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Popis kratica
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WHIUtR- omjer opseg struka/tjelesna visina, od eng. waist to height ratio
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1. UVOD

1.1. Romi

1.1.1. Porijeklo i obiljezZja populacije Roma

Romi su najpoznatija, Siroko rasprostranjena transnacionalna etnicka skupina koja
nastanjuje brojne zemlje u Europi i svijetu. Heterogena su skupina sa¢injena od puno manjih ili
vec¢ih grupa koje karakteriziraju zajednic¢ko porijeklo, obicaji i obiljezja jezika. Ova etnicka
skupina broji 15 milijuna ¢lanova od kojih najveéi broj Clanova, otprilike 12 milijuna, Zivi u

Europi.

Podru¢jem s kojeg Romi potjeCu, smatra se podrucje oko rijeke Ganges u
sjeverozapadnoj Indiji. Prema Ci¢ak (1987), zbog &estih sukoba i ratovanja s Tatarima,
Mongolima 1 Hunima, Romi oko tisu¢ite godine napustaju podruc¢je Gangesa i krecu u seobe.
U svojim seobama najprije su dospjeli u Perziju, odakle je jedna skupina krenula prema Europi,
adruga prema Egiptu i sjeveru Afrike. Prema Vojak i Kovacev (2018), migracijski valovi Roma
zapoCinju od petog stoljea nadalje, pri ¢emu tijekom viSe migracijskih valova Romi
naseljavaju balkanske zemlje u 14. stolje¢u, a ostale europske zemlje naselili su u 15. i 16.
stolje¢u (Dragun 2000). lako su se i u kasnijim stolje¢ima uglavnom selili, neki su cak dospjeli

I U Sjedinjene Americke Drzave, danas ve¢ina Roma zivi sjedilackim Zivotom.

Romi se tradicionalno bave glazbom, kovanjem, ocaklivanjem i prodavanjem posuda te
odrzavanjem sajmova (Dragun 2000). Iako zive u neposrednoj blizini drugih naroda, Romi su
u velikoj mjeri zadrzali svoj osebujan nacin Zivota i kulturu, koju su ipak donekle izmijenili
kroz doticaje s kulturama drugih naroda tijekom Cestih seoba. Utjecaj drugih kultura posebice
se o€ituje u njithovom jeziku i vjeri. Tako se, primjerice, Romi u Italiji sluze srpskim izrazima
za opisivanje srodstvenih odnosa, a grckim izrazima za opisivanje bra¢nih odnosa iako im je

jezik indijanskog porijekla (Liégeois 1994).

Naziv ,,Rom‘ na romskom jeziku znaci ¢ovjek, kako se oni sami nazivaju, no puno ih
se ¢eSc¢e naziva drugim nazivima kao §to su primjerice Cigani, Tigani (Rumunjska), Zigeuner
(Njemacka), Zingari (Italija), Ciganos (Portugal), Gipsy (Engleska), Jedupak (Dubrovnik) itd.
(Hrvati¢ i Ivanci¢ 2000). Polozaj Roma tijekom povijesti je Cesto bio lo§ zbog njihove
zatvorenosti i izoliranosti, a ¢esto i diskriminacije od pripadnika drugih naroda. lako se na
poboljSanju njihove integracije u drustvo radi od sredine 20.stoljec¢a, Romi su i dalje vrlo ¢esto
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iskljuCeni iz politickog, ekonomskog i drustvenog Zzivota. Zbog nedostatka materijalnih
sredstava i losih zivotnih uvjeta ¢esce boluju od kroni¢nih bolesti, a mnoga romska djeca ne
pohadaju Skolu §to im predstavlja prepreku za zaposlenje i1 ukljucivanje na trziste rada ¢ime bi

ostvarili bolje zivotne uvijete.

