repertoaru IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana HLL B limfocita, odnosno preovladi-
vanje odredenih IGHV genskih familija (IGHV1>IGHV3> IGHV4) i IGHV gena (npr. IGHV1-69, IGHV3-7, IGHV4-34),
$to je ukazalo na selekciju B progenitora koji eksprimiraju odredeni BCR [32-35]. Rezultati ovih pionirskih studija
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su inspirisali dalja istraZivanja na polju imunogeneticke karakterizacije HLL, i ubrzo je otkriveno da veliki broj HLL
pacijenata eksprimira klon-specifi¢ni BCR IG sa somatskim hipermutacijama, ¢ime je opovrgnuto dotadasnje
shvatanje da je HLL malignitet antigen-naivnih B ¢elija, i prvi put ukazano na ucesce antigena u razvoju ove bo-
lesti. Pokazano je da se patern SHM razlikuje kako kvantitativno (broj), tako i kvalitativno (tip i distribucija) u za-
visnosti od IGHV gena u klon-specificnom IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmanu. Pored toga, odnos izmedu broja
+missense”i,silent” SHM (visok u CDR regionima, a nizak u FR regionima) ukazao je na potrebu za odrzanjem
funkcionalnosti BCRIG, odnosno na selekciju antigenom [35].

Sledeca velika prekretnica u izu¢avanju HLL dogodila se 1999. godine kada su dve istrazivacke grupe,
nezavisno jedna od druge, dosle do otkri¢a da se HLL pacijenti mogu podeliti u dve grupe sa razli¢itim kli-
ni¢kim tokom i ishodom bolesti u zavisnosti od prisustva SHM u IGHV genu klon-specificnog BCR IG. Paci-
jenti sa znacajnim SHM opterecenjem (<98% identi¢nosti izmedu rearanziranog i odgovarajuceg,germline”
IGHV gena;,mutirana HLL, M-HLL) imaju blazi tok bolesti i povoljnu prognozu, nasuprot pacijentima sa vi-
sokim stepenom identi¢nosti (>98%; ,nemutirana HLL", N-HLL) koji imaju agresivnu formu bolesti i losiju
prognozu [36, 37]. IGHV mutacioni status je do danas ostao najpouzdaniji prognosti¢ki marker u HLL, ne-
zavisan od klini¢kog stadijuma i drugih biomarkera [38, 39]. Sto je jo$ vaznije, to je i najstabilniji marker, koji
se moze odrediti u bilo kom trenutku bolesti, ¢ime se razlikuje od drugih prognostickih i prediktivnih mar-
kera (ukljucujuci i hromozomske aberacije) koji se menjaju tokom evolucije HLL [15, 40]. Ipak, treba nagla-
siti da binarna podela na M-HLL i N-HLL ne odslikava u potpunosti klinicku heterogenost HLL, s obzirom da
neki M-HLL pacijenti imaju stabilnu bolest bez potrebe za le¢enjem, dok kod drugih ona ipak progredira u
agresivnu formu [41]. U novije vreme se pokazalo da je IGHV SHM status ujedno i znacajan prediktivni mar-
ker. Naime, N-HLL pacijenti mnogo bolje odgovaraju na nove ciljane terapije (BCR i Bcl2 inhibitori) nego na
hemoimunoterapiju koja je efikasna kod M-HLL pacijenata bez visoko rizi¢nih genetickih lezija (TP53 i/ili
ATM aberacije) [1, 42-45]. Zato se danas odredivanje ovog biomarkera smatra esencijalnim za donosenje
odluke o prvoj liniji terapije za sve HLL pacijente, kako u svakodnevnoj klini¢koj praksi, tako i u klinickim
studijama [1].

Veliki interes za IGHV mutacioni status, i sa bioloSkog i sa klini¢ckog stanovista, doveo je do nagle aku-
mulacije podataka o velikom broju HLL-specifi¢nih BCR IG i pokrenuo detaljnije analize njihove moleku-
larne konfiguracije. Nekoliko godina nakon otkrica prognostickog znacaja IGHV SHM statusa primeceno je
da oko 50% HLL IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana koji sadrze IGHV3-21 gen imaju skoro identican VH CDR3.
Stavise, kod ovih pacijenata je detektovana i restrikcija u lakom lancu IG, posto je on uvek bio kodiran IGLV3-
21 genom [46, 47]. Imajuci u vidu da je verovatnoca da dva razli¢ita B-celijska klona eksprimiraju identican
BCR IG prakti¢no zanemarljiva (oko1072), bilo je jasno da nije u pitanju slu¢ajnost, ve¢ da je verovatno re¢ o
selekciji datih B celija nekim zajedni¢kim antigenskim epitopom. Ubrzo zatim, nekoliko studija je pokazalo
da restrikcije u IGHV repertoaru i VH CDR3 amino-kiselinskoj kompoziciji nisu ograni¢ene samo na sluca-
jeve sa IGHV3-21 genom, ve¢ da su odlika znacajne frakcije HLL [48-52]. Ovi visoko homologni BCR IG pri-
sutni kod nesrodnih i na druge nacine nepovezanih HLL pacijenata su nazvani,stereotipnim BCR” [50].

STEREOTIPIJA B-CELIJSKIH RECEPTORA - KLASIFIKACIJA U STEREOTIPNE SUBSETOVE

Od otkri¢a BCR stereotipije 2004. godine pocelo je intenzivno proucavanje ovog fenomena. Kako su
studije postepeno obuhvatale sve vece kohorte HLL pacijenata, progresivno je rastao i broj identifikovanih
razli¢itih grupa pacijenata sa karakteristiénim prototipskim BCR G (tzv.,stereotipni subsetovi”), kao i ukupna
frekvencija stereotipije [48-59] (Slika 3). Ova istraZivanja su otvorila niz novih pitanja: 1) da li je stereotipija
prisutna samo u frakciji HLL, ili ¢e obuhvatiti sve pacijente ukoliko se ispita dovoljno veliki broj slu¢ajeva; 2)



koliko ima stereotipnih subsetova i koja je njihova ucestalost; 3) da li je BCR stereotipija karakteristicna samo
za HLL ili postoji i kod drugih B-celijskih maligniteta, i koji je njen bioloski i klinicki znacaj.

Polazna tacka u definisanju sterotipnih subsetova bili su IGHV gen i kompozicija VH CDR3, s obzirom
na njihovu ulogu u vezivanju antigena, a time i selekciji B ¢elija. VH CDR3 je klju¢an za oblikovanju antigen-
vezujuceg mesta, tako da IG sa slicnom VH CDR3 amino-kiselinskom sekvencom imaju sli¢nu 3D strukturu
i specifi¢nost za antigen [22]. Zato je prvobitni set kriterijuma za klasifikovanje BCR IG u isti stereotipni sub-
set podrazumevao: 1) prisustvo istih IGHV, IGHD i IGHJ gena; 2) upotrebu istog okvira itanja IGHD gena, i 3)
identi¢nost VH CDR3 amino-kiselinske sekvence >60% [48, 50]. Ovaj inicijalni pristup je uskoro modifikovan,
jer je uo¢eno da su u nekim slu¢ajevima IGH sa razli¢itim IGHV genima imali isti VH CDR3 i IGL partnere. IGHV
geni su, u ovim slucajevima, uvek pripadali istom filogenetskom klanu i imali su homologne primarne se-
kvence s obzirom da poticu od zajednickog ancestralnog gena [60, 61]. Tako je pokazano da sekvence IGHV-
IGHD-IGHJ rearanzmana mogu da klasteruju zajedno, odnosno da se svrstaju u isti subset, ako sadrze razli¢iti
IGHV gen aliizistog klana, iste IGHD i IGHJ gene, i ako imaju zajednicke amino-kiselinske motive u VH CDR3.
Tipic¢an primer je subset #1 koji se karakterise prisustvom IGHD6-19 i IGHJ4 gena u kombinaciji sa vise razli-
¢itih IGHV gena (IGHV1-2,IGHV1-3,1GHV1-8,IGHV1-18, IGHV5-10-1,IGHV5-51, IGHV7-4-1) koji svi pripadaju fi-
logenetskom klanu | [50, 53]. Sli¢no je i sa subsetovima #12 (IGHV1-2 i IGHV1-46), #59 (IGHV1-58 i IGHV 1-69)
i #77 (IGHV4-4iI1GHV4-59) [53, 54].

Sa porastom broja sekvenciranih HLL IGHV-IGHD-IGHJ rearanZmana pojavila se potreba za njihovom auto-
matizovanom analizom, i ubrzo su razvijeni specijalizovani bioinformaticki alati koji su omogucili identifikaciju
i klasterovanije sli¢nih VH CDR3 sekvenci [56]. To je dovelo do uspostavljanja novog seta kriterijuma za definisa-
nje subsetova koji se i danas koristi, a podrazumeva da je za klasifikovanje rearanzmana u isti subset neopho-
dno: 1) prisustvo IGHV gena koji pripadaju istom filogenetskom klanu (I, Il ili lll); 2) identi¢na duzina VH CDR3 i
prisustvo definisanih amino-kiselinskih motiva (identi¢nih amino-kiselina na kriti¢nim pozicijama u VH CDR3),
i 3) najmanje 50% identi¢nosti i 70% slicnosti amino-kiselinske sekvence VH CDR3 [56, 57]. Ovaj pristup je prvi
put primenjen u studiji iz 2012. godine koja je obuhvatila do tada najveci broj HLL pacijenata, preko 7000 [57].
Na osnovu jedinstvenih VH CDR3 motiva, u ovoj studiji je identifikovano vise stotina stereotipnih subsetova i oko
30% svih analiziranih IGHV-IGHD-IGHJ rearanzmana je klasifikovano u stereotipnu frakciju HLL. Veéina identifi-
kovanih subsetova je sadrzala samo po nekoliko slu¢ajeva (,minor” subsetovi), dok je u 19 subsetova klastero-
valo po vise od 20 IGHV-IGHD-IGHJ sekvenci i oni su nazvani,major” stereotipnim subsetovima.,Major” subsetovi
su u ovoj studiji obuhvatili 41% svih stereotipnih rearanZzmana i 12,4% celokupne HLL kohorte. Sli¢cna metrika
se zadrzala i u studiji iz 2017. godine, sprovedenoj na oko 20000 pacijenata, dok je donekle promenjena u naj-
novijoj studiji iz 2021. godine koja je obuhvatila oko 30000 slucajeva i u kojoj je ¢ak 41% rearanzmana klasifi-
kovano u stereotipne subsetove [58, 59]. U ovoj, do sada najvecoj studiji, identifikovano je 10 novih ,major”
subsetova, dok je 19 subsetova prethodno oznacenih kao,major” zadrzalo svoje relativne frekvencije; svi,major”
subsetovi su sadrzali po minimum 60 slu¢ajeva (0,2% kohorte). Na nivou celokupne kohorte,,major” subsetovi
su bili zastupljeni sa 13%,,minor” sa 28%, dok je ostatak predstavljao heterogenu (nestereotipnu) frakciju (59%)
(Slika 4). Poredenje svih navedenih studija je pokazalo da, iako je sa porastom broja ispitivanih HLL pacijenata
rastao i broj subsetova, frekvencija stereotipije se nije povecavala proporcionalno veli¢ini kohorte, vec je dosti-
gla plato od 0ko30% pri kriti¢noj velicini od oko 2500 sluc¢ajeva (Slika 3).

Analizirani su i odnosi izmedu BCR stereotipije i drugih imunogenetickih karakteristika HLL, kao $to
su IGHV genski repertoar i SHM status. Tako je pokazano da se IGHV repertoar stereotipne i heterogene frak-
cije HLL znacajno razlikuju; rearanzmani sa IGHV1-69 i IGHV3-21 genom su ¢e$¢i u stereotipnoj HLL, rearan-
zmani sa IGHV3-23 u heterogenoj HLL, dok su rearanZmani sa IGHV4-34 genom zastupljeni sa slicnom
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ucestalo3¢u u ove dve frakcije [59]. Pored toga, primeceno da je udeo stereotipnih BCR IG veci u N-HLL nego
u M-HLL, kao i da postoje znacajne razlike u IGHV repertoaru i kompoziciji VH CDR3 stereotipnih subsetova
u ove dve pogrupe HLL. Na primer, rearanzmani klasifikovani u subsetove #3, #5, #6, #7 i #8 sadrZze nemuti-
rane IGHV gene (IGHV1-69, IGHV1-2, IGHV4-39) i VH CDR3 sa dugackim subset-specifi¢nim amino-kiselin-
skim motivima [41, 53,57, 59]. S druge strane, stereotipni subsetovi u okviru M-HLL uglavnom sadrze gene
iz IGHV4 familije (IGHV4-34, IGHV4-59, IGHV4-4), a VH CDR3 motivi su definisani pomoc¢u samo nekoliko amino-
kiselinskih ostataka. Pored toga, SHM profili ovih subsetova se znacajno razlikuju, ¢ak i medu subsetovima
sa istim IGHV genom [53, 57, 59]. To je narocito upadljivo u slu¢aju subsetova #4, #16, #29 i #201 koji svi sa-
drZe mutirani IGHV4-34 a imaju razli¢it spektar rekurentnih i subset-specifi¢nih SHM, sto je verovatno odraz
razli¢itog tipa antigenske stimulacije [58].

Kristalografske analize i in silico modelovanje klonotipskih BCR IG pokazali su visok stepen sli¢nosti 3D
strukture BCRIG koji pripadaju istom stereotipnom subsetu, 3to je jos jedna potvrda da je klasterovanje na
osnovu homologije primarne sekvence |G opravdano [62-64]. Ove analize su ukazale i na sposobnost ho-
motipskih interakcija BCR koji pripadaju odredenim subsetovima. Na primer, specifi¢ni amino-kiselinski
motiv u VH CDR3 subseta #4 omogucava homotipsko prepoznavanje receptora, $to dovodi do njihovog
kros-linkovanja na povrsini B limfocita i pokretanja unutarcelijske signalne kaskade (autonomna BCR si-
gnalizacija) [63]. Homotipske interakcije su primecene i u subsetu #2, ali se u ovom slu¢aju ostvaruju putem
lakih lanaca IG, a za kontakt je klju¢na jedna point mutacija u IGLV3-27 genu [65].

U cilju ispitivanja tzv.,veza viSeg reda” izmedu stereotipnih subsetova, u najnovijim studijama je razvi-
jen novi bioinformaticki pristup kako bi se identifikovali klasteri slicnih subsetova [59, 66]. To je podrazu-
mevalo relaksiranje kriterijuma za definisanje subsetova, tako da su u isti klaster subsetova klasifikovani oni
sa IGHV genima iz istog filogenetskog klana, ali je bilo dozvoljeno da se duzina VH CDR3 i karakteristi¢ni
amino-kiselinski motiv razlikuju do dva amino-kiselinska ostatka. Na taj nacin je otkriveno da 156 razlicitih
~minor” subsetova ispoljava visok stepen slicnosti sa 21 od ukupno 29, major” subsetova. Ovi,minor” sub-
setovi su nazvani satelitskim subsetovima” i ¢inili su oko 3% celokupne ispitivane HLL kohorte, odnosno
7,5% stereotipne frakcije [59] (Slika 4).

KarakteristiCan primer,major” subseta i njegovog satelita su subset #1 i subset #99 koji sadrze IGHV gene
iz filogenetskog klana | (familije IGHV1/5/7) i imaju slicne VH CDR3 koji se razlikuju samo u duzini (13 amino-
kiselina u subsetu #1i 14 amino-kiselina u subsetu #9) [59]. Drugi primer je subset #2, najvedi stereotipni sub-
set (0ko2,5% HLL), definisan prisustvom IGHV3-21/IGLV3-21 genskog para, kratkim VH CDR3 (9 amino-kiselina)
i amino-kiselinom Asp ili Glu na poziciji 3 u okviru VH CDR3. Ovaj karakteristi¢an amino-kiselinski ostatak je
prisutan u 8 satelitskih subsetova koji svi sadrze gene iz familije IGHV3 i imaju VH CDR3 dugacke 7-11 amino-
kiselina. Najveci od satelita je subset #169, koji inae spada u,major” subsetove i ¢ini 0,2% HLL, a slican je sub-
setu #2 jer: 1) sadrzi gen IGHV3-48 koji je 97% identi¢an genu IGHV3-21; 2) sadrzi L lanac kodiran IGLV3-21
genom; 3) duzina VH CDR3 je 9 amino-kiselina, i 4) sadrzi iste rekurentne SHM kao subset #2 [66]. Koklaste-
rovanje subsetova #2 i #169 je podrzano i drugim sli¢nostima, kao $to je visoka frekvencija SF3B7 mutacija
(45% u subsetu #2 i 43% u subsetu #169) u odnosu na generalnu HLL populaciju (5-8%), homotipske inte-
rakcije BCR, visok nivo intraklonalne diverzifikacije i agresivni tok bolesti [59, 63, 66-69].

Na kraju, treba naglasiti da BCR stereotipija nije ekskluzivitet HLL, ve¢ je detektovana i u drugim B-ce-
lijskim limfomima, kao sto su limfom,mantle” ¢elija i spleni¢ni limfom marginalne zone, ali sa znacajno ma-
njom frekvencijom. Poredenje HLL stereotipova sa stereotipovima identifikovanim u navedenim limfomima
je pokazalo da medu njima postoje fundamentalne razlike u duzini i amino-kiselinskoj sekvenci VH CDR3,
$to ukazuje na to da su u patogenezu ovih bolesti ukljuceni razli¢iti imunoloski mehanizmi [70, 71].



BIOLOSKE KARAKTERISTIKE STEREOTIPNIH SUBSETOVA

Brojna istrazivanja su pokazala da se stereotipija u HLL ne odnosi samo na klon-specifi¢ni BCRIG, ve¢ da
slu¢ajevi klasifikovani u isti stereotipni subset imaju i slicne geneticke, epigeneticke i transkriptomske profile,
kao i da pokazuju sli¢an tip odgovora na stimulaciju BCR i drugih receptora na povrsini B limfocita [58, 67-69,
72-81]. To implicira da je ekspresija stereotipnih BCR na neki nacin spregnuta sa akvizicijom odredenih bio-
loskih karakteristika, verovatno kroz razlicite interakcije sa mikrosredinom i to u subset-specificnom maniru
[67]. Kao rezultat ovih mehanizama, nasuprot velikoj heterogenosti HLL u celini stoji izrazita homogenost
stereotipnih subsetova, $to naglasava potrebu za kompartmentalizovanim pristupom u istrazivanju HLL.

U ovom odeljku ¢e biti prikazane osnovne karakteristike Cetiri paradigmati¢na,major” stereotipna sub-
seta (#1, #2, #4 i #8) (Tabela 1).

Subset #1

Stereotipni subset #1 (Klan | IGHV/IGKV1(D)-39) obuhvata 2-2,5% HLL i odlikuje se karakteristi¢nim
ekspresionim profilom odredenih gena uklju¢enih u regulaciju apoptoze, proliferacije, oksidativnih procesa
i BCR signalnu transdukciju [57, 59]. To je uzrok rezistencije ¢elija subseta #1 na apoptozu, kao i znacajno vece
stope proliferacije nakon stimulacije BCR u odnosu na druge subsetove [82]. Pored toga, ¢elije subseta #1
se odlikuju i subset-specificnom indukcijom ekspresije kostimulatornih molekula (CD25 i CD86) nakon sti-
mulacije TLR7 receptora [77, 80]. Diferencijalna genska ekspresija u odnosu na druge subsetove se odnosi i
na razlicite miRNA. Na primer, zapazena je znacajno sniZzena ekspresija miRNA-101, koja spada u tzv. ,epi-
miRNA’, grupu miRNA koje regulisu ekspresiju komponenti epigeneti¢ke masinerije [76]. miRNA-101 regu-
lise EZH2, enzimatsku subjedinicu PRC2 kompleksa koji dovodi do represije transkripcije putem metilacije
histona H3. Niska ekspresija miRNA-101 u HLL ¢elijama subseta #1 dovodi do overekspresije EZH2, $to je
povezano sa visom stopom proliferacije [76]. Subset 1# se karakterise i vecom zastupljenos¢u NOTCHT mu-
tacija u odnosu na generalnu HLL populaciju (22% vs. 5-10%), kao i NFKBIE mutacija (15% vs. 7%) koje do-
vode do konstitutivne aktivacije NF-kB signalnog puta [2, 59, 67, 83].

Subset #2

Subset #2 (IGHV3-21/IGLV3-21), najvedi stereotipni subset, obuhvata 2,5-3% generalne HLL populacije
i oko 5,5% HLL koja zahteva lecenje [57, 59, 84-86]. Oko 40% slucajeva koji se klasifikuju u subset #2 pripada
N-HLL, dok su 60% M-HLL pacijenti, koji imaju karakteristican patern rekurentnih SHM [47, 53, 54,57, 87, 88].
Izrazito agresivan klini¢ki tok bolesti, bez obzira na SHM status, je dugo bio enigma, s obzirom da su abera-
cije gena TP53 (mutacije i/ili delecije) retke u subsetu #2. Pored toga, nepovoljna prognoza nije mogla biti
objasnjena ni najées¢im citogeneti¢kim aberacijama u ovom subsetu, a to su del11922-q23 i del13q14 [73,
85, 89]. Zato je veoma znacajno bilo otkri¢e da su mutacije u kodiraju¢em regionu gena SF3B1, koji kodira
kriticnu komponentu splajsozoma, mnogo ¢es¢e u subsetu #2 (45-50%) nego u generalnoj HLL populaciji
na dijagnozi, kao i u drugim agresivnim subsetovima (5-10%) [15, 59, 67-69, 90]. lako uloga poremecene
funkcije splajsozoma u patogenezi HLL nije u potpunosti rasvetljena, primer subseta #2 je inspirisao mnoga

istrazivanja ciji je cilj razvijanje terapija usmerenih na rekurentne SF3B7 mutacije [91].

Subset #4

Subset #4 (IGHV4-34/IGKV2-30) je najvedi stereotipni subset u M-HLL, i obuhvata oko1% svih HLL pacije-
nata [57, 59]. Klonovi koji pripadaju subsetu #4 su geneticki prilicno monotoni, s obzirom da su rekurentne
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mutacije naj¢e$ce mutiranih gena izuzetno retke, a od hromozomskih aberacija je naj¢es¢a del13q, gene-
ralno asocirana sa povoljnom prognozom [59, 67, 72, 73, 85]. Nasuprot tome, imunogeneticki gledano sub-
set #4 je izuzetno interesantan, s obzirom na sledece karakteristike: 1) BCR IG su IgG izotipa, $to je u HLL
retko (najc¢esce su IgM); 2) IGHV4-34/IGKV2-30 je redak genski par; 3) VH CDR3 je dugacak i pozitivho nae-
lektrisan, Sto podseca na patogena anti-DNK antitela; 4) patern SHM je karakteristi¢an za editovane auto-
reaktivne BCR IG, i 5) prisutna je intenzivna intraklonalna diverzifikacija u smislu konstantnog uvodenja
SHM, §to ukazuje na kontinuiranu interakciju sa antigenom [53, 54, 87, 92-971. Na osnovu svih navedenih ka-
rakteristika, a imajuci u vidu i indolentan tok bolesti kod pacijenata koji pripadaju subsetu #4, pretpostav-
lieno je da se ¢elije ovog subseta nalaze u stanju anergije u kome imaju usporen odgovor na stimuliSuce
(auto)antigene [54, 87,94, 96, 971. Ova hipoteza se ispostavila ispravnom kada je pokazano da celije subseta
#4 ispoljavaju konstitutivnu aktivaciju ERK1/2 signalnog puta i nakon BCR kros-linkovanja ne oslobadaju
Ca?* i ne aktiviraju MAP signalnu kaskadu, $to su sve osobine B-celijske anergije [79, 98].

