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1. UvOD

U posljednja dva desetljeca svjedoci smo naglog razvoja tehnologija sekvenciranja genoma
i metoda njegove analize. Konstantno usavrSavanje toCnosti i brzine sekvenciranja uz
postepeni pad cijene omogucili su masovno koristenje ove tehnologije i stvaranje enormne
koliCine podataka o ljudskom genomu. Novonastali podaci omogucili su istrazivanje 1 analizu
ljudskog genoma te posebice proucavanja razlika u genomu izmedu ljudi i1 razlicitih
populacija, tj. ljudske geneticke varijabilnosti.

Ljudska geneticka varijabilnost predstavlja geneti¢ke razlike unutar i izmedu populacija
ljudi. Prosjecno, na razini slijeda nukleotida u molekuli DNA svi ljudi dijele 99.5 % sli¢nosti
(Levy S. etal., 2007.).

Uzroci genetickih razlika izmedu jedinki su neovisna segregacija kromosoma i homologna
rekombinacija tijekom mejoze i razliite vrste mutacija koje se pojavljuju tijekom razvoja i
Citavog zivota jedinke. Postoje barem dva razloga koja mogu objasniti zasto postoji geneticka
varijabilnost izmedu populacija. Prirodna selekcija moze doprinijeti adaptivnoj prednosti
jedinke u odredenom okolisu ako odredeni alel omogucuje kompetitivnu prednost. Aleli pod
utjecajem selekcije ¢e se vjerojatnije pojaviti u onim geografskim podruc¢jima gdje
omogucuju prednost jedinki i prezivljavanje. Drugi razlog postojanja geneticke varijabilnosti
je visoka razina neutralnosti vecine genetickih mutacija. Vecina mutacija nema nikakav
selektivni efekt na organizam, glavni uzrok tome je geneticki drift - promjene u zalihi gena
izazvane slucajnos¢u. Kod ljudi, efekt osnivaca i nekadaSnja mala populacija u proslosti koja
povecava vjerojatnost genetickog drifta vrlo vjerojatno je imala veliki utjecaj na geneticke
razlike izmedu populacija ljudi.

Otkri¢a u istrazivanju ljudske geneticke varijabilnosti omogudila su razumijevanje naSih
razlika 1 slicnosti, naseg podrijetla i rekonstruiranje evolucijske povijesti covjeka. Pomazu
znanstvenicima razumjeti 1 otkriti migracije razli¢itih populacija ljudi tijekom Iljudske
povijesti te odrediti srodstvene i bioloske odnose izmedu tih populacija. Uz doprinos
evolucijskim istrazivanjima, otkri¢a iz podrucja ljudske geneti¢ke varijabilnosti imaju veliku
primjenu u medicini. Nastoje se povezati promjene u genotipu s promjenama u fenotipu
pogotovo one promjene koje uzrokuju kompleksne poligenske bolesti poput dijabetesa,
sr¢anih bolesti i raka. Poznavaju¢i geneticke uzroke tih bolesti nastoji se kreirati najbolja

terapija za bolesnika te omoguciti personalizirana medicina u pravom smislu te rijeci.



2. OBLICI VARIJABILNOSTI

Geneticka varijabilnost u ljudi pojavljuje se na viSe razina, od ve¢ih promjena na razini
kariotipa do mutacije samo odredenog nukleotida. Nukleotidna razliCitost (engl. nucleotide
diversity) je prosjeCan broj nukleotida koji razlikuje dvije jedinke. Ljudska nukleotidna
razli¢itost je procijenjena na izmedu 0.1% i 0.4% od ukupnog broja parova baza (Jorde, L.
and Wooding, S., 2004.). To predstavlja razliku izmedu 3 do 12 milijuna parova baza buduci
da ljudski genom ima oko 3 milijardi baza u haploidnoj stanici. Prema podacima The 1000
Genomes Project-a genom pojedinog ¢ovjeka razlikuje se od referentnog ljudskog genoma
na 4.1 do 5.0 milijuna mjesta i obuhvaca 20 milijuna parova baza u slijedu DNA (The 1000
Genomes Project Consortium, 2015.). Na tim mjestima mogu se pojavljivati pojedinacni
nukleotidni polimorfizmi (engl. single nucleotide polymorphisms), kratke insercije odnosno
delecije, promjene broja ponavljanja (engl. copy number variant ) koje sve osim pojedinac¢nih
nukleotidnih polimorfizama pripadaju u grupu strukturalnih varijanata (engl. structural
variants). Ne postoji dogovorena nomenklatura koja opisuje razlicite razrede ljudskih

genetickih varijanata.

ATTEEGCCTTARCCOCCGATTAT CRAGGAT
Single nuclectide variant . E o y

ATTGGCCTTAACCICCGATTATCAGGAT

Inserti eletion variant ATTEECCTTAACCCERICCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTARCC - CGATTATCAGGAT
- - E
ATTGEGCCTTAA ATTATCAGSAT
Block substitution i g
ATTEECCTTAA ATTATCAGEAT ]
g
ATTGECCTTRACCCCCOATTATCAGGAT
sk yar kit :‘\-.T'I‘GGECTTTRT CAGEAT E
v
Copy mumber variant ATTEGCCTTACGCCT THMACCCCCGATTATCAGGAT
ATTEECC TR oo CCTCCGATTATCAGGAT

Slika 1. Terminologija koja se koristi u opisivanju ljudske geneticke varijabilnosti

(Frazer, K., Murray, S., Schork, N. and Topol, E., 2009.)

Medutim, postoji terminologija koja opisuje razliCite vrste varijanata prema njihovom
specificnom nukleotidnom rasporedu koji ih razlikuje od drugih tipova varijanata.

Prema Slici 1. to su varijante pojedina¢nog nukleotida (engl. single nucleotide variant),
insercija-delecija varijanta (engl. insertion-deletion variant), blokovske supstitucije (engl.
block substitution), inverzijski varijant (engl. inversion variant), promjena broja kopija

ponavljanja (engl. copy number variant).



Pojedinacni nukleotidni varijanti slijed u DNA je slijed u kojem je samo jedan nukleotid (A,
T, G ili C) promijenjen.

Insercija-delecija varijant pojavljuje se kada su prisutne jedna ili vise dusi¢nih baza u nekom
genomu, tj. odsutne u nekom drugom genomu. NajceS¢e se sastoje od nekoliko baza, ali
mogu biti ¢ak veci od 80 kb.

Blokovske supstitucije opisuju slucajeve u kojima se niz susjednih nukleotida razlikuje
izmedu dva genoma.

Inverzijski varijant je onaj u kojem je raspored baznih parova je obrnut u odredenom dijelu
kromosoma.

Razli¢it broj kopija ponavljanja se pojavljuje kada se identi¢an ili gotovo identican slijed
ponavlja u odredenom dijelu kromosoma, a drugom genomu je broj ponavljanja manji ili

vell.