1.1.2. Populacija Roma u Republici Hrvatskoj

Romi su naselili teritorij Republike Hrvatske u 14. stoljecu, najvjerojatnije bjezeéi od
turskih pohoda u jugoistocnoj Europi. Na njihovu prisutnost na tlu danasnje Hrvatske ukazuje
1 pisani dokument koji datira iz 1362. godine, a u kojem se spominju Romi na podrucju
Dubrovnika. Spisi iz 1373. godine opisuju Rome u Zagrebu kao vjeSte svirace i Cuvare
tradicionalnih zanimanja (Hrvati¢ i Ivanci¢ 2000). Romi su radili kao kozari, postolari, kovaci,

trgovci, proricatelji, krotitelji zivotinja i tome sli¢no (Vojak i Kovacev 2018).

Popis stanovniStva iz 2011. godine pokazuje da udio Roma u nacionalnoj strukturi
stanovniStva Republike Hrvatske iznosi 0,40% tj. u Republici Hrvatskoj zivi 16975 pripadnika
romske nacionalne manjine
(https://www.dzs.hr/Hrv/censuses/census2011/results/ntm/H01_01 05/HO1 01 _05.html). S
obzirom na ve¢ spomenutu stigmatizaciju 1 marginalizaciju, procjenjuje se da su prilikom
popisivanja stanovniStva pribjegli etnomimikriji te da je stvarni udio Roma u Republici
Hrvatskoj barem 3 puta veci. Najveci broj pripadnika romske nacionalne manjine u Republici

Hrvatskoj Zivi na podruc¢ju Baranje, Medimurja i grada Zagreba.

Romi koji Zive na podrucju Baranje 1 Medimurja nazvani su prema starorumunjskom
jeziku ljimb d'bjas, koji govore, Vlaskim Romima ili Romima Bajasima. Romi koji Zive na
podruc¢ju grada Zagreba i okolice govore jezikom romani chib i nazivaju se Balkanskim
Romima ili ,,Cibasima®. Balkanski Romi potomci su Roma koji su bili pripadnici pocetne
migratorne skupine koja se nastanila na podrucju isto¢ne Europe. Dio ¢lanova te pocetne
migratorne skupine nastavio je svoj put prema zapadnoj i sjevernoj Europi pri ¢emu su neki
pripadnici dosli na podruc¢je danasnje Rumunjske (Vlaske i Moldavije) gdje su bili zarobljeni i
prisiljeni raditi kao robovi u rudnicima. Rome koji su bili robovi u rudnicima i njihove potomke
nazivamo Vlaski Romi. U 19. stoljecu, kad se ukinulo ropstvo, Vlaski Romi su napustili
Rumunjsku i krenuli prema zapadu, u Srbiju, Madarsku, Hrvatsku i druge balkanske zemlje,

gdje se zadrzavaju i podinju Zivjeti slobodnijim Zivotom (Skari¢-Juri¢ i sur. 2007).


https://www.dzs.hr/Hrv/censuses/census2011/results/htm/H01_01_05/H01_01_05.html

1.2. Neolitska revolucija - prelazak s nomadskog na sjedilacki nacin Zivota

U samim pocecima evolucije ljudskog roda, nasi preci su bili lovci-sakupljaci. Za
lovacko-sakupljacka drustva karakteristi¢no je da ljudi ne uzgajaju biljke i ne pripitomljavaju
zivotinje, ve¢ za prehranu koriste biljne i Zivotinjske vrste koje mogu skupiti i uloviti u svojoj
blizoj okolici, zbog ¢ega u potrazi za hranom neprestano sele i nemaju stalno boraviste. Zivot
lovaca-sakupljac¢a naziva se jo§ i nomadskim na¢inom zivota, a zivot ljudi koji su poceli
proizvoditi vlastitu hranu kultiviranjem biljaka i pripitomljavanjem Zzivotinja naziva se
sjedilackim (sedentarnim) nac¢inom Zzivota. Zbog nacina zivota koji ukljuCuje Ceste seobe,
zajednice nomada broje manji broj ¢lanova u odnosu na zajednice koje zive sjedilackim

nacinom Zivota te je ve¢ina ¢lanova nomadske zajednice u srodstvu.

