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KRATICE

2C-LGMD2 - tip miSi¢ne distrofije zdjeli€nog pojasa

ADME - skupina gena koja kodira za proteine ukljuCene u apsorpciju, distribuciju,
metabolizam i izlu€ivanje lijekova

B-tip — biosintetski tip citokroma

BSA — albumin iz govedeg seruma

CAR - konstitutivni receptor androstana

CCFDN - sindrom kongenitalnog katrakta, facijalnog dismorfizma i neuropatije
CMS - sindrom kognitivhe miastenije

CYP — citokrom

CYP2D6 — citokrom P450, obitelj 2, podobitelj D, polipeptid 6
CYP2D7 - pseudogen gena CYP2D6

CYP2D8 - pseudogen gena CYP2D6

ddNTP — dideoksinukleotid trifosftat

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

dNTP — deoksinukleotid trifosfat

D-tip — detoksificirajuci tip citokroma

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

EM — brzi metabolizator

ER — endoplazmatski retikulum

Exol — egzonukleaza 1

GT Seq — genotipiziranje u tisucama sekvenciranjem

HIV — virus humane imunodeficijencije

HNF-4a — jezgreni faktor 40 iz hepatocita

IM — srednje brzi metabolizatzor

LD — neravnoteza vezanja

LOD - logaritamska vrijednost omjera izgleda

Lom-HMSNL — nasljedna senzomotorna neuropatija

MDMA — metilendioksiamfetamin

MPTP — neurotoksin 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridin



MtDNA — mitohondrijska DNA

NADPH - nikotinamid adenine dinukleotid fosfat
NRY — nerekombinirajuca regije kromosoma Y
PCR - lan€ana reakcija polimerazom

PM — spori metabolizator

PXR — receptor X za pregnan

RH — organski supstrat

rs — referentni broj lokusa

SAP — alkalna fosfataza iz Skampa

SNP - polimorfizam jednog nukleotida

TAE — pufer za elektroforezu

UM — vrlo brzi metabolizator



1. UVOD

1.1. Romi

1.1.1. Podrijetlo i seobe Roma

Romi (od romskog fom ili rrom, muskarac) su transnacionalna manjina koja Zivi
u Europi, te u Sjevernoj i Juznoj Americi. Smatra se da potjecu iz sjeverozapadne
Indije i danasnjeg Pakistana, odakle su prvotno migrirali u podrucje Bliskog istoka.
Indijsko porijeklo Roma i rekonstrukciju glavnih putova njihovih seoba (Slika 1)
omogucila su lingvistiCka istrazivanja koja su prepoznala vezu izmedu romskoga
jezika i sanskrta. Razli€iti dijalekti romskog jezika koji se govore u mnogim romskim
skupinama dillem Europe, s rijeCima i gramatickim strukturama koje ne potjecu iz
Indije, rezultat su susreta s brojnim populacijama s kojima su Romi dolazili u kontakt
na svom visestoljetnom putu od Indije prema Europi. Romi su stigli u Perziju tijekom
9. stolje¢a sudjelujuci u migracijama stanovnistva sa istoka ili su bili inkorporirani u
vojne postrojbe tijekom perzijske vojne agresije na Indiju. S obzirom na veliki broj
posudenica iz perzijskog i armenskog jezika, Romi su zasigurno ne samo prosli kroz
Perziju ve¢ se i stanovito vrijeme zadrzali prvo u Perziji, a potom i Armeniji (Martinovi¢
Klari¢ 2009). U Europu dolaze u periodu od 900. do 1100. godine kada naseljavaju
podrucje Bizantskog carstva (Fraser 1992). Formiranje danasnjih romskih populacija
u Europi posljedica su njihovih ranih migracija s Balkana u zapadnu Europu koje su
se odvijale do kraja 15. stoljeca, a zatim slijede tri nova vala migracija: prvi, krajem 19.
stolje¢a nakon ukidanja ropstva u Rumunjskoj (Liegeois 1994), drugi, migracijama iz
Jugoslavije tijgkom 1960-ih i 1970-ih, te treci tijekom 1990-ih zbog politickih zbivanja
u isto¢noj Europi (Reyniers 1995). |1z Europe postepeno migriraju u Sjevernu i Juznu
Ameriku. Slijedom toga sve danasnje romske skupine dijele zajednicko, inicijalno
porijeklo, no ne i blisku proslost. Uslijed specificnih demografskih dogadaja, kao Sto
su primjerice ucinak utemeljitelja i u¢inak uskog grla, kroz koje su prolazile pojedine
romske grupe, njihova geneticka struktura se medusobno razlikuje, kao i cimbenici koji
su na nju najvide utjecali (Chaix i sur. 2004). S obzirom na svoju migracijsku pro$lost
Romi se dijele u tri glavne skupine: balkanski, vlaski i zapadno-europski Romi (Chaix
i sur. 2004).
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Slika 1. Glavni putevi seoba Roma iz Indijje u Europu. Preuzeto i prilagodeno prema

www.abroadintheyard.com

1.1.2. Veli¢ina romske populacije

Procjenjuje se da danas u svijetu Zivi oko 15 milijuna Roma. Romska populacija
u Europi broji od 8 do 10 milijuna ljudi, a najvedi broj ih zZivi na podrucju sredidnje i

jugoistocne Europe (www.errc.com). Rumunjska je drzava s najvecéim apsolutnim

brojem Roma (izmedu 1 do 2 milijuna), potom slijede Madarska, Bugarska, Slovacka,
Turska, te Srbija (izmedu 400.000 i 1 milijuna). U zapadnoj Europi, najveéi broj Roma
Zivi u Spanjolskoj (750.000), a potom u Francuskoj (310.000), Njemackoj (120.000) i
ltaliji (100.000) (Martinovi¢ Klari¢ 2009). Cesto postoji veliko neslaganje izmedu
sluzbenih podataka i procjene stvarnog broja romskog stanovniStva u odredenoj
drzavi. Razlog tome je etnomimikrija, pojava da Romi €esto ne iskazuju pripadnost
svom narodu u popisima stanovnistva i to zbog izrazite diskriminacije ili njihovog sve
uCestalijeg progona. U zadnje vrijeme zbog podizanja svijesti o problemima
diskriminacije i deprivacije, te implementacije pozitivnih mjera za Sto bolje ukljuCivanje
Roma u zajednicu, taj nesrazmjer izmedu sluzbenih i stvarnih podataka o njihovom

broju se smanijuje (Baresi¢ 2013).


http://www.abroadintheyard.com/
http://www.errc.com/

1.1.3. Romi u Hrvatskoj

Prvi pisani dokument u kojemu se spominju Romi na podru¢ju Hrvatske je
trgovacki spis iz Dubrovnika datiran 1362. godine. Desetak godina kasnije (1373.
godine) Romi se spominju ve¢ i u Zagrebu. U srednjem je vijeku romsko stanovnistvo
prisutno samo u gradovima . Nakon 1783. nema viSe podataka o prisustvu Roma na
nasem podrucju. No medutim nove velike romske skupine dolaze u Hrvatsku tijekom
19. stolje¢a iz Rumunjske. Pripadaju romskoj skupini Koritara, a naseljavaju podrucje
Medimurja i Podravine (Hrvati¢c 2004).

Danas su priznati kao jedna od 22 nacionalne manjine koje zive u Republici
Hrvatskoj. Prema popisu stanovniStva iz 2011. godine u Republici Hrvatskoj zivi
16.975 pripadnika romske nacionalne manjine, $to ¢ini 0.4% ukupnog stanovnistva.
Stvaran broj im je teSko utvrditi buduci da mnogi Romi ne posjeduju osobne isprave i
vec ranije spomenute etnomimikrije. Procjene o stvarnom broju kreéu se izmedu
30.000 i 40.000 pripadnika romske nacionalne manjine. NajviSe Roma Zzivi u
Medimurskoj Zupaniji, gradu Zagrebu, Osjecko-baranjskoj zupaniji i Sisacko-

moslavackoj zupaniji.
1.1.4. GenetiCka istraZivanja romskih populacija

Gresham i suradnici su 2001. godine potvrdili indijsko podrijetlo suvremenih
Roma istrazivanjima uniparentalnih polimorfizama: nerekombiniraju¢e regije
kromosoma Y (NRY) i mitohondrijske DNA (mtDNA). IstraZivanje je provedeno u 14
razliCitih romskih skupina u Europi, a pokazalo je da je azijska NRY haplogrupa H1a-
M82 prisutna kod gotovo polovice muskaraca, dok je kod Cetvrtine ukupne romske
populacije uoCena mitohondrijska haplogrupa M, koja je takoder azijskog podrijetla.
OgraniCena genetiCka varijabilnost ovih dviju o€inskih i maj€inskih linija, upucuje na
zakljuCak da su suvremeni europski Romi potekli od malog broja populacije
utemeljitelja koja se je odvojila od jedinstvene etniCke skupine koja je Zivjela na
podrudju Indije.

Morar i suradnici su 2004. godine proveli istrazivanje 14 romskih skupina
podijeljenih u tri migracijske kategorije: balkansku, vlasku i zapadnoeuropsku.
Analizirali su uCestalost mutacija i sa njima povezanih haplotipova odgovornih za

nastanak pet autosomno - recesivnih bolesti (sindroma kognitivne miastenije - CMS,
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nasljedne senzomotorne neuropatije — Lom-HMSNL, deficita galaktokinaze, miSi¢ne
distrofije zdjelichog pojasa — tip 2C-LGMD2 te sindroma kongenitalnog katrakta,
facijalnog dismorfizma i neuropatije — CCFDN). Mutacijski probir je ukazao na visoku
uCestalost nositelja mutacija unutar skupina, u rasponu od 5 do 16%. Ovako visoke
uCestalosti pokazatelj su ponovno jakog ucinka utemeljitelia na formiranje genetske
strukture romske populacije.

Provedeno je i nekoliko genetickih istrazivanja romskih populacija u Republici
Hrvatskoj. U istrazivanju BareSic iz 2013. godine analizirano je 7 mikrosatelitnih lokusa
kromosoma X osoba muskog spola kako bi se analizirala geneticka struktura triju
romskih populacija iz Baranje, Medimurja i Zagreba. Populacije vlaskih Roma iz
Medimurja i Baranje govore starorumunjskim jezikom ljimba d’bjas, a populacija
balkanskih Roma iz Zagreba govori jezikom romani-chib. Rezultati genetickih analiza
pokazali su znaCajnu razliku izmedu populacije Medimurja i populacij Baranje i
Zagreba, Sto upucuje na moguce rano odvajanje ove tri istrazivane romske populacije,
unatoC tome Sto populacije Medimurja i Baranje pripadaju istoj migracijskoj i jeziCnoj

skupini.



1.2. CYP2D6

1.2.1. ADME geni

Proteini uklju€eni u apsorpciju, distribuciju, metabolizam i izlu€ivanje lijekova u
organizmu kodirani su skupinom gena koji se nazivaju ADME geni. Kodiraju za velik
broj enzima poput citokroma P450, glutation S-transferaza, aldehid dehidrogenaza,
alkohol dehidrogenaza, te velik broj razliCitih receptora. Vrste i uCestalosti genskih
varijacija u ADME genima razlikuju se unutar i izmedu populacija, te imaju vazan

utjecaj na farmakokinetiku lijekova (Wilson i sur. 2001).

1.2.2. Citokromi P450

Citokromi P450 (CYP, od eng. cytochrome P450) velika su i raznolika
superobitelj proteina koji sadrzavaju hem. Pronadeni su u velikom broju prokariotskih
i eukariotskih organizama, ukljuc€ujuci zivotinje, biljke, gljive, prazivotinje, bakterije, te
arheje i viruse (Werck-Reichhart, 2000). P450 u nazivu ove grupe proteina dolazi od
valne duljine pri kojoj se javlja maksimum u apsorpcijskom spektru reduciranog oblika
enzima u kompleksu sa ugljikovim monoksidom. CYP kataliziraju oksidacijske
reakcije, uklju€ujuci hidroksilaciju, N-, O- i S-dealkilaciju, sulfoksidaciju, epoksidaciju,
deaminaciju, desulforilaciju, dehalogenaciju, peroksidaciju i redukciju N-oksida u
velikom broju endogenih supstrata poput masnih kiselina i retionida, te egzogenih
supstrata poput lijekova i prokarcinogenih spojeva (Newsome i sur. 2013). Vecina
proteina CYP su monooksigenaze i oksigenaze mijeSanih funkcija, a elektrone za
redukciju hema i supstrata osiguravaju proteini partneri koji se vezu proksimalno od
hem prostetiCke skupine. Hem je kataliticko srediSte enzima u kojemu se stvara
reaktivni hipervalentni kation protoporfirinskog radikala IX, koji sluzi kao intermedijer u
ugradnji atoma kisika u supstrate (Henderson i sur. 2015). Naj¢eSca je ugradnja
jednog atoma kisika u alifatsko mjesto ogranskog supstrata (RH) uz redukciju drugog
atoma kisika do vode: RH + Oz + NADPH + H* - ROH + H20 + NADP*. Eukariotski
CYP su veli€ine od 480 do 560 aminokiselina. Proteini nadeni u bakterijama i
mitohondrijima pripadaju tipu |, dok tipu Il pripadaju proteini eksprimirani u
endoplazmatskom retikulumu (ER) eukariota. Tipu Il pripadaju citosolni CYP

bakterija, dok su kod eukariota citosolni CYP vrlo rijetki. U animalnim stanicama vecina
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CYP lokalizirana je na membrani ER (Neve i Ingelman-Sundberg 2008). Kod sisavaca
CYP su najviSe eksprimirani u jetri, ali i u ekstrahepatickim tkivima poput crijeva,
bubrega, plu¢a, srca, mozga i nadbubrezne Zlijezde (Woodland i sur. 2008).