2.1. POJEDINACNI NUKLEOTIDNI POLIMORFIZMI

Pojedina¢ni nukleotidni polimorfizam (engl. single nucleotide polymorphisms) je razlika u
jednom nukleotidu odredenog slijeda DNA izmedu jedinki jedne vrste koja se pojavljuje s
ucestaloS¢u od barem 1 % u populaciji. Procjenjuje se da ljudski genom sadrZi izmedu 10 do
30 milijuna pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama.

To je najces¢i tip varijabilnosti izmedu dva slijeda DNA 1 obuhvaca 90 % ukupnog broja
varijabilnosti izmedu dva slijeda odnosno genoma (Collins, F. S.; Brooks, L. D.; Chakravarti,
A., 1998.). Dijele se u dvije grupe prema tome kakav utjecaj imaju na fenotip jedinke.
Funkcionalne ili nesinonimne to¢kaste mutacije su one koje utjeu na izrezivanje gena ili na
mRNA te time uzrokuju razlike u fenotipu jedinki odredene vrste.

Kod ¢ovjeka izmedu 3% 1 5% svih tockastih mutacija su funkcionalne (International HapMap
Consortium, 2010.). Neutralne ili sinonimne tockaste mutacije su one koje ne uzrokuju
promjenu u izrezivanju gena i ne utjeCe na mRNA te time ne uzrokuje promjenu fenotipa.
Najcesce se koriste kao geneticki markeri u istrazivanjima zbog stabilnog nasljedivanja

tijekom niza generacija.

Postoje 1 kodiraju¢e tockaste mutacije koje se pojavljuju unutar gena. Zasada je kod Covjeka

popisano 105 takvih mutacija koje uzrokuju prerane stop kodone u 103 gena. Takva vrsta



tockastih mutacija €ini 0.5 % zasada otkrivenih kodirajuc¢ih to€kastih mutacija. Pojavljuju se
zbog djelomiéne duplikacije u genomu i uzrokuju gubitak funkcije proteina (Ng et al.,2008.)
Vecina tockastih mutacija je popisana i identificirana te informacije o njima nalaze se u The

Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP).

2.2. STRUKTURALNE VARIJANTE

U strukturalne varijante (engl. structural variants) pripadaju sve geneticke varijante koje nisu
tockaste mutacije. To ukljucuje insercije, delecije, inverzije, duplikacije i razlicit broj kopija
ponavljanja. Najces¢e obuhvacaju promjene od 1 Kb do 3 Mb Sto je vece od tocCkaste
mutacije, a manje od kromosomske abnormalnosti. Prema rezultatima The 1000 Genomes
Project-a, tipi¢an ljudski genom sadrzi od 2,100 do 2,500 strukturalnih varijanata (oko 1,000
vecih delecija, oko 160 razli¢itih broja kopija ponavljanja, oko 915 Alu insercija, oko 128 L1
insercija, oko 51 SVA insercija , oko 4 NUMTs i oko 10 inverzija) koje obuhvacaju oko 20
milijuna baza (Auton et al., 2015).

Jedno od glavnih pitanja je mozZe li se na temelju polozaja tockastih mutacija u genomu
predvidjeti polozaj strukturalnih varijanti, tj. postoji li izmedu njih neravnoteza udruzivanja
(engl. linkage disequilibrium) - neslu¢ajna povezanost alela na razli¢itim lokusima. Vise
razli¢itih istrazivanja je pokazalo da Cesti kratki indeli kao 1 ve¢i strukturalni polimorfizmi u
jedinstvenim regijama genoma su u neravnotezi udruZivanja s oznacenim tockastim
mutacijama. Strukturalne varijante se naime sli¢no ponasaju kao tockaste mutacije u pogledu
genomske 1 populacijske distribucije, navode¢i sliénu evolucijsku povijest. Oba tipa
varijanata su ancestralni, pojavivsi se jednom u ljudskoj povijesti su se nastavili nasljedivati
medu generacijama te su se u puno manjoj mjeri pojavljivale kao rezultat povratnih mutacija

(Frazer, K., Murray, S., Schork, N. and Topol, E., 2009.).



3. ISTRAZIVANJE LJUDSKE GENETICKE VARIJABILNOSTI

2001. godine u sklopu Human Genome Project-a prvi put u povijesti ¢ovjeCanstva je
sekvenciran genom covjeka. Od tog trenutka koji je obiljezio povijest i pokrenuo novu eru u
istrazivanju genetike Covjeka, tehnologije sekvenciranja su se usavrsavale i visoke cijene
sekvenciranja su padale te se time omogucilo pokretanje istrazivanja koja su bavili onim §to
¢ini ljude razli¢itim, tj. genetickom varijabilnoscu.

Dva projekta koja se izdvajaju od ostalih su The International HapMap Project i The 1000
Genomes Project. Glavni cilj oba projekta je bio otkriti, popisati i analizirati sve oblike
geneticke varijabilnosti Covjeka. Kreirale su se baze podataka sa svim informacijama
vezanim za ljudsku geneticku varijabilnost i te baze su javno dostupne znanstvenoj zajednici.
Daljnji cilj istrazivanja je razliite varijante genotipa povezati s promjenama u fenotipu, tj.
povezati promjene genotipa koje se u odredenoj frekvenciji pojavljuju u odredenim
populacijam s kompleksnim poligenskim bolestima.

O veli¢ini 1 vaznosti ovih projekata govori podatak da je prva publikacija The 1000 Genomes

Project-a jedan od najcitiranijih radova u biologiji uopce.

3.1. The International HapMap Project

The International HapMap Project je projekt ¢iji cilj je bio napraviti haplotipsku kartu
ljudskog genoma, opisati op¢i uzorak ljudske geneticke varijabilnosti.

Ovaj projekt je nastao suradnjom znanstvenika iz akademske zajednice, neprofitabilnih
biomedicinskih istrazivackih grupa i privatnih kompanija iz Kanade, Kine, Ujedinjenog
Kraljevstva, Japana, Nigerije 1 Sjedinjenih Americkih Drzava. Zapoceo je sluzbeno
sastankom u listopadu 2002. godine, a zavrSio na prolje¢e 2009. godine. U tom periodu

podaci o varijabilnosti i analize istih izlazi su tri puta 2005., 2007. i 2009 godine.



3.1.1 IstraZivanje

Glavni cilj je bio povezati razlike u ljudskim genomima s kompleksnim poligenskim
bolestima koje nastaju medusobnim djelovanjem viSe gena i okolisnih faktora te su zbog toga
puno teZe za istrazivanje od monogenskih bolesti koje su k tome i puno rjede.
U poligenske bolesti pripadaju dijabetes, rak, sr¢ane bolesti te razni psiholoSki poremecaji.
sekvenciranja genoma zdravih jedinki i bolesnih jedinki te potom traziti razlike izmedu dva
seta genoma medutim taj pristup tada nije bio mogu¢ zbog visoke cijene sekvenciranja
¢itavog genoma.