Velika promjena u na¢inu zivota dogodila se prije otprilike 12 tisu¢a godina, na pocetku
neolitika, kada su ljudi lovacko-sakupljacki nacin zivota postupno zamjenjivali sjedilackim
nac¢inom zivota (Larsen 2006). Ovaj prijelaz praéen je pripitomljavanjem prvih zivotinja i
kultiviranjem biljaka. Prema dominantnoj teoriji, ljudi su najprije poceli pripitomljavati
Zivotinje, a zatim uzgajati biljke kao hranu za Zivotinje (Smith 1993). Pretpostavlja se kako
Natufijska kultura, koja je trajala od otprilike 15000 do 11500 godina prije nase ere, predstavlja
prijelaz s lovacko-sakupljackog na sjedilacki nacin zivota. Za ovu kulturu specifi¢na je izrada
ostrica sjekira koje su imale svoju prakti¢nu primjenu u zetvi kultiviranih biljaka (Grosman i
Munro 2017). Osim toga, koriStene su razne tehnike lova plijena koje su ukljucivale upotrebu
zamki i strelica za lov Zivotinja poput jelena, divljih svinja i planinskih gazela (Grosman i
Munro 2017). Rane poljoprivredne zajednice bavile su se uzgojem je¢ma, pSenice, prosa i rize
(Latham 2013).

Poceci kultiviranja biljaka i zivotinja vezani su uz dolinu Srednjeg Eufrata i JuZne
Palestine. Prije otprilike osam tisu¢a godina, ljudi su ve¢ domestificirali ovce i koze i
konzumirali njihovo mlijeko (Vigne i Helmer 2006). Analize organskih ostataka na
arheoloskim nalazima kao §to je na primjer posude, upucuju na to da su ljudi konzumirali
mlijeko (Craig i sur. 2005). U Hrvatskoj je na arheoloskom nalazistu u Vucedolu pronaden veci
broj kostiju, zubi 1 rogova goveda, uglavnom Zenki za koje se smatra da su koriStene za rasplod

i proizvodnju mlijeka.



1.2.1. Romi kao primjer nomada

Primjer naroda koji je kroz najveci dio svoje povijesti zivio nomadskim na¢inom Zivota
su Romi. Ceste seobe Roma su obiljezje koje ih najvise razlikuje od sedentarnih, ne-romskih
populacija (McCaffery 2009). Prema Hrvati¢ i Ivanci¢ (2000), migracije su karakteristi¢ne za
oblikovanje stila zivota Roma, no unato¢ tome nisu svi Romi nomadi. Pocetkom devedesetih
godina proslog stoljeca, 0ko 20% europskih Roma Zivjelo je nomadskim na¢inom zivota, iducih
20% polunomadskim nacinom zivota- na¢inom u kojem se sele tijekom jednog, odredenog
dijela godine, dok su tijekom drugog stacionirani na odredenom podrucju, a preostalih je 60%
migracija Roma, navode se pokusaji ne-romskog stanovniStva da ih prisilno sedentarizira te
integrira u suvremeno druitvo. Cak i kad se Romi stacioniraju na nekom podruéju, uvijek

postoji moguénost da se ponovno vrate nomadskom nacinu zivota.

U svojim seobama Romi su najée$ce putovali karavanama radi sigurnosti. Rome su na
njihovim putovanjima kronicari opisivali kao tamnopute putnike koji se krecu pjeSice ili
karavanama, s puno Zena i djece na prenatrpanim kolima (Hrvati¢ i Ivan¢i¢ 2000). Obi¢no su
putnici neke karavane naseljavali rubne dijelove grada nastoje¢i se drzati Sto blize jedni
drugima (Liégeois 1994). Ceste seobe Roma utjecale su na njihovo obrazovanje, Zivotne uvjete
i prehranu. Populacije Roma koje su Zivjele u izoliranim naseljima ili sjedilackim nac¢inom
zivota u vecoj su mjeri uspjele sacuvati svoj etnic¢ki identitet (Hrvati¢ i Ivanéi¢ 2000). U
danasnje vrijeme nomadska kretanja Roma ograni¢ena su uglavnom na dnevne migracije u vece
gradove ili naselja radi posla ili $kolovanja dok su se tijekom proslosti seobe Roma nastojale
ograniCiti 1 sprijeciti jer se smatralo kako Romi prenose razne zarazne bolesti kao $to je,

primjerice, kuga.