Kod ljudi superobitelj proteina CYP predstavlja najvaznije oksidacijske enzime u prvoj
fazi metabolizma vise od 90% lijekova, razli€itih egzogenih tvari i ksenobiotika (Nebert
isur. 2013). Otkriveno je 57 funkcionalnih CYP gena i 58 pseudogena unutar 18 obitelji
i 43 podobitelji (http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450). CYP geni rasprostranjeni

Su u grupama na svim kromosomima osim kromosoma 6, 16 i 17. Na temelju svojih
supstrata i uloga, ljudski CYP klasificirani su u dva tipa: detoksifirajuci (D-tip) i
biosinteti¢ki (B-tip) (Nebert i Dalton 2006). D-tip detoksificira ksenobiotike poput biljnih
alkaloida, aromatskih spojeva, masnih kiselina, te lijekova. B-tip je uklju¢en u
biosintezu fizioloski vaznih endogenih spojeva poput steroida, kolesterola, vitamina D

i zuénih kiselina.

1.2.3. CYP2D6 kao farmakogen

Genska podobitel] CYP2D6 smjesStena je na kromosomu 22q13.1, na 3’-kraju
CYP2D grupe. Podobitelj ¢ine gen CYP2D6 i dva pseudogena, CYP2D7 i CYP2D8.
Gen CYP2D6 Cini od 2% do 10% svih citokroma P450 u jetri Covjeka, a sadrzi 9
egzona sacinjenih od 1461 kodona (Kuzmanovska i sur. 2015). Eksprimiran je i u
tkivima bubrega, crijeva, dojke, plu¢a, posteljice i mozga. Kodira za protein CYP2D6
veli€ine 497 aminokiselina i molekulske mase 55.8 kDa (Heim i Meier 1990). Kristalna
struktura proteina (Slika 2) pokazuje hem u aktivnom mjestu enzima, karakteristican
za citokrome P450. Aminokiseline Phel20, Glu216, Asp301, Phe481 i Phe483 u
aktivnom mjestu enzima klju¢ne su za prepoznavanje i vezanje supstrata (Rowland i
sur. 2006).


http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450

Slika 2. Kristalna struktura enzima CYP2D6, sa oznatenom hem skupinom u aktivhom

mjestu. Preuzeto i prilagodeno prema www.ebi.ac.uk.

Gen CYP2D6 vrlo je polimorfan, sa vise od 100 identificiranih varijanti i

podvarijanti (http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm). Varijacije ukljuCuju promjene u

jednom nukleotidu, kratke insercije i delecije, velike delecije i duplikacije Citavog gena
(Steen i sur. 1995). Postoje 4 glavne fenotipske klase: vrlo brzi metabolizator (eng.
ultrarapid metabolizer, UM), brzi metabolizator (eng. extensive metabolizer, EM), spori
metabolizator (eng. poor metabolizer, PM), srednje brzi metabolizator (eng.
intermediate metabolizer, IM), te dvie subklase: IM do EM i PM do IM
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm). MetaboliCki status moguce je utvrditi

genotipizacijom, te na taj nacin pobolj$ati u¢inkovitost koristenja lijekova i smanijiti rizik
od nezeljenih nuspojava.

CYP2D6 metabolizira velik broj lijekova koji djeluju na centralni Ziv€ani sustav.
UkljuCen je u metabolizam tricikliCkih i netricikliCkih antidepresiva, selektivnih inhibitora
preuzimanja serotonina, antipsihotika, neuroleptika, opioida i antiemetika (Zanger i
sur. 2004). Takoder sudjeluje u metabolizmu psihoaktivnih tvari na bazi amfetamina,
poput metilendioksiamfetamina (MDMA) i tenamfetamina (Meyer i sur. 2009). Vaznu
ulogu ima u metabolizmu lijekova za kardiovaskularne bolesti, B-blokatora i
antiaritmika (Zhou 2016). Doprinosi oksidaciji nekoliko antihistaminika, poput
loratadina (Nakamura 1996). Sudjeluje u metabolizmu nekoliko inhibitora proteaza
koje se koriste u lije€enju infekcije HIV-om (Chiba i sur 1996). Vazan je za
metabolizam biljnih alkaloida, toksikanata, herbicida, pesticida i drugih ksenobiotika.

Metabolizira prokarcinogene i neurotoksine poput MPTP-a (Coleman 1996).


http://www.ebi.ac.uk/
http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm
http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm

Brojni fizioloski faktori utjeCu na aktivnost gena CYP2D6. Promjene u ekspresiji
i aktivnosti enzima dovode do varijabilnosti u odgovoru na lijekove i promjene
efikasnosti terapije (Zanger i Schwab 2013). U odraslih ljudi razlike u ekspresiji CYP
enzima odredene su genetickom varijabilnos¢u i indukcijom enzima farmakoterapijom,
izlaganjem ksenobioticima ili Cimbenicima vezanih uz prehranu (Ingelman-Sundberg i
sur. 2007). Indukcija ksenobioticima Cesto je tkivno specificna, brza, ovisna o dozi i
reverzibilna nakon uklanjanja induktora. Kao induktori ¢esto se koriste rifampin,
fenobarbitoal, deksametazon i -naftoflavon (Hewitt i sur. 2007). RazliCita
transkripcijska regulacija doprinosi velikoj interindividualnoj varijabilnosti u aktivnosti
enzima. Wang i sur. (2011) transkripcijsku regulaciju CYP2D6 pripisali su djelovanju
jezgrinih receptora X za pregnan (PXR), konstitutivnom receptoru androstana (CAR) i
nuklearnom faktoru 4a iz hepatocita (HNF-4a). Postoji nedovoljno podataka o
regulaciji postranslacijskim modifikacijama. Tijekom trudnoée dolazi do indukcije
metabolizma lijekova pomocu CYP2D6 (Wadelius i sur. 1997). Vincent-Virty i sur.
(2000) utvrdili su vezu izmedu konzumacije alkohola i duhanskih proizvoda sa
metabolicCkom aktivho$¢u CYP2D6 kod PM fenotipa.

1.2.4. Polimorfizmi gena CYP2D6

Do sada je opisano 113 varijanti gena CYP2D6, te velik broj SNP-ova bez
dodijeljenih haplotipova. Podrobnije su opisani SNP-ovi relevantni za definiranje
haplotipova u ovome radu, a neki od njih prikazani su u Tablici 1. Navedeni su pod
svojim referentnim SNP identifikacijskim brojevima (rs). Podaci su preuzeti sa

www.pharmgkb.org i www.ensembl.org.



http://www.pharmgkb.org/
http://ensembl.org/

Tablica 1. Dijagram varijanti gena CYP2D6 sa SNP-ovima relevantnima za ovaj rad. Sinonimne
promjene oznacene su bijelim slovima na crnoj pozadini. Preuzeto i prilagodeno prema translacijskim

tablicama sa www.pharmagkb.org
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rs769258, C > T, egzon 1

Ovu missense varijantu karakterizira zamjena valina metioninom. Mutirani alel javija

se u 2% svjetske i 5% europske populacije (Slika 3).

........... AFR AMR EAS EUR SAS
f |/

» C:98% » C:100% » C:97% » C:100% / » C:95% » C:99%

* T:2% * T:0% * T:3% * T:0% * T:5% * T:1%

Slika 3. UCestalosti rs769258 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi o€itani

sa kodiraju¢eg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.
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rs138100349, G > A, egzon 1

Ovu missense varijantu karakterizira zamjena arginina cisteinom. U€estalosti javljanja

mutiranog alela u svjetskim populacijama prikazane su na Slici 4. Definira alel
CYP2D6*22, uz jos nekoliko mogucih SNP-ova. Nepoznat je u€inak na funkcionalnost
enzima (Marez i sur. 1997). Zajedno sa rs72549349 (C >G) definira alel CYP2D6*44
kod kojega dolazi do greske u splicingu (Yamazaki i sur. 2003).

ALL AFR AMR EAS EUR SAS

G: 100% : ) ' . : _ ' G: 100% _
Vo aivs L * G008 G:100% QY+ G:100% @, A on L citoo%

Slika 4. Ucestalosti rs138100349 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR: Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi

ocCitani sa kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs1065852, G > A, egzon 1

Ovu missense varijantu karakterizira zamjena prolina serinom. Mutirani alel javlja se

u 24% svjetske i 20% europske populacije (Slika 5). Uklju€en je u definiciju viSe alela
gena CYP2D6, a povezuje se sa sporijim metabolizmom debrisokvina (Gough i sur.
1990).

‘ » A:24% ‘ | » AD11% ‘ \ » A1 15% ‘ * A:57% ‘ » A:20% ‘ * A:16%

G: 76% G: 89% G: 85% G: 43% ‘ G: 80% G: 84%

Slika 5. Ucestalosti rs1065852 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi ocitani

sa kodiraju¢eg lanca. lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs29001678, G > A, egzon 1

Rije€ je o nekodirajucoj transkripcijskoj varijanti u egzona 1 gen CYP2D6. Mutirani alel

se javlja u 2% svjetske i 3% europske populacije (Slika 6).

1
* A:2% L Al1% » A:3% B G: 100% \ » A:3% | » A:2%
G: 98% G: 99% G:97% : ' > G:97% G: 98%

Slika 6. UCestalosti rs29001678 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi ocitani

sa kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.
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rs28371703, G > T, egzon 2

Rije€ je o missense varijanti u kojoj dolazi do zamjene leucina metioninom. Mutirani

alel se javlja u 7% svjetske i 17% europske populacije (Slika 7). Povezuje se sa

sporijim metabolizmom debrisokvinona (Kagimoto i sur. 1990).

ALL AFR AMR EAS EUR SAS
/ G: 83% ! G: 98% £ G: 90% G: 100% P . e / G: 82%
» T 7% * T2% * T 10% * T0% * T17% * T:8%
Slika 7. U&estalosti rs28371703 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi oCitani

sa kodiraju¢eg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs28371704, T > C, egzon 2

U ovoj missense varijanti dolazi do zamjene histidina argininom. Mutacija se javlja u

7% svjetske i 17% europske populacije (Slika 8). In vitro eksperimenti nisu pokazali

povezanost ove varijante sa smanjenjem aktivnosti CYP2D6 (Kagimoto i sur. 1990).

ALL AFR AMR EAS EUR

SAS
‘ ® C:7% “ » C:2% “ » C:10% » C:0% “ » C:17% ‘“ » C:8%
* T:93% » T:98% » T:90% » T:100% » T:83% » T:92%
Slika 8. U&estalosti rs28371704 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:

Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi ocitani

sa kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs28371705, G > C, egzon 2

Ova sinonimna varijanta kodira za treonin. Zastupliena je u 7% svjetske i 18%

europske populacije (Slika 9). Povezuje se sa haplotipovima *2E, *4, *4XN, *4A, *4G,
*4H, *4], *4L, *4M, *4N, *4P, *5 i *82.

Al . c 7 » C:2% ‘ h e C10% | » C:0% ‘ ) » C:18% ‘ . » C:8%
¢ G:93% ' 7 G: 98% Z G: 90% 9| G: 100% : G: 82% = G: 92%

Slika 9. UcCestalosti rs28371705 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi oCitani

sa kodiraju¢eg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.
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rs1081003, G > A, egzon 2

Sinonimna varijanta koja kodira za fenilalanin. Javlja se u 17% svjetskih i 2%

europskih populacija (Slika 10). Povezuje se sa haplotipovima *2B, *4D, *5, *10B,
*10D, *36xN, *36, *37, *47, *49, *52, *54, *56B, *57, *72, *87, *94, *94A, *94B, *95,
*99, *100 i *101. Kod CYP2D6*49 dolazi do smanjenje aktivnosti enzima (Soyama i
sur. 2004), kao i kod CYP2D6*54 (Sakuyama i sur. 2008) i CYP2D6*72 (Matsunaga i
sur. 2009).