Buduc¢i da ljudi dijele oko 99.5% DNA slijeda u sklopu ovog projekta genotipizirani su samo
najcesc¢i pojedinacni nukleotidni polimorfizmi od 269 jedinki i objavljene u javno dostupnoj
bazi podataka.

Aleli obliznjih pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama na pojedinom kromosomu su u
korelaciji. Ako je alel jednog pojedina¢nog nukleotidnog polimorfizma u nekoj jedinci
poznat, onda aleli obliznjih pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama se cesto mogu
predvidjeti. Svaki pojedinacni nukleotidni polimorfizam se pojavio u evolucijskoj povijesti
kao tockasta mutacija na slijedu DNA okruzen drugim, ranijim tockastim mutacijama.
Pojedinacni nukleotidni polimorfizmi koji su vrlo udaljeni na kromosomu nisu u velikoj
korelaciji zbog rekombinacije koja se pojavljuje u svakoj generaciji i mijeSa alele dva
kromosoma. Slijed uzastopnih alela na odredenom kromosomu naziva se haplotip.

Kako bi se otkrili geneticki faktori odgovorni za pojedine bolesti, uzme se odredeni dio
kromosoma za koji je poznato da se na njemu nalaze moguéi geni za odredenu bolest. Na
temelju pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama koji su otkriveni u projektu i njihove
medusobne korelacije odreduje se haplotip. Usporedbom genotipa bolesnih i zdravih jedinki

saznaju se tocne lokacije i1 haplotipovi koji su uzrocnici bolesti.



3.1.2. Rezultati

Aleli pojedinac¢nih nukleotidnih polimorfizama locirani u istom genomskom intervalu su
Cesto u korelaciji jedan s obzirom na drugi. Neravnoteza udruzivanja varira na kompleksan 1
nepredvidljiv nacin unutar genoma i izmedu razli¢itih populacija. Trud uloZen u prvoj fazi
projekta poplo¢io je put rastavljanju genoma na grupe visoko koreliranih pojedinac¢nih
nukleotidnih polimorfizama koji se zajedno nasljeduju (engl. LD bins). U drugoj fazi projekta
utvrdeno je da velika veéina pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama s niskom alelnom
frekvencijom (engl. minor allel frequency) od barem 5 % mogu biti reducirani do ~550,000
grupa koje se nasljeduju skupa u jedinkama europskog ili azijskog podrijetla 1 do 1,100,000
grupa za jedinke africkog podrijetla. U posljednjoj tre¢oj fazi genotipizirano je 1,6 milijuna
pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama iz 1,184 jedinke iz 11 populacija. Tim je proSiren
javni resurs varijanata iz globalnih populacija i napravljen prvi veéi korak prema stvaranju

visoko rezolucijske karte ljudske geneticke varijabilnosti (Altshuler et al., 2010).



3.2. The 1000 Genomes Project

The 1000 Genomes Project trajao je od 2008. do 2015. godine stvorivsi najveci javno
dostupan katalog ljudske geneticke varijabilnosti do sada.

Cilj projekta je bio pronaci veéinu genetickih varijanata s frekvencijom od barem 1% u
proucavanim populacijama. To je bio prvi projekt u kojem je sekvenciran genom velikog
broja ljudi i svi podaci kreirani u projektu su javno dostupni putem besplatnih baza podataka.
Iako je sekvenciranje i dalje bilo preskupo da bi se svi genomi sekvencirali s najve¢om
tocnoscu koristenjem najnovijih tehnologija omogucen je dobar omjer cijene i kvalitete.
Projekt je bio proveden u Cetiri faze - pilot fazi i tri faze glavnog projekta. U prvoj i trecoj

fazi glavnog projekta stvarali su se podaci dok se u drugoj fazi bavilo tehnickim razvojem.

3.2.1. Ciljevi

Glavni ciljevi projekta su bili:

e pronaci 95 % svih pojedinaénih nukleotidnih polimorfizama s ucestalos¢u od barem
1% u istrazivanim populacijama ( u kodiraju¢im regijama genoma ciljalo se na 0.1 %)

e pronaci kratke indele i strukturalne varijante

e odrediti genotip i haplotip svih uzoraka

e objavljivati podatke javno i brzo

e razviti metode analize sljedova DNA, alate i resurse koji se kasnije mogu koristiti u
drugim projektima



3.2.2. Pilot faza

Pilot faza projekta je provedena kako bi se na temelju njenih rezultata najbolje dizajnirao i
organizirao glavni projekt. U sklopu pilot faze provedena su tri manja projekta:

1. Sekvenciranje ¢itavog genoma niskom pokriveno$c¢u (engl. low coverage) 179 jedinki iz 4
razli¢ite populacije

2. Sekvenciranje ¢itavog genoma visokom pokrivenoscéu (engl. high coverage) dva tripleta
majka-otac-dijete

3. Sekvenciranje eksona 697 jedinki iz sedam populacija

Na temelju podataka dobivenih iz ova tri manja projekta trebalo je odrediti hoce li

sekvenciranje niskom pokrivenos¢u zadovoljiti ciljeve projekta.
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A-_ -T-G-C-A-C Statistical
coverage A-.-G-G-A-T-C phasing
L Common haplotypes
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Exon o E == & g  Unphased
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Slika 2. Graficki prikaz rezultata Pilot faze (Durbin et al., 2010)

Na Slici 2. boje na lijevoj strani oznacuju razlic¢ite haplotipove u pojedinim genomima, a
Sirina linija predstavlja dubinu pokrivenosti sekvenciranja. Osjencano podruc¢je na desnoj
strani daje primjer rezultata koji mogu biti dobiveni trima razli¢itima strategijama kori$tenim
u pilot fazi (toCke predstavljaju podatke koji nedostaju, crtice predstavljaju jesu li sljedovi
separirani s obzirom potjecu li od oca ili majke (engl. phase information), tj. jesu li
heterozigotne varijante povezane s to¢nim haplotipom). Unutar kratke regije genoma svaka

jedinka ima dva haplotipa koja dijeli s nekim u populaciji.

1. U triplet projektu koristeno je sekvenciranje visoke pokrivenosti i omogucilo je precizno

otkrivanje velikog broja varijanata u ¢itavom genomu. Genotipizaciji, odredivanju haplotipa i

10



provjeri kvalitete je pomoglo Mendelovo nasljedivanje buduci da su uzorci tripleti majka otac
dijete.

2. Sekvenciranje niske pokrivenosti uspjesno je odredilo zajednicke varijante na poznatim
haplotipovima , ali je imalo manju mo¢ detekcije rjedih haplotipova te daje nekada netocne
genotipove.