1.3. Mlijeko i mlije¢ni Seéer laktoza

Mlijeko je vazna namirnica U prehrani jer sadrzi bjelancevine, ugljikohidrate, masti,
vitamine (originalno sadrzi vitamine B kompleksa i vitamin A, a Cesto je obogaceno i
vitaminom D), minerale (kalcij) te esencijalne aminokiseline (Bovenhuis i sur. 2013). Od
ugljikohidrata prisutnih u ljudskom i Zivotinjskom mlijeku, najzastupljeniji je disaharid laktoza
koji nastaje u mlijecnim Zlijezdama. Laktoza se naziva joS$ 1 ,,mlije¢nim Se¢erom* zato $to se

najve¢im dijelom nalazi u mlijeku. Primjerice, kozje mlijeko sadrzi 4,1% laktoze, ovcje i
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kravlje 4,8% laktoze, kobilje mlijeko sadrzi 6,2% laktoze, a ljudsko mlijeko sadrzi najvise
laktoze - ¢ak 7% (Shendurse i Khedkar 2016).

Disaharid laktoza, kemijske formule C12H22011, graden je od dvaju monosaharida: p-
D-glukoze i B-D-galaktoze. Molekule galaktoze i glukoze u molekuli laktoze povezane su
B(1—4) glikozidnom vezom. Haworthova projekcijska formula molekule laktoze i B(1—4)
glikozdina veza prikazane su na Slici 1. (prilagodeno i preuzeto prema Shendurse i Khedkar
2016). B(1—4) glikozidna veza nastala je povezivanjem poluacetalne skupine na prvom
ugljikovom atomu molekule galaktoze i1 hidroksilne skupine na ¢etvrtom ugljikovom atomu
molekule glukoze. Ovakvim na¢inom povezivanja na anomernom (prvom) ugljikovom atomu
molekule glukoze ostala je slobodna poluacetalna skupina zbog Cega je laktoza reducirajuci

Secer.

6 CH,OH (1->4) 6 CH,OH anomerni ugljikov atom
2 2
0]
HO H5 H
4 p 1 1 «
OH H
H 3 9 H OH
H OH H OH

Slika 1. Haworthova projekcijska formula molekule laktoze; B(1—4) glikozidna veza
povezuje molekulu galaktoze i glukoze, prilagodeno i preuzeto prema Shendurse i Khedkar
2016.

Laktoza je, osim u svjezem nefermentiranom mlijeku, prisutna i u fermentiranim
mlije¢nim proizvodima kao §to su primjerice jogurt i razne vrste sireva. U fermentiranim
mlije¢nim proizvodima laktoza je prisutna u manjem postotku nego u nefermentiranom svjeZzem
mlijeku, jer se prilikom fermentacije i proizvodnje mlijecnih proizvoda dio laktoze pretvara u
mlije¢nu kiselinu, C3HsOs. Laktoza je u malim koli¢inama prisutna i u plodovima nekih biljaka

kao $to je primjerice biljka Achras sapota iz porodice Sapotaceae (Shendurse i Khedkar 2016).

Laktoza ima prakticnu primjenu u prehrambenoj i1 farmaceutskoj industriji. U
slastiarstvu se koristi kao zasladiva¢ u proizvodnji slastica i karamela, a u farmaceutskoj

industriji koristi se u proizvodnji tableta.



Laktoza koju Covjek unese u organizam razgraduje se u tankom crijevu uz pomoc¢

enzima laktaze.

1.3.1. Razgradnja laktoze enzimom laktaza

Enzim laktaza, B-galaktozidaza ili laktazno-florizinska hidrolaza (od eng. lactase-
phlorizin hydrolase, LPH), prisutan je u epitelnim stanicama crijevnih resica u tankom crijevu
ljudi i sisavaca (osim morskih lavova). Tanko crijevo ima vaznu ulogu u procesu probave hrane
jer se u njemu odvija apsorpcija hranjivih tvari u koje se ubrajaju i ugljikohidrati. Tanko crijevo
sastoji se od 3 dijela: dvanaesnika (lat. duodenum), tastog crijeva (lat. jejunum) i vitog crijeva
(lat. ileum). Aktivnost enzima laktaze uocena je ve¢ u dvanaesniku, a vrhunac aktivnosti uocen

je u tastom crijevu, nakon ¢ega se aktivnost U ostatku tankog crijeva smanjuje (Mulcare 2005).