Subset #8

Subset #8 (IGHV4-39/IGKV1(D)-39) pripada N-HLL podtipu i eksprimira BCR IG gama izotipa [49, 59, 92].
Geneticki profil ovog subseta se karakterise visokom frekvencijom trizomije 12 (60%) i NOTCHT mutacija
(34-62%) [67-69]. Interesantna odlika subseta #8 je njegova antigenska reaktivnost. Naime, testiranjem raz-
licitih (auto)antigena je pokazano da monoklonska antitela (mAb) subseta #8 ispoljavaju Siroku polireak-
tivnost, $to je u suprotnosti sa mAb drugih agresivnih subsetova (#1 i #2), ¢ija je reaktivhost mnogo
restriktivnija [78]. Takode je pokazano da promiskuitetna antigen-vezujuca specifi¢cnost dovodi do snazne
aktivacije primarnih B celija subseta #8 nakon stimulacije antigenima [78]. Na osnovu navedenih rezultata
je pretpostavljeno da sposobnost ovih ¢elija da odgovaraju na Sirok spektar stimulusa iz mikrosredine in-
dukuje njihovu konstantnu aktivaciju dovodedi do progresivne selekcije sve agresivnijih klonova, $to bi
moglo biti objasnjenje za brzo napredovanje bolesti, kao i za povecan rizik od Rihterove transformacije
(transformacija HLL u agresivni limfom, najc¢esce difuzni B krupnocelijski limfom) u ovom subsetu [99].

KLINICKI ZNACAJ STEREOTIPLJE B-CELIJSKIH RECEPTORA

Pored homogenosti po pitanju bioloskih karakteristika, mnoge studije su pokazale da stereotipni sub-
setovi ispoljavaju konzistentne subset-specifi¢ne klinicke karakteristike, kao $to su starost i pol pacijenata
klasifikovanih u odredeni subset, tumorsko opterecenje na dijagnozi, evolucija i ishod bolesti. U fokusu ovih
studija su bili prvenstveno subsetovi #1, #2 i #4 s obzirom da su najbrojniji (#1 je najvedi u N-HLL, #4 u M-
HLL, a #2 je najveci u celokupnoj HLL i sadrzi i M-HLL i N-HLL pacijente) i, stoga, najbolje okarakterisani u
bioloskom i klinickom smislu [58, 85, 86, 99] (Tabela 1). Rezultati ovih istrazivanja ne samo $to su ukazali na
prognosti¢ki znacaj BCR stereotipije, ve¢ i na njen potencijal za mnogo precizniju subklasifikaciju HLL nego
to je to binarna podela na M-HLL i N-HLL na osnovu IGHV SHM statusa. llustrativan primer za ovo su sub-
setovi #4, #16, #29 i #201, koji svi eksprimiraju somatski hipermutiran IGHV4-34, ali imaju znacajno razlicit
klinicki tok [58].

Poredenjem kliniko-bioloskih karakteristika stereotipnih subsetova se doslo do zakljuc¢ka da se neki od
njih (subset #1, #2, #4 , #8) mogu posmatrati kao razli¢iti homogeni entiteti u okviru heterogene HLL. Na pri-
mer, pacijenti klasifikovani u subset #4 su znacajno mladi od pacijenata subsetova #1 i #2 (medijana staro-
sti na dijagnozi je 55 vs. 65 godina) [85]. Sto se ti¢e tumorskog optereéenja, >50% pacijenata u subsetu #2
se dijagnostikuje u uznapredovalim klini¢ckim stadijumima Bine B i C, iako vecina pripada M-HLL podtipu, dok
je frekvencija Bine B i C stadijuma na dijagnozi u subsetu #4 samo 7% [85]. Subset #4 je asociran sa veoma



indolentnim klinickim tokom i medijalnim vremenom do prve terapije (eng.,time to first treatment’, TTFT)
od 11 godina, $to je odraz jos sporijeg napredovanja bolesti nego kod pacijenata sa del13q14 (medijana TTFT
je 6,7 godina) koji se smatraju prototipom indolentne HLL. Nasuprot tome, subsetovi #1 i #2 su asocirani sa
izuzetno agresivnom formom bolesti (medijana TTFT je 1,6 i 1,9 godina, respektivno), i prognoza je sli¢na kao
u HLL sa aberacijama gena TP53. Treba naglasiti da su navedene asocijacije sa TTFT nezavisne od citogene-
tickih aberacija, kao i od Bine stadijuma na dijagnozi [85].

Sa klini¢kog stanovista, posebno je interesantan slucaj stereotipnog subseta #2. Naime, ekspresija BCR
IG sa genom IGHV3-21 je dugo vremena smatrana nepovoljnim prognostickim markerom u HLL, ali je bilo
nejasno da li je loSa prognoza povezana sa IGHV3-21 genom per se, ili uzrok lezi u tome 3to vecina ovih slu-
Cajeva pripada subsetu #2 [51, 100, 101]. Tek nakon opseznijih istrazivanja na ve¢im kohortama je poka-
zano da je pripadnost subsetu #2 nezavisan prognosti¢ki marker povezan sa agresivnom boles¢u, odnosno
krac¢im TTFT, TTNT (eng. ,time to next treatment’, vreme do sledece terapije), PFS (eng. ,progression-free
survival’, vreme bez progresije bolesti) i OS (eng.,overall survival’, ukupno prezivljavanje), i to bez obzira na
SHM status. S druge strane, kod pacijenata koji eksprimiraju BCRIG sa IGHV3-21 genom ali ne pripadaju sub-
setu #2 tok bolesti jasno zavisi od SHM statusa, kao i u ostatku HLL [84, 86]. Pripadnost subsetu #2 se poka-
zala kao nepovoljan prognostic¢ki marker i kada su analizirani samo pacijenti u ranom klinickom stadijumu
bolesti (Bine A). S obzirom da se danas kod najveceg broj pacijenata dijagnoza postavlja upravo u ranoj fazi,
kada su bez simptoma i u tzv. ,posmatraj i ¢ekaj” rezimu pracenja, grupa ERIC (,European Reasearch Initia-
tive on CLL") je predlozila da se uz analizu IGHV SHM statusa u klini¢ku praksu uvede i testiranje IGH sekvenci
pacijenata na pripadnost subsetu #2 [102].

Subset #8 je asociran sa agresivnom formom HLL, rekurentnim infekcijama, pojavom sekundarnih ma-
ligniteta, a karakterise se i najvecim rizikom od Rihterove transformacije nezavisno od drugih prognostickih
faktora [99]. Zanimljivo je i da ovaj subset obuhvata pretezno Zene, $to je u suprotnosti sa predominacijom
muskaraca u generalnoj HLL populaciji [49].

Nedavno otkrice satelitskih subsetova se u buduénosti takode moze ispostaviti klinicki relevantnim, na
$ta ukazuju primeri subseta #2 i njegovog satelita #169, kao i subseta #1 i njegovog satelita #99; subsetovi
u svakom od navedenih parova imaju slican TTFT i OS [59, 66].

ZAKLJUCAK

Otkrice stereotipije B-Celijskih receptora je unelo sustinske promene u razumevanje ontogenije i evo-
lucije HLL. Dok se ranije HLL smatrala leukemijom naivnih B ¢elija, danas je jasno da je njena patogeneza re-
zultat sloZenih interakcija B limfocita sa mikrosredinom, a BCR stereotipija predstavlja krunski dokaz da u tom
procesu klju¢nu ulogu ima prepoznavanje odredenih antigena. Prognosticki znacaj stereotipije je visestruko
dokumentovan za nekoliko najvecih subsetova, i otvara mogucénost preciznije stratifikacije pacijenata kako
bi se prevaziila velika klini¢ka heterogenost HLL. Pored toga, pojavila se i ideja da se BCR stereotipija isko-
risti za razvoj novih terapijskih strategija. Naime, u najnovijim studijama je ispitivana imunogenost VH CDR3
regiona subsetova #1 i #2 in vivo. Pokazano je da imunizacija Eu-TCL1 miseva stereotipnim VH CDR3 pepti-
dima pre transplantacije odgovarajucih HLL ¢elija dovodi do sporijeg razvoja bolesti i duzeg preZivljavanja,
$to ukazuje na mogucénost da se stereotipne VH CDR3 sekvence iskoriste za dizajniranje subset-specifi¢nih
vakcina [103, 104].

lako BCR stereotipija ima potencijal da postane veoma znacajan prognosticki i prediktivni marker u
HLL, treba imati u vidu da je to relevantno samo za tre¢inu ukupnog broja pacijenata. Ipak, dalja istraziva-
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nja stereotipije ¢e doprineti ne samo boljoj karakterizaciji stereotipnih subsetova, vec i boljem razumeva-
nju biologije nestereotipne frakcije HLL.
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Slika 1. Shematski prikaz imunoglobulinskog molekula. (a) IG molekul se sastoji od dva identi¢na teska (H) lanca i dva identi¢na laka (L) lanca. H i L lanci sadrze va-
rijabilni region (VH i VL, respektivno) i konstantni region (CH i CL, respektivno). VH region je kodiran rearanziranim IGHV, IGHD i IGHJ genima, a VL region rearanziranim
IGK(L)V i IGK(L)J genima. (b) VH region sadrzi 4 FR regiona (VH FR1-4) i 3 hipervarijabilna CDR regiona (VH CDR1-3). VH FR1-3, VH CDR1 i VH CDR2 su u potpunosti kodi-
rani IGHV genom, a VH FR4 IGHJ genom. VH CDR3 je pozicioniran na mestu spajanja IGHV, IGHD i IGHJ gena (,/IGHV-IGHD-IGHJ junction®), i obuhvata amino-kiseline koje
se nalaze izmedu konzervisanog cisteina (kodon104) u VH FR3 i konzervisanog triptofana (kodon 118) u VH FR4 [23]. N1 i N2 regioni se formiraju nasumi¢nom adicijom
i delecijom nukleotida tokom IGHV-IGHD i IGHD-IGHJ rekombinacije. (Preuzeto iz [38])
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Slika 2. Shematski prikaz humanog IGH lokusa. Humani IGH lokus sadrzi 38-46 funkcionalnih IGHV gena, 23 funkcionalna IGHD gena, 6 funkcionalnih IGHJ gena i 9
funkcionalnih IGHC gena. Nomenklatura IGHV gena: prvi broj u nazivu gena oznacava pripadnost odredenoj IGHV familiji, sledi povlaka a zatim broj koji oznacava pozi-
ciju datog gena u lokusu, u 3'-5'smeru. IGHD i IGHJ geni se numerisu u suprotnom smeru (5'-3’) [25]. Prikazani su samo funkcionalni geni; rastojanja izmedu gena nisu u

razmeri. (Preuzeto iz [38])
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Slika 3. Frekvencija BCR stereotipije. U studijama sprovedenim u periodu od 2004. do 2021. godine detektovan je porast relativne frekvencije BCR stereotipije sa po-

vecanjem analiziranih HLL kohorti. Frekvencija je dostigla plato od oko 30% pri kriti¢noj veli¢ini kohorte od oko 2500 pacijenata [48, 50, 53-59]. Leva ordinata - relativna
frekvencija stereotipne frakcije u datoj studiji; desna ordinata - broj HLL pacijenata analiziranih u datoj studiji.
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Slika 4. Arhitektura BCR stereotipije u HLL. Oko 41% HLL pacijenata eksprimira stereotipne BCR IG, dok preostalih 59% (heterogeni BCR IG) ne moze biti klasifiko-
vano ni u jedan stereotipni subset. Stereotipna frakcija HLL se sastoji od 29, major” subsetova, koji obuhvataju oko 13% HLL, i velikog broja,minor” subsetova (28%
HLL). U, minor” subsetove spada 156 ,satelitskih subsetova” (3% HLL) koji imaju veliku imunogeneticku slicnost sa 21 od 29 ,major” subsetova. Prikazani su rezultati
studije Agatangelidisa i saradnika koja je obuhvatila 29856 HLL pacijenata [59].

duZina 5 s
subset  IGHV IGHD IGH!  VH VHEDRS amine-Kxelimkn IGKVAGLY IV SHM geromika  kliniéki tok
sekvenca status
CDR3*
# IGHvi/s/z - najtesce o, g ARXQWLXKXXFDY 1GKV1(D)-39 uglavnam No':ireé;: ;L —
{Kian J} IGHD6-19 N-HLL NEKBIE mut =
agresivan
bez/GHD uglavnom def1 g, varijacije
#2 1GHV3-21 razliciti IGHI6 9 Ax[DEDoxMDV IGLV3-21 del13q
JGHD M-HLL SF3BT mut unutar
subseta
#4 1GHV4-34 r';‘z,g*;‘]‘; GHIE 20 [AVIRG0UoRKIRYYYYGMDY 16KV2-30 M-HLL del13q indolentan
trizomija 12 agresivan
#8 1GHV4-39 IGHD6-13 IGHJ5 12 ARST]xxxYSSSWYxxxNWFDP IGKV1(D)-39 U-HLL NOTCHT mut Rihterova
transformacija

Tabela 1. (Imuno)geneticke i klinicke karakteristike najvecih ,major” stereotipnih subsetova u HLL. * broj amino-kiselina u VH CDR3; ** x predstavlja bilo koju

amino-kiselinu na datoj poziciji; uglaste zagrade predstavljaju jednu amino-kiselinsku poziciju, i bilo koja od amino-kiselina u zagradi moze da se nade na toj poziciji.
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Apstrakt

Svaka bolest ¢ija je u¢estalost manja od 1 u 2000 ljudi definise se kao retka bolest. Iz tog razloga, broj ret-
kih bolesti je veliki. Do sada je opisano preko 6000 razli¢itih retkih bolesti. Preko 80% retkih bolestiima ge-
neticku osnovu i to je razlog zasto su znanja iz molekularne biologije od neprocenjivog znacaja za
istrazivanje molekularne osnove retkih bolesti, postavljanje ta¢ne dijagnoze i razvoj inovativnih terapeu-
tika. Cilj ovog rada je da objasni vaznost otkrivanja molekularno-geneti¢ke osnove retkih bolesti i da pri-
kaze desetogodisnje iskustvo primene sekvenciranja nove generacije u Srbiji (2014.-2023.) u tu svrhu. U
prethodnom periodu za istrazivanje retkih bolesti koris¢eni su sekvenciranje klinickog egzoma, sekvenci-
ranje kompletnog egzoma i sekvenciranje kompletnog genoma. Takode, date su i perspektive za budu¢-
nost gde ¢e genomika biti kompletirana tehnologijom sekvenciranja dugackih fragmenata i
komplementirana upotrebom transkriptomike, proteomike, metabolomike i drugih ,omika“.

Kljucne reci: retke bolesti, sekvenciranje nove generacije, sekvenciranje klinickog egzoma, sekvenciranje
kompletnog egzoma, sekvenciranje kompletnog genoma, geneticke varijante
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Abstract

Any disease found in less than 1 person out of 2000 people is defined as a rare disease. For this reason, the
number of rare diseases is high. Over 6,000 different rare diseases have been described so far. More than
80% of rare diseases have a genetic basis, and this is the reason why knowledge of molecular biology is in-
valuable for research into the molecular basis of rare diseases, establishing an accurate diagnosis and de-
veloping innovative therapeutics. The aim of this paper is to explain the importance of discovering the
molecular genetic basis of rare diseases and to present the ten-year experience of applying new genera-
tion sequencing in Serbia (2014-2023) for this purpose. During this period, clinical exome sequencing,
complete exome sequencing and complete genome sequencing were used for research of rare diseases.
In the future, it is expected that genomics, which until now was based mainly on the technology of short-
read fragments, will be broaden with the long-reads sequencing technology, and complemented by the
use of transcriptomics, proteomics, metabolomics and other omics.

Keywords: rare diseases, next generation sequencing, clinical exome sequencing, whole exome sequen-
cing, whole genome sequencing, genetic variants
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Retke bolesti i vaznost postavljanja dijagnoze

Svaka bolest ¢ija je uc¢estalost manja od 1 u 2000 ljudi definise se kao retka bolest. Iz tog razloga, broj
retkih bolesti je veliki. Do sada je opisano preko 6000 razlicitih retkih bolesti i taj broj se iz godine u godinu
povecava [1]. Povecanje broja opisanih retkih bolesti ne znaci da je doslo do nastanka novih retkih bolesti,
vec da su nova znanja iz medicine, kao i razvoj preciznijih dijagnosti¢kih metoda omogucili bolju stratifika-
ciju ve¢ opisanih bolesti kao i dijagnostiku onih bolesti za koje prethodno nije bilo moguce uspostaviti di-
jagnozu.

Velika vecina tih medusobno razlicitih bolesti, koje se samo na osnovu svoje ucestalosti svrstavaju u
retke, ipak imaju nesto zajednicko. Smatra se da oko 80% retkih bolesti ima monogensku geneti¢ku osnovu.
To je upravo i razlog zasto su znanja iz molekularne genetike od neprocenjivog znacaja za istrazivanje mo-
lekularne osnove retkih bolesti, postavljanje ta¢ne dijagnoze i identifikaciju novih meta koje ¢e posluziti
kao osnov za razvoj inovativnih terapeutika.

Pojedinacne retke bolesti su retke, ali su oboleli od retkih bolesti brojni. Broj obolelih od retkih bolesti
u Evropi se procenjuje na 30 miliona, a u celom svetu na 330 miliona [2]. Procenjuje se da 6-8% populacije
u toku Zivota razvije neku retku bolest. Na osnovu takvih procena, smatra se da bi u Srbiji moglo biti regi-
strovano izedu 300 000 i 500 000 osoba sa nekom retkom boles¢u (Slika 1).

Medutim, previse Cesto se deSava da se do dijagnoze retke bolesti dolazi nakon dugog niza godina,
mnogobrojnih poseta lekarima i brojnih dijagnosti¢kih pregleda. Ovaj proces koji se naziva i,dijagnosticka
odiseja” zavisi od specifi¢nosti fenotipa i uzrasta pacijenta, kao i dostupnosti dijagnosti¢kih metoda i ekspe-
rata. Zato je glavni cilj Internacionalnog konzorcijuma za istrazivanje retkih bolesti (eng. International Rare
Diseases Research Consortium, IRDIiRC) da se svim ljudima koji Zive sa nekom retkom boles¢u omogudi tacna
dijagnoza, nega i postojeca terapija pre nego sto se navrsi godinu dana od kako su prvi put posetili lekara
[3]. Ujedinjene Nacije su u decembru 2021. godine usvojile rezoluciju u kojoj prepoznaju znacaj problema
osoba obolelih od retkih bolesti uz poruku da,niko ne sme biti zaboravljen” [4]. U decembru 2022. godine
zavrsen je prvi nacionalni Program za retke bolesti koji je kao prioritet stavio poboljsanje dijagnostike i le-
¢enja za sve osobe sa naslednim retkim bolestima (S/. glasnik RS, broj 30/18) [5]. Prema podacima iz ovog Pro-
grama, u Srbiji svega 10.3% osoba sa retkom bole$¢u dobije ta¢nu dijagnozu u toku prve godine od pojave
prvih simptoma, 19.6% u toku prve 3 godine, dok ¢ak 70.1% osoba na dijagnozu ¢eka duze od 3 godine ili
je nikada ne dobije. Prema tim podacima, prosecno vreme do postavljanja dijagnoze retke bolesti u Srbiji
iznosi 7 godina. Ovo vreme je duze od vremena koje je za postavljanje dijagnoze retke bolesti potrebno u
zemljama Evropske Unije, a koje prema podacima Eurordis-a (eng. EURORDIS-Rare Diseases Europe, EUROR-
DIS) iznosi 4.1 godinu [6].

Najtacnija dijagnoza genetickih retkih bolesti se postavlja geneti¢kim testiranjem. Medutim, dugi niz go-
dina je primena geneti¢kog testiranja u dijagnosti¢ke svrhe bila sputana malim kapacitetom Sangerovog
DNK sekvenciranja, kao i visokim troskovima ove metode. Testiranje je u praksi radeno za one monogenske
bolesti za koje se na osnovu klini¢kih manifestacija i/ili biohemijskih i drugih testova mogao odabrati ciljani
geneticki test, ciljana analiza jednog gena ili najcesc¢ih genetickih varijanti primenom Sangerovog DNK se-
kvenciranja i metoda baziranih na PCR-u.

Primer bolesti za koju je na osnovu biohemijskog testiranja sa velikom verovatno¢om moguce odrediti
gen-uzroc¢nik je fenilketonurija [7]. Za fenilketonuriju je u vecini razvijenih zemalja, pocevsi od 60-tih go-
dina proslog veka, uspostavljen novorodenacki skrining koji se bazira na biohemijskom odredivanju nivoa
fenilalanina u krvi novorodenceta, a u Srbiji se ovaj skrining sprovodi od 1983. godine [8-10]. Kod 98% beba



kod kojih se na novorodenackom biohemijskom skriningu utvrdi hiperfenilalaninemija, geneti¢kim testira-
njem ce biti pronadene patogene geneticke varijante u genu za fenilalanin hidroksilazu. Medutim, u 2%
slu¢ajeva ispitanici bi ostajali bez dijagnoze, jer sem defekta enzima fenilalanin hidroksilaze, do hiperfeni-
lalaninemije dovode i defekti u enzimima odgovornim za biosintezu (GTP cklohidrolaza | i 6-piruvoil-
tetrahidropterin sintaza) i regeneraciju (pterin-4a-karbinolamin dehidrogenaza 1 i dihidropteridin reduktaza)
tetrahidrobiopterina, kofaktora fenilalanin hidroksilaze [11]. U takvim slu¢ajevima bilo bi neophodno raditi
dodatne biohemijske testove (ukoliko su oni uopste dostupni u odrednoj zemlji) ili sprovoditi geneti¢ko te-
stiranje dodatnih gena (GCH1, QDPR, PCBD1i PTS), sve dok se ne detektuju uzro¢ne geneticke varijante. Ovo
je primer da ¢ak i u slu¢ajevima u kojima je proces testiranja jasan i jednoznacan, mali broj pacijenata bi
ipak prolazio kroz dijagnosticku odiseju. Mnogo veci problem i duze traganje za ta¢cnom dijagnozom prati
one bolesti za koje ne postoje specifi¢ni biohemijski ili drugi testovi koji bi opredelili ciljano geneticko te-
stiranje, zatim bolesti koje imaju heterogenu geneti¢ku osnovu, bolesti kod kojih postoji fenotipsko pre-
klapanje, kao i bolesti kod kojih se prvo javljaju nespecifi¢ni simptomi na osnovu kojih se ne moze odabrati
odgovarajudi geneticki test.

Sem toga, iako je za monogenske bolesti karakteristicno da varijante u jednom odredenom genu do-
vode do odredene bolesti, situacija je u nekim slu¢ajevima kompleksnija. Na primer, u slucaju propionske
acidemije koja je uzrokovana deficijencijom dimernog enzima propionil-CoA karboksilaze, uzrok bolesti
treba traziti u jednom od dva gena (PCCA i PCCB) sa kojih se sintetiSu 2 enzimske subjedinice [12]. Situacija
u kojoj su dva ili vise gena odgovorni za odredeni fenotip oznacava se kao geneticka heterogenost. Nasu-
prot tome, ¢ak u preko 30% bolesti koje su registrovane na OMIM-u (eng. Online Mendelian Inheritance in
Man, OMIM), razli¢ite geneticke varijante koje se nalaze u razli¢itim regionima istog gena mogu biti pove-
zane sa razli¢itim bolestima/stanjima i to prateci razlicite tipove nasledivanja [13]. Primer za to su varijante
u LMNA genu koje su povezane sa 11 fenotipova sa preklapaju¢im karakteristikama (fenotipska heteroge-
nost) [14].

Sekvenciranje nove generacije

Masovno paralelno sekvenciranje ili takozvano sekvenciranje nove generacije (eng. Next generation se-
quencing, NGS) je u potpunosti transformisalo dijagnostiku retkih bolesti. Zahvaljujudi velikom kapacitetu
ove metode, kao i smanjenju troskova, moguce je istovremeno sekvenciranje velikog broja gena i time skra-
¢ivanje vremena do postavljanja ta¢ne dijagnoze. U zavisnosti od potreba, koriste se razliciti genski paneli,
kao i sekvenciranje kompletnog egzoma (eng. Whole egzome sequencing, WES) ili sekvenciranje celog ge-
noma (eng. Whole genome sequencing, WGS). Jedan od najc¢es¢e koris¢enih, komercijalno dostupnih panela
je onaj koji ukljucuje 4813 klini¢ki relevantnih gena, poznat pod nazivom ,klini¢ki egzom” (TruSight One
Gene Panel, lllumina). Dok se primenom sekvenciranja klinickog egzoma identifikuje oko 10 000 genetickih
varijanti koje su razli¢ite u odnosu na humani referentni genom, sekvenciranjem kompletnog egzoma se
identifikuje oko 500 000, a sekvenciranjem kompletnog genoma preko 3,2 miliona genetickih varijanti. Zbog
kompleksnosti interpretacije velikog broja varijanti, sekvenciranje klinickog egzoma i kompletnog egzoma
su i dalje opcije koje se koriste u rutinskoj dijagnostici, dok je sekvenciranje kompletnog genoma rezervi-
sano za slu¢ajeve koji metodama manjeg opsega nisu bili uspesno reseni.