ALL AFR AMR EAS EUR SAS

‘ * A 1T 1 * AIO% \ * AI5% * AI5T% * AI2% ‘ * A8%
G: 83% G:91% G: 95% G: 43% G: 98% G: 92%

Slika 10. Ucestalosti rs1081003 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:

Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi o€itani

sa kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs368389952, C > T

Ova intronska varijanta monomorfna je u svim svjetskim populacijama (Slika 11).

ALL A A E EUR SAS

FR MR AS
» C:100% * C:100% * C:100%
» C: o » C: o » C: °
”. T: 0% . RGeS . eSS . Al * T:0% * T:0%

Slika 11. Ucestalosti rs368389952 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR: Amerika, EAS: isto¢na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi

ocitani sa kodiraju¢eg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.orqg.

rs1081004, C>T
Ova intronska varijanta javlja se s vrlo niskim ucestalostima u svjetskim populacijama
(Slika 12).

ALL

AFR AMR EAS EUR SAS
* (C:98% » C:100% f * C:96% > C:100% / *» (C:93% * C:100%
» T 2% » T:0% * T 4% : i * T:7% * T0%

Slika 12. Ucestalosti rs1081004 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto¢na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani genotipovi o€itani

sa kodiraju¢eg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.
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rs1058164, C > G, egzon 3

Sinonimna varijanta koja kodira za valin. Mutirani alel javlja se u 60% svjetske i 54%

europske populacije (Slika 13). Povezuje se sa brojnim haplotipovima.

. » C:40% ‘ » C:33% ‘ » C:53% ‘ » C:29% ' » C:46% ' » C:d47%
G: 60% G: 67% G: 47% G: 71% G: 54% G: 53%
Slika 13. Ucestalosti rs1058164 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:

Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa

forward lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs550056038, G > A, egzon 3

Sinonimna varijanta koja se javlja u svim svjetskim i europskim populacijama, a kodira

za serin. Lokus je monomorfan u svjetskim populacijama (Slika 14).

ALL AFR AMR ASJ EAS FIN NFE OTH SAS

G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G:100%

Slika 14. Ucestalosti rs550056038 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR: Amerika, ASJ: ASkenazi, EAS: isto¢na Azija, FIN: Finska, NFE: populacija Europe bez Finske,
OTH: druge populacije, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa kodiraju¢eg lanca.

Preuzeto sa www.ensembl.orqg.

rs759690407, G > A, egzon 4

Varijanta splicing regije.

rs2267447, T >C, eqzon 4

Ova intronska varijanta povezana je sa haplotipovima *4M, *4N, *4P, *5, *36, *56B,

*64, *72, *99, *100 i *101. Na slici 15 prikazane su ucestalosti alela u svjetskim

populacijama.
ALL

AFR AMR EAS EUR SAS
AR - c 2o B - o * C:15% o csen AN+ co20v * C:16%
» T 76% » T 88% » T 85% » T 42% * T:80% * T:84%

Slika 15. Ucestalosti rs2267447 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa

kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.
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rs17002852, A > G, egzon 5

Sinonimna varijanta koja kodira za histidin. Mutirani alel javlja se u u 1% svjetske

populacije (Slika 16). Ova varijanta povezana je sa haplotipovima *2C, *2G i *5.

ALL AFR AMR ASJ EAS FIN NFE OTH SAS

O 000 @@ @ @ @i
Slika 16. Ucestalosti rs17002852 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR: Amerika, ASJ: ASkenazi, EAS: isto¢na Azija, FIN: Finska, NFE: populacija Europe bez Finske,

OTH: druge populacije, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa kodiraju¢eg lanca.

Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs16947, G > A, eqzon 6

Missense varijanta u kojoj dolazi do zamjene arginina citozinom. Mutirani alel javlja se

s uCestaloSéu od 36% u svjetskoj i 34% u europskoj populaciji (Slika 17). Kod
homozigota i heterozigota oboljenih od glaukoma ustanovljen je povecéan rizik od

bradikardije pri tretmanu timololom (Yuan i sur. 2010).

AFR A . o™ SAS
. AI99% » A 100% . A99% » A 99% * A100% » A 100% » A99% * A 99% * A08%
G: 1% G: 0% G: 1% G: 1% G: 0% G: 0% G 1% Gi1% G 2%

Slika 17. UCestalosti rs16947 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika, AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa

kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

rs28371725,C > T, eqgzon 6

Ova missense varijanta karakterizirana je zamjenom glicina glutamatom. Mutirani alel

javlja se u 6% svjetske i 9% europske populacije (Slika 18). Povezuje se sa alelima
*5,*41, *41xN, *69 i *91. Kod oboljelih od raka dojke uo€ena je povecana vjerojatnost
relapsa pri tretmanu tamoksifenom (Schroth i sur. 2007).

ALL

AFR AMR EAS EUR SAS
F » C:94% * C:98% r * O 94% / * O 96% * C:9% * C:88%
» T 6% » T 2% * T 6% » T 4% * T-9% » T 12%

Slika 18. UCestalosti rs28371725 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR: Amerika, EAS: isto¢na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli oCitani

sa kodiraju¢eg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.
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rs141009491, C>G>T,egzon 7

Missense varijanta koja za posljedicu ima zamjenu arginina prolinom ili histidinom.

Lokus je monomorfan u svjetskim populacijama (Slika 19).

ALL AFR AMR Asd EAS FIN NFE oTH BAs
* C:100% = C:100% * C:100% » C:100% » C:100% » C:100% * C:100% » C:100% » C:100%
G: 0% G: 0% G: 0% G: 0% G: 0% G: 0% G: 0% G: 0% G: 0%

Slika 19. Ucestalosti rs141009491 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR: Amerika, ASJ: ASkenazi, EAS: isto¢na Azija, FIN: Finska, NFE: populacija Europe bez Finske,
OTH: druge populacije, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa kodiraju¢eg lanca.

Preuzeto sa www.ensembl.orqg.

rs200335621, G > A, egzon 7

Sinonimna varijanta koja kodira za aspartat. Lokus je monomorfan u svjetskim

populacijama (Slika 20).
ALL AFR AMR ASJ EAS FIN NFE OTH SAS

G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100% G: 100%

Slika 20. UCestalosti rs200335621 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR:

Amerika, ASJ: ASkenazi EAS: istocna Azija, FIN: Finska, NFE: populacija Europe bez Finske, OTH:
druge populacije, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli oCitani sa kodirajué¢eg lanca. Preuzeto

sa www.ensembl.org.

rs1985842, T > G

Ova intronska varijanta povezana je sa ve¢im brojem haplotipova gena CYP2D6.

rs28578778, A > G
Intronska varijanta, kod koje je mutirani alel zastuplien u 1% svjetske i 1% europske

populacije (Slika 21).

Slika 21. UcCestalosti rs28578778 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa

kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.
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rs4987144, G > A

Ova intronska varijanta povezana je sa vec¢im brojem haplotipova gena CYP2D6.

rs28371732, C > T, eqgzon 8
Sinonimna varijanta povezana sa haplotipovima *1B i *5. CYP2D6*1B pokazuje

normalnu enzimsku aktivnost CYP2D6 (Marez i sur. 1997). Mutirani alel javlja se u 1%
europske populacije (Slika 22).

ALL

AFR AMR EAS EUR SAS
* C:100% * C:100% > C:100% > C:99%
» . -] » . -]
“ . T0% a . T0% a > T0% . C: 100% “ > T1% . G 100%

Slika 22. Ucestalosti rs28371732 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR:
Amerika, EAS: isto€na Azija, EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa

kodirajuceg lanca. Preuzeto sa www.ensembl.org.

r1s769157652, C > T, eqzon 8

Ovu missense varijatnu karakterizira zamjena glicina lizinom. Povezuje se sa

haplotipovima *5, *27 i *32. Ovaj lokus monomorfan je u svjetskim populacijama (Slika
23).

ALL AFR AMR ASJ EAS FIN NFE OTH SAS

“: _[Ii:[;;lo% : _(;:01920% a: -Er:::(;;f)% 0: i:(;vil)% 0: _(;:(;;l}o% 0: i:()‘l;lo% “: _Er:::o‘lil)% 0: i:(;il)% 0: _(I?::O‘Iio%
Slika 23. UCestalosti rs769157652 u svjetskim populacijama. ALL: svjetska populacija, AFR: Afrika,
AMR: Amerika, ASJ: ASkenazi, EAS: istoCna Azija, FIN: Finska, NFE: populacija Europe bez Finske,

OTH: druge populacije, SAS: juzna Azija. Na slikama su prikazani aleli o€itani sa kodiraju¢eg lanca.

Preuzeto sa www.ensembl.orqg.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je odrediti stupanj varijablinosti egzona gena CYP2D6 u romskim

populacijama Hrvatske, a ostvarit ¢e se pomocu sljedecih specificnih ciljeva:

0N Pe

Provjera rezultata metode GT Seq Sangerovim sekvenciranjem;
utvrdivanje uCestlosti alela i genotipova na polimorfnim lokusima,;
utvrdivanje uCestalosti haplotipova;

utvrdivanje neravnotezZe vezanja izmedu polimorfnih lokusa.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorak

Za istraZivanje su koriStena 323 uzorka prethodno izolirane DNA iz krvi pripadnika
romskih populacija sa podrucja Baranje, Medimurja i Zagreba. Broj uzoraka iz svake
populaciie naveden je u Tablici 2. Uzorci su prikupljeni tijekom antropoloskih i
epidemioloskih istrazivanja nad romskim populaciama koje je proveo Institut za
antropologiju u suradnji sa drugim institucijama Republike Hrvatske. DNA je unaprijed

izolirana metodom isoljavanja prema protokolu Miller i sur. (1988).

Tablica 2. Broj analiziranih uzoraka iz pojedinih populacija

Populacija  Broj uzoraka
Baranja 117

Medimurje 107
Zagreb 99
Ukupno 323

3.2. Kemikalije i uredaiji

Najvaznije kemikalije i uredaiji koriSteni u ovom istraZivanju navedeni su u Tablici
3 i Tablici 4.

Tablica 3. Najvaznije kemikalije

Kemikalije Proizvodac

Qubit® dsDNA BR Assay Kit

ThermoFisher Scientific

5x HOT FIREPoI® Blend Master Mix with | Solis BioDyne

7.5 mM MgCl2

Pocetnice (8) Macrogen

DMSO Invitrogen

dH20 Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu
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Kemikalije Proizvodac

Agaroza Sigma

SYBR® Safe Invitrogen

TAE pufer Institut za antropologiju
Egzonukleaza | (Exol) Affymetrix US

Alkalna fosfataza iz Skampa (SAP) Affymetrix US

BigDye terminator v3.1 cycle sequencing | Applied Biosystems

kit

POP7 polimer Applied Biosystems

BigDye® XTerminator™ Purification Kit Applied Biosystems

Tablica 4. KoriSteni uredaji

Uredaj Proizvodac

Fluorimetar Qubit® 3.0 ThermoFisher Scientific

Uredaj za toplinske cikluse GeneAmp® Elchrom Scientific
PCR system 9700

Aparatura za elektroforezu Elchrom Scientific
UV transiluminator TEX 20-MC Vilber

Sekvencer ABI Prism 3130 Genetic Applied Biosystems
Analyzer
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3.3. Sekvenciranje uzoraka

3.3.1. Sekvenciranje metodom GT-seq

Uzorci su sekvencirani u komercijalnom laboratoriju metodom genotipiziranja u
tisucama sekvenciranjem (eng. Genotyping-in-Thousands by sequencing, GT-seq). Ova
metoda sekvenciranja koristi next-generation sekvenciranje produkata multipleks lan¢ane
reakcije polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR). U GT-Seq koriste se samo
neoznaceni oligonukleotidi i PCR mati¢na mjeSavina u dvije reakcije toplinskog cikliranja
za umnozavanje ciljane regije, dodavanje adaptera za sekvenciranje i dvostruko
oznacCavanje barkodovima, $to omogucava istovremeno sekvenciranje tisuca uzoraka.
Nakon sekvenicranja koriste se bioinformaticki alati koji omogucéuju razdvajanje
oCitavanja sekvenciranja po uzorcima (Campbell i sur. 2015). Shema metode GT-seq
prikazana je na Slici 24.
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PCR1: Dodavanje pocetnica za llumina

sekvenciranje
—
il PCR2: Dodavanje barkodova za llumina
\ sekvenciranje
——alp

.