Laktaza je enzim koji u tankom crijevu hidolizira f(1—4) glikozidnu vezu u molekuli
laktoze pri ¢emu nastaju monosaharidi galaktoza i glukoza koji se, za razliku od disaharida
laktoze, mogu apsorbirati kroz sluznicu tankog crijeva u krvotok (Ségurel i Bon 2017).
Strukturu laktaze Cine Cetiri identi¢na polipeptidna lanca, svaki dugacak 1023 aminokiseline,
koji su medusobno povezani nekovalentnim vezama. Laktaza ima dva aktivna mjesta, a osim
Sto hidrolizira glikozidnu vezu u molekuli laktoze, moze hidrolizirati glikozidnu vezu i u
mnogim drugim B glikozidima (Swallow 2003).

Ekspresija laktaze zapo€inje jo§ tijekom fetalnog razvoja, u drugom tromjesecju, a
povecéava Se tijekom tre¢eg tromjesecja (Doell i Kretchmer 1962). Vrhunac ekspresije laktaze
slijedi odmah nakon rodenja novorodencadi za koje je vrlo vazno da mogu probaviti laktozu
ukoliko im je majéino mlijeko jedini izvor hranjivih tvari. Nakon prvih nekoliko mjeseci

djetetova Zivota, ekspresija laktaze se smanjuje (Deng i sur. 2015).

1.3.2. Evolucija konzumacije mlijeka i laktazno perzistentnog fenotipa

S obzirom na aktivnost i neaktivnost enzima laktaze nakon djecje dobi, razlikujemo dva
fenotipa: laktazno perzistentni i laktazno neperzistentni fenotip (hipolaktazija). Smanjenje
ekspresije laktaze s vremenom dovodi do intolerancije na laktozu, odnosno do nemoguénosti
probavljanja laktoze kod laktaza neperzistentnih osoba (Troelsen i sur. 2003). Kod laktaza

neperzistentnih osoba, nakon dvije do tri godine zivota ekspresija laktaze pocinje se smanjivati,



a u razdoblju od pete do desete godine zivota, aktivnost laktaze odrzava se na niskoj razini
(Misselwitz i sur. 2013). Kod veéine sisavaca i ljudi, aktivnost laktaze u odrasloj dobi iznosi
oko 10% aktivnosti laktaze u neonatalnoj dobi (Szilagyi i Ishayek 2018). Suprotno tome,
laktaza perzistentne osobe zahvaljuju¢i varijantama u genu MCM6 (akronim od eng.
Minichromosome Maintenance Complex Component 6), unutar kojeg se nalazi regulacijska
regija ekspresije gena za laktazu LCT (od eng. human lactase gene), zadrzavaju mogucnost
ekspresije laktaze, a time i moguénost probavljanja laktoze i u kasnijim razdobljima zivota,

nakon djecje dobi i prestanka dojenja.

Laktazno perzistentni fenotip pojavio se prije otprilike 7500-10000 godina,
najvjerojatnije istovremeno u Europi, Africi i na Bliskom Istoku (Swallow 2003). Navedena
korelacija ¢esto se navodi kao primjer koevolucije gena 1 kulture, tj. slucaja kada je neka
genetska varijanta u okolisu u kojem je doslo do promjene kulture Zivljenja, izlozena selektivnoj
prednosti u odnosu na druge varijante (Malmstrém i sur. 2010). Tako je perzistencija na laktozu
postala ¢es¢a u populacijama koje su se bavile stocarstvom te konzumirale mlijeko i mlijecne
proizvode i obratno, konzumacija mlijeka i mlije¢nih proizvoda postala je ¢e$¢a u populacijama
u kojima je bio izrazeniji laktazno perzistentni fenotip (Itan i sur. 2009). Procjenjuje se da
koevolucija perzistencije na laktozu i konzumacije mlijeka u Europi datira otprije 6256 do 8683
godine, a pojavila se na podru¢ju izmedu srediSnje Europe i sjevernog Balkana (Itan i sur.