S obzirom na to da je genomika veoma dinami¢no polje u kome se neprekidno poboljsavaju bioinfor-
maticki algoritmi, a baze podataka pune novim podacima, veoma je vazno vrsiti periodi¢nu re-analizu po-
dataka dobijenih masivnim paralelnim sekvenciranjem, pogotovu u slu¢aju pojave novih specifi¢nih
simptoma kod obolele osobe [15].
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Desetogodisnje iskustvo primene sekvenciranja nove generacije u Srbiji (2014.-2023.)

U Srbiji je sekvencianje nove generacije u svrhu istrazivanja i otkrivanja molekularno-geneticke osnove
kod pacijenata obolelih od retkih bolesti otpocelo 2014. godine, i to primenom panela za klini¢ki egzom. Se-
kvenciranje klinickog egzoma izvrseno je kod preko 1500 bolesnika kod kojih je postojala sumnja da bolest
ima geneticku osnovu. Sekvence kodiraju¢ih egzona i egzon-intron granica 4813 klinicki relevantnih gena
su dobijene koris¢enjem TruSight One panela i uporedene sa sekvencom referentnog humanog genoma
(hg19) kao 5to je prethodno opisano [16-19]. Ova analiza iskljucuje detekciju varijanti u promotorskim i in-
tronskim regionima, detekciju velikih delecija i duplikacija tj. detekciju varijacija u broju ponovaka (eng.
Copy number variation, CNV), kao i detekciju ekspanzije kratkih i dugackih tandemskih ponovaka. Bioinfor-
maticki fajlovi (FASTQ, BAM i VCF) se generisu na samoj masini (MiSeq, NextSeq 550, NextSeq 2000, Illu-
mina). Prilikom interpretacije bioinformatickih fajlova, koristi se softwer za anotaciju i prioritizaciju
detektovanih varijanti (npr. Variant Interpreter, lllumina). S obzirom na to da se trazi uzrok retke bolesti,
tokom analize se odbacuju geneticke varijante koje su u bazama podataka zdravih punoletnih ispitanika
(GnomAD i 1000 Genomes, itd) prisutne sa u¢estalo$¢u vecom od 1%. Preostale retke varijante se dalje ana-
liziraju uzimajudi u obzir njihov efekat na protein, kao i odgovaraju¢i model nasledivanja za svaki gen. Ge-
neticke varijante od interesa se na osnovu in silico, in vitro i in vivo dokaza klasifikuju prema pravilima
Americ¢kog koledZa za medicinsku genetiku i genomiku i Udruzenja za molekularnu patologiju (eng. Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology, ACMG) kao pa-
togene, verovatno patogene, varijante neodredenog znacaja, verovatno benigne i benigne varijante [20].
Varijante neodredenog znacaja (eng. Variants of uncertain significance, VUS) za koje ne postoji dovoljno do-
kaza da budu klasifikovane kao patogene / verovatno patogene ili benigne / verovatno benigne se dalje
klasifikuju prema verovatnodi da u buducnosti budu klasifikovane kao patogene [21]. Praksa koja je trenu-
tno ustaljena je da se patogene, verovatno patogene, i varijante neodredenog znacaja koje imaju verovat-
nocu >50% da u buducnosti budu okarakterisane kao patogene mogu smatrati varijantama uzroc¢nicima
bolesti, dok se VUS varijante sa <50% kao i verovatno benigne i benigne varijante ne mogu smatrati uzro¢-
nicima bolesti.

Osim naucne literature, osnovni resursi koji olak3avaju povezivanje gena sa klinickim manifestacijama
bolesti su OMIM i ORPHANET [1,13]. U ovim otvorenim bazama nalaze se podaci o nacinu nasledivanja, kao
i pregled detalja klinickih manifestacija za svaku bolest. Dodatni zna¢aj ORPHANET-a je 5to je razvio no-
menklaturu i enciklopediju koja ukljucuje sve opisane retke bolesti i koja je u tom aspektu bogatija i de-
taljnija od trenutno vaze¢e Medunarodne Klasifikacije Bolesti, MKB-11 (eng. International classification of
diseases 11th Revision, ICD-11) [22]. Sem ova dva resursa, Ontologija ljudskog fenotipa (eng. Human Pheno-
type Ontology, HPO) je koristan resurs za sistematizaciju i univerzalno koris¢enje termina koji se odnose na
opis fenotipskih karakteristika [23].

Dok je ta¢na sekvenca referentnog humanog genoma neophodna za identifikaciju i pravilnu anotaciju
svih varijanti u analiziranom uzorku, baze podataka koje sadrze podatke o ucestalosti varijanti kod zdravih
osoba (1000 Genome Project, GnomAD exome, GhomAD genome) su klju¢ne kako bi se izdvojile retke va-
rijante, one varijante cija je ucestalost manja od 1% u zdravoj populaciji [24,25].

Ogroman znacaj za pravilnu funkcionalnu interpretaciju retkih varijanti imaju baze podataka koje sa-
kupljaju informacije o fenotipskom efektu varijanti (ClinVar, LOVD i druge) [26,27]. Ove baze su dragoceni
otvoreni resursi, jer omogucavaju da se dokazi o identifikaciji iste varijante kod obolelih osoba, ma gde na
svetu da se nalaze, prikupljaju na jednom centralnom mestu. Jo$ jedna znacajna ali komercijalna baza po-
dataka je ,Human Gene Mutation Database” (HGMD) koja sadrzi informacije o publikacijama u kojima je ge-



neti¢ka varijanta opisana, bilo da se radi o kohortama pacijenata, pojedina¢nim prikazima slucaja ili fun-
cionalnim in vitro studijama [28]. Sli¢nu ulogu ima i Mastermind pretrazivac koji je osmisljen da olaksa pre-
trazivanje literature koja sadrzi geneti¢ke podatke [29].

Postoji veliki broj in silico kompjuterskih programa koji olak3avaju predikciju efekta tackastih varijanti
koje dovode do aminokiselinske zamene, kao i varijanti koje dovode do nepravilnog iskrajanja introna
(CADD, GERP, Mutation Assessor, MutPred2, PolyPhen-2, REVEL, SIFT, i druge) [30-36]. Sem toga, korisni su
i alati u kojima se procenjuje konzerviranost aminokiselinske sekvence poredenjem razlicitih vrsta kicme-
njaka (npr. Clustal Omega) [37]. Takode, trodimenzionalni modeli proteina koji nose aminokiselinsku za-
menu ili malu deleciju/inserciju mogu se napraviti koris¢enjem AlphaFold algoritma, Phyre2 web portalaili
Swiss-Pdb Viewer-a [38-40]. Ovi alati zahtevaju da se Sifra za odredeni protein nade u proteinskim bazama
podataka kako bi se teorijski proteinski model (po mogudéstvu humani) upotrebio za dalje modeliranje i pre-
dikciju efekta varijante. Na ovaj nacin moguce je vizuelizovati promenu u strukturi polipeptidnog lanca
(uspostavljanje ili ukidanje vodoni¢nih veza, posttranslacionih modifikacija, itd.) [12,41].

Izuzetno vazan i koristan dokaz kojim se utvrduje efekat geneticke varijante na protein dobija se iz raz-
licitih in vitro eseja u kojima se odreduju stabilnost proteina, sklonost ka degradaciji, rezidualna enzimska
aktivnost kao i potencijal da se na defekt utice upotrebom farmakoloskih saperona [12,42,43].

Uzevsi sve u obzir, moZe se zakljuciti da su vazni faktori koji uti¢u na postizanje visokog stepena de-
tekcije varijanti pazljiva interpretacija svake varijante u kontekstu klinickog fenotipa pacijenta i uzimanje u
obzir svih dostupnih podataka iz literatura kako bi i geni koji su nedavno povezani sa odredenim fenoti-
pom bili uzeti u obzir. Sem toga, pokazano je da se istovremenom analizom deteta i oba roditelja (trijada) i
do deset puta smanjuje broj genetickih varijanti koje treba interpretirati [44] i duplira dijagnosticka efikas-
nost u odnosu na situaciju u kojoj se geneticka analiza radi samo za dete [45]. Ukoliko ne postoji moguénost
istovremene analize deteta i oba roditelja, naknadna segregaciona analiza kojom se utvrduje dali je varijanta
kod deteta nastala de novo, ili da li se dve varijante identifikovane kod deteta nalaze na razli¢itim hromo-
zomima, takode ima veliki znacaj za finalnu potvrdu dijagnoze.

Od 2022, u Srbiji je otpocela i primena sekvenciranja kompletnog egzoma i kompletnog genoma u
svrhu genotipizacije pacijenata obolelih od retkih bolesti. Vremenom, kako cena kompletnog egzoma bude
opadala, a bioinformaticki alati za analizu budu dostupniji, o¢ekivano je da ¢e analiza klinickog egzoma u
potpunosti biti zamenjena analizom kompletnog egzoma i kompletnog genoma.

Perspektive za buduénost

Sekvenciranje nove generacije je tehnologija koja napreduje izuzetno brzo. Na trzistu su dostupne plat-
forme koje funkcionisu po razli¢itim principima (/llumina, BGI Genomics, Oxford Nanopore Technologies, Pa-
cific Biosciencies) [46-49], konstantno se uvode novi instrumenti sa pove¢anim kapacitetom i kvalitetom,
kao i hemija koja ¢e imati bolje performanse i biti pogodnija za transport i rad u raznovrsnim uslovima. Sve
ove promene dovode do potrebe laboratorija da se konstantno prilagodavaju novim uslovima kako bi za-
drzale visok kvalitet analize i obezbedile visoku senzitivnost i specificnost dobijenih rezultata. Preduslov za
visoku senzitivnost (minimalizovanje lazno negativnih rezultata) je potpuna i uniformna pokrivenost svih re-
giona koji se sekvenciraju, bilo da se radi o panelu gena, egzomu ili genomu. Potrebno je da svaki nukleo-
tid bude sekvenciran, i to najmanje 20 puta. Problem su visoko repetitivni, kao i GC bogati regioni koji su
tradicionalno komplikovani za sekvenciranje. Visoka specifi¢nost (minimalizovanje lazno pozitivnih rezultata)
zavisi od preciznosti procesa amplifikacije DNK i veca je kada se ne koristi PCR amplifikacija. Specifi¢ni pro-
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blemi prate i identifikaciju insercija i delecija, identifikaciju tackastih varijanti u regionima bogatim ponov-
cimaiili u regionima koji imaju nisku pokrivenost [50]. Takode, tacna identifikacija varijanti u genima za koje
postoje visoko homologni pseudogeni takode predstavlja izazov za bioinformati¢ku analizu.

Sekvenciranje kompletnog egzoma je superiornija analiza u odnosu na klinicki egzom jer podrazumeva
analizu svih, a ne samo klinicki relevantnih gena. Sem toga, velika prednost kompletnog egzoma u odnosu
na klinicki egzom je mogu¢nost detekcije CNV [51,52]. Analiza CNV se pre svega preporucuje u slucaju ne-
urorazvojnih oboljenja i/ili multiplih kongenitalnih anomalija, kao i za fetuse sa strukturnim anomalijama pri-
mecenim u toku ultrazvu¢nih pregleda [53]. Vec¢ina CNV su retke i jedinstvene sto komplikuje razumevanje
njihovog efekta na razvoj bolesti. Nedavno su date preporuke koje imaju za cilj da omoguce konzistentnu
i pravilnu interpretaciju CNV [53].

Ogranic¢enja koja su inherentna sekvenciranju kompletnog egzoma, ne-uniformna pokrivenost svih eg-
zona, GC bogatih regiona, posledica su specificnosti proba koje se koriste za izdvajanje protein-kodirajucih
regiona [54]. Sekvenciranje kompletnog genoma nema ova ograniéenja, pa se postize uniformna pokrive-
nost svih euhromatskih regiona $to otvara velike mogu¢nosti. Zahvaljujuéi tome 5to se vrsi analiza i neko-
dirajucih regiona, moguce je identifikovati duboke intronske varijante, varijante u promotorima i drugim
regulatornim elementima gena koje mogu biti uzro¢nici ili modifikatori bolesti. Sem toga, uniforma pokri-
venost omogucava identifikaciju varijanti u kodiraju¢im regionima koji nisu adekvatno pokriveni egzom-
skom analizom, ali i strukturnih varijanti (delecije, duplikacije, insercije, inverzije, translokacije i drugi
kompleksni rearanzmani veli¢ine preko 50bp) [55], i kratkih tandemskih ponovaka (eng. Short tandem re-
peats, STR) dugih 1-6 bp i ponovljenih veci broj puta [56]. Ekspanzija kratkih tandemskih ponovaka je uzrok
nekih retkih bolesti (Fragilni X sindrom, Fridrihova ataksija, Hantingtonova bolest, amiotofi¢na lateralna
skleroza, itd.), pa mogucénost da se ekspanzije kratkih tandemskih ponovaka detektuju NGS metodama omo-
gucava da ne moraju da se rade dodatne komplementarne metode kao sto je mikroerej [57]. Upravo zbog
mogucnosti da se razliciti tipovi varijanti (tackaste varijante, male insercije/delecije, velike insercije/dele-
cije, ekspanzije ponovaka i strukturne varijante) koje se nalaze u razli¢itim regionima (protein-kodiraju¢im
i nekodirajuc¢im) detektuju jednim jedinstvenim genetic¢kim testom, sekvenciranje kompletnog genoma je
omogucilo postavljanje dijagnoze kod pacijenata kod kojih je sekvenciranje kompletnog egzoma bilo ne-
uspesno [58]. Medutim, zbog i dalje visokih troSkova sekvenciranja kompletnog genoma, koli¢ine poda-
taka koju treba analizirati (preko 3,2 miliona varijanti), kolicine podataka koju treba skladistiti, kao i
nedovoljne razvijenosti bioinformatickih alata za prioritizaciju velikog broja varijanti, sekvenciranje kom-
pletnog genoma u ovom momentu nije spremno da postane rutinska dijagnosti¢cka metoda. Jedan od kon-
kretnih problema za Siru primenu sekvenciranja kompletnog genoma je interpretacija efekta varijanti u
nekodirajuc¢im regionima, kao i velikih kompleksnih varijanti [59], drugim re¢ima mogucnost da se proceni
efekat detektovanih varijanti na nastajanje odredenog fenotipa.

lako je veoma moéna metoda, sekvenciranjem kompletnog genoma koje se bazira na sekvenciranju
kratkih fragmenata DNK (eng. Short-read sequencing), nije moguce identifikovati velike kompleksne struk-
turne varijanate i ekspanzije dugih tandemskih ponovaka (eng. Long tandem repeats, LTR) [60]. Ovo ograni-
¢enje je posledica toga $to se prilikom bioinformaticke obrade, fragmenti duZine 100-300bp moraju svrstati
na odredeno mesto u genomu pa velike strukturne varijante i ekspanzije dugih ponovaka ne mogu biti pre-
poznate. Varijante ovog tipa mogu se detektovati jedino sekvenciranjem koje je bazirano na sekvenciranju
dugackih fragmenata (eng. Long-read sequencing) kod kojih je svrstavanje fragmenata na odredeno mesto
u genomu umnogome olaksano velikom duzinom fragmenata. Takode, na ovaj nac¢in moguce je precizno
odrediti tacke prekida kod kompleksnih rearanzmana. Prvu platformu za sekvenciranje dugackih fragmenata



razvio je Oxford Nanopore Technologies [61], a zatim su usledili Pacific Bioisciencies [62], a od nedavno i lllu-
mina.Vec su opisani brojni slucajevi otkrivanja molekularno-geneticke osnove geneticke retke bolesti kod
pacijenata kod kojih su sve prethodne metode sekvenciranja bile neuspesne [63].

Sem sekvenciranja DNK, sekvenciranje iRNK (kodirajudi transkriptom), ima zna¢ajnu ulogu u otkrivanju
molekularne osnove retkih bolesti kod pacijenata kod kojih su sekvenciranje egzoma/genoma bili neinfor-
mativni [64]. Fresard i saradnici su prijavili da sekvenciranje kompletne kodirajuce iRNK podize dijagnosti-
¢ku uspesnost za i do 34% ukazujuci da bi ovu vrstu analize trebalo uraditi kao komplementarnu metodu
ukoliko predhodno uradeni egzom/genom nisu doveli do postavljanja dijagnoze [65,66]. Medutim, u slu¢aju
sekvenciranja iRNK mora se uzeti u obzir da nisu sve iRNK eksprimirane u svim tkivima, niti su eksprimirane
sve u svakom trenutku. To predstavlja oteZavajucu okolnost jer moZe da zahteva biopsiju odredenih tkiva
(misica, jetre itd.).

Podaci koji se dobijaju sekvenciranjem iRNK mogu se analizirati na vise nacina, a to su diferencijalna ana-
liza ekspresije, analiza nepravilnog iskrajanja introna, alel-specifi¢na ekspresija i analiza strukturnih varijanti
[67]. Sem toga, sekvenciranje iRNK primenom sekvenciranja dugackih fragmenata uvodi novu dimenziju, a
to je detekcija razlicitih izoformi, kao i produkata genskih fuzija [68]. Moguénost identifikacije razlicitih izo-
formi je posebno vazna kod kompleksnih gena i genskih familija.

Pored transkriptomike, i druge tehnologije, kao $to su epigenomika, proteomika ili metabolomika,
mogu da obezbede komplementarne podatke sekvenciranju egzoma/genoma i tako doprinesu postavlja-
nju dijagnoze retke bolesti ili razjaSnjavanju molekularnih mehanizama njenog nastanka. Kombinovanje
podataka dobijenih primenom razli¢itih ,omika“, omogucava bolje razumevanje efekta pojedina¢nih vari-
janti na ekspresiju ili metilaciju gena, na proteinske mreZze ili metabolizam tkiva. Koja od navedenih ,omika”
¢e komplementirati neiformativno DNK sekvenciranje zavisi¢e na prvom mestu od fenotipa pacijenta. Za
neke retke bolesti (npr. Rubinstein-Taybi) jedini nacin za postavljanje dijagnoze je analiza metilacionog pro-
fila [69]. Kod urodenih bolesti metabolizma, metabolomika moze imati klju¢nu ulogu za razumevanje me-
hanizma bolesti, pogotovo kada je geneticka varijanta detektovana u genu ¢ija uloga nije dovoljno istrazena
[70]. Proteomika daje direktnu informaciju o deficijenciji proteina, bilo da se radi o njegovoj sintezi, njego-
voj stabilnosti, ili povec¢anoj podloZnosti degradaciji. Proteomska analiza ukazuje na proteinsku mrezu koja
je pogodenai u Cijem je centru aberantni protein. U nekim slu¢ajevim rezultati dobijeni iz razli¢itih ,omika“
mogu da ukazu na defekt koji nije identifikovan prethodnim sekvenciranjem egzoma/genoma, i da se tek
ponovnom reanalizom/re-sekvenciranjem dobije potvrda postojanja geneticke varijante u odgovaraju¢em
genu, varijante koja prvobitnom analizom nije bila detektovana usled greske ili metodoloskog ograni¢enja
[71].

Zakljucak

Razvoj tehni¢kih mogucnosti ¢e i u buduénosti pomerati granice identifikacije genetickih varijanti koje
su uzrocnici monogenskih bolesti. Detekcija varijante koja je uzro¢nik bolesti je neprocenjiva za obolelu
osobu i njenu porodicu. Medutim saznanje koja geneticka varijanta dovodi do bolesti je naj¢es¢e nedo-
voljno za potpuno razumevanje molekularne patofiziologije bolesti. Neophodno je i¢i u dalja istrazivanja i
utvrditi promene u ¢elijskim procesima na nivou RNK, proteina i metabolita. Takva detaljna istrazivanja su
klju¢na za potpuno razumevanje molekularnih karakteristika bolesti. Nova znanja o geneti¢ckom uzroku bo-
lesti, kao i procesima koji su poremeceni u okviru ¢elije su neophodna baza za razvoj novih ideja koje ¢e kroz
translaciona istrazivanja dovesti do inovativnih lekova i ultimativho omoguciti leCenje retkih bolesti.
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Napomena: Ovaj rad je podrzan projektom Ministarstva nauke, tehnoloskog razvoja i inovacija Repu-

blike Srbije (451-03-47/2023-01/ 200042). Rad je rezultat nauc¢ne aktivnosti Centra za geneticku dijagno-
stiku retkih bolesti IMGGI.
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Apstrakt

Vazopresin ili antidiureticki hormon je peptidni molekul koji na vrlo sloZzen nacin uti¢e na kardivovaskularnu
i osmotsku homeostazu. Glavni izvori vazopresina su supraoptic¢ko i paraventrikularno jedro hipotalamusa.
Paraventrikularno jedro je klju¢na centralna stuktura u neuralnoj i endokrinoj regulaciji krvnog pritiska. Sa-
stoji se od dve funkcionalne celine - neuroendokrine (sekretorne) i autonomne, koje su integralno
povezane u modulaciji kardiovaskularnog odgovora na razli¢ite fizioloske zahteve. Neuroendokrini ma-
gnocelularni neuroni sintetisu i oslobadaju vazopresin u cirkulaciju, gde vazopresin ispoljava svoje hormo-
nsko dejstvo. Jedan deo sintetisanog vazopresina oslobada se i lokalno, unutar samog jedra, delujudi kao
neurotrasmiter/neuromodulator i uticuci na signalizaciju okolnih neurona. Manja grupacija parvocelu-
larnih neurona ucestvuje u sekretornom odgovoru paraventrikularnog jedra na razlicite stresore, menja-
jujudi aktivnost hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne osovine. Autonomni deo paraventrikularnog jedra
dire-ktno ili indirektno regulise simpatic¢ku aktivnost usmerenu ka kardiorenalnom sistemu. Brojne studije
na Zivotinjama i ljudima ukazuju na vaznu vezu izmedu nivoa sinteze vazopresina i nastanka hipertenzije.
Razliciti molekularno-bioloski pristupi koris¢eni su za procenu i izu¢avanje uticaja promene ekspresije i
strukture centralnih i perifernih vazopresinskih receptora na krvni pritisak. Buduci da je hipertenzija obo-
lienje sa izrazenom incidencom u humanoj populaciji i da povecava rizik od razvoja kardiovaskularnih
komplikacija visokog mortaliteta, od presudnog je znacaja pronaci uzrok njenog nastanka. Rasvetljivanje
mehanizama kojima vazopresinski sistem doprinosi genezi hipertenzije imalo bi veliki biomedicinski znacaj
i omogucilo bi razvoj antihipertenzivnih lekova nove generacije vece efikasnosti.

Kljucne reci: vazopresin, vazopresinki receptori, paraventrikularno jedro, hipertenzija
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Abstract

Vasopressin or antidiuretic hormone is a peptide molecule that regulates osmotic and cardiovascular
homeostasis in a complex manner. The main sources of vasopressin are the supraoptic and paraventricu-
lar nucleus of the hypothalamus. Paraventricular nucleus is the pivotal central structure involved in neu-
ral and endocrine regulation of blood pressure. It is composed of two functionally separate compartments
- neuroendocrine (secretory) and autonomic, which integratively modulate cardiovascular response ac-
cording to various physiological demands. Neuroendocrine magnocellular neurons are responsible for va-
sopressin synthesis and its secretion into the bloodstream, where vasopressin exerts hormonal effects.
Some portion of synthesized vasopressin is released locally within the nucleus itself, acting as neuro-
transmitter/neuromodulator and altering signalization of the surrounding neurons. Small amount of par-
vocellular neurons is involved in secretory response of the paraventricular nucleus to various stressors,
changing the activity of hypothalamo-hypophyseal-adrenal axis. Autonomic part of the paraventricular nu-
cleus directly or indirectly regulates the sympathetic charge toward the cardiorenal system. Numerous
animal and human experimental studies indicate the important connection between vasopressin levels
and the development of hypertension. Various genetic approaches have been used to determine and
study the influence of expressional and structural changes in central and peripheral vasopressin receptors
on blood pressure. Since hypertension shows high incidence in the human population and increases a
risk for high mortality cardiovascular complications, it is essential to understand what causes it. Elucidat-
ing the mechanism behind vasopressin contribution to generate hypertension would have a significant
biomedical impact and it would ensure the development of new generation antihypertensive drugs with
increased efficacy.