ﬂ SequelPrep ™ normalizacija plo¢ica:
Plocica se normalizira i amplikoni se

nanose u bazene

i R

llumina sekvenciranje: Ocitava se 100
pb sa jednog kraja

— —

i7 sekvenca identificira ploéicu, a i5 sekvenca

ﬂ Razdvajanje sekvenci u individualne datoteke:
identificira poziciju bazena

ACATCY TATACCUTCTICTACTTOAMAAAAAALMAANC A

LIFNNGYY OBDBAC S 120 (S22 R<htdist i

prisutnost svakog od alela na
lokusu; omjeri alela koriste se za
dobivanje genotipova

il Genotipiziranje uzoraka: Broji se

Allele 1 search sequence: G
Allele 2 search sequence T
AACA TCTATY AGCTAGA A 1 TTTAAT T TATTGA T TCATC I TAT GCAACTAGATCGOAAGAG

Loous: Omy_rapd-167
Gg="

T=S

Al A2 omjer 1.4

Genotip: GT

Slika 24. Shema metode GT-seq. Preuzeto i prilagodeno prema Campbell i sur. 2015.
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3.3.2. Provjera rezultata metode GT-seq Sangerovim sekvenciranjem

Genotipovi koji su se javili manje od 5 puta u ukupnom uzorku (Tablica 5)

provjereni su metodom Sangerovog sekvenciranja.

Tablica 5. Popis 8 lokusa i pripadaju¢ih uzoraka koji su podvrgnuti analizi Sangerovim sekvenciranjem

Referentni broj lokusa Uzorak

rs29001678 10015, 21-Zg12
rs28371703 10025
rs1081003 50-Zg12
rs550066038 10018
rs141009491 10166
rs28578778 10062
rs28371732 20090
rs769157652 30031

3.3.3. Odredivanje koncentracije DNA

Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije nukleinskih kiselina zasniva se na
fotoelektricnom mijerenju apsorbancije svjetla pri 260 nm i 280 nm. Apsorbancija je
proporcionalna koli€ini DNA u uzorku, tj. $to je koncentracija DNA veca, veca ¢e biti i
apsorbancija. Koristenjem fluorescentnih boja koje se vezu na DNA pospjeSuje se
spektrofotometrijsko odredivanje njene koncentracije, buduci da je koncentracija DNA
direktno proporcionalna koli€ini boje koja se za nju veze. Koncentracija DNA u uzorcima
iz Tablice 6 odredena je Qubit® 3.0 fluorimetrom pomocu komercijalnog kita Qubit®
dsDNA BR Assay Kit prema protokolu proizvodaca. Kit se sastoji od Qubit® dsDNA BR
reagensa koji sadrzi fluorescentne boje koje se vezu na DNA, Qubit® dsDNA pufera,
Qubit® dsDNA standarda 1 (c(DNA)= 0 ng/uL) i Qubit® dsDNA standarda 2 (c(DNA)=
100 ng/uL). Kemijski sastavi reagensa i pufera zasti¢eni su autorskim pravima.
Pripremljena je radna otopina otapanjem Qubit® dsDNA BR reagensa u Qubit® dsDNA
puferu u omjeru 1:200. Pripremljene su dvije otopine standarada potrebnih za kalibraciju

uredaja otapanjem 10 pL svakog sandarda u 190 uL radne otopine. Nakon kalibracije
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uredaja, uzorci su pripremljeni za mjerenje tako da se u tubice s 197 uL radne otopine
dodalo 3 pL svakog uzorka. Nakon odredivanja koncentracije DNA u uzorcima,
pripemljena su razrjedenja (Tablica 6) tako da konacna koncentracija DNA u uzorku bude
25 ng/pL.

Tablica 6. Volumeni vode i DNA potrebni za pripremu razriedenja

Uzorak ‘ V(H20)/uL V(DNA)/uL

10015 45,87 4,13
21-7Z912 44,9 5,1
10025 44,7 5,3
50-Zg12 40,88 9,12
10018 40 10
10166 37,5 12,5
10062 40,74 9,25
20090 * *
30031 43,7 6,3

* u uzorku 20090 nije bilo moguce fluorimetrijsko o¢itanje koncentracije DNA jer je bila preniska, stoga je u

ostatku istrazivanja koriStena mati¢na otopina ovog uzorka

3.3.4. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

PCR je metoda kojom se umnoZavaju fragmenti molekule DNA. Ciljni dio molekule
DNA koji se zeli umnoziti odreduje se pomocu para specificnih pocetnica
komplementarnih krajevima fragmenta od interesa, od kojih se jedna veze u 5'-3' smjeru
(eng. forward), a druga u 3'-5' smjeru (eng. reverse). Vezanje pocetnica na kalup pokretac
je niza reakcija u kojima enzim DNA polimeraza na temelju jednolan¢anog kalupa
sintetizira novi komplementarni lanac dodavanjem komplementarnih gradivnih blokova,
deoksiribonukleotida (dNTP). Jedan PCR ciklus sastoji se od 3 glavna koraka:
denaturacija (95°C, 30s) pri kojoj dolazi do razdvajanja dvaju lanaca molekule DNA,
komplementarnog vezanja poCetnica (eng. annealing) uslijed snizavanja temperature na

55°C tijekom 30-60 s, te elongacije (72°C, 3 min) u kojoj DNA polimeraza sintetizira novi
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komplementarni lanac dodavanjem komplementarnih dNTP-ova. Prosje¢na PCR reakcija

odvija se u 30 do 35 ciklusa.

Metodom PCR umnozeni su lokusi iz Tablice 5:
e regija 1 duljine 349 pb koja obuhvaca lokus rs29001678
e regija 2 duljine 856 pb koja obuhvaca lokuse rs28371703 i rs1081003
e regija 3 duljine 357 pb koja obuhvaca lokus rs550056038
e regija 4 duljine 877 pb koja obuhvaca lokuse rs141009491, rs28578778,
rs28371732 i rs769157652

Za svaku od 4 regije napravljena je posebna PCR reakcijska smjesa prema
podacima iz Tablice 7. Svaka od 4 reakcijske smjese pripremljena je u koli€ini potrebnoj
za odgovarajuéi broj uzoraka (Tablica 5) i jednu negativnu kontrolu u koju se nije dodala
DNA u svrhu provjere zagadenosti reakcijske smjese. U PCR smjese za umnazanje regija
2 i4 je zbog vece duljine umnozenih fragmenata dodan dimetil sulfoksid (DMSO) kako bi
se pospjesilo njihovo umnazanje.

PCR reakcija za umnazanje regije 1 odvijala se prema sljedecem programu:
1. 95°C 12 min
95°C15s
58°C30s 30x
72 °C 1 min
72 °C 8 min
4°C
reakcija za umnaZzanje regije 2 odvijala se prema sljedecem programu:
95 °C 12 min
95°C15s
53,5°C30s 30x
72 °C 1 min
72 °C 8 min
4°C

PC

©o g > Nk 0o ok 0N
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PCR reakcija za umnaZzanje regije 3 odvijala se prema sljedecem programu:
1. 95°C 12 min
95°C15s
56 °C 30s 30x
72°C 1 min
72 °C 8 min
4°C
reakcija za umnazanje regije 4 odvijala se prema sljedecem programu:
95 °C 12 min
95°C15s
57°C30s 30x
72 °C 1 min
72 °C 8 min
4°C

PC

©o o0 s 0N Lo o0k 0w

Za izradu PCR reakcijskih smjesa koristen je komercijalni kit 5x HOT FIREPol® Blend
Master Mix sa 7.5 mM MgCl2 (Solis BioDyne) koji sadrzi:

-HOT FIREPoI® DNA polimerazu

-Proofreading enzim

-5x Blend Master Mix pufer Ciji je sastav zasti¢en autorskim pravima

-7.5 mM MgCl2

-1 mM svakog dNTP-a

-BSA (albumin iz govedeg seruma)

Za izradu PCR reakcijskih smjesa koriStene su specificne pocetnice:

Reqija 1:
Forward: 5’ tagtggccatcttcctgctc 3’

Reverse: 5’ aaggaagagtagggcaaggg 3’
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Reqija 2:
Forward: 5’ tgagtgccgtttaaatcacg 3’

Reverse: 5’ tgctgtaagctcagtgtggg 3’

Reqija 3:
Forward: 5’ atagggttggagtgggtggt 3’

Reverse: 5’ tctcttggacaaagccegtg 3’

Reqija 4:
Forward: 5’ atgaactttgctgggacacc 3’

Reverse: 5’ cttccaccccgaacacttic 3’

Tablica 7. Sastav PCR reakcijskih smjesa. Prikazani su volumeni potrebni za jednu PCR reakciju

Komponenta Regija 1 Regija 2 Regija 3 Regija 4

smjese
5x HOT
FIREPoI® Blend

Master Mix

Podgetnica forward

Pocetnica reverse
DMSO

DNA

H20
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3.3.5. Elektroforeza

Elektroforeza je metoda razdvajanja nabijenih molekula poput proteina, RNA i
DNA u elektricnom polju po njihovoj veli€ini. Molekule putuju kroz agarozni ili
poliakrilamidni gel u elektricnom polju koje nastaje izmedu dvije elektrode. Veli€ina
Cestica odreduje brzinu njihovog kretanja, manje Cestice putuju brze, dok vecée putuju
sporije. Elektroforeza DNA molekula temelji se na putovanju DNA fragmenata od
negativne katode prema pozitivnoj anodi, Sto je posljedica negativhog naboja molekule
DNA zbog prisustva negativho nabijenih fosfata u njezinoj gradi. Dodavanje
interkaliraju¢ih boja u gel omogucava vizualizaciju nastalih bandova molekula DNA
razliCitih veliCina.

PCR produkti 4 regije gena CYP2D6 provjereni su na 1,7%-tnom agaroznom gelu.
Gel je prireden otapanjem 1,36 g agaroze u 80 mL 1x Tris-acetat-EDTA pufera za
elektroforezu (TAE, 40 mM Tris-acetat i 1 mM EDTA, pH=8,0). EDTA u puferu za
elektroforezu veze divalentne katione Cime inhibira rad DNaza koje razgraduju DNA. U
tako priredeni gel dodana je interkaliraju¢a boja SYBR® Safe zbog vizualizacije molekula
DNA na gelu. Na gel su uz pripadajuce uzorke nane$eni biljezi odgovarajucih veli€ina
zbog odredivanja duljine DNA fragmenata. Elektroforeza se odvijala pri naponu od 80 V
i sobnoj temperaturi tijekom 45 min. Uspjeh reakcije provjeren je pomocu UV

transiluminatora.