3. Sekvenciranje eksona omogucilo je poprilicno to¢no otkrivanje Cestih, 1 rijetkih varijanata,
ali samo u tim ciljanim podru¢jima jer izvan njih nemaju sposobnost odrediti varijante

(Durbin et al., 2010).

Sva tri projekta su dijelila sljedeca cCetiri koraka u odredivanju genetic¢kih varijanata:

1. Otkrivanje varijanata: sravnjenje sekvenciranih dijelova genoma s referentnim genomom i
identifikacija mjesta i regija na kojima bi se genom jedinki razlikovao od referentnog slijeda.
Odredivanje varijanata je bilo ograni¢eno na pristupa¢an genom (engl. accessible genome).
To je dio referentnog genoma koji preostane nakon Sto se uklone oni dijelovi s mnogo
dvosmisleno smjeStenih ocitanja (engl. reads) ili s neo¢ekivano puno ili malo sravnjenih
oCitanja.

2. Filtriranje: koristenjem kontrola kvalitete uklanjali su se rezultati koji su vjerojatno lazni
pozitivi.

3. Genotipizacija: procjena alela prisutnih u svakoj jedinki na mjestima ili dijelovima koji su
varijabilni.

4. Procjena tocnosti: koriStenjem neovisnih tehnologija na novootkrivenim genetickim

varijantama odredivala se razina neto¢nih rezultata (engl. false discovery rate)

Na kvalitetu novootkrivenih varijanata utjeCu mnogi faktori ukljucuju¢i tocnost
sekvenciranja, pouzdanost sravnjenja s referentnim genomom i metode koje odreduju
individualni genotip.

Rezultati pilot faze nalazu da sekvenciranje niske pokrivenosti pruza efikasan pristup
otkrivanju varijabilnosti na razini genoma, a sekvenciranje eksona omogucuje efikasno
odredivanje i1 to¢no genotipiziranje rjedih varijanata u regijama koje su od veéeg interesa.

Na temelju projekta s dva para tripleta procijenjeno je da je stopa de novo mutacija u spolnim
embrionalnim prastanicama 10 ® mutacija po bazi po generaciji (Durbin et al., 2010) .
Otkriveno je viSe 95% opcih varijanata koji su bili tada poznati u nekoj jedinci, ali oni rjedi

varijanti posebice izvan eksoma ostali su slabo opisani.
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3.2.3. Prva faza

U prvoj fazi genomi 1,092 jedinke iz 14 populacija koje potjecu iz Europe, Isto¢ne Azije,
subsaharskog podrucja Afrike te Sjeverne i Juzne Amerike su sekvencirani i analizirani
koriStenjem sekvenciranja niske pokrivenosti (2-6X) i ciljanog sekvenciranja eksona (engl.
targeted deep exome sequencing) (50-100X). Ovaj odabir tehnologija je pokazao se
najisplativijim 1 najsposobnijim za otkrivanje geneticke varijabilnosti. KoriStenjem
statistickih metoda za odabir genetickih varijanata viSe kvalitete od moguc¢ih kandidata
dobivenih multiplim algoritmima 1 integracijom pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama,

indela 1 vecih strukturalnih varijanata u jednu cjelinu, dodatno je proSiren citav pristup.

Tablica 1. Rezultati prve faze projekta (McVean et al., 2012)

Autosarmes Chromesome X GEMNCODE regions*

Samples 1.052 1,082 1,082
Total raw bases (Ghb) 13045 B804 327
Mean mapped depth { x) 5.1 39 803
SNPs

Mo. sites overall 36TM 13M 498K

MNaovelty ratet 5E% 7% 509

Mo. synonymous/non-synonymouss nonsense MA 4.7/65/0.057TK 199/283/6.3 K

Average no. SMPs per sample 3E0M 105K 240K
Indels

Mo. sites overall 138 M B8 K 1867

Movelty ratet 629 T3% 54%

Mo. inframes/frameshift MA 19/14 7159/1 066

Average no. indels per sample 34 K 13K 440
Genotyped large delstions

Mo. sites overall 138K 432 247

MNaovelty ratet 549 54% 5095

Average no. variants per sample 717 26 35

M, miat appibcabie
* Aubosomal genss only.
+Compared with dbSMF release 135 (Oct 2011), excluding contribution from phese | 1000 Genomes Project {or eguivalent data for large delebans).

Prema podacima iz Tablice 1. u prvoj fazi projekta otkriveno je ukupno 38 milijuna
pojedinacnih nukleotidnih polimorfizama, 1.4 milijuna kratkih insercija i delecija te vise od

14 000 vecih delecija.

Najvazniji zakljuci nakon prve faze projekta su bili sljedeci:

1. Jedinke iz razliCitih populacija imaju razliite profile rijetkih i Cestih varijanata te varijante
niske frekvencije imaju znatnu geografsku diferencijaciju.

2. Varijante niske frekvencije su bile loSe opisane u pilot fazi posebno one van kodiraju¢ih
regija, a one su od iznimne vaznosti jer su bogate potencijalno funkcionalnim mutacijama za
na primjer, varijantama koje uzrokuju promjene u funkciji proteina.

3. Nadalje varijante niske frekvencije su najcesce recentnog nastanka i prikazuju povecanu

razinu diferencijacije populacije.
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4. Odredivanje varijanata niske frekvencije u populacijama pomaze identificirati mnogo
varijanata koji imaju funkcionalnu vaznost i neizbjezni su za interpretaciju individualnih

genoma, i odvajanje zajednickih varijanata od onih koji su karakteristi¢ni za manje grupe.

3.2.4. Izrada integrirane mape varijabilnosti

a Primary data b Candidate varlants and quality metrics:
Sequencing, aray genoty g Fead mappdng, quality scone recalibration

SNP arr
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Slika 3. Citav proces izrade mape varijabilnosti od dobivanja sljedova sekvencirane DNA do

samog otkri¢a genetic¢kih varijanata (McVean et al., 2012)

Prema Slici 3. postoje Cetiri glavna koraka u odredivanju geneti¢ke varijabilnosti nekog
slijeda DNA:

A Primarni podaci, tj. sekvencirani genom svake jedinke nastao je sekvenciranjem citavog
genoma niskom pokrivenosc¢u (prosjecna pokrivenost 5X) i visokom pokrivenoscéu

(prosjecna pokrivenost 80X) su odredeni sljedovi eksona i koriSten je (engl. high density
SNP array).

B Sravnjenjem ocitanja (engl. read) s referentnim genomom te koriStenjem viSestrukih
algoritama dobivaju se moguce genetiCke varijante. Za svaku varijantu, odredene su mjere
kvalitete (engl. quality metrics) koje uklju¢uju informacije o jedinstvenosti okruzujuée
sekvence, kvaliteta dokaza koja potkrepljuju varijantu (npr. kvaliteta baza (engl. base quality)
I pozicija baza varijanta unutar o€itanja), i distribucija varijanata u populaciji. Metode

strojnog ucenja koriste ove multidimenzionalne informacije kako bi poredali varijante po
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pouzdanosti 1 odredili naknadno prag to¢nosti kako bi se osigurala niska stopa netoc¢nih
rezultata (engl. false-discovery rate)

C Vjerojatnosti genotipa (engl. genotype likelihoods) su koristeni kako bi sazeli dokaze za
svaki genotip na bialelnim mjestima (0, 1 ili 2 kopije varijanta) u svakom uzorku na svakom
mjestu.