Key word: vasopressin, vasopressin receptors, paraventricular nucleus, hypertension
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HIPERTENZIJA I NJENA ETIOLOGLJA

Hipertenzija je bolest nepoznate etiologije, koju karakterise hroni¢no povecanje vrednosti sistolnog
(>140 mmHg) i dijastolnog (>90 mmHg) krvnog pritiska [1-3]. Do porasta krvnog pritiska dolazi usled
hipertrofije misi¢nog dela zida arteriola, $to za posledicu ima suzZenje lumena arteriola. Sveukupno, ovakve
strukturne promene rezultuju smanjenjem priliva krvi u tkiva i organe, kulminirajuci njihovim oste¢enjem
[1]. Prema zvani¢nim podacima Svetske zdravstvene organizacije, hipertenziju odlikuje visoka incidenca u
humanoj populaciji [4]. Statisti¢ki proracuni su u pogledu eradikacije ovog oboljenja nepovoljni i ukazuju
da ¢e do 2025. godine hipertenzija biti dijagnostikovana kod vise od 1, 56 milijardi ljudi Sirom sveta [4,5]. Di-
jagnoza hroni¢no povecanog krvnog pritiska naj¢esce se postavlja tek nakon pojave prvih komplikacija sa
visokom stopom mortalilteta, poput infarkta miokarda i mozga. Otuda se neretko se za hipertenziju kaze da
je,tihi ubica”[2,6]. Uzimajudi u obzir da postojeca terapija ima ograni¢enu efikasnost (svega 45%) i vrlo cesto
zahteva upotrebu veceg broja lekova, presudno je pojasniti patofizioloske mehanizme koji stoje u osnovi
razvoja hipertenzije [7-9].

Razli¢iti faktori rizika, takozvani“hipertenziogeni faktori” dovode se u vezu sa porastom krvnog pritiska
[2]. Prisustvo gojaznosti, insulinske rezistencije, izlozenost stresu i povecani unos soli kod osoba osetljivih
na so, visoko korelira sa razvitkom hipertenzije [10,11]. Vecina ovih faktora ima zbirni efekat - njihovo nado-
davanje daje losiju klini¢ku prognozu [2]. lako je uzrok nastanka varijacija u pritisku nepoznat, studije sprove-
dene na bliskim srodnicima i brojnim animalnim modelima ukazuju na snaznu genetsku podlogu razvoja
hipertenzije [12,13]. S obzirom na ¢injenicu da je veliki broj regulatornih mehanizama uklju¢en u kontrolu
krvnog pritiska, identifikovani su mnogi geni kandidati, ¢ije mutacije imaju za posledicu njegovo povecanje
[14]. Osim genetske predispozicije, nastanak hipertenzije je u velikoj meri i neurogene prirode [15].
Naglasena aktivnost simpatickog nervnog sistema pod uticajem razlicitih vidova centralne signalizacije,
takode uzrokuje nastanak ovog oboljenja [16]. Jedan od takvih fiziloskih sistema, koji objedinjuje nasledne
i neurogene aspekte kontole krvnog pritiska je vazopresinski sistem paraventrikularnog jedra [17,18].

VAZOPRESIN - MOLEKULARNA PRIRODA | MEHANIZAM DEJSTVA

Brojni etioloski podaci iz literature upucuju na izraZzeno ucesce vazopresina (VP) u nastanku hipertenzi-
je [13,19]. Ovakav nalaz nije neocekivan, ukoliko se uzme u obzir fiziolosko dejstvo VP-a i njegova klju¢na
uloga u o¢uvanju osmotske i kardiovaskularne homeostaze [20]. VP je peptidni hormon, sainjen od devet
aminokiselina i kodiran genom koji se nalazi na hromozomu 20 [1].

Svoje biolosko dejstvo ispoljava aktiviranjem posebnih vazopresinskih receptora koji pripadaju velikoj
familiji receptora spregnutih sa G-proteinom. Postoje tri tipa vazopresinskih receptora (VR): V1aR,V1bRiV2
[21]. Ovi receptori poseduju sedam transmembranskih domena i odlikuju ih drugaciji farmakoloski profili.
Put aktivacije unutarcelijskih sekundarnih glasnika se razlikuje medu vazopresinkim receptorima i Sematski
je prikazan na Slici 1.V1aRiV1bR dele nishodnu signalnu kaskadu vezujuci svoje ligande na celijskoj povrsini.
Oba tipa receptora spregnuta su sa Gq proteinskom subjedinicom, koja katalizuje izmenu guanozin difosfata
(GDP) u guanozin trifosfat (GTP), regrutujuci fosfolipazu C na ¢elijsku membranu. Ovako aktivirana fospolipaza
hidrolizuje fosfadiliinozitol-4,5-bisfosfat (PIP2), vodeci stvaranju diaciglicerola (DAG) i inozitol-3,4,5-
trifosfata (IP3) i posledi¢nom povecanju unutacelijskog kalcijum [21]. AktivacijaV1aR iV1bR pracena je brzom
fo-sforilizacijom i desenzitizacijom [22]. Signal pokrenut aktivacijom V2R razlikuje se od prethodno opisanog
niza dogadaja. Kada se VP veZe za V2R na membrani Celije, Gs proteinska subjedinica pokrece put sinteze
cikli-¢nog adenozin monofosfata (CAMP), aktivacijom enzima adenilat ciklaze. Ceo proces dovodi do prelaska



enzima protein kinaze u aktivnu formu, koja je odgovorna za fosforilaciju proteina akvaporina 2 (AQP-2) i nje-
govu ugradnju u luminalnu membranu tubularnog epitela sabirnih kanali¢a bubrega [20,21] (Slika 1).

Vazopresinki receptori su Siroko rasprostranjeni u organizmu i shodno tome ucestvuju u regulaciji broj-
nih procesa [23]. Distribucija i aktivnost vazopresinskih receptora zavise od nekoliko faktora. Pre svega, V1aR
i V2R su skloni alosteri¢kim interakcijama formiraju¢i homo- i hetero-dimere sa razlic¢itim receptorima
(V1aR/V2R, V1aR/angiotenzinski receptor tipa 1-AT1, V1bR/receptor kortikotropin oslobadaju¢eg hormona-
CRHR) [21]. Dalje, vazopresinski receptori podlezu strukturnim promenama, usled mutacija i tackastih
polimorfizama (SNP) koji se javljaju u njihovim genima, dajuci nove fenotipove koji vode u razli¢ita oboljenja.
Cak i diskretne mutacione promene u promotoru gena za receptore ili bilo kojoj komponenti transkripcione
masinerije, mogu dovesti do redistribucije receptora u mozgu, $to za posledicu ima promene u ponasanju
i neuroendokrinim karakteristikama. Na primer, SNP-ovi u promotorskom regionu gena za VP dovode se u
vezu sa prekomernom ekspresijom VP-a u paraventrikularnom jedru i pojavom anksioznosti i depresije kod
pacova [24]. X-vezane mutacije u V2R udruzene su sa urodenim nefrogenim dijabetesom insipidusom i
nemogucnos$¢u koncentrovanja urina [25]. Gustina receptora na povrsini Celije je dinami¢na i menja se u ra-
zlicitim fizioloskim miljeima, kao posledica promene genske ekspresije i internalizacije receptora [24]. Stimu-
lacija receptora dovodi do fosforilacije i endocitoze posredovane B-arestinom i klatrinom [26-29]. Nakon
internalizacije, VR mogu podle¢i degradaciji (Cesta kod V2R-a) ili se reciklirati (V1aR, V1bR), $to utice na
gustinu receptora u ¢elijskoj membrani [22,30]. Degradacija V2R odigrava se u endozomsko-lizozomskom
sistemu, vodedi smanjenju koli¢ine proteina [31]. Ipak, ovo ne mora biti zavsetak receptorske funkcije. Re-
ceptori mogu napustiti sistem kasnog endozoma/ lizozoma i ugraditii se u ¢elijsku membranu [32]. Uo¢eno
je da se V1aR efikasno recikliraju, dok se V1bR pretezno zadrzavaju u citoplazmi (sekvestracija) [22,30].

PARAVENTRIKULARNO JEDRO - VAZOPRESINSKI CENTAR

Paraventrikularno jedro hipotalamusa je klju¢na struktura centralnog nervnog sistema sa istaknutnim
uceS¢em u odrzanju kardiovaskularne homeostaze. Bez obzira na njegove male dimezije (zauzima svega
1% mozga ki¢menjaka), paraventrikularno jedro je visokointegrisana efektorska struktura [33]. Prostire se bi-
lateralno u nivou tre¢e mozdane komore i na mikroskopskim preparatima se uocava u vidu karakteristi¢ne
forme leptira [34] (Slika 2).

Na osnovu morfoloskih karakteristika u paraventrikularnom jedru se zapaZzaju dva tipa neurona: krupni-
ji magnocelularni (MCN) i sitniji parvocelularni neuroni (PCN). Ove Ceije organizovane su u tri magnocelu-
larne regije (anteriorna, posteriorna i medijalna) i pet parvocelularnih oblasti (dorzalno, lateralno, medijalno,
periventrikularno i anteriorno subjedro) [33,35]. MCN i neki PCN imaju sekretorni potencijal i medijatori su
neuroendokrine funkcije paraventrikularnog jedra. Nasuprot tome vec¢ina PCN ima ulogu u autonomnoj
kadriovaskularnoj regulaciji, buduc¢i da direktno ili indirektno mogu menjati periferni simpaticki tonus [36-38].
Narusavanje ravnoteze izmedu neroendokrine i autonomne funkcionalne celine dovodi do razvoja pa-
toloskih stanja poput hipertenzije [39].

Neuroendokrini deo paraventrikularnog jedra

U paraventrikularnom jedru sintetise se preko 30 razli¢itih neurotransmitera/neuromodulatora. Ipak,
ovo jedro, zajedno sa supraopti¢kim nukleusom predstavlja glavno mesto sinteze VP-a, koja se odigrava u
MCN [40].
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Uloga neurosekretornih MCN u regulaciji krvnog pritiska

Sekretorni kapacitet neuroendokrinih MCN vezan je za regulisanje kardiovaskularne i osmotske home-
ostaze [41]. Ovi neuroni su odgovorni za biosintezu VP-a u formi prekursora. Nakon obrade oko 85000
molekula VP-a se pakuje u krupne vezikule sa gustim jezgrom, koje su lokalizovane u dendritima i aksoni-
ma, gde ¢ekaju signal za sekretovanje [42]. Aksoni neuroendokrinih MCN dosezu do zadnjeg reznja hipofize
(neurohipofize) i tu se vrsi oslobadanje VP-a u sistemsku cirkulaciju. Nosen krvotokom, VP dospeva do udalje-
nih ciljnih mesta gde ispoljava svoje hormonsko dejstvo na razli¢ita tkiva [36]. Najbolje izu¢ene periferne
uloge VP-a su stimulacija vazokonstrikcije (kontrakcije glatke muskulature krvnih sudova) i reapsorpcija
vode u bubreznim tubulima [37,43,44].

Osim oslobadanja iz aksona, dokazano je da se VP moze oslobadati i lokalno, iz tela i dendrita MCN. So-
matodendritski osloboden VP ostvaruje autokrino ili parakrino dejstvo, vezujudi se zaV1aR i V1bR eksprimi-
rane na okolnim neuronima [45,46]. Aksonsko i somatodendritsko oslobadanje su nezavisno regulisani.
Somatodenritsko oslobadanje VP-a praceno je porastom iRNK za VP, dok aksonska sekrecija moze izostati
[47]. Stoga, merenje VP-a u plazmi nije pouzdan pokazatelj sinteze samog VP-a [24,47]. MCN ne oslobadaju
VP kontinuirano, ve¢ pokazuju fazni obrazac aktivacije, koji karakterise smena perioda aktivnostii“tisine”. Ra-
zliciti spoljasnji i unutrasnji stimulusi, kao i sam somatodendritski osloboden VP mogu menjati ovaj obrazac
aktivacije (Slika 3) [48] .

Uloga neurosekretornih PCN u regulaciji krvnog pritiska

Osim u MCN, poznato je da se VP eksprimira i u PCN. Neurosekretorni PCN imaju vaznu ulogu u odgov-
oru paraventrikularnog jedra na stres i u aktivaciji hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne osovine (HPA ose)
[49]. Osim $to anteriorni i medijalni PCN sintetiSu CRH u odgovoru na akutni stres, oni su izvor i VP-a
[37,50,51]. Odnos CRH:VP je diktiran tipom stresora i vazan je za odrzavanje osetljivosti HPA ose u odgov-
oru na hronic¢an stres [50,51]. CRH i VP se aksonima transportuju do eminentia medianae i oslobadaju u por-
talni krvotok, kojim se transportuju do kortikotropnih ¢elija prednjeg reznja hipofize (adenohipofize). Na
ovim ¢elijama CRH stimulise oslobadanje adrenokortikotropnog hormona-ACTH, dok VP dodatno pojacava
dejstvo CRH vezujuci se za V1bR [41]. ACTH deluje na ceije kore nadbubrezne Zlezede i stimulie lu¢enje
glukokortikoida. [52,53]. Kortizol je hormon stresa, koji je vazan za odrzanje fizioloskih vrednosti krvnog
pritiska, a kada je u visku mozZe izazvati hipertenziju [54]. Takode, optogenetskim eksperimentima pokazano
je da ovi CRH/VP pozitivni PCN mogu uticati na krvni pritisak i putem aksonskih projekcija usmerenih ka
nucleus tractus solitarius-u [55].

Autonomni deo paraventrikularnog jedra

Osim VP-posredovanog usesc¢a u perifernoj regulaciji krvnog pritiska, paraventrikularno jedro ima vaznu
ulogu u centralnoj kardiovaskularnoj kontroli, uti¢uci na povecanje simpaticke aktivnosti, koje se susrece i u
hipertenziji [56]. Autonomni deo paraventrikularnog jedra Cine razli¢ite populacije PCN-ova odredene
topografije. Ovi neuroni okupiraju ventrolateralne, medijalne i dorzalne delove jedra [57,58]. Cesto se oznacavaju
Lpreautonomnim’, buduci da menjaju aktivnost razlicitih simpatickih i parasimpatickih centara u mozgu i kicme-
noj mozdini, uti¢uci na sveukupni autonomni odgovor usmeren ka kardiorenalnom sistemu [56,59,60]. Zahva-
ljujuci ovako vaznoj ulozi, paraventrikularno jedro se dodatno oznacava i kao, “glavni auto-nomni kontrolor”
[61]. Najveci broj neuronskih projekcija autonomnog paraventrikularnog dela se pruza ka preganglijskim neuro-
nima u torako-lumbalnim intermedio lateralnim (IML) rogovima kicmene mozdine, na kojima su eksprimirani
V1aR. Upravo zato, ovi neuroni predstavljaju atraktivna mesta za terapijsko delovanje [58].



Integracija funkcije neuroendokrinog i autonomnog dela paraventrikularnog jedra

Vazno je ista¢i da su neuroendokrini i autonomni deo paraventrikularnog jedra funkcionalno povezani
efektima lokalno oslobodenog VP-a, koji omogucava njihovu komunikaciju [24,62]. Osim autokontrole MCN,
VP ima i parakrino dejstvo i difunduje kroz meducelijski prostor, delujuci kao neurotransmiter. Vazna odlika
somatodendritskog otpustanja VP-a je da je ono nesinapti¢ko. VP dugo opstaje u meducelijskoj sredini i
dosezZe oblasti preauto-nomnih PCN na kojima aktivira V1aR [38,63], 5to je narocito izraZzeno tokom hiper-
osmotske stimulacije [64,65]. Takode, efekti porasta pritiska, sr¢ane frekvence i renalne simpaticke aktivnosti,
indukovani mikro-injekcijama VP-a u paraventrikularno jedro, ponistavaju se blokadom V1bR antagoni-
stom-nelivaptanom [66]. Sveukupno, podaci sugerisu da su oba tipa vazopresinskih receptora angazovana
u integraciji funkcije paravnetrikularnog jedra.

Promena aktivnosti paraventrikularnog jedra

Jasno je da je paraventrikularno jedro izrazito dinami¢na struktura, koja poseduje veliku plasti¢nost si-
nteze neuropeptida. Ovakva prilagodljivost je diktirana hormonskim i neuronskim uticajima na ¢elije para-
vnetrikularnog jedra, koje neprekidno primaju informacije o razli¢itim fizioloskim parametrima [41]. Smatra
se da je u hipertenziji narusena fina ravnoteza izmedu stimulatornih i inhibitonih uticaja na paraventriku-
larno jedro [41,56,67]. Glavni modulatori kardiovaskularne kontrole paraventrikularnog jedra su osmotski i
kardiovaskularni status organizma, ali i Stetni uticaji razlicitih stresora.

Hiperosmotska stimulacija moze dovesti do hidromineralnog disbalansa i rezultovati naglasenim
odgovorom paraventrikularnog jedra, uz koordiniranu aktivnost MCN i PCN. Dakle, povecanje osmolalnosti
vodi simultanom porastu nivoa VP-a u cirkulaciji, ali i uve¢anju simpatickog uticaja na kardiorenalni sistem,
kao posledica lokalno oslobodenog VP-a [68,69]. Dominantni signali koji pristizu do paraventrikularnog
jedra, poreklom su iz cirkumventrikularnih organa, u kojima odsustvo krvno-mozdane barijere omogucava
direktno detektovanje promena u plazmi [70-72]. Ipak, MCN mogu i sami da prepoznaju izmene sastava
okolocelijske sredine, bududi da poseduju i unutrasnju osmosenzitivnost [73].

Osim promene sastava telesnih te¢nosti, porast ili smanjenje krvnog pritiska indirektno uti¢u na di-
namiku paraventrikularnog jedra. Sve perturbacije u pritisku deluju na baroreceptorski refleks (barorefleks),
jedinstveni sistem negativne povratne sprege, Cija funkcija pociva na aktivnosti razlictih autonomnih jedara
u produzenoj mozdini, ali i paraventrikularnog jedra [74]. Osim medusobnog uticaja uzajamnih neuron-
skih projekcija izmedu paraventrikularnog jedra i barorefleksnih centara, sam VP iz plazme mozZe uticati na
barorefleks u nivou area postremae, angazovanjem V1aR [75].

Stres je priznati faktor rizika za nastanak hipertenzije. Dokazan je uticaj razlicitih stresora (spoljasnjih i
unutrasnjih) na aktivnost HPA osovine i neurosekretorne MCN, ali i na lokalnu intranuklearnu vazopresin-
sku signalizaciju, $to vodi promenama u ponasanju u odgovoru na stres [41,76,77].

VAZOPRESIN | HIPERTENZLJA

Razli¢iti geneti¢ki animalni modeli koriste se za ispitivanje hipertenzije. Arterijska hipertenzija se naj-
¢esce proucava na spontano hipertenzivnim pacovima (engl. Spontaneously Hypertensive Rats-SHR) [78,79].
Kod ovih pacova, patofizioloske promene poput onih na endotelu, nastaju u ranoj dobi, dok se kod ljudi
hipertenzija razvija kasnije u zivotu [80,81]. Iz ovog razloga SHR nisu pogodan model za ispitivanje pre-
hipertenzivnih promena i mehanizama koji dovode do razvoja hipertenzije u kasnijoj zivotnoj dobi. Adek-
vatan model za ovakva istraZivanja su grani¢no hipertenzivni pacovi (engl. Borderline Hypertensive Rats -BHR),
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koje karakterise odsustvo strukturnih promena tipi¢nih za hipertenziju [82]. BHR je animalni model razvijen
od strane Lawler-a i saradnika, nastao ukrstanjem SHR Zenki i normotenzivnih muzjaka Wistar-Kyoto (WKY)
pacova (Slika 4) [83,84] .

BHR pacovi imaju grani¢no-hipertenzivne vrednosti pritiska, sli¢cne onima kod ljudi, $to je ujedno i glavni
faktor rizika za razvoj hipertenzije (Slika 5) [85]. Bez obzira na naslednu predispoziciju BHR-ova za nastanak
hipertenzije, oni je nece razviti ukoliko se ne izloZze nepovoljnim uslovima sredine, kao $to su stres i/ili
poviseni unos soli [83,84]. To su potvrdili i rezultati nasih istrazavanja [84], koji su pokazali da unos soli nije
dovoljan faktor za indukovanje hipertenzije kod ovih Zivotinja. Tek kada su BHR-ovi bili izloZzeni kombinaciji
povecanog unosa soli i hroni¢nom heterotipi¢nom stresu, vrednosti sistolnog krvnog pritiska kod ovih zZiv-
otinja premasile su grani¢ne vrednosti i dosegle su hipertenzivne [84].

Brojni podaci iz literature ukazuju na ucescée kako centralnog, tako i perifernog VP-a u etiologiji hiperten-
zije [1,13]. lako nije dokazano da je VP glavni uzorénik razvoja hipertenzije, disbalans u vazopresinkom sis-
temu u velikoj meri doprinosi teZini i krajnjem ishodu bolesti [20].

Centralni vazopresin i hipertenzija

Ucesc¢e VP-a u nastanku hipertenzije potkrepljeno je njegovim pristustvom u mozdanim strukturama
koje su od velikog znacaja za kardiovaskularnu kontrolu [86-88]. Jedna takva struktura je i paraventriku-
larno jedro [1,13,19]. Uoceno je da je koncentracija centralnog VP-a u genetskoj hiperteziji izmenjena [89,90].
Nivo VP-a u neurohipofizi SHR-ova vedi je za 26% u poredenju sa normotenzivnim zivotinjama [89]. U pre-
hipertenzivnom stadijumu SHR-ovi imaju priblizno jednak nivo VP-a u odnosu na normotenzivne kontrole,
ali sa progresijom bolesti njegov nivo opada [91]. Nasuprot ovakvim nalazima, druga istrazivacka grupa [92]
je pokazala da je ekspresija iRNK za VP kod posebnog varijeteta SHR-ova sklonih slogu, uvecana u hipertenzi-
vhom stadijumu. Povisena ekspresija VP-a detektovana je u pavantrikularnom jedru SHR-ova ¢ak i u pre-
hipertenzivnom stadijumu, sugerisuci da uocen porast VP-a nije posledica hipertenzije [93]. U skladu sa
ovakvim rezultatima i nasa istrazivanja [84] su potvrdila da se vazopresinki sistem paraventrikularnog jedra
BHR-ova nalazi u stanju povisene aktivnosti. Ova studija [84] je po prvi put pokazala da je kod BHR-ova pod
bazalnim uslovima, ekspresija paraventrikularnog VP-a znacajno vec¢a u odnosu na Wistar pacove. To ukazuje
na povecanije sinteze VP-a i korelira sa pojacanim sistemskim otpustanjem [84]. Eksperimentalne lezije para-
ventrikulanog jedra SHR-ova, koje vode smanjenju pritiska, dodatno potvrduju neizostavnu ulogu ove mo-
zdane strukture u kardiovaskularnoj regulaciji. Snizenje krvnog pritiska kod Zivotinja sa lezijom manifestuje
se ve¢ u ranoj dobi. Ipak, vi.emenom krvni pritisak pocinje da raste, ali nikada ne dostize vrednosti koje su
prisutne kod kontrola [94]. Dakle, moze se zakljuciti da je paraventrikularno jedro struktura koja je vazna u
pocetnim stadijumima hipertenzije, ali i za ispoljavanje maksimalnih hipertenzivnih efekata u kasnijim
razvojnim fazama.

Pored promena ekspresije samog VP-a, zapazene su razlike i na nivou njegovih receptora [95,96]. Na
primer, DOCA-NaCl eksperimentalni model hipertenzije pokazao je povecanu zastupljenost centralnih va-
zopresinskih receptora [97]. Dokazano je daV1aR i V1bR kolokalizuju u paraventrikularnom jedru i bogato
su eksprimirani [46,98]. Poznato da je autokrina regulacija oslobadanja VP-a dominantno posredovanaV1aR
[46]. Ipak, nasi eksperimenti [84] pokazali su uvecanje iRNK za V1bR kod BHR-ova pod bazalnim uslovima,
dok ekspresija V1bR opada kada se ove zZivotinje izloze pove¢anom unosu soli [84]. lako su V1aR medijatori
simpatoekscitacije uslovljene hipermosmotskim stimulusom [39], promene na nivou V1aR u ovoj studiji
nisu uocene [84].