3.3.6. Proc¢iscavanje PCR produkata za sekvenciranje

PCR produkti proCis¢éeni su za sekvenciranje pomocéu enzima egzonukleaze 1
(Exol) i alkalne fosfataze iz Skampa (eng. shrimp alkaline phosphatase, SAP). Exol
razgraduje jednolancane pocetnice koristene za u PCR-u na dNTP-ove. SAP uklanjaja
fosfatne skupine sa viska dNTP-ova koji su neiskoriSteni tijekom PCR-a, te sa dNTP-ova
nastalih nakon razgradnje pocCetnica sa Exol. Napravljena je glavha smjesa enzima
prema podacima iz Tablice 8. Smjese su stavljene u uredaj za toplinske cikluse prema

programu iz upustva proizvodaca enzima. (Tablica 9).
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Tablica 8. Smjesa za prociSéavanje PCR produkata

Komponenta smjese Volumen/uL

Exol (c = 10 U*/uL) 0,067
SAP (c =1 U*/uL) 1,67
PCR produkt 3}

* 1 U enzima Exol predstavlja koli€¢inu enzima potrebnu za otpustanje 10 nmol nukleotida iz
denaturirane DNA tijekom 30 min pri 37 °C

** 1 U enzima SAP predstavlja koli¢inu enzima potrebnu za hidrolizu 1 pmol p-nitrofenil fosfata
tijekom 1 min pri 37 °C i pH 10.4

Tablica 9. Program za djelovanje enzima Exol i SAP

Temperatura/°C Vrijeme/min

37 25
80 15
4 o0

3.3.7. Sangerovo sekvenciranje PCR produkata

Princip Sangerove metode sekvenciranja zasniva se na upotrebi dideoksinukleotid
trifosftata (ddNTP) kao terminatora lanca DNA. Klasi¢na Sangerova metoda zahtjeva
jednolancani kalup, DNA polimerazu, radioaktivno ili fluorescentno obiljeZzene pocetnice,
te deoksi- i dideoksinukleotide. Kalup se podjeli u Cetiri reakcije, od kojih svaka sadrzi
standardne deoksinukleotide (dATP, dGTP, dCTP i dTTP), te DNA polimerazu. U svaku
od reakcija dodaje se jedan dideoksinukleotid (ddATP, ddGTP, ddCTP iliddTTP) u svrhu
zaustavljanja elongacije lanca DNA. dDNTP-ovi ne posjeduju 3' hidroksilnu skupinu sto
onemogucava daljnu elongaciju lanca, te dolazi do terminacije sekvence DNA. Nastaju
fragmenti DNA razliitih duljina koji se potom toplinski denaturiraju i razdvajaju po veli€ini
gel elektroforezom na poliakrilamidnom gelu. Nakon razdvjanja svake od Cetiri reakcije u
zasebnim trakama na gelu, DNA bandovi vizualiziraju se autoradiografijom ili pomocu UV
svjetla, te se sekvenca ocita iz uzorka bandova Cetiri odvojene reakcije (Sanger i Coulson
1997).
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Sa daljnim razvojem tehnologije, uvedena je metoda sekvenciranja zasnovana na
poCetnicama oznacCenim fluorescentnim bojama, $to je omogucilo optiCko ocitavanje
sekvence (Sanger i Coulson 1997). Ova metoda sekvenciranja koristi Cetiri ddNTP-a
oznacena sa Cetiri razliCita fluorofora sa razli€itim emisijskim valnim duljinama u jednoj
reakciji. Automatizacija ove metode ukljuuje kapilarnu elektroforezu kao metodu
razdvajanja fragmenata DNA nastalih u sekvencijskoj reakciji. Automatizirani uredaji za
sekvenciranje (sekvenceri) sadrze laser koji detektira fluorokrome, a rezultati se oCitavaju
na racunalu u obliku kromatograma. Shema ovakve metode sekvenciranja koja je

koriStena i u ovom istrazivanju prikazana je na Slici 25.

Reakcijska smjesa: [N
- pocetnica i DNA kalup a o o s
HO—P—G—P—0—P—0., <

-fluorescentno oznaéeni ddNTP du dwoon Lo
-dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) K /
OH
Poéetnica Deaxjackncie Hptoahe
S e e i

o o a <
e T A A v oH om oNN/:

ddNTPs

ddTTP —@
ddCTP —@
ddATF —g - "
ddGTP —@ kapilarnom

Elongacija poéetnica i terminacija lanca [ Kapilarni polimer

N
g N

L e e e o K Laasr Vostektor
5 P ¢
S B i e Y

El B B B B e B e e e J
5 3

rrrrrrrrrrrrTT
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5 rrrrrrrrrrrrrrT 3 .
Laserska detekcija fluorokroma i raCunalna analiza

sekvenci

S o B B B B e

I e e s e e e e S

I B B B B B e e e e e S

Kromatograf

Slika 25. Shema postupka sekvenciranja. Preuzeto i prilagodeno prema www.wikipedia.com

Sekvencijske reakcile PCR produkata 4 umnoZene regije gena CYP2D6
pripremljene su pomoc¢u komercijalnog reagensa BigDye™ Terminator v3.1 (Applied

Biosystems) prema protokolu proizvodaca. Ovaj reagens Ciji je sastav zasti¢en autorskim
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pravima sadrZi sve potrebne komponente za priredivanje sekvencijskih reakcija
namijenjenih sekvenciranju koje uklju€uje kapilarnu elektroforezu, te se dodaje samo
kalup koji moze biti jednolan¢ana ili dvolan€ana molekula DNA, produkt PCR reakcije ili
veci fragment DNA. Za svaku od 4 regije umnozene metodom PCR priredene su dvije
sekvencijske reakcije, od kojih jedna sa forward, a druga sa reverse pocetnicom. Za
pripremu sekvencijskih reakcija koristene su iste pocCetnice koje su koriStene za
umnazanje fragmenata metodom PCR. Sastav jedne sekvencijske reakcije dan je u
Tablici 10.

Sekvencijske reakcije stavljene su u uredaj za toplinske cikluse na sljedeci
program:
1. 96 °C 1 min
96 °C 10 s
50°C5s 25x
60 °C 4 min
4°C

o &~ N

Tablica 10. Sastav sekvencijske reakcije

Komponenta smjese Volumen/puL

BigDye™ Terminator .
v3.1
Pocetnica 0,3
H20 1,7
Ocisc¢eni PCR produkt 2

Sekvencijski produkti pro¢is¢eni su za sekvenciranje pomoc¢u komercijalnog kita
BigDye® XTerminator™ Purification Kit prema protokolu proizvodaca. Ovaj kit
omogucava uklanjanje neiskoriStenih BigDye® terminatora i soli, a sastoji se od otopina
SAM™ j XTerminator™.

U tubice sa sekvencijskim produktima dodano je 5 pL vode tako da ukupan

volumen bude 10 pL. U svaku tubicu dodano je 45 yL SAM™ otopine koja pojaCava
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uCinak otopine XTerminator™. Potom je u svaku tubicu dodano 10 pL otopine
XTerminator™. Tako priredene reakcije vorteksirane su 30 min na 35 Hz pri sobnoj
temperaturi.

ProciSc¢eni sekvencijski produkti centrifugirani su 2 min na 1000 g pri sobnoj tem-
peraturi, te su zatim preneseni na ploCicu sa 96 bazena. Za analizu sekvencijskih
produkata koristen je automatizirani sekvencer 3130 Genetic Analyzer proizvodaca
Applied Biosystems. Za sekvenciranje su koriSteni POP7 polimer (Applied Biosystems) i
10X pufer s EDTA (Applied Biosystems) koji se u kapilarnoj elektroforezi koristi zbog
svojstva EDTA da veze ione magnezija i na taj nacin stiti DNA od razgradnje tijekom

elektroforeze. Duzina koriStenih kapilara bila je 50 cm.

3.4. Analiza podataka dobivenih sekvenciranjem

Sekvence uzoraka analiziranih metodom Sangerovog sekvenciranja obradene su
u programu SeqScape ver. 3. 0. (Applied Biosystems). SegScape je licencirani program
za resekvenciranje, dizajniran za detekciju mutacija, otkrivanje SNP-ova, subtipiziranje
patogena i identifikaciju alela. Pruza velik broj funkcija za usporedbu sekvenci. U ovom
istrazivanju koriSten je za usporedivanje sekvenci dobivenih Sangerovim sekvenciranjem
s referentnom sekvencom gena CYP2D6 preuzetom iz baze podataka

www.nchi.nim.nih.gov. Oditani su nukleotidi sa 8 lokusa iz Tablice 5.

Rezultati metode GT-seq ocitani su pomocu programa IGV (Robinson i sur. 2011).
IGV je alat za vizualizaciju velikih i integriranih setova genomskih podataka. Podrzava
velik broj formata podataka dobivenih metodama next-generation sekvenciranja.

Dobiveni rezultati su analizirani intra- i interpopulacijskim metodama. Ucestalosti
alela i genotipova na istraZzivanim lokusima izraCunate su metodom izravnog
prebrojavanja gena. Ucestalosti haplotipova utvrdene su metodom izravnog
prebrojavanja nakon koriStenja statisticke metode kojom se procijenjuje faza i
rekonstruiraju haplotipovi iz originalnih populacijskih podataka koji predstavljaju
genotipove na vezanim lokusima. Za rekonstrukciju haplotipova koriSteni su programi
Phase ver. 2. 1. (Stephensisur. 2001) i Haploview ver. 4. 2. (Barrett i sur. 2005). Program
Haploview ver. 4.2 koriSten je i za odredivanje Hardy-Weinbergove ravnoteZze prema

jednadzbi:
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p%+2pg+g®=1,
gdje su p i q uCestalosti javljanja 2 alela.

Neravnoteza vezanja (eng. linkage disequilibrium, LD) je posljedica ne-
nasumicnog pojavljivanja alela na 2 ili viSe lokusa, a u ovom radu je izraCunata
koriStenjem programa Haploview ver. 4.2 na temelju vrijednosti koeficijenata D’ koji je
standardiziran preko najve¢e moguce vrijednosti i koeficijenta kvadratne korelacije r2.

Statisticka znacajnost u razlici ucestalosti genotipova izmedu proucavanih
populacija procijenjena je statistiCkim paketom Arlequin ver. 3. 5 (Excoffier i Lischer 2010)
pomocu Exact testa prema jednadzbi:

an (fope = Forp)’

i=n fexp ,
gdje je fobs OpaZzena ucCestalost javljanja genotipova (eng. observed), fexp 0Cekivana
uCestalost javljanja genotipova (eng. expected), a n broj genotipova. Exact test istovjetan
je Fisherovom Exact testu s 2x2 tablicom, ali broj kolona i redova ovisi o veli€ini uzorka
(Raymond i Rousset 1995). Arlequin je program koji pruza velik broj osnovnih metoda i

statistiCkih testova za utvrdivanje genetskih i demografskih karakteristika populacija.
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4. REZULTATI

U ovom istraZivanju analizirana je varijabilnost egzona gena CYP2D6 koji sudjeluje
u metabolizmu brojnih lijekova i ksenobiotika. Za istrazivanje je koriStena DNA izolirana
iz krvi 323 pripadnika romskih populacija u Hrvatskoj, od kojih je 117 sa podrucja Baranje,
107 sa podrucja Medimurja i 99 iz Zagreba. Uzorci su prikupljeni tijekom antropoloskih i
epidemioloskih istraZivanja romskih populacija koje je proveo Institut za antropologiju u
suradnji sa drugim institucijama Republike Hrvatske. Provedene su statistiCke analize
zasnovane na ucestalostima genotipova i haplotipova na 24 polimorfna lokusa egzona
gena CYP2D6.

4.1. Rezultati sekvenciranja uzoraka

Uzorci DNA romskih populacija Hrvatske sekvencirani su u komercijalnom

laboratoriju metodom GT-seq. Primjer rezultata ove metode prikazan je na Slici 26.

[l

Slika 26. Rezultati metode GT-seq za 1 od 323 uzorka prikazani pomoc¢u programa IVG. Prikazana su
ocitanja sekvenci egzona 8. Crvena boja ozna¢ava referentnu sekvencu, dok zelena i plava odstupanje od
referentne sekvence i omogucéavaju razlikovanje homozigota i heterozigota. Crvenim kvadratima oznacena

su dva heterozigotna lokusa.
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Genotipovi koji su se javili manje od 5 puta u ukupnom uzorku podvrgnuti su
provjeri Sangerovim sekvenciranjem. Pomo¢éu PCR-a umnozene su 4 regije gena
CYP2D6 koje obuhvacaju 8 lokusa. Na svih 8 lokusa podvrgnutih provjeri Sangerovim
sekvenciranjem utvrdena je istovjetnost sekvencama dobivenih metodom GT-seq. Na

Slici 27. prikazan je elektroferogram za regiju 3 koja uklju€uje 1 od 8 analiziranih lokusa.

2 jo 0 S0 4 70 80 9 100 110
A CG GCAGCTICTGG ACGOGEACATGCCCGTOCCACCCCCAGUG GTAGTTCCTGGCGUGETATGGGLCCCGLGTGGeGrGAGeAGAGGEGeET l‘l'l('('(nl('l(m('('l TGCGCANCT

- 'A,‘« A "‘v‘.'“.l‘: {ll". \J )8 Al .f’l‘"i‘l: hAR IV IVETYIYXVAY LYY IV

\/ JYVUAY \/
AAZAALERAAAA0R.JAAAARIREGAE

120 130 "o 150 160 170 180 190 200 210 220 250 20
TGGGCCTGOGGCANG GICGCTGOAGCAGTGGATGACCOGAGGAGGCCAGCCTAGCCTTTAGTOCCGCCTTCGCCAACCACTCCAGATAGUAGTAATGGGEAGANGGGOAC GCGGGAACTAGGG GGCG

VIV ] \ A WA VN PN AV A J\ iy AV IV \(
d DARA Dbl L AARADARARADLANBANLEDOARDALGIARAARAIAAD RAARINAAALAAB01L, GA0A0ALB0RAMM0 RARIA DA LARLL AADAL DB GAL Bl AH ¢
) 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 3%0 360
GGGGACGGGGAAGGCGACCCCTTACCCGCATCTCCCACCCCCAAGACGCCCCTTTCGCCCCAACGGT CTCTTGGAC GCCGTGAAGGGGGGGAGGAGGAGGAAGT GGTTAGGGGATGGGAAC
VW
b 4 44 5 Ll A Ll FARML LB LA, L LX LX)

Slika 27. Elektroferogram regije 3 dobiven pomocCu programa SeqScape. Prikazana je sekvenca

kodirajuc¢eg lanca. U crvenom kvadratu ozna¢ena je pozicija lokusa rs55056038.