D Kako je dokaz za svaki genotip tipi¢no slab u podacima dobivenim niskom pokriveno$¢u i
mogu biti visoko varijabilni s podacima dobivenim sekvenciranjem eksona, statisticke
metode su koriStene kako bi ujednacile informacije iz uzoraka povezanosti ravnoteze (engl.
linkage disequilibrium), omogucujuéi $to to¢nije odredivanje haplotipa i genotipa.

Uspjeh sekvenciranja eksoma u otkrivanju bolesti koje se nasljeduju po Mendelu 1 otkrice
rijetkih i nisko frekventnih varijanata povezanih s bolestima u genima asociranim s
kompleksnim bolestima snazno podrzavaju hipotezu da uz faktore poput epistaze i
interakacija gena 1 okoliSa, mnogi drugi geneticki faktori znacajnog ucinka tek trebaju biti
otkriveni kroz studije rijetkih varijanata. Podaci nastali u ovom projektu ne samo da pomazu
interpretaciji svih genetickih istrazivanja nego daju primjer kako najbolje dizajnirati i
analizirati istrazivanja bolesti na temelju slijeda DNA.

Naposljetku, analiza varijanata niske frekvencije pokazala je posljedice selekcije na
funkcionalno vaznim mjestima u genomu i kako to mozZe utjecati na populacijsku proslost i
dovesti do znatne lokalne diferencijacije, ¢ak i kad su standardne mjere strukture kao Sto je
Fst vrlo niske. To se dogada primarno zbog toga jer rijetki varijanti su recentnog podrijetla i
geografski su vrlo ograni¢eno rasprostranjeni. Zbog toga interpretacija rijetkih varijanata
neke jedinke s odredenom boles¢u bi trebala biti unutar konteksta lokalne, bilo geografske ili
obiteljske, geneticke pozadine. Povrh toga, protivi se vrijednosti sekvenciranja jedinki iz
razli¢itih populacija kako bi se odredio spektar ljudske geneticke varijabilnosti i potkrjepilo

istrazivanje bolesti u viSe razli¢itih populacija.
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3.2.5. Druga faza

Tijekom druge faze podaci od preko 1700 jedinki su se koristili za razvoj metoda kako bi se
poboljsale postojece i razvile nove za analizu svojstava poput multialelnih varijanata

(engl.multi allelic variant sites) i integraciju kompleksnih mutacija i strukturalnih varijanata.

3.2.6. Trece faza

U tre¢oj fazi genomi 2,504 osobe iz 26 populacija iz Afrike, Isto¢ne i Juzne Azije, Europe te
Sjeverne i Juzne Amerike su rekonstruirani kombinacijom sekvenciranja ¢itavog genoma
niskom pokrivenoS¢éu (prosjecna pokrivenost 4-7 X), eksoma visokom pokrivenoséu
(prosje¢na pokrivenost 65.7 X) 1 genotipizirani mikro¢ipom (engl. dense microarray
genotyping). Ukupno je pronadeno i opisano preko 88 milijuna varijanata - 84.7 milijuna
pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama, 3.6 milijuna kratkih insercija/delecija i 60,000
strukturalnih varijanata.

Pojedine jedinke i njihovi potomci su bili genotipizirani pomocu mikrocipova (engl. high-
density SNP microarrays). Tako se na jeftiniji nacin otkrila geneticka varijabilnost i odredili
pojedini genotipovi i haplotipovi. ViSe se nisu analizirale samo bi-alelne toCkaste mutacije
ve¢ 1 multi-alelne toCkaste mutacije, inedeli i razli¢iti setovi strukturalnih varijanata. Pri
otkrivanju genetickih varijanata koriStena su 24 alata za analizu sljedova i klasifikatori
strojnog ucenja (engl. machine-learning classifiers) kako bi se visoko kvalitetni varijanti
odvojili od moguéih netocnih pozitiva, te se time uravnotezila senzitivnost 1 specifi¢nost.

U ovoj zadnjoj fazi projekta stvoren je do sada najopsirniji set ljudskih strukturalnih varijanti
koji je vrijedan resurs za buduca istrazivanja bolesti i populacijske genetike.

Procijenjeno je da svaka jedinka posjeduje prosje¢no 18.4 Mbp strukturalnih varijanata u
diploidnom genomu, ve¢inu njih ¢ine multi-alelne kopije razli¢itog broja ponavljanja (engl.
multi-allelic copy number varation) (11.3 Mbp) i bi-alelne delecije (5.6 Mbp) (Sudmant et al.,
2015).
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4. EVOLUCIJA 1 GENETICKA VARIJABILNOST

Istrazivanje ljudske geneticke varijabilnosti osim §to ima medicinsku primjenu koristi se pri
proucavanju i rekonstrukcije evolucijske povijesti covjeka. Uzorci geneticke varijabilnosti
informiraju nas o povijesti populacije zato Sto svaki veliki demografski dogadaj ostavlja trag
na genetickoj razlicitosti €itave populacije. Smanjenje veli¢ine populacije reducira geneti¢ku
varijabilnost, a povecanje veli¢ine populacije povecava varijabilnost. Izmjena jedinki izmedu
populacija neizbjezno stvara vecu geneti¢ku sli¢nost dok izolacija pridonosi o¢uvanju
geneticku jedinstvenost. Ovi demografski pokazatelji se prenose kroz generacije tako da
genomi modernih jedinki reflektiraju njihovu demografsku proslost. Akumulacijom podataka
o genetickoj varijabilnosti te razvojem alata za analizu, nasa evolucijska povijest postaje sve
jasnija.

Vecina istrazivanja evolucije Covjeka temelji se na analizi mitohondrijske DNA i1
nerekombinantnog (engl. non-recombining) dijela Y kromosoma. Buduc¢i da nisu podlozni
rekombinaciji, nasljeduju se od samo jednog roditelja, prenose se relativno nepromijenjeni
kroz generacije tako otkrivaju¢i majCinsku 1 ocinsku liniju populacije. Populacije dijele istu
mitohondrijsku DNA ili Y kromosom kao rezultat zajedni¢kog podrijetla ili protoka gena.