Periferni vazopresin i hipertenzija

Ljudi koji boluju od hipertenzije kao i genetski modifikovane hipertenzivne Zivotinje imaju poveéanu
daci nisu direktan dokaz usesc¢a VP-a u porastu krvnog pritiska, promene na nivou perifernog VP-a koreliraju
sa ozbiljno3¢u klinicke slike bolesti. Kada se vaskularni V1aR dugotrajno stimuliSu agonistom, kod normo-
tenzivnih Zivotinja dolazi do razvoja hipertenzije [101,102]. VP nivo SHR-ova Okamoto-Aoki soja u cirkulaciji
je povecan, a upotreba VP-blokirajucih antitela i antagoniste vodi ka smanjenju krvnog pritiska [19,103]. U
nasim eksperimentima [84], netretirani BHR-ovi imali su povecan nivo VP-a u plazmi u odnosu na normo-
tenzivne zivotinje. Pretpostavlja se da je visokoeksprimiran V1bR, okidac pozitivne autokrine kontrole VP-a kod
BHR-ova i doprinosi povecanju sinteze i sekrecije VP-a. Ova autokontrola je kompleksan proces i zasniva se
na finom balansu inhibitornih i ekscitatornih efekata posredovanih V1aR i V1bR [104]. Ipak, kada se BHR-ovi
izloZze povec¢anom unosu soli i hroni¢nom stresu dolazi do dramati¢nog pada koncentracije VP-a u plazmi, iako
nivo V1bR ostaje nepromenjen [84]. Poznato je da stres stimuliSe vazopresinki sistem, ali jaki emocionalni
stresori, poput onih koji su koris¢eni u nasoj eksperimentalnoj postavci [84], mogu dovesti do blokade otpu-
Stanja VP-a u plazmu [105,106]. Osim toga, kod ovih Zivotinja doslo je do uvecanja perifernog simpatickog
praznjenja, pa se moze zakljuciti da periferni VP nije imao doprinosa u razvoju hipertenzije [84].

Nisu sva vaskularna korita jednako osetljiva na dejstvo VP-a [107]. Potrebne su relativno velike kon-
centracije VP-a u plazmi, koje daleko premasuju fizioloske vrednosti (100 pg/ml) [108,109], kako bi VP iza-
zvao presorni efekat. To je posledica aktivacije puferskih mehanizama, poput barorefleksa, koji se protive
povecanju pritiska nasuprot uvecanju perifernog otpora, usled vazokonstrikcije. VP je snazniji aktivator
barorerefleksa u odnosu na druge vazokonstriktore. U animalnim modelima kod kojih je dotok informacija
od baroreceptora prekinut, VP dozno-zavisno povecava pritisak [109]. Glavno mesto dejstva VP na aktivhost
barorefleksa postize se u nivou area postreme aktivacijom V1aR [110]. Eksperimentalne lezije area postremae
ukidaju efekte perifernog VP-a na barorefleks [111]. Soj Brattleboro pacova koji ima deficijenciju VP-a odli-
kuje se znacajno snizenom senzitivnosc¢u barorefleksa [112]. Nasi rezultati [84] pokazuju uvecanu senzi-
tivnost barorefleksa, koja moze biti posledica povecane sinteze i otpustanja VP-a kod BHR pacova pod
bazalnim uslovima [84]. Ovo bi mogao biti mehanizam koji krvni pritisak kod ovih Zivotinja odrzava u
grani¢nim vrednostima. Osim povecanja senzitivnosti barorefleksa, parametri koji doprinose oc¢uvanje
hipertenzije su resetovanje barorefleksa i pomeranje tezista njegovog rada, a ovaj fenomen je uocen i u
nasim eksperimentima [84].

ZAKLJUCAK

Dobro je poznata uloga VP-a u odrzanju osmotske i kardiovaskularne ravnoteze. Brojni podaci iz litera-
ture naglasavaju vaznost vasopresinskog sistema paraventrikularnog jedra u kardiorenalnoj regulaciji i isti-
¢u doprinos ove kompleksne signalne mreze u razvoju hipertenzije. Neuroendokrini i autonomni deo
paraventrikularnog jedra imaju dinami¢nu ulogu u modulaciji cirkulacije u skladu sa fizioloskim zahtevima.
To su potvrdili i rezultati naseq istrazivanja, koji pokazuju da bi porast ekspresije VP-a i V1bR u para-ven-
trikalarnom jedru, mogao doprineti konstitutivho uvec¢anim vrednostima krvnog pritiska uoc¢enim kod
grani¢no hipertenzivnih pacova. Takode, povisen nivo VP-a u plazmi izaziva resetovanje i povecanje senzi-
tivnosti barorefleksa, $to puferuje promene na nivou krvnog pritiska i odrzava ih u grani¢nim vrednostima
.Ipak, nasi rezultati ne ukazuju da je nastanak hipertenzije kod grani¢no hipertenzivnih Zivotinja posledica
promena u vazopresinskom siste-mu paraventrikularnog jedra, ve¢ rezultat uvecanja simpati¢kog prazn-
jenja ka kardiorenalnom sistemu. Oprecni podaci iz literature isti¢u potrebu za dodatnim ispitivanjima na
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razli¢itim eksperimentalnim mode-lima, u bazalnim i patoloskim uslovima, kako bi se razjasnili mehanizmi
unutar vazopresinskog sistema koji doprinose razvoju hipertenzije. Takode, poznavanje ovih slozenih va-
zopresinskih puteva, omogucdilo bi razvoj efikasnijih lekova za le¢enje hipertenzije, bududi da je uc¢inkovi-
tost postojece terapije vrlo mala.
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Slika 1. Signalna kaskada vazopresinskih receptora. VP - vazopresin; V1aR/V1bR - vazopresinski receptor tipa 1a/1b; V2R - vazopresinski receptor tipa 2; Gg/11i Gs
- subjedinice G proteina; PLC - fosfolipaza C; PIP2 - fosfadiliinozitol-4,5-bisfosfat; IP3 - inozitol-3,4,5-trifosfat; AC — adenilat ciklaza; ATP - adenozin trifosfat; cCAMP —cik-

licni adenozin monofosfat; PKA - protein kinaza A. Slika preuzeta iz doktorske disertacije Savi¢, 2021 i modifikovano iz Ripoll et al, 2019 [113].
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Slika 2. Uzorkovanje mikroisec¢aka mozga pacova na kriostotatu (levo) i izgled paraventrikularnog jedra pod mikroskopom, bojeno toulidin plavim (desno).
Slika preuzeta iz doktorske disertacije Savic, 2021.

Usled
A 0 Pod bazalnim hiperosmotskog B
uslovima stimulusa
20
10
VP
0
Usled C
Pod bazalnim hipoosmotskog
=~ - uslovima stimulusa
& 10

MCN !

“§r .vs.
AVP NH ~Cys-Tyr-Phe-Gin-Asp-Cys-Pro-i~-Arg-Gly-NH,

Slika 3. Autokrino dejstvo VP-a na fazni obrazac aktivacije.



I Trendovi u molekularnoj biologiji

Slika 4. BHR pacov tokom izlaganja hroniénom stresu usmerenim protokom vazduha u teme.
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Slika 5. Softverski prikaz (Dataquest A.R.T.4.0. Softver; DSI, Transoma Medical) arterijskog pulsnog pritika BHR pacova zablezen radiotelemetrijskim sistemom
za kontinuirano merenje krvnog pritiska kod sitnih Zivotinja (DSI, Transoma Medical, St Paul, MN, USA). 105
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Antioksidativni i antiinflamatorni efekti suplementacije orasima
(Juglans regia L.) na srce u metabolickom sindromu izazvanom

ishranom bogatom fruktozom
Maja Bubi¢, Maja Zivkovié
Institut za nuklearne nauke “Vinca’, Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u
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Apstrakt

Povecana konzumacija fruktoze kroz industrijsku hranu doprinosi razvoju metaboli¢kog sindroma (MetS)
koji prati hroni¢na inflamacija niskog intenziteta, oksidativni stres i aktivacija renin-angiotenzin sistema (RAS).
Orasi su bogat izvor antioksidanasa i polinezasi¢enih n-3 masnih kiselina sa antiinflamatornim efektima.

Na zivotinjskom modelu MetS-a je pokazano da suplementacija orasima ima zastitni efekat na srce kroz
smanjenje odnosa n-6/n-3 masnih kiselina i povecanje nivoa angiotenzin konvertuju¢eg enzima 2 (ACE2),
kardioprotektivne komponente RAS-a. Orasi u srcu deluju protektivno i na antioksidativnu osu SIRT1-
FoxO3a-MnSOD/katalaza, koja je kompromitovana ishranom bogatom fruktozom. Ulogu negativnih regu-
latora ove ose, Nox4 i ChREBP, u srcu treba dodatno ispitati kako bi se utvrdio njihov potencijal u nutritivnoj
terapiji.

Dosadasnja istrazivanja su potvrdila korisne efekte konzumacije oraha na kardiometabolic¢ko zdravlje i
predlozila molekularne mehanizme u srcu koji leze u osnovi njihovih antiinflamatornih i antioksidativnih

efekata koji mogu ponistiti Stetne efekte ishrane bogate fruktozom. Translacioni potencijal istrazivanja
ukazuje na mogucnost razvoja novih, nefarmakoloskih pristupa u terapiji kardiometabolickih bolesti.

Kljucne reci: metabolicki sindrom, orasi, SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza, renin-angiotenzin sistem, NF-
kB, masne kiseline
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Abstract

Increased fructose intake via industrial food is associated with metabolic syndrome (MetS) which is char-
acterized by chronic low-intensity inflammation, oxidative stress and activation of the renin-angiotensin
system (RAS). Walnuts are a rich source of antioxidants and polyunsaturated n-3 fatty acids that exert anti-
inflammatory effects.

Walnut supplementation in an animal model of MetS has been shown to have a protective effect on the
heart through a reduction of n-6/n-3 fatty acid ratio and an increase of angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2) level, a cardioprotective component of the RAS. Walnut consumption also showed a protective ef-
fect on the antioxidative axis SIRT1-FoxO3a-MnSOD/catalase in the heart, which was compromised by
fructose-rich diet. The role of the negative regulators of this axis, Nox4 and ChREBP, in the heart should be
further investigated to determine their nutritional therapy potential.

Previous studies confirmed the beneficial effects of walnut consumption on cardiometabolic health and
proposed the molecular mechanisms underlying their anti-inflammatory and antioxidative effects in the
heart, which could reverse the harmful effects of fructose-rich diet. The translational potential of the re-
search indicates the possibility for development of novel, nutritional, non-pharmacological approaches in
cardiometabolic disease therapy.

Key words: metabolic syndrome, walnuts, SIRT1-FoxO3a-MnSOD/catalase, renin-angiotensin system, NF-
KB, fatty acids
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Uvod

Povecana konzumacija fruktoze kao nezaobilazne komponente savremenog nacina ishrane ima klju¢nu
ulogu u nastanku metabolickog sindroma (MetS) [1]. To je skup metabolickih poremecaja koji obuhvata abdo-
minalnu gojaznost, insulinsku rezistenciju, hiperinsulinemiju, hipertenziju i dislipidemiju. MetS prethodi
razvoju dijabetesa tipa 2 (T2D) i kardiovaskularnih bolesti (KVB), ¢ime postaje glavni zdravstveni problem u
svetu [2]. Istrazivanja su pokazala da MetS prati hroni¢na inflamacija niskog intenziteta, oksidativni stres i ak-
tivacija renin-angiotenzin sistema (RAS). Razvoju MetS-a doprinosi interakcija genetskih determinanti i fakto-
ra zivotne sredine, ukljucujudi ishranu [3], pa intervencije u nacinu ishrane predstavljaju vazan deo strategije
za sprecavanje MetS-a. Orasi su bogat izvor antioksidanasa i omega-3 masnih kiselina sa antiinflamatornim
efektima, pa se smatraju korisnim suplementom u ishrani, sa potencijalom poboljsanja metaboli¢kog sta-
tusa narusenog savremenim nacinom ishrane u kojoj dominira visok sadrzaj fruktoze. Cilj ovog revijskog
rada jeste da sumira antioksidativne i antiinflamatorne efekte suplementacije orasima na srce u MetS-u iza-
zvanom ishranom sa visokim sadrzajem fruktoze.

Ishrana bogata fruktozom i metabolicki sindrom

Konzumacija fruktoze iz njenih prirodnih izvora (voce, povrcée i med) je umerena i ne izaziva znacajne
metabolicke promene. Medutim, istrazivanja su pokazala da dramatican porast konzumacije fruktoze u ob-
liku kukuruznog sirupa sa visokim sadrzajem fruktoze (engl. High Fructose Corn Syrup, HFCS, 42-90% fruktoze)
koji je zastupljen u gotovo svim industrijskim proizvodima, predstavlja glavni uzrok razvoja metabolickih
poremecaja [1]. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije od 1975., kada je HFCS u$ao u industri-
jsku upotrebu, pa do 2016. godine, prevalenca gojazne dece i adolescenata od 5-19 godina povecala se
vise od 4 puta, od 4% do18% na globalnom nivou.

Glukoza predstavlja primarni izvor energije u svim ¢elijama u kojima je njen metabolizam strogo regulisan
usled negativne povratne sprege klju¢nog enzima glikolize, fosfofruktokinaze (Slika 1.). Metabolizam fruktoze
je, medutim, gotovo neregulisan i odvija se najve¢im delom u jetri, $to je sa evolucionog stanovista oprav-
dano zanemarljivom upotrebom slobodne fruktoze u ishrani nasih predaka. Fruktoza ulazi u glikoliticki put
zaobilazedi negativnu povratnu spregu fosfofruktokinaze, $to za posledicu ima neogranicen ulazak fruktoze u
ovaj proces, akumulaciju fosforilisanih supstrata i veliku potro$nju ATP-a, rezultujuci nastankom uri¢ne kiseline.
Osim toga, fruktoza zaobilazi kontrolu apetita posredstvom centara u hipotalamusu jer, za razliku od glukoze,
ona ne stimulise lucenje insulina koji regulise nivo glukoze u krvi putem negativne povratne sprege.

Fruktoza doprinosi razvoju metaboli¢kih poremedcaja i stimulacijom de novo lipogeneze. Naime, znaca-
jan deo fruktoznih metabolita koji se ne iskoristi kao izvor energije u ¢elijama u vidu glukoze i laktata ili se
ne skladisti u vidu glikogena u jetri, moze biti iskoris¢en za sintezu masnih kiselina. Ove masne kiseline
dospevaju u cirkulaciju odakle ih intenzivno preuzimaju masno tkivo, skeletni misici i srce kada su ener-
getske potrebe organizma povecane, $to dovodi do talozenja lipidnih intermedijera i nastanka insulinske
rezistencije (IR) u ovim tkivima. Usled poremecaja u insulinskom delovanju, dolazi do intenzivne lipolize i
oslobadanja masnih kiselina u plazmu. Dakle, glavne posledice metabolizma fruktoze su povecana kon-
centracija slobodnih masnih kiselina (SMK) i uri¢ne kiseline u cirkulaciji, kao i hiperglikemija i posledi¢na
hiperinsulinemija usled nastanka IR.

U cilju kreiranja Zivotinjskog modela MetS-a, koriste se razli¢ite koncentracije i nacini administracije
fruktoze, kao i duzina trajanja tretmana, $to uzrokuje pojavu razli¢itih karakteristika MetS-a [4]. Najcesce se
u ove svrhe koristi laboratorijski pacov soja Wistar koji se podvrgava ishrani obogacenoj 10% ili 20%



rastvorom fruktoze [5], ¢ime se oponasa savremeni nacin ishrane. Rezultati ovakvih studija kod mladih pa-
cova su od narocitog znacaja s obzirom da su adolescenti najveci konzumenti industrijskih napitaka i hrane
zasladene sa HFCS, $to uzrokuje pojavu metaboli¢kih poremecaja u ranom Zivotnom dobu povecavajuci
rizik i za raniji razvoj T2D i KVB [6]. Stoga, preporuke u nacinu ishrane u mladoj populaciji mogu biti korisne
kako u prevenciji, tako i u tretmanu MetS-a i bolesti asociranih sa MetS-om.

Metabolicka inflamacija

MetS se karakterise hroni¢cnom inflamacijom niskog intenziteta koja se oznacava kao metabolicka in-
flamacija ili metainflamacija. Ona je uzrokovana prekomernim unosom hranljivih materija, a razlikuje se od
akutne ili hroni¢ne inflamacije podstaknute infekcijom ili autoimunoscu [7].

Lokalizovana inflamacija uzrokovana prekomernim unosom hranljivih materija zapocinje u adipoznom
tkivu i pokrece sistemsku inflamaciju preko brojnih adipocitokina koji se oslobadaju iz nekroti¢nih adipocita i
putem cirkulacije dospevaju u druga insulin-zavisna tkiva (jetra, misici, srce) [8] izazivajudi infiltraciju imunskih
Celija u ova tkiva [9], ¢Cime se ostvaruje veza izmedu MetS-a, inflamacije i bolesti asociranih sa MetS-om. U stanju
narusene metabolicke ravnoteze, hiperoksidacija mastii ugljenih hidrata u mitohondrijama dovodi do nastanka
reaktivnih vrsta kiseonika (RVK) koje stimulisu aktivnost inflamatornih kinaza, pa oksidativni stres doprinosi
razvoju metainflamacije. Sa druge strane, metainflamacija prethodi razvoju IR koja leZi u osnovi MetS-a.

U fizioloskim uslovima, energija potrebna za rad sréanog misi¢a dobija se najve¢im delom oksidacijom
masnih kiselina dugih lanaca, i u manjoj meri oksidacijom glukoze i laktata [10]. Kardiomiociti eksprimiraju
fruktoza-specifi¢ni GLUT5 transporter, pa u malom procentu mogu koristiti i fruktozu kao energetski supstrat.
Najveci deo masnih kiselina potrebnih za proizvodnju energije u srcu potice iz cirkulacije, pa povisena kon-
centracija SMK u cirkulaciji dovodi do povec¢anog preuzimanja SMK od strane Celija srca i povecane (3-oksi-
dacije, $to za posledicu ima akumulaciju lipidnih intermedijera u miokardu i nastanak IR, kao i proizvodnju
velike koli¢ine RVK-a koje izazivaju poremecaje u funkciji mitohondrija i apoptozu kardiomiocita [11].

Oksidativni stres u metabolickom sindromu

Istrazivanja su pokazala da oksidativni stres ima vaznu ulogu u patogenezi MetS-a, doprinosedi razvoju
metainflamacije i posledi¢ne IR. Kod pacijenata sa MetS-om pokazana je smanjena aktivnost antioksida-
tivnih enzima u plazmi, kao i povecani nivoi markera oksidativnih oste¢enja [12]. Povecanje oksidativhog
stresa kao posledica ishrane bogate fruktozom pokazano je kod pacova kod kojih je nakon tretmana an-
tioksidansima doslo do smanjenog stvaranja RVK-a i sprec¢avanja IR [13].

Oksidativni stres u srcu dovodi do razvoja IR [14], uzrokuje poremecaj u signalizaciji kalcijuma, $to rezul-
tuje dijastolnom i sistolnom disfunkcijom [15], izaziva povecano koris¢enje masnih kiselina kao izvora en-
ergije izazivajudi akumulaciju lipidnih intermedijera [16] i doprinosi razvoju inflamacije u srcu [17], $to moze
izazvati disfunkciju i apoptozu kardiomiocita.

Uloga AMPK-SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza antioksidativne ose
u metabolickom sindromu

AMP-aktivirana protein kinaza (AMPK) i sirtuin 1 (SIRTT) su metabolic¢ki senzori koji imaju vaznu ulogu
u patogenezi MetS-a [18]. Pored uloge u odrzavanju energetske homeostaze u celiji, requlacijom metabo-
lizma nutrijenata, ovi molekuli imaju ulogu u regulaciji metabolic¢ke inflamacije [19] i sprec¢avanju oksida-
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tivnog stresa [20] (Slika 2). Pokazano je da AMPK sprecava razvoj metabolicke inflamacije inhibicijom tran-
skripcionog faktora NF-kB (engl. Nuclear Factor-kappa B), a posredstvom nizvodnog medijatora, SIRT1 [21].
Osim toga, SIRT1 spre¢ava razvoj oksidativnog stresa posredstvom transkripcionog regulatora FoxO3a (engl.
Forkhead box 03), koji reguliSe ekspresiju gena ukljucenih u antioksidativnu odbranu, kao $to su mitohon-
drijska mangan superoksid dismutaza (MnSOD) i katalaza [22, 23] koji katalizuju razgradnju reaktivnih vrsta
kiseonika. SIRT1 sprecava razvoj oksidativnog stresa i putem inhibicije nikotinamid adenin dinukleotid fo-
sfat (engl. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, NADPH) oksidaze 4 (Nox4) [24], koja predstavlja
glavni izvor mitohondrijskog oksidativnog stresa u kardiomiocitima [25].

Vaznu ulogu u patogenezi MetS-a ima i ChREBP (engl. Carbohydrate Response-Element-Binding Protein)
koji se vezuje za SIRT1 promotor u metaboli¢ki aktivnim tkivima [26] i regulise gensku transkripciju u
glikolizi/fruktolizi i de novo lipogenezi [27]. U metaboli¢ki aktivnim tkivima je pokazano da fruktoza aktivira
ChREBP [26], medutim nema dovoljno podataka o ekspresiji ChREBP u srcu. U studiji Boskovic i sar., ishrana
bogata fruktozom je smanijila nivo ChREBP u srcu [28], $to ukazuje na kompleksnost njegove tkivno-speci-
ficne ekspresije [29, 27]. Moguce je da ChREBP regulise transkripciju gena uklju¢enih u glikolizu/fruktolizu
u metabolicki aktivnim tkivima koja pre svega koriste ugljene hidrate kao energetski supstrat [30], za razliku
od srca koje koristi masne kiseline dugih lanaca kao dominantan izvor energije [10].

Boskovic i sar. su pokazali da ishrana bogata fruktozom inhibira antioksidativhu osu SIRT1-FoxO3a-
MnSOD/katalaza kako u srcu ovarijektomisanih Zenki pacova [31], tako i u srcu muZjaka pacova [28], dok su
Li i sar. ustanovili da Ang ll, posredstvom svog receptora, AT1R, inhibira ovu osu u mitohondrijama osteo-
blasta, povezujudi RAS i oksidativni stres [32].

Uloga renin-angiotenzin sistema (RAS) u metabolickom sindromu

RAS je hormonski sistem koji ima vaznu ulogu u razvoju MetS-a (Slika 3). Kod pacova na ishrani boga-
toj fruktozom pokazano je da oksidativni stres u srcu moze biti posledica aktivacije RAS-a [33]. Pored siste-
mskog, u srcu je aktivan i lokalni RAS koji moZe da deluje nezavisno od sistemskog.

Angiotenzin konvertujuci enzim (ACE) proteoliticki sece angiotenzin | pri ¢emu nastaje bioloski najakti-
vniji hormon RAS-a, angiotenzin Il (Ang ll). Pokazano je da hroni¢na administracija Ang Il dovodi do
povecane produkcije RVK-a koja je posredovana aktivacijom Nox-a [34]. BoSkovi¢ i sar. su detektovali
povecani nivo ACE i Nox4 nakon ishrane bogate fruktozom [35, 28].

Fizioloska dejstva Ang Il se ostvaruju posredstvom dva tipa angiotenzinskih receptora: receptora tipa
1 (AT1R) i receptora tipa 2 (AT2R), pri cemu AT1R ostvaruje Stetne efekte Ang Il, dok stimulacija AT2R ima
blagotvorne metabolicke efekte [36] koji su potisnuti zbog dominantne ekspresije AT1R u vecini adultnih
tkiva. Stoga bi farmakoloska modulacija balansa izmedu AT1R i AT2R mogla biti znacajna u terapiji MetS-a
i njegovih krajnjih posledica, T2D i KVB [37].

ACE homolog, angiotenzin konvertujuci enzim 2 (ACE2) direktno degraduje Ang Il, na racun nastanka
angiotenzina 1-7 (Ang 1-7), koji ima kontraregulatornu ulogu u odnosu na Ang Il pa predstavlja glavnu
kompo-nentu deaktivirajuce kaskade RAS-a. Pokazano je da ACE2 ima znacajnu kardioprotektivnu ulogu za-
hvaljujuci svom antiinflamatornom i antifibroznom dejstvu na srce [38]. Farmakoloska inhibicija ili geneticka
delecija ACE2 ima Stetne efekte na srce [39, 40]. Sa druge strane, pokazano je da povecanje ekspresije ACE2
poboljsava funkciju srca [41, 42, 43]. Stoga bi upotreba prirodnih suplemenata u ishrani koji deluju kao ACE2
aktivatori, mogla imati dodatne kardioprotektivne efekte u terapiji KVB i MetS-a u kombinaciji sa konve-
ncionalnim RAS blokatorima (ACE inhibitori i AT1R antagonisti).