U ukopnom uzorku su ustanovljena 24 lokusa na kojima je doslo do odstupanja od
referentne sekvence. U Tablici 11 prikazane su ustanovljene u€estalosti homozigotnih i

heterozigotnih genotipova na 24 polimorfna lokusa u ukupnom uzorku istazivanih romskih
populacija Hrvatske.
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Tablica 11. Ucestalosti genotipova na 24 polimorfna lokusa u ukupnom uzorku. MAF svs: uCestalost javljanja

mutiranog alela preuzete sa www.ensembl.org. MAFs: uCestalost javljanja mutiranog alela u populaciji

Baranje. MAFum: uCestalost javljanja mutiranog alela u populaciji Medimurja. MAFz: u€estalost javljanja

mutiranog alela u populaciji Zagreba. M: lokus jemonomorfan

bl0] IOKUSa A AFg MA A

Gyt 0.02 (A) [0.009]0.015| M |318/ 5 | 0

shloloZIM < 0.01 (T)| 0.01 | 0.01 |0.005 317 6 0
0658 0.24 (T) | 0.02 | 0.005 | 0.02 179 122 22
leyE M 0.02 (T) | 0.004| M M 306 6 2
YUV 0.07 (A) [0.004] M M 0 319| 1

seyaN(Y 3 007 (G) [0008] M | 002 0 316| 5

Seyav( M 007 (G) [0.008] M | 0020 316 5

08100 0.17 (T) | 0.008] M | 0.02 303 18 1

683899 M M_[0.09 |309] 6 [ 6

olA(o” I 0.02 (C) | 0.01 | 0.06 | 0.03 303 9 | 7

O HZI 0.40 (T) | 0.62 | 0.6 | 0.64 | 38 129 142

0056038 M 0.004] M M 309 1 0
969040 0.23 | 0.16 | 0.25 1 [196[116] 10
6744 0.24(G) | 025 | 0.23 | 0.27 | 18 179|126

0028 0.02(c)| 006 | M | o002 0 8 [141
694 0.36(T) | 0.36 | 0.29 | 0.2 61 53 16
8 0.06 (A) | 0.19 | 0.08 | 0.17 |87 23| 5

FATOlEI < 0.01 (C)| 0.004| M M [322 0 1

003356 M 0.01 | 0.04 | 0.04 309 14 0
98584 0.50 (A) | 0.36 | 0.39 | 0.29 40 140 143

SYETaC 0.01(C) |0.004] M M 0 1 (322

Gy VY 033 (T) | 0.23 | 0.27 | 0.27 141 146 1
8 <0.01(A)| M |[0004| M |288 1

691576 M 0.3 | 0.36 | 0.36 | 83 |200| 1

4.2. Translacijska tablica

U farmakogenetici se koristi specificna nomenklatura za haplotipove koji odstupaju od
referentne sekvence odnosno divljeg tipa. Nomenklatura je vezana uz procjenu fenotipova
vezanih u metabolizam odredenih lijekova iz genotipa. UspjeSno je translatirano 8

haplotipova od ukupno 49 predvidenih pomoc¢u programa Phase (Tablica 12).
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¢u programa Phase

Tablica 12. Ucestalosti haplotipova u ukupnom uzorku dobivene pomo
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4.3. Rezultati odredivanja Hardy-Weinbergove ravnoteze u romskim
subpopulacijama

Tablice 13, 14 i 15 prikazuju rezultate utvrdivanja Hardy-Weinbergove ravoteze
pomocu programa Haploview. Vrijedost p predstavlja statisticku znacajnost u razlikama
izmedu ocCekivanog i opazenog broja heterozigota. Ukoliko je ona manja od 0,05 smatra
se da lokusi nisu u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. Ustanovljeno je da u romskim
populacijama Baranje i Medimurja lokusi rs769157652, rs4987144 i rs1081004 nisu u
Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. U romskoj populaciji Zagreba ustanovljeno je da u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi nisu lokusi rs769157652, rs4987144, rs1081004 i rs368389952.
IstiCu se lokusi rs769157652, rs4987144 i rs1081004 koji odstupaju od Hardy-

Weinbergove ravnoteze u sve tri prou¢avane populacije.

Tablica 13. Hardy-Weinbergova ravnoteza u romskoj populaciji Baranje odredena pomoc¢u programa

Haploview. Crvenom bojom oznaceni su lokusi za koje je ustanovljeno da nisu u Hardy-Weinbergovoj

ravnotezi. Ho: opazena heterozigotnost (eng. observed heterozigosity), He: o¢ekivana heterozigotnost
(eng. expected heterozigosity), p: statistiCka zna¢ajnost

Lokus Ho He Vrijednost p

0,614 0,425| 0,0000113
rs28371732 Lokus je monomorfan

0,467 0,358 0,0036
rs28578778 0,009 0,009 1
rs1985842 0,496 0,46 0,5588
rs200335621 0,085 0,082 1
rs141009491 0,009 0,009 1
rs28371725 0,208 0,305 0,3035
rs16947 0,393 0,448 0,7291
rs17002852 0,125 0,117 1
rs2267447 0,419 0,377 0,366
rs759690407 0,402 0,35 0,1922
rs1058164 0,509 0,465 0,4551
rs550056038 0,009 0,009 1

0,034 0,082 0,0005
rs368389952 Lokus je monomorfan
rs1081003 0,026 0,025 1
rs28371705 0,017 0,017 1
rs28371704 0,017 0,017 1
rs28371703 0,009 0,009 1
rs29001678 0,026 0,042 0,0853
rs1065852 0,402 0,385 0,8794
rs138100349 0,026 0,025 1
rs769258 0,017 0,017 1
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Tablica 14. Hardy-Weinbergova ravnoteza u romskoj populaciji Medimurja odredena pomoc¢u programa
Haploview. Crvenom bojom oznaceni su lokusi za koje je ustanovljeno da nisu u Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi. Ho: opazena heterozigotnost (eng. observed heterozigosity), He: o€ekivana heterozigotnost

(eng. expected heterozigosity), p: statistiCka zna¢ajnost

Lokus Ho He Vrijednost p
0,75 0,469| 1.09x10™
rs28371732 0,01 0,01 1
0,515 0,382 0,0002
rs28578778 Lokus je monomorfan
rs1985842 0,411 0,473 0,2332
rs200335621 0,019 0,019 1
rs141009491 Lokus je monomorfan
rs28371725 0,167 0,153 1
rs16947 0,447 0,409 0,8621
rs17002852 Lokus je monomorfan
rs2267447 0,374 0,348 0,675
rs759690407 0,318 0,28 0,3079
rs1058164 0,438 0,476 0,507
rs550056038 Lokus je monomorfan
0,028] 0,063] 0,046
rs368389952 Lokus je monomorfan
rs1081003 Lokus je monomorfan
rs28371705 Lokus je monomorfan
rs28371704 Lokus je monomorfan
rs28371703 Lokus je monomorfan
rs29001678 Lokus je monomorfan
rs1065852 0,364 0,353 1
rs138100349 0,019 0,019 1
rs769258 Lokus je monomorfan
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Tablica 15. Hardy-Weinbergova ravnoteza u romskoj populaciji Zagreba odredena pomoc¢u programa
Haploview. Crvenom bojom oznaceni su lokusi za koje je ustanovljeno da nisu u Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi. Ho: opazena heterozigotnost (eng. observed heterozigosity), He: o¢ekivana heterozigotnost

(eng. expected heterozigosity), p: statistiCka zna¢ajnost

Lokus He Vrijednost p
0,74 0,471 6.34x10™°

rs28371732 Lokus je monomorfan
0,536 0,402] 0,001

rs28578778 Lokus je monomorfan
rs1985842 0,414 0,41 1
rs200335621 0,02 0,02 1

rs141009491 Lokus je monomorfan
rs28371725 0,224 0,287 0,2665
rs16947 0,382 0,458 0,3129
rs17002852 0,054 0,053 1
rs2267447 0,374 0,401 0,6195
rs759690407 0,354 0,372 0,7573
rs1058164 0,422 0,411 1

rs550056038 Lokus je monomorfan
0,021 0,061 0,0025
0,062 0,168| 8.14x10™°
rs1081003 0,031 0,05 0,1018
rs28371705 0,031 0,03 1
rs28371704 0,031 0,03 1

rs28371703 Lokus je monomorfan

rs29001678 Lokus je monomorfan
rs1065852 0,364 0,406 0,3996
rs138100349 0,01 0,01 1
rs769258 0,03 0,03 1
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4.3. Rezultati odredivanja vezanosti lokusa

Tablice 16, 17 i 18 prikazuju vezanost lokusa unutar triju romskih populacija
Hrvatske odredene pomoc¢u programa Haploview. Odredene su vrijednosti koeficijenta
neravnoteze vezanosti gena D', koji je standardiziran preko najve¢e moguce vrijednosti
koju moze poprimiti s obzirom na ucestalosti alela. Ukoliko je je D’=1, smatra se da su
lokusi u potpunoj LD. Ustanovljena je znaCajna neravnoteza vezanosti lokusa u sve tri
prou¢avane populacije. U romskoj populaciji Baranje neravnotezno je vezano 139 od
ukupno 276 parova lokusa (Tablica 16). U romskoj populaciji Medimurja neravnotezno je
vezan 51 par (Tablica 17), a u populaciji Roma iz Zagreba 80 parova lokusa (Tablica 18).
Odredene su i vrijednosti koeficijenta kvadratne korelacije r?. Ukoliko je r°=1, smatra se
da se je dovoljno genotipizirati samo jedan od lokusa u paru, te se na taj na€in moze brze
i jeftinije doé¢i do rezultata. U populaciji Baranje to su parovi lokusa rs28371704 i
rs28371705, te rs1058164 i rs1985842 (Tablica 16). U populaciji Medimurja to su parovi
lokusa rs1065852 i rs2267447 te rs1058164 i rs1985842 (Tablica 17). U populaciji iz
Zagreba takvi parovi lokusa su rs28371704 i rs28371705, rs1058164 i rs1985842, te
rs1065852 i rs2267447 (Tablica 18).
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Tablica 16. Neravnoteza vezanosti lokusa u romskoj populaciji Baranje odredena pomoc¢u programa
Haploview. Iznad dijagonale prikazane vrijednost koeficijenta neravnoteze vezanosti gena D', a ispod

dijagonale vrijednosti koeficijenta kvadratne korelacije r?

— — ™~ foe) o
o) N o o ™ 1o} <t ™ o) <
< ~ N © < ~ < <t o ™ (@) o o N N [50)
< ~ < o) o) < o © © o ~ ~ ~ © o) o o)
— (o) o) ™ o < ) — ) S — — — = a0 S o]
~ N~ 0 I5e) S ~ © @ o = N~ N~ ~ o o) = l
[09) 9] [Se) o b © o) 0 S o ™ ) ™ S © © o)
o [oe] ) S < l To) =] T} o foe) foe] ] o) o ) ©
< N b I — IS N 4 To] — N Y N N — 4 ~
& & & & & & 2 & & & 2 & & & 2 & &
rs4987144 0.07 1 1 .89 1] 0.06 1 1 1 0.14 1 1 1
rs28578778 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
rs1985842 0.13{ 0.01 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1| 05 1 1 1
rs200335621 0 0] 0.03 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
rs141009491 0 0] 0.01 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1s2267447 0.10{ 0.01] 0.19f 0.13 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
[SyErelsielozioyg 0.06) 0.02( 0.16{ 0.15 0] 0.82 1 1{ 0.4 1 1 1 1 1 1 1
rs1058164 0.13] 0.01| 0.96{ 0.03| 0.01] 0.19] 0.16 1 1 1 1 1] 0.58 1 1 1
rs550056038 0 0 0 0 0] 0.01] 0.02 0 1 1 1 1 1 1 1 1
rs1081003 0 0] 0.01 0 0] 0.04| 0.01) 0.01 0 1 1 1 1 1 1 1
rs28371705 0 0] 0.01 0 0] 0.03| 0.03) 0.01] 0.49 0 1 1 1 1 1 1
rs28371704 0 0] 0.01 0 0] 0.03f 0.03] 0.01) 0.50 0 1 1 1 1 1 1
rs28371703 0 0] 0.0 0 0] 0.01] 0.02 0 0 0] 0.50] 0.50 1 1 1 1
rs29001678 0 0] 0.01] 0.00 0 0] 0.01] 0.01 0 0 0 0 0 1 1 1
rs1065852 0.10| 0.01f 0.20{ 0.13 0] 0.96 0.79( 0.19] 0.01| 0.04) 0.02] 0.02| 0.01] 0.01 1 1
rs138100349 WS 0] 0.02] 0.00 0 0 0] 0.02 0 0 0 0 0 0] 0.01 1
1s769258 0.04 0] 0.01 0 0 0 0] 0.01 0 0 0 0 0 0 0 0