Rezultate istrazivanja na temelju mitohondrijske DNA i Y kromosoma treba uzimati s
oprezom jer oboje predstavljaju jedan visoko varijabilan lokus, statisticke procjene
parametara koje se koriste nekada znaju biti krive. Puno pouzdanije procjene takvih
parametara mogu se dobiti analizom viSe neovisnih lokusa (tockaste mutacije ili broj
uzastopnih ponavljanja). Pri proucavanju ljudske evolucijske proslosti geneticki podaci se
svako moraju kombinirati s arheoloskih, lingvistickih i povijesnim podacima kako bi se §to

to¢nije interpretirala evolucija ¢ovjeka.
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4.1. Evolucija Hominida

Hominoidea Superfamily
Hylobatidae  Family
Homininae Ponginae Subfamily
PN
Hominini Gorillini Tribe
VAN I
Homo Fan Gorilla Pongo  Hylobates Genus

Slika 4. Taksonomski odnosi nadporodice Hominoidea

Moderni ¢ovjek Homo sapiens taksonomski pripada nadporodici Hominoidea, porodici
Hominidae, podporodici Homininae, plemenu Hominini te rodu Homo (prema Slici 4.).

U porodicu Hominidae uz rod Homo ubrajaju se rodovi Pan (¢impanze), Gorilla (gorile) i
Pongo (orangutani). Prema procjenama posljednji zajednic¢ki predak svih rodova porodice
Hominidae zivio je prije otprilike 14 milijuna godina, kad su se preci orangutana izdvojili od
ostala tri roda.

Evolucija hominida je bilo pitanje koje je mucilo znanstvenike vise od stolje¢a medutim
molekularni dokazi poput varijabilnosti genoma rodova porodice Homonidiae uspjele su
donekle odgovoriti na to pitanje.

Razli¢iti dijelovi genoma imaju razliitu razinu varijabilnosti izmedu razlicitih rodova
hominida. Dokazano je da divergentnost sljedova izmedu ljudi i ¢cimpanzi iznimno varira. Na
primjer, divergentnost sljedova varira izmedu 0% do 2.66 % unutar nekodirajucih,
neponavljajuc¢ih genomskih regija ljudi i ¢impanzi (Chen and Li, 2001).

Time i filogenetska stabla dobivena komparativnom analizom dijelova DNA ne odgovaraju
uvijek filogenetskom stablu vrsta. Divergentnost sljedova iznimno varira izmedu ljudi,
¢impanzi i gorila. Prema vecini DNA sljedova, ljudi i ¢impanze su srodstveno blizi, medutim
Ljudski genom sadrzi 23 para kromosoma dok genomi ostalih zivu¢ih hominida sadrze 24
para kromosoma. Ljudski kromosom 2 je nastao fuzijom dva kromosoma 2a i 2b koja su

ostala odvojena kod ostalih primata.
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4.1.1. Geneticka varijabilnost hominida

Genom ¢ovjeka i ¢impanze razlikuje se za oko 35 milijuna tockastih mutacija te jo$ oko 3%
Citavog genoma razlikuje se zbog delecija, insercija 1 duplikacija (Chimpanzee Sequencing;

Analysis Consortium, 2005.)

S obzirom da je stopa mutacija (engl. mutation rate) relativno konstantna, otprilike pola
navedenih promjena pojavilo se u ljudskoj liniji. Samo mali dio tih razlika uzrokovalo je
razli¢it fenotip Covjeka i ¢impanze, a pronalazak mutacija koje su to uzrokovale je iznimno
teSko. Vec¢ina mutacija su neutralne i ne utjecu na fenotip. Molekularna evolucija mozda
djeluje na drugacije nacine, kroz evoluciju proteina, gubitak gena, diferencijalnu gensku

ekspresiju i RNA evoluciju.

Mnogo razli¢itih mutacija moze inaktivirati gen, ali samo neke mogu promijeniti funkciju
gena na specifi¢an nacin. Inaktivacijske mutacije bi onda bile spremne za selekciju da djeluje
na njih. Gubitak gena (engl. gene loss) bi mogao biti mehanizam evolucijske adaptacije (
Olson, M. 1999). 80 gena je izgubljeno u ljudskoj liniji nakon odvajanja od zadnjeg
zajednickog pretka s Cimpanzom od Cega je 36 gena kodiralo za olfaktorne receptore. Drugo
istrazivanje govori da se izgubilo 86 gena (Demuth, J., Bie, T., Stajich, J., Cristianini, N. and
Hahn, M., 2006).

Duplikacije su imale ulogu u stvaranju novih gena kod primata i oblikovanju ljudske
genetiCke varijabilnosti. Pri usporedbi ljudskog genoma s genomima c¢impanze, gorile,
orangutana te primata gibona i makaka, otkriveno je da samo Covjek sadrzi otprilike 20,000
specifi¢nih insercija za koje se smatra da imaju regulatornu ulogu. Dok vecina insercija je
neutralna s obzirom na fitnes (engl. fitness), mali dio njih je identificiran u pozitivho
selektiranim genima koji su povezani s ziv€anim sustavom i osjetilnom percepcijom. Ta

otkri¢a potvrduju vaznost uloge insercija specificnih za ljude u nedavnoj evoluciji Covjeka.
(Hellen, E. and Kern, A., 2015).

Ljudske ubrzane regije (engl. human accelerated regions) su dijelovi genoma koji se
razlikuju izmedu ljudi i ¢impanzi do te mjere da se objasnjavaju genetickim driftom. Ove
regije pokazuju da su bile predmet prirodne selekcije, dovodeci do evolucije svojstava koji su

specifi¢ni samo za ljude. Dva primjera su geni HAR1F i HAR2.

Gen HARIF je povezan s razvojem mozga, a gen HAR2 je imao ulogu u razvoju odvojenog

palca. Takoder, postoje hipoteze da je za razlike izmedu ljudi 1 ¢impanzi zasluznija regulacija
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genske ekspresije nego razlika u samim genima. Analize o¢uvanih nekodirajuc¢ih sljedova
koji Cesto sadrze funkcionalne i pozitivno selektirane regulatorne regije, potvrduje ovu

mogucénost (Bird et al., 2007).

Usporeduju¢i genome covjeka i Cimpanze, utvrdeno je da se razlikuju 1.23 % zbog
pojedinacnih supstitucija baza. Od tih supstitucija, za 1,06 % ili manje se smatra da
predstavljaju fiksne razlike izmedu te dvije vrste dok ostatak su varijante u Covjeku ili
¢impanzi. Indeli (insercije/ delecije) ¢ine manji broj razlika, ali doprinose ~1.5% unikatnim
sljedovima svakog genoma, budué¢i da insercije ili delecije mogu obuhvatiti od jedne do

milijun baza (Chimpanzee Sequencing; Analysis Consortium, 2005.).

Takoder su proucavane 1 usporedivane segmentalne duplikacije (engl. segmental
duplications) u oba genoma, ¢ije insercije i delecije u genomu obuhvacaju mnogo indel
sljedova. Otkriveno je da ukupno 2.7 % eukromatinskih sljedova bilo djelomi¢no duplicirano

u jednoj ili drugoj liniji (Cheng et al., 2005).
Divergentnost sljedova u hominida ima sljede¢i uzorak: covjek-Cimpanza < ¢ovjek-gorila<<

covjek-orangutan.
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4.2. Evolucija ¢ovjeka

Glavno pitanje evolucije ¢ovjeka je podrijetlo modernog Covjeka. Kao odgovor na to pitanje

predlozene su dvije suprotne teorije.