Veza izmedu RAS-a, oksidativnog stresa i inflamacije u metabolickom sindromu

U stanju narusene metabolicke ravnoteZe dolazi do povecane produkcije Ang Il koji posredstvom svog
receptora AT1R aktivira Nox4. To rezultuje pove¢anom produkcijom RVK-a i nastankom oksidativnog stresa.
RVK aktiviraju transkripcioni faktor NF-kB $to uzrokuje transkripciju gena za proinflamatorne citokine [44]
koji inhibiraju signalni put insulina aktivacijom intracelijskih kinaza, izazivajuci IR [45] (Slika 4). Na ovaj nacin
RAS, oksidativni stres i inflamacija konvergiraju u zajednicke puteve koji rezultuju insulinskom rezistencijom
koja lezi u osnovi MetS-a [46]. Pokazano je da inhibicija AT1R u animalnom modelu MetS-a, uzrokovanom
ishranom bogatom fruktozom, dovodi do smanjene ekspresije NF-kB i proinflamatornih citokina u krvnim
sudovima, kao i smanjene produkcije RVK-a i aktivnosti Nox-a u endotelu, ukazujuci na ulogu RAS-a i oksi-
dativnog stresa u metainflamaciji [47].

Orasi kao suplement u ishrani bogat n-3 masnim kiselinama - nutritivni tretman
u terapiji metabolickog sindroma?

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da redovna konzumacija orasastih plodova moze ponistiti Stetne
efekte konzumacije fruktoze na srce, pre svega zahvaljujuci svojim antiinflamatornim i antioksidativnim svo-
jstvima [48, 49, 28, 35]. Medutim, molekularni mehanizmi koji leZze u osnovi ovih efekata nisu u potpunosti
poznati, a njihovo rasvetljavanje pruza mogucnost razvoja novih, nefarmakoloskih pristupa u terapiji kardio-
metabolickih bolesti.

U poredenju sa ostalim orasastim plodovima, orasi sadrze najvecu koli¢inu n-3 polinezasi¢enih masnih
kiselina (engl. Polyunsaturated Fatty Acid, PUFA) [50], koje imaju znacajnu kardioprotektivnu ulogu [48, 49].
Od ukupnog procenta masti (65.2%), PUFA ¢ine ¢ak 47.18% i to n-6, linolna kiselina (LA, 38.1%) i n-3, alfa-
linoleinska kiselina (ALA, 9.08%) [51]. ALA je prekursor dugolancanih n-3 PUFA, eikozapentaenoicne kiseline
(EPA) i dokozaheksanoic¢ne kiseline (DHA), koje ucestvuju u biosintezi eikozanoida, vaznih medijatora i reg-
ulatora inflamacije, koji su manje bioloski potentni nego oni sintetisani iz arahidonske kiseline (AA),
dugolancane n-6 PUFA koja nastaje iz LA [52] (Slika 5). Osim toga, EPA i DHA su prekursori resolvina i pro-
tektina, lipidnih medijatora sa antiinflamatornim svojstvima, koji ublazavaju i/ili vr3e rezoluciju inflamacije
[53].

Zdravstveno preporuceni odnos n-3 i n-6 PUFA (1:4) je znacajno narusen savremenim na¢inom ishrane
(1:10do 1:25) [54] u kome n-6 PUFA koje imaju proinflamatorne efekte dominiraju u odnosu na antiinflama-
torne n-3 PUFA [55]. Narusen odnos n-6/n-3 PUFA uzrokuje inflamaciju koja doprinosi razvoju MetS-a [56,
57]. Boskovic i sar. su pokazali pove¢an odnos AA/EPA u plazmi pacova na ishrani bogatoj fruktozom [28],
koji je direktno asociran sa povecanim rizikom za nastanak KVB [58, 59]. Sa druge strane, u ovoj studiji je
pokazano smanjenje odnosa AA/EPA i AA/DHA u plazmi [28], kao i smanjenje odnosa AA/EPA u srcu pacova
[35] kao rezultat konzumacije oraha, ukazujuci na njene antiinflamatorne i kardioprotektivne efekte. Na
istom animalnom modelu MetS-a pokazano je smanjenje tkivno-specificnog odnosa n-6/n-3 PUFA nakon
konzumacije oraha [60]. U prilog ovim nalazima idu i rezultati studije koja je pokazala da konzumacija oraha
znacajno povecava nivoe ALA i EPA, a smanjuje nivo AA u tkivu srca u poredenju sa kontrolnom grupom [50].
lako i fruktoza i orasi stimuliSu preuzimanje i oksidaciju masnih kiselina u srcu, suplementacija orasima pre
svega povecava nivo i metabolizam n-3 PUFA, i smanjuje odnos POA (palmitoleinska kiselina)/PA (palmiti-
nska kiselina) u srcu [61], koji predstavlja marker de novo lipogeneze i direktno je asociran sa MetS-om [62].

Orasi su i jedan od najbogatijih nutritivnih izvora antioksidanasa [63], bogat izvor vlakana, vitamina,
minerala, arginina, fitosterola i fenola.
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Rezultati studija koje istrazuju asocijaciju izmedu konzumacije orasastih plodova i telesne mase nisu
konzistentni [64, 65, 66]. Kada se uvedu kao deo energetski kontrolisane, izokalori¢ne ishrane, pokazano je
da orasasti plodovi mogu da pomognu u gubitku telesne mase, uprkos visokoj energetskoj vrednosti [67,
68, 69]. Medutim, kada se uvedu u redovnu ishranu bez kontrole energetskog unosa, uglavnom ili ne dovode
do promena u telesnoj masi [70, 71, 72] ili dovode do povecanja telesne mase [28], ali u daleko manjoj meri
nego $to se moze ocekivati na osnovu njihove energetske vrednosti, kako zbog specificnog hemijskog sas-
tava, tako i zbog njihove fizicke strukture [73, 74].

Sa druge strane, istrazivanja su pokazala da konzumacija oraha dovodi do smanjenja relativhe mase
srca, ukazujudi na njen antihipertrofi¢ni kapacitet [28, 75] koji se moze pripisati n-3 masnim kiselinama [76].

Boskovic i sar. su pokazali blagotvorne efekte konzumacije oraha na antioksidativnu osu SIRT1-FoxO3a-
MnSOD/katalaza u srcu muzjaka pacova na ishrani bogatoj fruktozom [28]. U ovoj studiji, ni ishrana bogata
fruktozom, ni suplementacija orasima nisu uticali na nivo AMPK, dok su oba faktora znac¢ajno smanjila nivo
SIRT1, $to ukazuje na moguénost da ekspresija SIRT1 u srcu nije regulisana putem AMPK [28]. To je u sa-
glasnosti sa rezultatima drugih studija kako u srcu [31] tako i u aorti [77] na istom zivotinjskom modelu.
Smanjenje nivoa SIRT1 u srcu pacova nakon ishrane bogate fruktozom [28] asocirano je sa MetS-om i
hroni¢nom inflamacijom [78]. Suplementacija orasima u istoj studiji ponistila je promene u nivou SIRT1 u
srcu pacova na fruktoznoj ishrani, ukazujuéi na potencijalno smanjenje inflamacije [28]. S obzirom na anti-
inflamatorni i kardioprotektivni efekat SIRT1, utvrdeni efekat konzumacije oraha na ovaj metabolicki senzor
u MetS-u predstavlja osnovu za razvoj nutritivne terapije u kardiometaboli¢kim bolestima. Kako SIRT1
deacetiluje transkripcioni regulator FoxO3a, promovisuci njegovu defosforilaciju, jedarnu akumulaciju i ini-
cijaciju FoxO3a - zavisne genske transkripcije [79], smanjenje nivoa SIRT1 uzrokovano fruktoznom ishra-
nom dovodi do povecane fosforilacije FoxO3a [28] Sto za posledicu ima smanjenje nivoa enzima
antioksidativne odbrane, MnSOD i katalaze [28]. Sa druge strane, suplementacija orasima povecala je nivo
FoxO3a uz posledi¢no povecanje nivoa MnSOD i katalaze [28]. Smanjenje aktivnosti MnSOD nakon ishrane
obogadene 10% fruktozom pokazano je u mozgu muzjaka pacova, uzrokujuci razvoj hipertenzije [80], dok
su Cavarape i saradnici ustanovili da ishrana bogata fruktozom smanjuje ekspresiju iRNK za katalazu u srcu
pacova [81].

Konzumacija oraha doprinosi smanjenju oksidativnog stresa u srcu i posredstvom inhibicije Nox4-zavi-
sne produkcije RVK-a. Ovaj efekat se moze pripisati n-3 PUFA koje mogu spreciti aktivaciju Nox-a [82] i
posledi¢nu RVK-zavisnu aktivaciju transkripcionog faktora NF-kB u endotelnim celijama [83]. lako je vecina
studija ustanovila da ishrana obogacena fruktozom povecava kako iRNK [84], tako i proteinski nivo Nox4 u
srcu pacova [28], neke studije sugeriSu da Nox4 ima ateroprotektivnu ulogu [85, 86], kao i ulogu u odrzavanju
energetskog statusa u srcu [87]. U studiji Boskovic i sar., povecani nivo Nox4 nakon suplementacije orasima
[28], ukazuje na potencijalnu ulogu Nox4 u odrzavanju energetskog statusa u srcu i adaptaciji na hroni¢nu
inflamaciju. Medutim, ulogu Nox4 u srcu treba dodatno rasvetliti.

Suplementacija orasima inhibira ekspresiju ChREBP u srcu pacova [28]. Ovaj efekat se pripisuje
povisenim koli¢inama masnih kiselina u srcu, $to potvrduje i studija u kojoj je nakon ishrane sa visokim
sadrzajem masti doslo do inhibicije ekspresije ChREBP u jetri pacova [88]. Nekoliko studija je pokazalo da
ishrana bogata polinezasi¢cenim masnim kiselinama ubrzava degradaciju iRNK za ChREBP [88, 89] i inhibira
njegov transport u jedro [89], kao i da ishrana sa visokim sadrzajem masti uzrokuje smanjenu DNK-vezujucu
aktivnost ChREBP, u poredenju sa ishranom sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata [29, 88]. Medutim,
neophodna su dodatna istrazivanja ChREBP u srcu kako bi se mogao razmatrati kao potencijalni kandidat
u nutritivnoj terapiji.



Rezultati studija koje istraZzuju asocijaciju izmedu konzumacije oradastih plodova i krvnog pritiska nisu
konzistentni. Medutim, mnoge studije su ustanovile smanjenje krvnog pritiska nakon konzumacije oraha
[28, 71, 67]. Ovaj efekat se objasnjava bogatim sadrzajem katjona, kao $to su magnezijum i kalijum [90] i vi-
sokim sadrzajem ALA [91], koja uzrokuje relaksaciju glatkih misi¢nih celija vaskulature [92]. Stanisi¢ i sar. su
na eksperimentalnom modelu MetS-a pokazali da konzumacija oraha ima blagotvorni efekat na vaskularni
tonus preko ATP zavisnog kanala za kalijum [77].

Boskovic i sar. su ustanovili da suplementacija orasima znacajno povecéava nivo ACE2 u srcu [35]. To je
u skladu sa nalazima da konzumacija oraha znac¢ajno smanjuje sistolni krvni pritisak u istom zZivotinjskom
modelu MetS-a [28]. Prethodna istrazivanja su pokazala da nedostatak ACE2 uzrokuje umerenu sistolnu
hipertenziju [93], dok sa druge strane, ACE2 aktivatori sniZzavaju krvni pritisak [94] i poboljsavaju funkciju srca
[43, 95]. Ulu i saradnici su ustanovili da n-3 PUFA predstavljaju ACE2 modulatore, tako $to povecavaju nivo
iRNK za ACE2 u bubrezima smanjujuci inflamaciju u Ang Il - zavisnoj hipertenziji [96]. U MetS-u, medutim,
efekat PUFA na nivo ACE2 jo$ uvek nije dovoljno istrazen.

Ustanovljeno je da je ekspresija ACE2 pod kontrolom SIRT1 [97]. BoSkovic i sar. su pokazali na animal-
nom modelu MetS-a da suplementacija orasima povecava kako nivo SIRT1 [28], tako i nivo ACE2 u srcu pa-
cova [35].

Efekat konzumacije oraha na aktivaciju transkripcionog faktora NF-kB zavisi, pre svega, od duzine tra-
janja tretmana. Bo3kovi¢ i sar. su ustanovili da konzumacija oraha u trajanju od 6 nedelja nije uspela da re-
vertuje nivo NF-kB u srcu pacova [35] koji je znacajno povecan nakon ishrane bogate fruktozom [35, 98]. Sa
druge strane, Zhang i saradnici su pokazali da konzumacija jestivih ulja sa niskim odnosom n-6/n-3 PUFA u
trajanju od 12 nedelja smanjuje ekspresiju NF-kB, ublazavajuci inflamaciju i progresiju osteoartritisa [99].
Takode je pokazano da EPA i DHA smanjuju ekspresiju proinflamatornih citokina, kao i aktivnost NF-kB u hu-
manim LPS-stimulisanim makrofagima [100].

Veliki broj istraZivanja je pokazao da konzumacija oraha ima blagotvorne efekte na vecinu simptoma
MetS-a, sugerisuci njihovu ulogu u nutritivnoj terapiji. Medutim, kada je u pitanju prevencija MetS-a,
blagotvorni efekti konzumacije oraha u kontrolnim grupama nisu uvek prisutni. Boskovi¢ i sar. su u svojoj
studiji ukazali da nema znacajnih razlika izmedu kontrolne i grupe na standardnoj ishrani koja je konzumi-
rala orahe u trajanju od 6 nedelja, u komponentama RAS-a [35]. Gencoglu i sar. nisu detektovali nijedan
znacajan efekat konzumacije orahovog ulja u kontrolnoj grupi na telesnu teZinu i tezinu jetre, metabolicke
faktore rizika, markere oksidativnog stresa (eNOS) i faktore transkripcije (NF-kB i Nrf2) kao i NADPH oksi-
dazu (p22phok) i SIRT1, za razliku od blagotvornih efekata suplementacije orahovim uljem na ove kompo-
nente nakon ishrane sa visokim sadrzajem ugljenih hidrataili ishrane sa visokim sadrzajem masti kod pacova
[101]. Osim toga, Leung i sar. su pokazali da suplementacija orasima u kontrolnoj grupi ne dovodi do znaca-
jnih promena u ekspresiji gena za proinflamatorne citokine [50].

Zakljucak

Dosadasnja istrazivanja su potvrdila korisne kardiometabolicke efekte konzumacije oraha i predlozila
mehanizme koji leze u osnovi njihovih antiinflamatornih i antioksidativnih efekata u srcu. Suplementacija
orasima deluje protektivno na antioksidativnu osu SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza u srcu, i promovise an-
tiinflamatorni profil masnih kiselina u plazmi i srcu, koji su kompromitovani ishranom bogatom fruktozom.
Osim toga, suplementacija orasima u MetS-u ima zastitni efekat na srce i kroz povecanje nivoa ACE2 u srcu.
Stimulacija ACE2/Ang 1-7 ose RAS-a moze predstavljati vazan terapeutski pristup u le¢enju kardio-
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metaboli¢kih bolesti, pa suplementacija orasima kao nutritivnih ACE2 aktivatora ukazuje na moguénost
razvoja novih, nefarmakoloskih pristupa u terapiji ovih bolesti.
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Slika 1. Metabolizam fruktoze i glukoze (preuzeto i modifikovano sa https://www.researchgate.net/figure/Hepatic-fructose-metabolism-provides-substrate-for-multiple-
metabolic-pathways-Ingested_fig1_319507329)
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Slika 2. AMPK-SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza antioksidativna osa i njeni regulatori
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Apstrakt

Gen za regulator protein fosfataze i aktina 1 (eng. protein phosphatase and actin regulator 1, PHACTR1) je
usao u zizu interesovanja kada je u studijama asocijacije na celokupnom genomu pokazao znacajnu
povezanost sa razli¢itim fenotipovima kardiovaskularnih bolesti (KVB). Nekoliko validacionih studija je is-
taklo uticaj varijanti gena PHACTR1 na koronarnu bolest, infarkt miokarda, kalcifikaciju arterija i disekciju
cervikalnih arterija. Vodeca varijanta rs9349379 je pokazala protektivan ili Stetan efekat na KVB, jasno
definisuci podelu na bolesti u ¢ijoj osnovi je ateroskleroza i one do kojih dovode drugi procesi. U srpskoj
populaciji, analiziran je haplotipski efekat tri varijante gena PHACTR1, rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i
rs2876300 A/G, na aterosklerozu karotidnih i koronarnih arterija, kao i njihov efekat na transkripciju gena
PHACTRT u karotidnom plaku i mononuklearnim ¢elijama periferne krvi. Na ovom polju se vodi
dugogodisnja polemika oko toga da li je varijanta rs9349379 povezana sa KVB preko funkcionalnog uti-
caja na PHACTR1 ili na gen za endotelin 1, EDN1. U funkcionalnim studijama je predlozeno nekoliko meh-
anizama delovanja PHACTR1 na kardiovaskularni sistem imajuci u vidu da interaguje sa dva esencijalna
Celijska proteina, protein fosfatazom 1 i G-aktinom. U ovom radu dat je pregled dosadasnjih istrazivanja
PHACTRT u KVB.

Kljucne reci: PHACTR1; kardiovaskularne bolesti; ateroskleroza; studije asocijacije na celokupnom genomu;
genska varijanta; haplotip
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Abstract

Protein phosphatase and actin regulator 1 (PHACTRT) gene entered the spotlight when it showed a sig-
nificant association with various phenotypes of cardiovascular diseases (CVD) in genome-wide associa-
tion studies. Several validation studies have highlighted the impact of PHACTRT variants on coronary artery
disease, myocardial infarction, arterial calcification, and cervical artery dissection. The leading PHACTR1
variant rs9349379 showed a protective or pathogenic effect on CVD, clearly defining the division into ath-
erosclerosis-based diseases and those caused by other processes. In Serbian population, analysis has been
conducted on haplotype effect of three PHACTR1 gene variants, rs9349379 A/G, rs2026458 C/T and
rs2876300 A/G, on carotid and coronary atherosclerosis, as well as their effect on PHACTRT mRNA level in
carotid plaque tissue and peripheral blood mononuclear cells. However, there is a long-standing contro-
versy about whether the rs9349379 variant is associated with CVD through a functional effect on PHACTR1
or on the endothelin 1 gene, EDN1. Several mechanisms of action of PHACTR1 on the cardiovascular sys-
tem have been proposed in functional studies, considering that it interacts with two essential cellular pro-
teins, protein phosphatase 1 and G-actin. This paper provides an overview of the up to date research
conducted on the PHACTR1 in CVD.
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Uvod

Prema poslednjim podacima Svetske zdravstvene organizacije, u svetu godisnje od posledica kardio-
vaskularnih bolesti (KVB) umre blizu 18 miliona ljudi, a od toga su u 85% smrtnih ishoda uzro¢nici infarkt
miokarda ili cerebrovaskularni insult. KVB su vodeci uzrok smrtnosti i u Srbiji gde su tokom 2021. godine bile
uzrocnik preko 40% smrtnih ishoda (http://www.batut.org.rs/download/publikacije/AKS2021.pdf).

U osnovi vecine KVB nalazi se ateroskleroza, hroni¢na, kompleksna, poligenska, inflamatorna bolest
krvnih sudova. Razvoj ateroskleroze zapocinje u ranoj zivotnoj dobi i traje dugi niz godina. Klju¢ni procesi
u patogenezi ateroskleroze su: endotelna disfunkcija, nakupljanje oksidovanih lipida [1], inflamacija [2],
transformacija makrofaga u penaste celije [3], remodelovanje vancelijskog matriksa i formiranje aterosklerot-
skog plaka [4]. Ateroskleroza koronarnih arterija dovodi do zakrcenja arterija koje snabdevaju srce nutri-
jentima i kiseonikom i omogucavaju funkcionisanje sréanog misi¢a. Usled nedostatka kiseonika,
kardiomiociti odumiru i dolazi do ishemijske povrede srca, odnosno infarkta miokarda (IM) (sr¢ani udar).
Nakon IM dolazi do procesa remodelovanja tkiva, koji je u prvoj fazi protektivan proces, ali ako se produzi
moze dovesti do hroni¢nog narusavanja strukture i funkcije srca [5]. Ateroskleroza karotidnih arterija
onemogucava dotok kiseonika i hranljivih materija u prednji deo mozdanih hemisfera, opticke nerve i ret-
inu, usled ¢ega dolazi do odumiranja neurona i ishemijskog cerebrovaskularnog insulta (CVI) (mozdani
udar/slog) [6]. Tradicionalni faktori rizika za razvoj ateroskleroze su starenje, pol, nivo lipida i Sec¢era u krvi,
krvni pritisak, pusenje, ishrana, gojaznost, kao i geneticki faktori povezani sa njima [7]. Ipak, vecina genskih
varijanti za koje je utvrdeno da nose deo genetickog rizika za KVB nalaze se u okviru gena ¢iji je tacan uti-
caj na KVB nepoznat. Jedan od gena za koji se ne zna tatan mehanizam dejstva, a koji je bio izrazito asoci-
ran sa aterosklerozom koronarnih arterija i IM [8], je regulator protein fosfataze i aktina 1 (eng. protein
phosphatase and actin regulator 1, PHACTRT).

Trends in Molecular Biology

m Regulator protein fosfataze i aktina 1 (PHACTR1)

Protein PHACTR1

Regulator protein fosfataze i aktina 1 moZze da interaguje sa protein fosfatazom 1 i G-aktinom [9]. C-ter-
minalni region, zaduzen za vezivanje protein fosfataze 1, evolutivno je o¢uvan kod sva Cetiri ¢lana ove famili-
je aktin vezujudih regulatora protein fosfataze 1. PHACTR1 poseduje tri RPEL motiva, za koje se vezuje
G-aktin, u C-terminalnom regionu i jedan u N-terminalnom regionu. Na oba kraja proteina nalaze se NLS
(eng. nuclear localisation signals) sekvence [10]. Protein fosfataza 1 (eng. protein phosphatase 1, PP1) je enzim
ukljucen u Sirok spektar fizioloskih procesa. Ova serin/treonin fosfataza se sastoji od jedne kataliticke sub-
jedinice (PP1c¢) i viSe subjedinica koje svojim vezivanjem za PP1c odreduju mesto njene aktivnosti u ¢eliji i/ili
supstrat na koji ¢e delovati. Postoji preko pedeset ovakvih subjedinica i vecina njih poseduje karakteristican
domen (RVxF) kojim vezuje PP1c [11]. PHACTR1, takode ima slican domen za vezivanje PP1c, LIRF, koji se
preklapa sa tre¢im aktin vezuju¢im RPEL3 motivom, zbog ¢ega i postoji kompeticija izmedu G-aktinai PP1c
[12]. U citoplazmi, kada je koncentracija slobodnog G-aktina velika, dolazi do vezivanja G-aktina za PHACTR1,
a onemoguceno je vezivanje PP1c, kao i interakcija importina a- sa NLS sekvencama i translokacija
PHACTRT1 u jedro. Nakon Rho-indukovane polimerizacije G-aktina u F-aktin PHACTR1 ulazi u jedro, gde je slo-
bodan da veze PP1ciindukuje formiranje aberantnih aktomiozinskih struktura [10]. U jedru PHACTR1 deluje
kao supstrat specifi¢ni aktivator protein fosfataze 1, a inhibira aktivnost PP1 prema njenom najces¢em sup-
stratu, fosforilazi a [9]. Jedarni supstrati PHACTR1/PP1c holoenzima uglavnom su komponente citoskeleta
i njihovi regulatori. Vezivanjem PHACTR1 C-terminalnog regiona za PP1c formira se novo specifi¢no katali-




ticko mesto, usled rearanZzmana hidrofobnog dzepa PP1c [12]. Primarna struktura PHACTR1 poseduje osam
mesta za fosforilaciju protein kinazom A i sedam za fosforilaciju protein kinazom C, lokalizovanih oko RPEL
motiva. Fosforilacijom ovih mesta, potencijalno se na jos jedan nacin menja interakcija PHACTR1 sa aktinom
i vrdi regulacija veze PP1c sa supstratom [9].