Tablica 17. Neravnoteza vezanosti lokusa u romskoj populaciji Medimurja odredena pomoc¢u programa
Haploview. Iznad dijagonale prikazane vrijednost koeficijenta neravnoteze vezanosti gena D', a ispod

dijagonale vrijednosti koeficijenta kvadratne korelacije r?

rs28371732
rs1985842
rs200335621
rs2267447
rs759690407
rs1058164
rs1081004
rs1081003
rs29001678
rs1065852
rs138100349

rs28371732 1 1 1 1 1
rs1985842 0 1 1 1 1| 0.49 1 1 1 1
rs200335621 0 0 1 1 1 1] 0.44 1 1 1
1s2267447 0] 0.18] 0.03 1 1 1 1 1 1 1
rs759690407 0] 0.11] 0.05] 0.70 1 1{ 0.26 1 1 1
rs1058164 0] 0.96{ 0.01] 0.19] 0.13 0.48 1 1 1 1
rs1081004 0] 0.01 0] 0.01{ 0.01] 0.01 1 1 1 1
rs1081003 0] 0.04[ 0.03] 0.21]| 0.02] 0.04/0.002 1 1 1
rs29001678 0] 0.01 0 0 0] 0.01 0 0 1 1
rs1065852 0] 0.18] 0.03] 0.97| 0.68] 0.20] 0.01] 0.2 0 1
rs138100349 0] 0.02 0 0 0] 0.02] 0.28 0 0 0
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Tablica 18. Neravnoteza vezanosti lokusa u romskoj populaciji Zagreba odredena pomocu programa
Haploview. Iznad dijagonale prikazane vrijednost koeficijenta neravnoteze vezanosti gena D', a ispod

dijagonale vrijednosti koeficijenta kvadratne korelacije r?

N~
o
<
o
()
©
D
L0
N~

(]

S

rs4987144
rs1985842
rs200335621
rs2267447
rs1058164
rs1081004
rs1081003
rs28371705
rs28371704
rs29001678
rs1065852
rs138100349
rs769258

rs4987144 1 1 .90 1 1
rs1985842 1 1] 0.58 1 1 1
rs200335621 1 1 1 1 1 1
1s2267447 1 1 1 1 1 1
rs759690407 1 1 1 1 1 1
rs1058164 1 1] 0.58 1 1 1
rs1081004 1 1 1] 0.37 1 1
rs1081003 0 1 1 1 1 1 1
(SyssXyaivdolmm 0.01( 0.01 0] 0.04] 0.05f 0.01 0 0 1 1 1 1 1
(cyssXyaivdeZam 0.01( 0.01 0] 0.04] 0.05f 0.01 0 0 1 1 1 1 1
rs29001678 0] 0.02 0] 0.01] 0.01] 0.02 0 0 0 0 1 1 1
rs1065852 0.13[ 0.16] 0.03| 0.98f 0.83] 0.16 0] 0.1 0 0] 0.01 1 1
rs138100349 Kooy eNeit 0 0 0] 0.01] 0.16 0 0 0 0 0 1
rs769258 0.04] 0.01 0] 0.01] 0.01] 0.01] 0.0 0 0 0 0] 0.01 0

Slike 28, 29 i 30 grafiCki prikazuju rezultate utvrdivanja neravnoteze vezanosti
lokusa izrazene kao D' vrijednosti takoder dobivene pomoc¢u programa Haploview.
Rezultati pokazuju statistiCki zna¢ajnu neravnotezu vezanja izmedu vecine parova lokusa

u sve tri analizirane populacije.
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Slika 28. Grafi¢ki prikaz neravnoteze vezanosti lokusa dobivene programom Haploview za populaciju
Baranje. Blok LD sa lokusima koji se nasljeduju zajedno oznacen je trokutom. Kvadrati predstavljaju parove
lokusa za koje program sa 95%-tnom sigurno$¢u moze utvrditi LD na temelju rezultata genotipizacije.
Crveni kvadrati: D' <1, uz LOD =2 (LOD je logaritamska vrijednost omjera izgleda, eng. logarithm of odds).
Plavi kvadrati: D' = 1, uz LOD < 2. Bijeli kvadrati: D' < 1, LOD < 2. Brojevi unutar kvadrata oznacavaju
vrijednost D' x 100. Iznad LD grafikona prikazana je organizacija genoma sa oznagenim lokacijama lokusa.
Plavi kvadrati, te crveni kvadrati sa visokim vrijednostima koeficijenta D' x 100 (97 i 98) upuéuju na znacajnu

neravnotezu vezanja.
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Slika 29. Grafi¢ki prikaz neravnoteze vezanosti lokusa dobivene programom Haploview za populaciju
Medimurja. Blok LD sa lokusima koji se nasljeduju zajedno oznacen je trokutom. Kvadrati predstavljaju
parove lokusa za koje program sa 95%-tnom sigurnoSéu moze utvrditi LD na temelju rezultata
genotipizacije. Crveni kvadrati: D' < 1, LOD = 2. Plavi kvadrati: D' = 1, LOD < 2. Bijeli kvadrati: D' < 1, LOD
< 2. Brojevi unutar kvadrata oznacavaju vrijednost D' x 100 Iznad LD grafikona prikazana je organizacija

genoma sa oznacenim lokacijama lokusa. Plavi kvadrati upu¢uju na zna€ajnu neravnoteZu vezanja.
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Slika 30. Grafi¢ki prikaz neravnoteze vezanosti lokusa dobivene programom Haploview za populaciju
Zagreba. Blok LD sa lokusima koji se nasljeduju zajedno oznaéen je trokutom. Kvadrati predstavljaju parove
lokusa za koje program sa 95%-tnom sigurno$éu moZze utvrditi LD na temelju rezultata genotipizacije.
Crveni kvadrati: D' < 1, LOD 2= 2. Plavi kvadrati: D' = 1, LOD < 2. Bijeli kvadrati: D' < 1, LOD < 2. Brojevi
unutar kvadrata ozna€avaju vrijednost D' x 100. Iznad LD grafikona prikazana je organizacija genoma sa

oznacenim lokacijama lokusa. Plavi kvadrati upu¢uju na znacajnu neravnotezu vezanja izmedu lokusa.

Ustanovljene su veliCine blokova LD koji se nasljeduju zajedno. U populaciji
Baranje ovaj blok je veliCine 3 kb, a ukljuCuje lokuse rs1985842, rs200335621,
rs141009491, rs2267447, rs759690407, rs1058164, rs550056038, rs1081003,
rs28371705, rs28371704, rs1081003, rs29001678 i rs1065852 (Slika 28). U
populacijiama Roma iz Medimurja i Zagreba blokovi LD sa lokusima koji se nasljeduju
zajedno su veliCine 1 kb, a sastoje se od lokusa rs1985842, rs200335621, rs2267447,
rs759690407 i rs1058164 u populaciji Medimurja (Slika 29) i rs2267447, rs759690407,
rs1058164, rs1081004, rs1081003, rs28371705, rs28371704, rs29001678 i1 rs1065852 u
populaciji Zagreba (Slika 30)
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4.4. UcCestalosti haplotipova

U Tablici 19. prikazane su ucestalosti haplotipova u trima romskim populacijama
Hrvatske dobivene pomocu programa Haploview. Haplotipovi iz Baranje predstavljaju
kombinaciju lokusa rs1985842, rs2267447 rs759690407, rs1058164 i rs1065852.
Haplotipovi iz populacije Medimurja predstavljaju kombinaciju lokusa rs1985842,
rs2267447, rs759690407 i rs1058164. Haplotipovi iz populacije Zagreba odnose se na
lokuse rs2267447, rs759690407, rs1058164 i rs1065852. U svim populacijama
ustanovljena su 4 haplotipa.

Tablica 19. Ucestalosti haplotipova u romskim populacijama Hrvatske odredene pomocu programa
Haploview. Baranja: rs1985842, rs2267447 rs759690407, rs1058164 i rs1065852. Medimurje: rs1985842,
rs2267447, rs759690407 i rs1058164. Zagreb: rs2267447, rs759690407, rs1058164 i rs1065852.

Populacija Broj haplotipova Haplotip  UcZestalost

CAGCC 0,372
Baranja 4 AAGGC 0,355
CGACT 0,222

CGGCT 0,03
CAGC 0,393
Medimurje 4 AAGG 0,383
CGAC 0,159
CGGC 0,056

AGCC 0,43
Zagreb 4 AGGC 0,287
GACT 0,247

GGCT 0,03

4.5. Razlike u ucCestalostima genotipova

Temeljem ucestalosti genotipova pomoc¢u programa Arlequin je Exact testom utvrdeno
jesu li razlike u ucestalostima genotipova izmedu tri proucavane populacije statisticki
znacajne (Tablica 20). Ukoliko su vrijednosti manje od 0,05, smatra se da su razlike
statistiCki znaCajne. Ustanovljena je statistiCka znacCajnost u razlikama u ucestalostima

genotipova izmedu sve tri analizirane populacije.
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Tablica 20. Statisticka znacajnost u razlici uCestalosti genotipova izmedu populacija odredena testom

Exact izrazena kao p-vrijednost.

Baranja Medimurje
Medimurje 0.00028+-0.0002
Zagreb 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000
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5. RASPRAVA

Citokrom P450 2D6 (citokrom P450, obitelj 2, podobitelj D, polipeptid 6) ukljucen
je u prvu fazu metabolizma priblizno jedne Cetvrtine €esto prepisanih lijekova, ukljucujuci
[3-blokatore, antiaritmike, opioide, lijekove za tretiranje tumora, te velik broj antidepresiva
i antipsihotika (Zhou 2009). Gen CYP2D6 lociran je na kromosomu 22q13.1. Vrlo je
polimorfan, te je do danas poznato > 100 razliCitih alelnih varijanti ovog gena

(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2d6.htm). Neke geneticke varijacije u CYP2D6 mogu

znacajno utjecati na enzimatsku aktivnost proteina CYP2D6. Definirane su 4 fenotipske
klase: spori metaboliztor (PM), srednje brzi metabolizator (IM), brzi metabolizator (EM) i
vrlo brzi metabolizator (UM) (Zanger i sur. 2004). Varijante alela CYP2D6 uklju€uju SNP-
ove, male insercije i delecije, rearanZzmane gena, hibridne gene i varijacije u broju kopija
gena, ukljucujuci delecije i duplikacije ili multiplikacije Citavog gena. Delecija cijelog gena
CYP2D6 (*5) rezultira nedostatkom enzimske aktivnosti (PM fenotip), dok duplikacije ili
multiplikacije funkcionalnog gena rezultiraju povecanom ekspresijom CYP2D6 (UM
fenotip). Prisutnost dva homologna pseudogena, CYP2D7 i CYP2D8 otezavaju
genotipizaciju CYP2D6 zbog vrlo male medusobne udaljenosti na kromosomu (Kramer i
sur. 2009). Postoje vrlo vazne etniCke razlike u uCestalostima funkcionalnih CYP2D6
alela. Za primjer, 5-10% ljudi europskog podrijetla ima PM fenotip zbog prisustva 2 null
alela (*3, *4, *5 ili *6), dok 2% ima UM fenotip zbog duplikacije ili multiplikacije
CYP2D6*2N alela (Sachse i sur. 1998). Vecina azijske populacije ima IM fenotip zbog
visoke ucestalosti alela smanjene enzimatske aktivnosti CYP2D6*10, dok su fenotipovi
PM i UM slabo zastupljeni (Bradford 2002). Zbog vazne klinicke znacajnosti lijekova koje
metabolizira CYP2D6, klju¢no je dobivanje informacija o njegovoj metaboli¢koj aktivnosti
genotipizacijom CYP2D6.

Romi su transnacionalna manjina porijeklom iz sjeverozapadne Indije i danasnjeg
Pakistana, odakle preko Blistog istoka migriraju u Europu. Indijsko porijeklo Roma i
rekonstrukciju glavnih puteva njihovih seoba omogucila su lingvistiCka istrazivanja koja
su prepoznala vezu izmedu romskoga jezika i sanskrta, a njihovo indijsko porijeklo
potvrdila su i genetiCka istraZzivanja uniparentalnih billega NRY i mtDNA. Danas su

rasprostranjeni u Europi, te u Sjevernoj i Juznoj Americi. Danasnje romske populacije
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dijele se u tri glavne skupine: balkanski, vlaski i zapadno-europski Romi.