Prva je Multiregionalna teorija koja tvrdi da je moderan Covjek nastao iz viSe arhai¢nih
oblika poput Neandertalca u razli¢itim dijelovima Starog Svijeta (Afrika, Azija i Europa).
Geneticke sli¢nosti uocene u sadasSnjim populacijama su rezultat protoka gena izmedu tih

populacija 1 prirodne selekcije za sli¢na adaptivna svojstva.

Prema suprotnoj teoriji, nazvanoj “lz Afrike hipoteza” (engl. Out of Africa hypothesis) koja
govori da je moderan Covjek nastao najprije u Africi te potom migrirao Europu i Aziju, prije

manje od 100,000 godina, kako bi zamijenio postojece arhai¢ne populacije.

Vecina genetickih dokaza potkrepljuje teoriju da je moderan Covjek prvo nastao u Africi.
Prema gotovo svim genetickim istrazivanjima najveca varijabilnost genoma nalazi se U
africkim populacijama $to ide u prilog teoriji o podrijetlu iz Afrike. Varijabilnost je funkcija
vremena 1 veliCine populacije, makar to moze biti i rezultat samo nekadasnje velike
populacije u Africi. Cinjenica je da veina genetike varijabilnosti u ne-africkim
populacijama samo dio onoga $to je pronadeno u africkim populacijama koje su puno
bogatije razli¢itim genetiCkim varijantama te se to ne moze objasniti Multiregionalnom
teorijom. Ne-africke populacije su puno sli¢nije jedna drugoj nego §to su sli¢ne africkim §to
takoder navodi da je dio africke populacije napustio kontinent i kolonizirao ostatak svijeta.
Geneticka otkri¢a takoder navode da je rana ljudska populacija bila vrlo mala jedno vrijeme
(otprilike 10,000 jedinki). To opovrgava Multiregionalnu teoriju zato jer za kontinuirani
protok gena izmedu ljudskih populacija koje su razbacane Starim Svijetom treba puno veca
populacija jedinka. Iako vecina dokaza ide u prilog podrijetlu modernog covjeka iz Afrike,
teSko je za prihvatiti da nekadaSnje arhai¢ne populacije iz drugih dijelova svijeta nisu
geneticki doprinijele danaSnjoj populaciji, tj. da nije doslo do mijeSanja izmedu anatomski

modernog covjeka iz Afrike i arhai¢nih populacija iz Europe ili Azije.

Slika o evoluciji Covjeka bit ¢e pun jasnija kad autosomalni sljedovi budu analizirani i

usporedeni izmedu viSe ljudskih populacija.

Procjenom stope mutacija u mitohondrijskoj DNA, dob zajednicke ancestralne
mitohondrijske  DNA moZze biti odredena: zajednicka ancestralna DNA povezuje

mitohondrijske DNA koje su divergirale prosjecno 0.57 %. Pretpostavljaju¢i da stopa

20



mutacije iznosi 2% do 4% u milijun godina, to podrazumijeva da je zajednicki predak svih
danasnjih mitohondrijskih DNA postojao prije 140,000 - 290,000 godina (Cann, RL;
Stoneking, M; Wilson, AC, 1987.). Prema mnogim znanstvenicima, ova procjena je vrlo
gruba.

Y kromosom je mnogo veci od mitohondrijske DNA 1 relativno je homogen te sadrzi vise
geneticke informacije. Istrazivanja Y kromosoma pokazuju sli¢ne rezultate kao 1 ona s
mitohondrijskom DNA. Procjena dobi postojanja ancestralnog Y kromosoma za sve
postojeée Y kromosome je otprilike prije 70,000 godina. Prema genetickoj varijabilnosti, Y
kromosoma potjece iz Afrike 1 potomci izvedene linije su napustili Afriku i s viemenom su

bili zamijenjeni arhai¢nim ljudskim Y kromosomom u Euroaziji (Henn et al., 2012).

Podrijetlo modernog Covjeka iz Afrike potvrduje i ¢injenica da promjene u veli¢ini lubanje se
smanjuju s udaljenos¢u iz Afrike istom brzinom kako se smanjuje geneticka raznolikost.
Ljudska geneti¢ka varijabilnost manja je u populacijama s ve¢om migracijskom udaljenos¢u
od Afrike te se smatra da j to zbog efekta uskog grla boce (engl. bottle neck effect) tijekom
ljudskih migracija, a to je dogadaj kada se privremeno smanji veli¢ina populacije (Manica et
al., 2007).

Procjenjuje se da moderan ¢ovjek vjerojatno potjece s podru¢ja Namibije i juzne Afrike, i da
je dio njih napustio Afriku kroz istok Afrike. U prilog tome ide Cinjenica da africke
populacije imaju najvise genetiCke varijabilnosti nego bilo gdje na Zemlji 1 da geneticka
struktura Afrikanaca vodi u trag do 14 ancestralnih populacijskih grupa koje koreliraju s
nacionalnos¢u i kulturom ili jezikom. IstraZivanje koje to potvrduje je trajalo deset godina i
analiziralo varijacije 1,327 DNA markera iz 121 africke populacije, 4 africko-americke

populacije i 60 ne-africkih populacija.
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4.2.1. Populacijska genetika

Smatra se da se na temelju distribucije ljudske geneticke varijabilnosti medu modernim
ljudima moze odrediti ljudska demografska povijest. Dalje se raspravlja jesu li ljudi prosli
kroz efekt uskog grla boce prije nagle ekspanzije koja se preklapa s migracijom iz Afrike
dovodeéi do afri¢ko-euroazijske divergencije prije 100,000 godina, nakon koje je slijedila
europsko-azijska divergencija prije oko 40,000 godina. Kad su prvi moderni ljudi napustili
Afriku i kolonizirali ostatak svijeta i dalje je predmet niza rasprava.

Medutim, nagla ekspanzija nekada male populacije ima dvije vazne posljedice na
distribuciju geneticke varijabilnosti. Prvo, takozvani efekt osnivaca (engl. founder effect) se
pojavljuje kada osnivacke populacije donose samo dio geneticke varijabilnosti iz svojih
predackih populacija. Drugo, kako osnivaci postaju viSe geografski odvojeni, vjerojatnost da
dvije jedinke iz razli¢itih osnivackih populacija se razmnozavaju postaje manja. Posljedica
ovakvog razmnozavanja je smanjenje razmjene gena izmedu geografskih grupa i povecéanje
geneticke udaljenosti izmedu njih.