Gen PHACTR1

Gen PHACTRT ima preko petstosedamdesethiljada baznih parova i nalazi se na kratkom kraku hromo-
zoma Sest, na poziciji 6p24.1. Pokazano je da se sa gena PHACTRT moze prepisati Sest protein-kodirajucih
transkripata [13]. Najduzi transkript gena PHACTR1 kodira protein od 580 ak. Njegova transkripcija pocinje u
egzonu 4 i dobijeni transkript ima 1743 bp. Kratki transkript gena PHACTR1 je dugacak 435 bp i kodira pro-
tein od 144 ak. Pocetak transkripcije kratkog transkripta je u egzonu 14, koji ostali transkripti ne poseduiju.
Kratki transkript detektovan je samo u imunskim ¢elijama, monocitima. Gen PHACTR1 daje Cetiri transkripta
srednje duzine: A+, A-, B+ i B-. Oba A transkripta polaze sa egzona 7, koji se ne prepisuje kod ostalih tran-
skripata, dok B transkripti srednje duzine polaze sa egzona 8. Transkripti A+ i B+ poseduju dodatni egzon
koji nije prepisan kod ostalih transkripata. Transkripti srednje duzine daleko su prisutniji, mogu se detekto-
vati u makrofagima, endotelskim ¢elijama (EC) i glatkim misi¢nim ¢elijama (GMC) i razli¢itim tkivima. Svi tran-
skripti gena PHACTR1 sadrze C-terminalni domen za interakciju sa PP1c, koji je izrazito konzerviran region.

Protein PHACTR1 je najvise zastupljen u mozgu, a zatim slede pluca i testisi, prema bazama podataka,
dok je iRNK PHACTR1 najvise zastupljena u mozgu i krvi, a zatim u srcu i plu¢ima [14]. Sli¢na zapazanja pro-
istekla su i iz pojedinaénih studija na animalnim modelima i humanim panelima tkivnih uzoraka. Najvisi
nivo transkripcije gena PHACTR1, kod misa, bio je otkriven u mozgu, plu¢ima, aorti, bubrezima i srcu [15].
rotskim lezijama [16]. Kod pacova, iRNK PHACTR1 bila je uocena u najve¢em obimu u mozgu, ali je bila pri-
sutna i u srcu, plu¢ima, testisima i bubrezima, dok je protein PHACTR1 bio detektovan samo u mozgu [9].
Relativni nivo transkripcije gena PHACTR1, u humanim tkivima, bio je visok u srcu, aorti i mozgu, a najvisi u
srcu nakon infarkta miokarda [17]. Prisustvo proteina PHACTR1, u arterijama zdravih ispitanika, bilo je de-
tektovano u endotelskim i imunskim celijama, ali ne i u vaskularnim glatkim misi¢nim ¢elijama [18]. U arte-
rijama obolelih od ateroskleroze, protein PHACTR1 bio je lokalizovan u aterosklerotskom plaku, ponajvise
u makrofagima i penastim ¢elijama, ne$to manje u EC [18], i izuzetno slabo u GMC koronarnih arterija [13].
Do skoro se smatralo da se dugacki transkript moze detektovati isklju¢ivo u mozgu [13, 18], ali je nedavno
u makrofagima iz periferne krvi detektovan protein PHACTR1 koji poti¢e sa dugackog transkripta [19]. Kratki
transkript javlja se samo u imunskim celijama, ali protein generisan sa kratkog transkripta do sada nije de-
tektovan.

Studije asocijacije

U HapMap projektu je identifikovano i mapirano preko tri miliona genskih varijanti u humanom ge-
nomu [20], 5to je omogucilo razvoj novih metoda, a medu njima i studija asocijacije na celokupnom ge-
nomu (eng. Genome-Wide Association Studies, GWAS) (GWA studije) koje analiziraju izuzetno veliki broj
genskih varijanti tipa izmene jednog nukleotida (eng. single nucleotide variant) duz celog genoma [21]. Prve
GWA studije primenjene su u kardiovaskularnim bolestima 2007. godine. Tada su tri nezavisne studije aso-
cirale lokus 9p21 sa povecanim rizikom za nastanak koronarne bolesti (KB) i infarkta miokarda [22-24]. Do
danas GWA studije su otkrile 163 nova lokusa u asocijaciji sa KB [25] i pokazale da najvedi procenat gene-
ticke varijabilnsti KB nose upravo Ceste nekodirajué¢e genske varijante (Slika 1), odnosno njihov kumula-
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tivni efekat, jer u proseku svaka od ovih varijanti nosi malu geneti¢ku varijabilnost, oko 8%. Zajedno sa ne-
koliko stotina varijanti pri ¢ijem otkrivanju je prag lazno pozitivnih rezultata podignut na 5% (eng. false dis-
covery rate, FDR), ovih 163 novih lokusa, su odgovorni za oko 40% geneticke varijabilnosti KB.

Gen PHACTRT1 pojavio se u sferi interesovanja istrazivaca koji prou¢avaju KVB 2009. godine kada je prvi
put genska varijanta iz lokusa 6p24 povezana sa ranim infarktom miokarda. Kathiresan i sar. [8] su u velikoj
GWA studiji, koja je u poslednjoj fazi obuhvatila dvadeset pet hiljada ispitanika, pokazali da je varijanta
rs12526453 u genu PHACTR1 dostigla predodredenu GWAS znacajnost (p<5x108) u asocijaciji sa ranim IM.
Konzorcijum CARDIoGRAM je 2011. godine, okupio dvadeset dve hiljade ispitanika sa koronarnom boles¢u
i skoro tri puta vise zdravih ispitanika evropskog porekla u najvecoj do tada GWA studiji iz oblasti kardio-
vaskularnih bolesti [26]. U ovoj studiji validirana je asocijacija lokusa 6p24 sa koronarnom bolesti preko va-
rijante rs12526453, u genu PHACTR]1. Paralelno, u GWA studiji C4D konzorcijuma na preko Cetrdeset hiljada
ispitanika [27], varijanta rs9349379 u genu PHACTR1, je bila najjace asocirana genska varijanta sa KB, $to
ukazuje na to da je rs9349379 potencijalno bolji marker asocijacije lokusa 6p24 i gena PHACTRT sa KB. Iste
godine, O'Donnel i sar. su pokazali asocijaciju varijanti rs9349379, rs2026458 i rs12526453, u genu PHACTRI,
sa kalcifikacijom koronarnih arterija (KKA) na skoro deset hiljada ucesnika u GWA studiji [28]. Varijante koje
su pokazale znacajnu povezanost sa KKA, validirane su i u GWA studiji sa preko trideset Cetiri hiljade ispita-
nika, od kojih je skoro sedam hiljada imalo IM [28]. Medu njima se varijanta rs9349379 u genu PHACTR1
izdvojila kao genska varijanta najjace asocirana sa IM. Pechlivanis i sar. potvrdili su asocijaciju rs9349379,
rs2026458irs12526453 sa KKA i istakli varijantu rs9349379 kao vodecu [29]. Bevan i sar. su 2012. godine ispi-
tivali asocijaciju cerobrovaskularnog insulta i genskih varijanti, prethodno povezanih, u GWA studijama, sa
razlicitim fenotipovima KB. Varijanta rs12526453 u genu PHACTR1 asocirana je sa CVI, na uzorku od deset hi-
ljada ispitanika, od kojih je Cetiri hiljade imalo akutni dogadaj CVI [30]. Udruzeni konzorcijumi CARDIo-
GRAMplusC4D, 2012. godine, dostigli su preko 190000 ispitanika, a u studiji je identifikovano petnaest novih
lokusa potencijalno znacajnih za nastanak i razvoj koronarne bolesti [31]. Dodatna ispitivanja u ovoj studiji
ukazala su na to da PHACTR1 lokus ne pokazuje znacajnu asocijaciju ni sa jednim od puteva povezanih sa
tradicionalnim faktorima rizika [31].

GWA studije su znacajne jer mogu ukazati na nove pravce istrazivanja, ali zahtevaju validaciju rezultata
i funkcionalne studije pogotovo kada ukazuju na gene koji ranije nisu povezivani sa ispitivanim fenotipom
i faktorima rizika. Nakon GWA studija razvijeni su razliciti tipovi studija koje su ispitivale funkcionalnost
novo-otkivenih varijanti. Za razliku od GWA studija koje su trazile asocijaciju jednog fenotipa medu hilja-
dama varijanti, studije asocijacije genskih varijanti sa fenotipom (eng. Phenome-Wide Association Studies,
PheWAS), polazile su od genske varijante i traZile asocijacuju medu hiljadama dobro definisanih fenotipova
[32]. PheWA studija potvrdila je asocijaciju genske varijante rs9349379 sa koronarnom boles¢u i migrenom
[33]. Zatim su usledile studije bazirane na drugom Mendelovom zakonu o slu¢ajnom izboru (eng. Mendelian
Randomization (MR) Studies) kojima je cilj bio da utvrde da li je asocijacija izmedu biomarkera/genske vari-
jante i fenotipa/bolesti uzro¢no-posledi¢na [34]. Jedan od osnovnih preduslova za ispitivanje u MR studiji
bio je da genska varijanta uti¢e samo na jedan fenotip, tj. da nije plejotropna. Samim tim vecina varijanti iz
GWA studija, ukljucujudi i varijante u genu PHACTR1, nisu odgovarale uslovima MR studija. Takode, studije
asocijacije celokupnog egzoma (eng. Exome-Wide Association Studies, EWAS) [35], nisu imale znacaja za
PHACTRT1 lokus, imajudi u vidu da nijedna genska varijanta iz ovog regiona, koja je do sada bila asociarana
sa KVB, nije u protein-kodirajuc¢im regionima [17].

Katalog GWA studija [36] je, u aprilu 2023. godine, pokazao da su 62 varijante u genu PHACTR1 asoci-
rane sa 156 humanih osobina ili stanja (bolesti) u skoro 134 GWA studija. Najveci broj asocijacija bio je sa



stanjima vezanim za kardiovaskularni sistem, a posebno za koronarnu bolest, a samo nekolicina varijanti
povezana je sa vise razlicitih stanja ili asocirana sa istim stanjem u vise studija. Varijanta rs9349379 istakla
se kao vodeca genska varijanta u PHACTR1 lokusu (Slika 2) i asocirana je najces¢e sa koronarnom bolescu
[27, 31], pa zatim sa kalcifikacijom koronarnih arterija [28], sistolnim krvnim pritiskom [37], disekcijom
cervikalnih arterija [38], i migrenom [39]. Varijanta rs12526453 prva je varijanta gena PHACTR1 koja je aso-
cirana sa kardiovaskularnim fenotipom, i to sa ranim IM [8], zatim je povezana sa koronarnom bolescu [26],
kalcifikacijom koronarnih arterija [28] i cerebrovaskularnim insultom [30]. Genska varijanta rs2026458 aso-
cirana je sa kalcifikacijom koronarnih arterija [28, 29], kao znac¢ajnim faktorom rizika za razvoj i progresiju
ateroskleroze.

U srpskoj populaciji, analiziran je haplotipski efekat tri varijante gena PHACTR1, rs9349379 A/G,
rs2026458 C/Tirs2876300 A/G, na aterosklerozu karotidnih i koronarnih arterija [40, 41]. Generalno, ispiti-
vanje genskih varijanti u haplotipu daje vec¢u snagu studiji, pruza direktni uvid u odnos ispitivanih varijanti
na hromozomu i omogucava uspostavljanje asocijacije kompleksne bolesti sa multi-alelnim genskim
markerom. Kod ispitanika sa aterosklerozom karotidnih arterija, Kuvelji¢ i sar. su pokazali znac¢ajnu i nezavi-
snu asocijaciju haplotipa ACA, varijanti gena PHACTR1, sa prisustvom karotidnog plaka u odnosu na refe-
rentni haplotip GTA [40]. Ipak, kod ispitanika sa aterosklerozom koronarnih arterija, nije bilo znacajne
asocijacije izmedu varijanti u genu PHACTR1 i prvog IM ni pojedinacno ni u haplotipu [41]. Ovakav rezultat
dobijen je i u GWA studiji CHARGE konzorcijuma, gde na znatno ve¢em broju ispitanika nije pokazana aso-
cijacija gena PHACTR1 ni sa IM, ni sa KB [42]. Na pocetku ove prospektivne studije dvadeset Cetiri hiljade
ispitanika bilo je bez KB i IM da bi nakon, u proseku, osam godina 10% ispitanika razvilo KB, a vise od 6%
dozivelo IM. Ni u jednoj od ovih grupa ispitanika nije pokazana asocijacija sa genskom varijantom iz PHACTR1
lokusa [42]. Kuvelji¢i sar. su se, zatim, osvrnuli na uticaj PHACTR1 varijanti na proces remodelovanja leve ko-
more srca tokom 6 meseci od IM, medutim nisu pokazali asocijaciju sa promenom ehokardiografskih para-
metara strukture i funkcije leve komore srca [41]. U studiji Kelloniemi i sar. varijanta rs12526453 gena
PHACTR1 nije imala statisticki znacajan uticaj na ehokardiografske parametre strukture i funkcije leve ko-
more srca [43]. U istoj studiji Kuveljic i sar. su pokazali asocijaciju redeg alela G varijante rs2876300 gena
PHACTR1 sa viSesudovnom bolesc¢u (VSB) srca [41], koja predstavlja tezi oblik bolesti, jer je povezana sa
vecom smrtno3¢u u odnosu na jednosudovnu bolest [44]. Sli¢na asocijacija pokazana je u libanskoj popu-
laciji izmedu varijanti u genu PHACTR1 i broja krvnih sudova sa stenozom [45], gde je jacina asocijacije rasla
sa brojem krvnih sudova koji su imali stenozu.

Plejotropni efekat gena PHACTR1 ogleda se u asocijaciji varijante rs9349379 sa vise razli¢itih fenotipova
(Slika 3). Njen redi alel G asociran je sa rizikom za razvoj KV fenotipova u cijoj osnovi je ateroskleroza, kao
$to su koronarna bolest, IM i KKA. Dok, je sa druge strane alel A povezan sa rizikom za fenotipove u ¢ijoj eti-
ologiji nije ateroskleroza, kao $to su fibromuskularna displazija (FMD) [46], disekcija cervikalnih arterija [38],
spontana disekcija koronarnih arterija [47] i migrena [39, 48]. FMD je neiflamatorna, neaterosklerotska bolest
srednjih krvnih sudova, a Cesto je neidentifikovan uzrok hipertenzije ili cerebrovaskularnog insulta. U studiji
Kiando i sar. na uzorku od Cetristo ispitanika sa FMD i oko dve i po hiljade zdravih ispitanika pokazana je aso-
cijacija alela A varijante rs9349379 sa povecanim rizikom za FMD [46]. Migrena, aneurizma i disekcija arter-
ija mogu biti klinicke manifestacije FMD i ¢e3¢e su kod obolelih od FMD, nego u opstoj populaciji. Plejotropni
efekat genske varijante rs9349379 najbolje je oslikan u meta-analizi u kojoj su uporedene GWA studije CAR-
DIoGRAM i C4D konzorcijuma sa GWA studijom o migreni [49], gde je PHACTR1 lokus pokazao najjacu aso-
cijaciju sa oba fenotipa. Moguce je da genska varijanta rs9349379 ima bioloski efekat koji rezultuje razli¢itim
posledicama u KV bolestima, kao $to na primer, proces ateroskleroze vodi zadebljanju zida arterije i smanjenju
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njene elasti¢nosti, $to sa druge strane smanjuje predispoziciju za nastanak povreda u zidu arterije, koje su
glavno obeleze disekcije arterije.

Transkripcija gena PHACTR1

Uticaj varijanti gena PHACTR1 na njegovu transkripciju ispitivan je u nekoliko studija. U vecini studija
pokazano je da je vodeca varijanta rs9349379 eQTL (eng. expression quantitaive trait locus) za gen PHACTR1
[17]. Ipak, bila je dovoljna jedna studija koja to nije potvrdila [33], da se pokrene dugogodisnja polemika na
temu da li je varijanta rs9349379 povezana sa KVB preko funkcionalnog uticaja na PHACTRT ilina gen za en-
dotelin 1, EDN1T.

Beaudoin i sar. [17] dokazali su, na uzorku od 25 koronarnih arterija, da varijanta rs9349379 znaca-
jno utice na transkripciju gena PHACTR1. U eksperimetu na HUVEC nuklearnim ekstraktima su pokazali da
redi alel G narusava mesto vezivanja transkripcionog faktora MEF2A (eng. myocyte enhancer factor 2A), cime
dovodi do smanjenja transkripcije gena PHACTR1 [17]. Transkripcioni faktor MEF2A [50] reguliSe rani razvoj
kardiovaskularnog sistema kroz procese proliferacije celija, diferencijacije misi¢a i apoptoze. Takode, prema
njihovim rezultatima varijanta rs9349379, u koronarnim arterijama, nije cis-eQTL ni za jedan od protein
-kodirajucih gena koji se nalaze na udaljenosti od 1 Mb oko varijante, uklju¢ujuci gen EDN1, kao i jo$ 7 gena:
GFOD1, HIVEP1, MCUR1, NOL7, RanBP9, SIRT5 i TBC1D7. Aguet i sar. su ispitali uticaj varijante rs9349379 na
transkripciju gena PHACTR1 u 44 tkiva iz baze podataka GTEx (eng. Genotype-Tissue Expression Project [51])
i pokazali da rs9349379 deluje kao tkivno-specifi¢ni eQTL za gen PHACTRT u aorti, tibijalnoj i koronarnoj ar-
teriji [52]. U ispitivanim tkivima varijanta rs9349379 je pokazala i uticaj na transkripciju nekodiraju¢e RNK
RP1-257A7.5igena TBC1D7 [52], ali neigena EDNT. Sli¢an rezultat dobili su i Kiando i sar. na kulturi ¢elija hu-
manih fibroblasta, gde su pokazali da ¢esci alel A varijante rs9349379 povecava transkripciju gena PHACTR1
[46]. U studiji u kojoj je proucavana uloga PHACTR1 varijanti u aterosklerozi karotidnih arterija, Kuveljic¢ i sar.
su pokazali asocijaciju haplotipa ACG sa znacajno povisenom transkripcijom gena PHACTR1 u karotidnom
plaku, u poredenju sa referentnim haplotipom GTA [40]. Isti haplotip, ACG, asocirali su sa povisenim nivoom
transkripcije gena PHACTR1 i u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (MCPK) ispitanika sa aterosklerozom
kornarnih arterija Sest meseci nakon IM [41]. Haplotip ACG sastoji se od intronskih varijanti rs9349379 A/G,
rs2026458 C/T irs2876300 A/G gena PHACTR1, a prema podacima GTEx projekta [51], svaki od alela u hap-
lotipu ACG pojedina¢no dovodi do povecanja nivoa transkripcije gena PHACTRT u aorti i tibijalnoj arteriji.
Prema bazama podataka varijante rs9349379 i rs2876300 nalaze se u okviru genskih pojacivaca transkrip-
cije (eng. gene enhancer, GH) i potencijalno imaju uticaj na regulaciju transkripcije, bilo preko interakcije sa
hromatinom ili izmenom vezujué¢eg mesta transkripcionih faktora [53]. Pojacivac transkripcije, GH06J012893,
u okviru kojeg se nalazi varijanta rs2876300 u mogucnosti je da veze dvadeset Cetiri transkripcionih faktora
i da u€estvuje u regulaciji transkripcije pet gena, ukljucujuc¢i gen PHACTR1. Genska varijanta rs9349379 nalazi
se u okviru pojacivaca transkripcije, GH06J012903, koji reguliSe transkripciju Sest gena [53]. U okviru EN-
CODE projekta je na uzorku od Cetiri tkiva aorte [54], pokazano da postoji acetilacija lizina 27 na histonu 3
(H3K27ac) u hromatinu na mestu varijante rs9349379, sto je epigenetsko obeleZje aktivhog pojacivaca tran-
skripcije. Od svih gena ¢iju tanskripciju su u moguénosti da reguliSu dva pomenuta pojacivaca transkripcije,
jedino je PHACTR1 protein-kodirajuci gen, ostali geni kodiraju mikroRNK (miRNK) i dugacke nekodirajuce
RNK (eng. long non-coding RNA, IncRNA). Imajuci u vidu da su miRNK i IncRNK znacajni regulatorni faktori,
nije isklju¢eno da bi ispitivane varijante mogle preko njih da uti¢u na kardiovaskularni sistem.

Opsezna analiza lokusa 6p24 koju su sproveli Gupta i sar., takode je izdvojila gensku varijantu rs9349379
kao vodecu u ovom lokusu [33], ali je njihova studija jedina koja je do sada pokazala da varijanta rs9349379



uti¢e na transkripciju gena EDNT, a ne uti¢e na transkripciju gena PHACTR1. Gen EDNT lociran je kao i
PHACTR1 na hromozomu 6p24.1, a udaljen je 600 Kb od varijante rs9349379. Poznato je da se razli¢itim hro-
matinskim rearanZmanima udaljeni regioni mogu dovesti u blizak poloZaj, ipak prema sprovedenim is-
trazivanjima Gupta i sar., u ovom slucaju je to izuzetno malo verovatno, te je predlozeno da do kontakta
moze doci posredno preko regiona pojacivaca transkripcije koji se nalazi na pola puta izmedu varijante
rs9349379 i gena EDNT [33]. Studija je uradena na indukovanim pluripotentnim mati¢nim celijama diferen-
ciranim u vaskularne Celije endotela i glatke misi¢ne Celije pri ¢emu je EDNT eQTL efekat bio pedeset puta
izrazeniji u endotelskim ¢elijama. U predlozenom mehanizamu regulatornog uticaja varijante rs9349379 na
gen EDN1, dotakli su se plejotriopnog efekta na vaskularne bolesti sa kojima je lokus 6p24 asociran. Prema
Gupta i sar., povecanje transkripcije gena EDN1 preko redeg alela G varijante rs9349379 vodilo je povecanju
nivoa proteina EDN1. Vezivanje proteina EDN1 za receptor EDN1A na vaskularnim endotelnim celijama
dovodi do vazokonstrikcije, proliferacije, produkcije vancelijskog matriksa i fibroze, $to su sve procesi koji do-
prinose progresiji ateroskleroze i povecavaju rizik za razvoj koronarne bolesti i infarkta miokarda, a para-
lelno smanjuju rizik od disekcije cervikalne arterije, fibromuskularne displazije i migrene. Sa druge strane,
vezivanje EDN1 za receptor EDN1B dovodi do produkcije NO i prostaciklina i posledi¢ne vazodilatacije, di-
ureze i natriureze, i tako posredno do smanjenja rizika od nastanka hipertenzije. Ipak, nakon $to su Wang i
Musunuru replicirali eksperiment Gupta i sar. i nisu dobili isti rezultat [55] postalo je jasno da ¢e biti potrebno
jos istrazivanja da bi se ta¢no utvrdila veza varijante rs9349379 sa KVB. Wang i Musunuru koristili su isti tip
Celija - humane vaskularne endotelne ¢elije i istu metodu - CRISPR/Cas9, i njihovo istrazivanje je jos jedna
potvrda da je varijanta rs9349379 eQTL za gen PHACTR1. Takode, kod Kuvelji¢ i sar., kao i u jos nekoliko
studija [17, 55], varijanta rs9349379 nije imala statisticki znac¢ajan uticaj na transkripciju gena EDNT,u MCPK
ispitanika sa IM, ni pojedina¢no ni u haplotipu sa genskim varijantama rs2026458 i rs2876300 [41].

Funkcionale studije

Nekoliko istrazivackih grupa ispitivalo je moguée mehanizme delovanja PHACTR1 u organizmu i
proucavalo direktnu ulogu PHACTR1 u kardiovaskularnom sistemu. Posli su od utvrdenih podataka da je
PHACTRT lokus asociran sa kardiovaskularnim bolestima i aterosklerozom koja lezi u osnovi mnogih KVB, kao
i ¢injenice da protein PHACTR1 po svojoj strukturi mozZe da interaguje sa dva izuzetno znacajna Celijska
molekula, protein fosfatazom 1 i G-aktinom [9]. U vecini studija kombinovana su istrazivanja na animalnim
modelima i u kulturama ¢celija, ali i provera uticaja PHACTR1 varijanti na humanim uzorcima. Funkcionalne
studije ukazale su na uce$¢e PHACTR1 u razli¢itim procesima u organizmu, kako fizioloskim, tako i pa-
toloskim. Uces¢e gena i proteina PHACTR1 u procesima kao $to su endotelna disfukcija, inflamacija, kalci-
fikacija, neovaskularizacija, organizacija citoskeleta i eferocitoza ukazuju na sistemsku povezanost sa
procesom ateroskleroze i kardiovaskularnim sistemom. A na celijskom nivou, novije studije prosirile su polje
istrazivanja uloge PHACTR1 u aterosklerotskim procesima i na makrofage koji poti¢u od monocita, pomera-
juci fokus sa endotelskih celija i glatkih misi¢nih celija.