Ovo istrazivanje provedeno je u romskim populacijama Hrvatske s podrucja
Baranje, Medimurja i Zagreba. Romske populacije posjeduju raznoliku geneticku
strukturu koja je posljedica ucinka utemeljitelja i ucinka uskog grla, te endogamije.
Navedeno je rezultat specificnin socio-kulturnih karakteristika ove populacije
Sekvenciranjem uzoraka romske DNA metodom GT-seq ustavnovljena su 24 polimorfna
lokusa u ukupnom uzorku.

Pomocu programa Phase rekonstruirani su haplotpipovi u ukupnom uzorku, te ih
je identificirano ukupno 49. Buduéi da se u farmakogeneti¢kim istrazivanjima Koristi
specificna alelna nomenklatura, pokuSana je translacija identificiranih haplotipova prema

nomenklaturi koju je uveo konzorcijum Pharmacogen Variation (www.pharmvar.org), a

temelji se na odstupanjima pojedinih haplotipova od divljeg tipa, CYP2D6*1.
Genotipizacija na lokusima koji su odgovorni za nastajanje odredenog fenotipa
omogucava translatiranje genotipa u fenotip. Od ukupno 49 rekonstruiranih haplotipova
uspjesno je translantirano njih 8, uklju€ujuci divlji tip. Hicks i sur. (2014) navode da je
translatiranje genotipa CYP2D6 vrlo tesko, te trenutno ne postoji standardizirani pristup
ovome problemu. Sve identificirane varijante kodiraju za funkcionalan enzim.
CYP2D6*1(270T) je varijanta divljeg tipa s razliCitom 3’ strukturom gena zbog prisustva
polimorfizma rs29001678 (Kramer i sur. 2009). Varijanta CYP2D6*2 povezana je uz
promjene u metabolizmu nekoliko lijekova. Povezuje se sa smanjenom razgradnjom
dekstrometorfana u zdravih osoba u odnosu na divlji tip (Abduljalil i sur. 2010). Ova
varijanta povezana je i s pove¢anom razgradnjom paroksetina kod djece s depresivnim
poremecajem (Findling i sur. 2006). Koski i sur. (2006) povezali su CYP2D6*2 s
pojacanim metabolizmom amitriptilina u posmrtnim toksikoloSkim analizama. Varijante
CYP2D6*35A i *35B povezane su s povecanim rizikom od bradikardije pri tretmanu
timololom kod oboljelih od glaucoma otvorenog kuta zbog prisustva polimorfizma rs16947
(Yuan i sur. 2010). Muroi i sur. (2014) povezali su varijantu CYP2D6*46 s moguéim
smanjenjem aktivnosti enzima u odnosu na divlji tip kod pacijenata koji primaju terapiju
desmetiltamoksifenom. Varijanta CYP2D6*48 povezana je sa smanjenim metabolizmom

bufuralola i dekstrometorfana (Sakuyama i sur. 2008).
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Temeljem rezultata sekvenciranja utvrdene su ucestalosti genotipova na
polimorfnim lokusima u 3 prouavane romske populacije Hrvatske. Utvrdena su 24
polimorfna lokusa, od kojih su neki monomorfni u pojedinim prouavanim populacijama.
Lokusi rs550056038, rs200335621 i rs769157652 monomorfni su u svjetskim
populacijama (Slike 14, 20 i 23), dok su u populacijama istrazivanim u ovom radu
polimorfni. Romi su izolirana populacija s izrazenom endogamijom i u¢inkom utemeljitelja,
Sto obajSnjava odstupanja u odnosu na svjetske populacije. Navedena objasnjenja mogu
se primjeniti i na lokuse rs1065852, rs29001678, rs28371703, rs28371704 i rs1081003
na kojima su ustanovljene ucestalosti mutiranih alela znatno manje u odnosu na
uCestalosti u svjetskim populacijama (Slike 5, 6, 7, 8 i 10), kao i na lokuse rs1058164 i
rs28371725 kod kojih su ustanovljne vecée ucestalosti mutiranih alela u odnosu na
svjetske populacije (Slike 13 i 18). Na lokusima rs769258, rs17002852 i rs28371732
uCestalosti mutiranih alela u skladu su sa onima iz populacije juzne Azije (Slike 3, 16 i
22), odakle Romi potje€u. Na lokusima rs138100349, rs368389952, rs1985842 i rs16947
ustanovljene ucestalosti mutiranih alela u populaciji Roma iz Zagreba znacajno se
razlikuju od onih u romskim populacijama Baranje i Medimurja. Ovaj rezultat je oCekivan,
buduéi da tri navedene populacije ne dijele jednaku demografsku povijest. Romi iz
Zagreba pripadaju skupini Balkanskih Roma, a populacije Baranje i Medimurja skupini
Roma Bajasa.

Mutacije na pojedinim istrazivanim lokusima od velike su farmakogenetiCke
vaznosti, buduci da za posljedicu mogu imati promjene u metabolizmu odredenih lijekova.
Mutacija rs1065852 povezuje se s metabolizmom tamoksifena i antipsihotika. Schroth i
suradnici (2007) utvrdili su povezanost alela A sa povec¢anim rizikom od relapsa pri
tretmanu tamoksifenom kod osoba oboljelih od raka dojke u usporedbi sa osobama koje
posjeduju alel G. Fu i suradnici (2006) utvrdili su povezanost alela A sa povecanim rizikom
od tardivne dikinezije kod osoba oboljelih od shizofrenije pri tretmanu antipsihoticima u
odnosu na osobe sa alelom G. Kagimoto i suradnici (1990) ustanovili su povezanost
mutacija rs28371703 i rs28371704 sa smanjenom aktivnosti CYP2D6 pri tretmanu COS-
1 stanica bufuralolom kod osoba sa alelom T u odnosu na osobe sa alelom G. Mutacija
rs16947 uistrazivanju Yuan i suradnika (2010) povezana je s promjenama u metabolizmu

timolola kod osoba oboljelih od glaukoma. Pokazano je da pacijenti oboljeli od glaukoma
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otvorenog kuta koji posjeduju AA genotip pokazuju povecéan rizik od bradikardije pri
tretmanu timololom, u usporedbi sa pacijentima sa GG genotipom. Heterozigoti su
takoder pokazali povecan rizik od bradikardije u usporedbi sa GG homozigotima. U
istraZivanju Wang i suradnici (2014) pokazana je da povezanost alela A, te genotipova
AA i AG sa smanjenom ekspresijom CYP2D6 u stanicama HEK293. U istrazivanju
Toscano i suradnici (2006) ustanovljena je povezanost mutacije rs28371725 sa
smanjenom ekspresijom CYP2D6 u jetri Covjeka. Ista mutacija je u istrazivanju Schroth i
suradnici (2007) povezana s poveéanim rizikom od relapsa kod pacijenata oboljelih od

raka dojke pri tretmanu tamoksifenom.

Pomocu programa Haploview provjerene su Hardy-Weinbergove ravnoteze u tri
romske populacije Hrvatske. Ustanovljeno je da u romskim populacijama Baranje i
Medimurja polimorfni lokusi rs769157652, rs4987144 i rs1081004 nisu u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi. U romskoj populaciji Zagreba ustanovljeno da u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi nisu polimorfni lokusi rs769157652, rs4987144, rs1081004 i
rs368389952. Prema Hady-Weinbergovom zakonu, uCestalosti gena i genotipova stalne
su u velikim populacijama u kojima je odabir partnera slu¢ajan. Ovo pravilo vrijedi samo
za populacije u genetickoj ravnotezi, sto znacCi da u njima nema mutacija, migracija,
genskog pomaka niti prirodne selekcije. Buduci da su romske populacije male i izolirane,
te je u njima izrazena engodamija, za oCekivati je bilo da pojedini lokusi nece biti u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi.

NeravnotezZa vezanja posljedica je ne-nasumic¢nog pojavljivanja alela na 2 ili vise
lokusa. Nastaje djelovanjem nekoliko faktora; mijeSanjem dvije geneticki razliCite
populacije, uslijed smanjenja populacije zbog genskog pomaka, visoke razine
razmnoZavanja jedinki koje su medusobno u srodstvu, te selekcije. Brz rast populacije
utie¢e na LD zbog smanjenja genskog pomaka. Sto su lokusi blize, LD je jagi zbog niske
uCestalosti rekombinacije izmedu lokusa koji su medusobno blizu. Pomocéu programa
Haploview na temelju vrijednosti koeficijenta D’ utvrdeno je da su pojedini parovi lokusa
neravnotezno vezani (Tablice 16, 17 i 18). U populaciji Baranje neravnotezno je vezano
139 parova lokusa, u populaciji Medimurja 51 par, a u populaciji Zagreba 80 parova
lokusa. Rezultat koji pokazuje da se u populaciji Baranje javlja veci broj neravnotezno

vezanih lokusa u odnosu na populacije Medimurja i Zagreba je neoc¢ekivan, buduci da se
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najveci broj neravnotezno vezanih parova lokusa oCekivao u populaciji Zagreba, koja je
najotvorenija, te ne dijeli jednaku demografsku i migracijsku povijest sa druge dvije
populacije. Pomoc¢u programa Haploview odredene su i r? vrijednosti. Ukoliko je r’=1, to
znaci da ako je alel na jednom lokusu poznat, sa sigurno$¢u se moze odrediti alel na
drugom lokusu. U populaciji Baranje to su parovi lokusa rs28371704 i rs28371705, te
rs1058164 i rs1985842, kao i u populaciji Zagreba uz dodatak para rs1065852 i
rs2267447. U populaciji Medimurja takvi parovi lokusa su rs1065852 i rs2267447 te
rs1058164 i rs1985842. Pomocu istog programa ustanovljene su i veliine dijelova
istrazivanog gena koji se zajedno nasljeduju (Slike 28, 29 i 30). U populaciji Baranje
zajedno se nasljeduje dio veli€ine 3 kb, u populaciji Medimurja 1 kb, kao i u populaciji
Zagreba.

Testom Exact ustanovljeno je da postoji znaCajna statistiCka razlika u
uCestalostima genotipova izmedu sve tri prou¢avane populacije. Tijekom svoje povijesti
romske populacije razdvajale su se na mnostvo subpopulacija te je doSlo do snaznog
ucinka genskog pomaka. Populacija Roma iz Zagreba razlikuje se viSe od druge dvije
populacije nego li njih dvije medusobno, $to je bilo i o€ekivano obzirom da njihova povijest
nije jednaka. Romi s podrucja Zagreba pripadaju skupini balkanskih Roma, koji govore
jezikom romani-chib. Populacije Roma iz Baranje i Medimurja pripadaju skupini vlaskih
Roma pod nazivom Romi Bajasi, koji na ove prostore dolaze nakon balkanskih Roma, te

se sluze drugim jezikom.
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6. ZAKLJUCAK

U radu su sekvencirani egzoni gena CYP2D6 te su utvrdena 24 polimorfna lokusa.

Ucestalost genotipova i alela je razliCita u istrazivanim populacijama, a neki od 24
polimorfna lokusa su monomorfni u pojedinim populacijama. U populaciji Baranje
monomorfni su lokusi rs28371732 i rs368389952. U populaciji Medimurja
monomorfni su lokusi rs28578778, rs141009491, rs17002852, rs550056038,
rs368389952, rs1081003, rs28371703, rs28371704, rs28371705, rs29001678 i
rs769258, a u populaciji Zagreba rs28371732, rs28578778, rs141009491,
rs550056038, rs28371703, rs29001678.

Od ukupno 24 promatrana lokusa utvrdeno je da u skladu s Hardy-Weinbergovom
ravnoteZzom nisu 4 lokusa: rs769157652, rs4987144, rs1081004 i rs368389952.
Lokusi rs769157652, rs4987144 i rs1081004 nisu u skladu sa Hardy-
Weinbergovom ravnoteZzom u sve tri prou¢avane populacije, a u populaciji Zagreba

u skladu sa Hardy-Weinbergovom ravnotezom nije i lokus rs368389952.

Utvrdeno je da postoji neravnoteza vezanja lokusa, i to:
e U populaciji Baranje izmedu 139 od 276 parova lokusa;
e U populaciji Medimurja izmedu 51 od 276 parova lokusa;

e U populaciji Zagreba izmedu 80 od 276 parova lokusa.

Exact testom je ustanovljeno da postoji znacajna statistiCka razlika u u€estalostima

genotipova izmedu tri prou¢avane populacije.
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