Ekspanzija ljudi iz Afrike utjecala je na distribuciju geneticke varijabilnost na dva nacina.
Manje populacije imaju veci geneticki drift zbog povecanih fluktuacija neutralnih
polimorfizama. Novi polimorfizmi koji se pojavljuju u jednoj grupi ¢e se manje vjerojatno
prenijeti u druge grupe jer je protok gena smanjen.

Populacije u Africi osim $to imaju vecu geneticku varijabilnost imaju 1 manje povezanosti
neravnoteze (engl. linkage disequilibrium) nego populacije izvan Afrike, djelomic¢no zato jer
su populacije ljudi u Africi bile vece tijekom povijesti i zato jer broj ljudi koji je napustio

Afriku da kolonizirao ostatak svijeta bio relativno malen (Gabriel et al. 2002).
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4.2.2. Krizanje modernog ¢ovjeka s arhai¢nim vrstama

Postoje hipoteze da se moderan ¢ovjek krizao s Neandertalcem tijekom srednjeg paleolitika.
Sekvenciranjem genoma Nandertalca i usporedbom s genomom modernog ¢ovjeka

dokazalo se da postoji moguénost da je do toga doslo jer mali dio genoma Neandertalca je
prisutan u genomu modernog ¢ovjeka iz euroazijskih populacija, ali nije prisutan u genomu
africkih populacija. Najzanimljivija otkri¢a usporedbe genoma Neandertalca i modernog
Covjeka je da oboje dijele varijantu gena laktaze koja uzrokuje netoleranciju na laktozu tako
Sto kodira za enzim koji ne mozZe razgraditi laktozu iz mlijeka. Osim te varijante dijele i
varijantu gena FOXP2 koji je povezan s razvojem mozga i govora, navode¢i moguénost da je
Neandertalac mogao govoriti (Dumas et al., 2007).

Smatra se da izmedu 4 % i 6 % genoma Melanezijaca je podrijetlom od Denisovskog
Covjeka- nekadasnje nepoznate vrste koja dijeli podrijetlo s Neandertalcem. Vjerojatno je do
krizanja doslo tijekom rane migracije predaka Melanezijaca u sjeverno-isto¢nu Aziju dok je
Denisovski covjek bili proSireni ¢itavom istocnom Azijom (Reich et al., 2010).

Tako da Melanezijci su populacija s najvisSe primjesa arhai¢nih populacija, imaju cak

~8%.genoma podrijetlom od Denisovskog ¢ovjeka/Neandertalaca.

Prema posljednjim istraZzivanjima na temelju ¢itavih genoma uoceno je da je introgresija
veca u azijskim populacijama nego europskim (Wall et al., 2013). Takoder u genomima
africkih populacija pronadeni su tragovi protoka gena s arhai¢nim ljudskim precima koji
navode na odredena niska razina protoka gena je bila prisutna u vremenu i prostoru tijekom

evolucije anatomski modernog ¢ovjeka (Hammer et al., 2011).
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5. LJUDSKA GENETICKA VARIJABILNOST I RASE

Novonastali podaci o ljudskoj genetickoj varijabilnosti su pokrenuli raspravu postoji li
bioloska podloga za kategorizaciju ljudi u rase. Covjek je evolucijski vrlo mlad organizam i
kao vrsta je vrlo homogen o ¢emu govori veéi prije spomenuti podataka da svi ljudi dijele
oko 99.5 % sli¢nosti u slijedu DNA. Tako su razlike izmedu ljudskih populacija male, postoje
razlike u odredenim genima kao §to su geni ABCC11 1 SLC24AS5 koji su nazvani markerima
podrijetla (engl. ancestry-informative markers) te sluze kako bi se jedinke smjestile u Siroke,
geografski bazirane grupe.

Kompjuterska analiza stotine polimorfnih lokusa iz populacija koje su rasprostranjene diljem
svijeta otkrila je postojanja genetickih grupacija koja su grubo povezana s grupama koje su
povijesno zauzimale vece kontinentalne i subkontinentalne regije (Rosenberg et al. 2002;
Bamshad et al.2003).

Risch i suradnici tvrde da takvi uzorci varijabilnost daju bioloSko opravdanje za upotrebu
tradicionalnih rasnih kategorija. Takvo kontinentalno grupiranje poklapa se s podjelom ljudi
na sub-saharske Afrikance, Europljane, zapadne Azijate, centralne Azijate, juzne Azijate,
sjeverne Amerikance, istoéne Azijate itd. (Risch et al. 2002). Dok s druge strane neki
zastupaju tezu da isti podaci ruse tradicionalne podjele na rasne grupe ( King and Motulsky
2002; Calafell 2003; Tishkoff and Kidd 2004 ). Oni tvrde da na primjer velike populacije
smatrane rasama ili subgrupama unutar rasa ne formiraju nuzno vlastiti geneticku grupu.
Nadalje, kako je vecina ljudske genetiCke varijabilnosti gradualna, mnoge jedinke potjecu iz
dvije ili viSe kontinentalnih grupa. Tako da geneticki utemeljeno “biogeografsko podrijetlo”
neke jedinke je zapravo vrlo Siroko i popraceno odredenim nesigurnostima (Pfaff et al.2004).
U mnogim dijelovima svijeta, populacije su se mijesale na takav nacin da mnoge jedinke
imaju relativno nedavne pretke iz odvojenih regija. Makar geneticka analiza velikog broja
lokusa moze stvoriti procjene udjela pojedinih predaka koji dolaze iz razli¢itih kontinentalnih
regija (Bamshad et al. 2004), iako te procjene mogu biti neto¢ne jer ljudske populacije
izmjenjuju partnere od lokalne do kontinentalne skale kroz ¢itavu povijesti (Chisholm et al.,
1995). S velikim brojem markera, informacije za procjenu razine mijeSanja jedinki ili grupa

je ograniena i procjene obi¢no sadrze Siroke intervale raspona (Pfaff et al.2004).

24



6. SAZETAK

Ljudska geneticka varijabilnost predstavlja geneticke razlike unutar i izmedu populacija ljudi.
Razvojem tehnologija sekvenciranja genoma i metoda analize sljedova omoguéeno je
istrazivanje geneticke varijabilnosti ljudi kao nikada do sada. Postoji viSe oblika geneticke
varijabilnosti, ali glavna je podjela na pojedinac¢ne nukleotidne polimorfizme i strukturalne
varijante. Glavna primjena geneti¢ke varijabilnosti je u medicini kako bi se odredeni

genotipovi povezali s kompleksnim bolestima te u istrazivanju evolucije ¢ovjeka.

SUMMARY

Human genetic variation is the genetic differences both within and among populations. The
development of the genome sequencing and the methods of sequence analysis have made the
investigation of human genetic variation more accurate than ever before. There are multiple
types of genetic variation but most common classification contains single nucleotide
polymorphisms and structural variants. The study of human genetic variation has both

evolutionary significance and medical applications.
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