Jarray i sar. istrazivali su funkcionisanje endotela i proces angiogeneze, pri ¢emu su otkrili da vaskularni
endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF), potentni pro-angiogeni faktor, dovodi
do povecane transkripcije gena PHACTR1 u vaskularnim EC [56]. U eksperimentu u kome je smanjen nivo
iRNK i proteina PHACTR1 u EC, pomocu utiavajuceg konstrukta RNK PHACTR1, pokazali su da odsustvo
PHACTR1 dovodi do redukcije formiranja vaskularnih tubula, $to je u osnovni procesa angiogeneze. Takode,
primetili su da je odsustvo PHACTR1 iz EC indukovalo aktivaciju razli¢itih pro-apoptotskih faktora, te su
predlozili da do obustavljanja formiranja tubula krvnih sudova dolazi putem apoptoze [56]. Ista grupa istra-
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Zivaca ukazala je na ulogu PHACTR1 u endotelnoj disfunkciji, a preko regulacije funkcije PP1, uklju¢ene u pro-
ces produkcije NO [57], glavnog vazodilatatora i medijatora fizioloske funkcije endotela. Pokazali su da je
utisavanje transkripcije gena PHACTR1 u EC dovelo do smanjenja fosforilisuc¢e aktivnosti PP1 [58], §to je
prouzrokovalo nedostatak Ca2* u cCeliji, jer je njegov unos preko CREB/Ca?* zavisnog puta bio obustavljen.
A posto je i fosforilacija CREB i eNOS, posredstvom AMPK [57], takode bila obustavljena, doslo je do sma-
njene produkcije NO, sto dovodi do endotelne disfunkcije. Jarray i sar. uocili su znacajno povisen nivo ra-
zli¢itih pro-aterogenih faktora u EC u kojima je utisana transkripcija gena PHACTR1, kao i poremecenu
organizaciju aktinskih filamenata [57] (Slika 4).

Kelloniemi i sar. su indukovali IM kod pacova i uvideli da tada dolazi do smanjenja nivoa iRNK i proteina
PHACTR1 [43]. Njihov nivo vrac¢ao se na prethodno stanje nakon dve nedelje. Dalja istrazivanja bazirana su
na ispitivanju efekta povecanja nivoa iRNK i proteina PHACTR1 kod pacova, $to je postignuto adenovirus-
nim konstruktima. Pokazali su da povisen nivo iRNK PHACTR1 indukuje znacajno povecanje vezivanja trans-
kripcionog faktora SRF (eng. serum response factor) za DNK. Budu¢i da SRF regulise gensku ekspresiju
proteina koji omogucavaju kontraktilnu funkciju srca, kao $to su skeletni a-aktin, sr¢ani a-aktin i teski lanac
[3-miozina, zakljucili su da PHACTRT uti¢e na odnos aktinskih izoformi prisutnih u sr¢canom tkivu. Kelloniemi
i sar. su ispitivali ehokardiografske parametre strukture i funkcije leve komore srca, i uocili da PHACTRT ne
utiCe na njih, ni kod zdravih, ni kod pacova kod kojih je indukovan IM. U studiju je bio uklju¢en i manji broj
humanih uzoraka, te je detektovan povisen nivo proteina PHACTR1, ali ne i iRNK, na cetiri uzorka sr¢anog
tkiva obolelih od kardiomiopatije u poredenju sa dva uzorka zdravog sréanog tkiva.

Aherrahroui sar. istrazivali su postojanje uzro¢no-posledi¢ne veze izmedu kalcfikacije i nivoa iRNK i proteina

.....

Zhang i sar. su ispitivali uticaj oksidativnog stresa na model sistemu endotelnih ¢elija humane koronarne
arterije [59]. Oksidativni stres indukovan prisustvom oksidovanih lipida u EC dovodio je do zna¢ajno
povisenog nivo iRNK i proteina PHACTR1. Primenom utisavanja transkripcije gena PHACTR1 u EC, pokazali
su da odsustvo PHACTR1 smanjuje regrutovanje monocita i ublazava oksidativni stres, tako $to dovodi do
smanjenja produkcije NO, ali putem smanjenja fosforilacije p47phox, subjedinice NADPH oksidaze (Slika 4).
Takode su uocili da PHACTR1, zahvaljujudi svojim RPEL domenima, interaguje sa jos jednim RPEL proteinom
i tako ucestvuje u MRTF-A (eng. myocardin related transcription factor A) posredovanoj translokaciji p65 u
jedro, gde p65 indukuje transkripciju NF-kB, potentnog proinflamatornog faktora [59]. Na taj nacin je
pokazano da PHACTR1 ima vaznu ulogu u indukovanju inflamacije izazvane oksidativnim stresom, odnosno
prisustvom oksidovanih LDL u EC. Zhang i sar., su jedini do sada uporedili nivo transkripcije gena PHACTR1
u zdravim karotidnim arterijama i karotidnim arterijama sa prisustvom plaka [59]. lako na malom uzorku (3
vs. 3), pokazali su da je u obolelim karotidnim arterijama bio povisen nivo iRNK PHACTR1. Nivo proteina
PHACTR1 takode je bio povisen u plaku, a najvise je bio prisutan u endotelskim celijama [59].

Rubin i sar. su proucavali ulogu PHACTRT u razvou disekcije cervikalnih arterija i fiboromuskularne displa-
zije na midevima kojima je PHACTR1 bio uti$an ili u EC ili u GMC [60]. Medutim, nisu uocili nikakve promene
u vaskularnom sistemu kod ovih miseva u odnosu na kontrolnu grupu miseva, ¢ak ni kada su dodatno indu-
kovali hipertenziju ili ishemijsku povredu. Sli¢an rezultat dobili su Wood i sar. prou¢avajuci miseve sa pro-
aterogenom ApoE”- pozadinom. Ipak, u njihovoj studiji je pokazana asocijacija G alela varijante rs9349379
gena PHACTR1 sa smanjenom elasti¢nosti uzlazne aorte, 5to je nezavisni faktor rizika za razvoj koronarne
bolesti [61].



Istrazivanja na makrofagima dala su novu perspektivu uloge PHACTRT u vaskularnom sistemu. Li i sar. su
radili na modelu PHACTR1”- miseva (eng. knockout mice) i pokazali da odsustvo PHACTR1 dovodi do progresije
ateroskleroze [62]. Primetili su izmenu u fenotipu makrofaga, u korist makrofaga pro-inflamatornog tipa, M1,
koji na svojoj povrsini prikazuju markere TNF-q, IL-6 i INOS, u odnosu na anti-inflamatorne makrofage, M2, ¢iji
su markeri Arg-1, IL-10 i CD206. Pretpostavka je bila da PHACTRT utice na nivo transkripcije gena uklju¢enih u
proces inflamacije, odnosno na MAPK ili CREB signalne puteve koji su regulatori polarizacije makrofaga i nji-
hove transformacije u penaste celije [62]. Li i sar. su, dodatno, na uzorku od devedeset ispitanika sa IM i trideset
zdravih ispitanika, pokazali da je nivo iRNK PHACTRT bio povisen u cirkuliSu¢im monocitima kod ispitanika sa
IM u odnosu na ispitanike kontrolne grupe [62]. A takode je kod ispitanika sa IM primecena izmena u fenotipu
makrofaga u korist povecanja broja pro-inflamatornih makrofaga. Nivo iRNK PHACTRT u monocitima rastao je
sa brojem obolelih koronarnih krvnih sudova, a bio je povisen i u monocitima ispitanika sa plakovima boga-
tim lipidima i prisutnom tankom fibroznom kapom, na osnovu ¢ega su zakljucili da se nivo iRNK PHACTRT u
monocitima povecavao sa progresijom ateroskleroze [62].

Kasikara i sar. su pokazali da je nivo iRNK PHACTR1 bio najvisi u makrofagima anti-inflamatornog
fenotipa i monocitima [19] u odnosu na ostale ¢elije prisutne u plaku karotidne arterije. Pokazali su da je
sniZzen nivo transkripcije gena PHACTR1 u makrofagima, usled prisustva redeg alela G, varijante rs9349379
gena PHACTR1, doveo do defekta u procesu eferocitoze. Do ¢ega je doslo zbog lose organizacije aktinskih
filamenata ukjucenih u fagocitozu ¢elija zahvacenih apoptozom [19], posto je translokacija PP1 u jedro,
posredstvom PHACTRT1, bila smanjena, pojacavala se defosforilacija lakog lanca miozina, koji ucestvuje u
organizaciji citoskleta pri fagocitozi. Kasikara i sar., su u makrofagima detektovali proteine PHACTR1 koji
poticu i sa dugackog transkripta, za koji se do sada smatralo da se moze nac¢i samo u mozgu [13, 18]. Takode
su pokazali da alel G dovodi do smanjenja nivoa dugackog transkripta u makrofagima, a ne uti¢e na ostale
transkripte [19].

Zakljucak
U brojnim studijama PHACTR1 je pokazao znacajnu ulogu u kardiovaskularnom sistemu, ali precizan
mehanizam njegovog uticaja na vaskularne bolesti, kao ni efekat varijanti gena PHACTR1 nije sasvim poz-

nat. Potrebno je jos istrazivanja da se otkrije jasna pozadina plejotropnog efekta gena PHACTRT i da se
odgovori na pitanje sa kojim genom varijanta rs9349379 gena PHACTRT ima uzro¢no-posledi¢nu vezu.

Kardiovaskularne bolesti su najveci uzro¢nik smrtnosti u svetu. Procena rizika za nastanak fatalnih KV
dogadaja na osnovu tradicionalnih faktora rizika (starenje, pol, porodi¢na istorija KVB, krvni pritisak, dija-
betes, lipidni i pusacki status) uvedena je u klini¢ku praksu u poslednjih nekoliko decenija [63], ali i dalje ni-
jedan genski marker nije uvrs¢en u standardnu klinicku praksu procene rizika. Mnoga znanja koja su
proistekla iz genetickih istraZivanja upotrebljena su u razvoju terapije za KVB, ali njihov potpuni potencijal
nije iskoris¢en u svrhu dijagnostike i prevencije. Od 2015. godine izvedeno je vise studija [64, 65], koje su
uporedivale procenu rizika za nastanak i razvoj koronarne bolesti na osnovu uobicajenih faktora rizika i na
osnovu stepena genetic¢kog rizika, parametra odredenog prema broju genskih varijanti asociranih sa KB
[25]. Pokazalo se da je stratifikacija ispitanika prema stepenu genetickog rizika jednaka, ako ne i efikasnija
od stratifikacije na osnovu konvencionalnih metoda procene rizika za KB. Medutim, vecina studija je vriena
na ispitanicima evropskog porekla, kao i na ispitanicima sa ve¢ potvrdenom KB, tako da su za klini¢ku pri-
menu potrebna dodatna nezavisna istrazivanja. Ipak, prednosti procene stepena geneti¢kog rizika su bro-
jne, uklju¢ujuci da je nezavisan od starosti i uobicajenih faktora rizika, zatim, da je u korelaciji sa subklinickom
ateroslerozom, a da je njegovo odredivanje lako dostupno i relativno jeftino [25]. Danas se u klinickoj praksi
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terapija uvodi tek kao sekundarna prevencija nakon akutnog dogadaja, a u buducnosti najvise koristi od
procene stepena genetickog rizika imace osobe sa procenjenim visokim stepenom genetickog rizika koje
Ce zato biti ukljucene u sistem primarne terapijske prevencije.
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Apstrakt

U osnovi dijabetesa se nalazi smanjen broj beta ¢elija endokrinog pankreasa, njihovo poremeceno
funkcionisanje ili gubitak identiteta u procesu dediferencijacije. Jedna od aktuelnih strategija za po-
tencijalnu primenu u terapiji dijabetesa je i direktno celijsko reprogramiranje kojim bi se nadomestio
nedostatak funkcionalnih beta ¢elija i insulina u organizmu. Ovaj pravac u istrazivanjima podrazu-
meva transdiferencijaciju somatskih celija poreklom iz razli¢itih organa u Celije koje proizvode insu-
lin kroz modulaciju ekspresije transkripcionih faktora koji su klju¢ni za odrzavanje Celijskog identiteta.
U ovom poglavlju bice predstavljena aktuelna istrazivanja koja podrazumevaju celijsko reprogrami-
ranje uz pomoc novih sintetickih alata koji imaju ulogu da dirigovano uvode izmene u (epi)genom sa
posebnim osvrtom na CRISPR/Cas9 sistem i njegove modifikacije. Alfa ¢elije endokrinog pankreasa
predstavljaju atraktivan izvor ¢elija za potencijalnu terapiju dijabetesa zato $to dele zajednicko pore-
klo sa beta celijama, imaju visok nivo plasti¢nosti kao i zbog bliske pozicioniranosti koja obezbeduje
prirodno okruzenje pogodno za njihovo prezivljavanje. Jedna od nedavnih studija je podrazumevala
upotrebu EpiCRISPR sistema za ciljano uvodenje metilacije u okviru promotora gena Arx u alfa celi-
jama pankreasa misa u cilju njihove transdiferencijacije. Uvedene izmene na nivou epigenoma su do-
vele do pokretanja ekspresije insulina u alfa ¢elijama pankreasa misa i inicijacije procesa njihove
transdiferencijacije u celije koje produkuju insulin.

Kljucne reci: editovanje epigenoma; dijabetes; CRISPR/Cas9; alfa elije pankreasa; transdiferencijacija;
insulin
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Abstract

Diabetes is caused by a reduced number of beta cell mass, impaired functioning, or loss of beta cell
identity through the dedifferentiation process. Direct cellular reprogramming is one of the current
strategies in the potential diabetes therapy, which would replace the lack of functional beta cells and
regulate insulin levels. This research approach involves the transdifferentiation of somatic cells from
several organs into insulin-producing cells by modulating the expression pattern of transcription fac-
tors responsible for maintaining cellular identity. This chapter will present current research involving
cellular reprogramming using the new synthetic tools that have ability to introduce targeted (epi)ge-
netic modifications. Special attention will be paid to the CRISPR/Cas9 system and its modifications.
Pancreatic alpha cells represent an attractive cell source for potential diabetes therapy because they
share a common origin with beta cells, have a high level of plasticity, and provide a natural environ-
ment suitable for cell survival because of their close placement. One of the recent studies involved the
use of the EpiCRISPR system for targeted DNA methylation within the Arx gene promoter in murine
pancreatic alpha cells. The introduced changes at the epigenetic level led to the initiation of insulin
expression in the alpha cells of the mouse pancreas and the initiation of their transdifferentiation pro-
cess into insulin-producing cells.
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Secerna bolest ili dijabetes predstavlja grupu metaboli¢kih poremecaja koji dovode do hroni¢ne
hiperglikemije tj. povisene koncentracije glukoze u krvi usled poremecene bioloske aktivnosti hormona in-
sulina, njegove neadekvatne sekrecije ili zbog postojanja oba poremecaja. Beta Celije pankreasa predstav-
ljaju senzore glukoze, proizvode i oslobadaju hormon insulin koji regulise brojne fizioloske procese, a
njegova klju¢na uloga je u odrzavanju koncentracije glukoze u krvi. U osnovi patogeneze dijabetesa se na-
lazi poremeceno funkcionisanje beta celija, gubitak njihovog identiteta i prisustvo polihormonalnih ¢elija,
kao i povecano umiranje, s obzirom da sposobnost deobe beta ¢elija opada sa godinama [1]. U odnosu na
uzrok nastanka bolesti dijabetes se klasifikuje na nekoliko tipova, ali bez obzira na tip dijabetesa kod obo-
lelih dolazi do hroni¢ne hiperglikemije iistih hroni¢nih komplikacija koje su posledica apsolutnoili relativno
narusene funkcionalnosti beta celija, njihove poremecene proliferacije ili autoimunske reakcije koja na kraju
dovodi do smanjenja mase beta ¢elija [2].

Pristupi u terapiji dijabetesa

Pored farmakolo$kog pristupa u terapiji dijabetesa gde spada upotreba insulina i lekova koji deluju
na povecanje senzitivnosti ¢elija na insulin, stimulaciju insulinske sekrecije i poboljsanje kontrole glikemije,
aktuelan je i elijski pristup u terapiji. Naime, egzogeno dodavanje insulina nije u potpunosti efikasno u re-
gulaciji svakodnevnih naleta visokog nivoa glukoze u krvi, $to dugoro¢no gledano dovodi do niza kompli-
kacija u okviru drugih organa, kao $to su bolesti bubrega i koZne infekcije [3, 4]. Kako bi se povecao broj ¢elija
koje su osetljive na glukozu i koje odgovaraju oslobadanjem adekvatne koli¢ine insulina vazno je delovati
lokalno na nivou organizma. Celijski pristup u terapiji ima za cilj zamenu ostecenih ili obnavljanje ukupne
mase beta Celija i podrazumeva transplantaciju pankreasa i Langerhansovih ostrvaca poreklom od donora.
Ovaj pristup je efikasan, ali se susrece sa brojnim preprekama kao $to su ogranicen broj donora i pridruzeni
sporedni efekti imunosupresivnih lekova $to onemogucava Siroku primenu ovog vida terapije. Broj obole-
lih od dijabetesa u svetu je u konstantnom porastu pa je pronalaZenje alternativnih terapeutskih pristupa
vazan pravac u istrazivanjima. Velika paznja je usmerena ka o¢uvanju preostalih i sprec¢avanju daljeg gubi-
tka funkcionalnih beta celija, ka stimulaciji replikacije i rasta novih beta celija poreklom od progenitorskih
Celija [5, 6]. TeZznja za pronalaskom alternativih izvora beta celija dovela je do velikog broja pokusaja dife-
rencijacije embrionalnih i indukovanih pluripotentnih stem ¢elija, kao i reprogramiranja terminalno dife-
renciranih tipova Celija prisutnih u organizmu [6, 7]. Embrionalne i indukovane pluripotentne mati¢ne celije
poseduju veliki potencijal da se diferenciraju u druge tipove ¢elija, izmedu ostalih i u beta celije pankreasa,
medutim njihovo koris¢enje u celijskoj terapiji jos uvek nailazi na ogranic¢enja kao $to je mogucnost napada
od strane autoimunskog sistema ili njihova tumorogena priroda [8]. Proces Celijske transdiferencijacije po-
drazumeva direktan prelazak iz jednog u drugi terminalno diferencirani tip Celija, iskljucujudi pluripotentno
i intermedijerno stanje. Sposobnost ¢elija da adaptiraju svoj fenotip kao odgovor na promene iz spoljasnje
sredine bez promena u genetickom materijalu definise se kao Celijska plasti¢nost. Zahvaljujuci tome, mo-
guénost da se utice na reprogramiranje Celijskog identiteta daje veliki prostor za modelovanje bolesti i po-
tencijal za prevodenje u terapeutske svrhe [9]. Veliki broj funkcionalnih tipova ¢elija poput kardiomiocita,
neurona, hepatocita i hematopoetskih ¢elija do sada je dobijen od fibroblasta ili drugih tipova somatskih ce-
lija u in vitro uslovima [10]. Takode su uspesno realizovani razliciti pokusaji transdiferencijacije pankreatic-
nih i drugih tipova somatskih celija koje nisu poreklom iz pankreasa u Celije koje zadobijaju sposobnost da
reaguju na glukozu, proizvode i oslobadaju insulin, tzv. ¢elije koje li¢e na beta ¢elije pankreasa [11, 12]. Ce-
lije jetre, epitelne Celije Zucne kese, fibroblasti koze, ¢elije antralnog dela zeluca i keratinociti su neki od naj-
cesce koriscenih tipova Celija koji nisu poreklom iz pankreasa u pokusajima transdiferencijacije u celije koje
proizvode insulin (Slika 1.) [13-18]. Acinarne i duktalne Celije koje ulaze u sastav egzokrinog dela pankreasa



su uspesno transdiferencirane u prisustvu vise transkripcionih faktora koji su specifi¢ni za beta celije kao
$to su NGN3, MAFA i PAX6 (Slika 2.) [19, 20].

Razliciti nivoi regulacije genske ekspresije su tacke na kojima moze da se deluje kako bi se pojacala,
smanijila ili potpuno iskljucila ekspresija gena za transkripcione faktore koji su pre svega odgovorni za odr-
zavanje Celijskog identiteta. Kako bi se unapredio celijski pristup u terapiji dijabetesa u cilju modulacije
ekspresije klju¢nih transkripcionih faktora neophodno je detaljno prouciti njihovu ulogu u pravilnom funk-
cionisanju beta Celija, ispitati interakcije i mehanizme koji regulisu njihovu ekspresiju.

Rezultati istrazivanja koji su pokazali postojanje veze izmedu epigenetickih modifikacija i razvoja di-
jabetesa doveli su do razvoja tzv. ,epilekova” koji imaju sposobnost da menjaju epigeneticka obelezja gde
spadaju inhibitori histonskih deacetilaza (kao $to je vorinostat) ili demetilujuci agensi (predstavnik je 5-Aza-
2'-dezoksicitidin koji inhibira enzime DNK metiltransferaze) [21, 22]. Problem sa tretmanom mnogih ko-
mpleksnih bolesti, medu kojima je i dijabetes, razli¢itim ,epilekovima” je $to oni deluju neselektivno na
epigeneticka obelezja za koja su razvijeni i dovode do nezZeljenih sporednih efekata. Neki od njih imaju losu
stabilnost i kratak poluZivot [23, 24]. Sa druge strane, novi sinteticki epigeneticki alati dizajnirani su tako da
dirigovano i precizno menjaju epigeneti¢ka obelezja na specificnim mestima, s ciljem da dovedu do pro-
mene u ekspresiji samo jednog ili vise gena. Zahvaljujudi reverzibilnoj prirodi epigenetic¢kih modifikacija ci-
ljano editovanje epigenoma pruza ogroman potencijal u razli¢itim oblastima, od osnovnih istrazivanja do
biomedicine i primenjene biotehnologije, te bi moglo da se posmatra kao alternativa u odnosu na ,epile-
kove” [9]. Napredak u efikasnoj isporuci geneti¢kog materijala u ¢elije pomocu plazmida, adeno-asociranih
virusa (AAV), modifikovanih molekula RNK i nanocestica obezbededuje efikasniji, jednostavniji i sigurniji
put za pokretanje procesa transdiferencijacije ciljanih celija [12, 25, 26].

Razlicite Celije jednog organizma ispoljavaju specifi¢ne karakteristike i odrzavaju stabilan obrazac
genske ekspresije. Nastanak diferenciranih celija adultnog organizma se posmatra kao razvojni proces ne-
diferenciranih u terminalno diferencirane celije koje formiraju tkiva ili organe [27]. U stabilnim uslovima, ce-
lije adultnog organizma odrzavaju diferencirano stanje pri ¢emu jedinstveni tip celija ¢esto moZze da usvoji
neke karakteristike drugog tipa Celija zahvaljuju¢i promenama u genskoj ekspresiji koje nastaju kao posle-
dica odgovora na promene iz okruZenja [28, 29]. Klju¢nu ulogu u interpretaciji genoma koja podrazumeva
aktivaciju ili represiju dela genoma imaju epigenetic¢ki mehanizmi koji uti¢u na dostupnost genomskih re-
giona. Prou¢avanjem mehanizama koji se nalaze u osnovi promena u genskoj ekspresiji, a koje nisu nastale
zbog izmena u sekvenci molekula DNK, bavi se epigenetika. Waddington je jos 1942. godine prvi put upo-
trebio termin ,epigenetika” kako bi oznacio uticaj okruzenja na genom u toku razvoja u cilju formiranja ¢e-
lijskog fenotipa [30]. Skup epigeneti¢kih obelezja koja uklju¢uju metilaciju molekula DNK, dostupnost
hromatina, posttranslacione modifikacije histonskih proteina (kao sto su acetilacija, fosforilacij