2009).

Model su prvi predstavili Feldman i Cavalli-Sforza (1989); izracunali su da bi bilo
potrebno otprilike 300 narastaja (vrijeme koje je proteklo od pojave stoCarstva do sadasnjosti)
da bi se ucestalost alela odgovornog za sposobnost sinteze laktaze povecala, no samo u slucaju
jakog, okomitog prijenosa kulture potrosnje mlijeka. Da se dogodilo da veliki broj nasih
predaka nije konzumirao mlijeko, alel odgovoran za sposobnost sinteze laktaze kod njihovih bi
potomaka dostigao visoku ucestalost samo uslijed nerealno velike selekcijske prednosti
potro$nje mlijeka. |z toga prozlazi da zemljopisna razdioba sposobnosti sinteze laktaze

odrazava populacijske razlike u ja¢ini prijenosa kulture potrosnje mlijeka.

Laktazno neperzistentni fenotip javlja se u nekom trenutku zivota u otprilike 75%
svjetske populacije, dok je u preostalih 25% svjetske populacije izrazen laktazno perzistentni
fenotip (Mattar i sur. 2012). Osobe koje su neperzistentne na laktozu mogu apsorbirati 42-77%
od unesenih 12 grama laktoze u organizam, a osobe koje su perzistentne mogu apsorbirati i do
95% istog unosa (Bond i Levitt 1976).



Hipolaktazija (laktazno neperzistentni fenotip) se nasljeduje recesivno i autosomno.
Osobe kod kojih je izrazen laktazno neperzistentni fenotip su recesivni homozigoti jer su od
svojih roditelja, koji su mogli biti heterozigoti ili homozigoti za laktazni alel s niskom
aktivnoSc¢u naslijedili dvije kopije tog alela s niskom aktivnos¢u. Osobe kod kojih je izrazen
laktazno perzistentni fenotip mogu biti heterozigoti ili dominantni homozigoti za alel s ve¢om
aktivnoscu, tzv. ,laktaza-aktivan“ alel (Tagliaretti 2017). Istrazivanja pokazuju kako je kod
osoba koje su dominantni homozigoti za laktazno perzistentni fenotip aktivnost enzima laktaze
¢ak 10 puta veca nego kod osoba koje su recesivni homozigoti i kod kojih je izrazen laktazno
neperzistentni fenotip. Kod osoba koje su heterozigoti, aktivnost enzima laktaze krece se u
rasponu izmedu aktivnosti izmjerenih kod recesivnih i dominantnih homozigota (Enattah i sur.
2007).

Kada govorimo o laktozi i fenotipovima povezanima s laktozom, vazno je razlikovati
jos dva pojma, a to su malapsorpcija laktoze i intolerancija na laktozu. Malapsorpcijom laktoze
naziva se neucinkovita probava laktoze zbog toga §to je ekspresija enzima laktaze smanjena ili
je enzim ostecen (Misselwitz i sur. 2013). Najéesci uzrok malapsorpcije je neperzistentnost na
laktozu. Zbog malapsorpcije laktoze, dio laktoze koja je unesena u organizam i razgradena na
monosaharide se ne apsorbira u tankom crijevu, ve¢ probavom dospijeva u debelo crijevo
(Shaukat i sur. 2010). Malapsorpcija laktoze nije isto Sto i intolerancija na laktozu (Misselwitz
i sur. 2013). Intolerancija na laktozu odnosi se na gastrointestinalne poteskoce koje su
uzrokovane nepotpunom probavom laktoze. Do nepotpune probave laktoze dolazi zbog
nedovoljne koncentracije laktaze, zbog ¢ega se laktoza ne moze u potpunosti razgraditi na
galaktozu i glukozu. Nepotpuna probava laktoze dovodi do priljeva tekucine i elektrolita u
unutra$njost crijeva, S obzirom da je u crijevima veci osmotski tlak, $to uzrokuje dijareju (Malik
i Panuganti 2018). Osim toga, bakterije koje se nalaze u crijevima fermentiraju neapsorbiranu
laktozu kako bi ju razgradile na masne kiseline pri ¢emu se stvaraju plinovi kao §to su vodik,
metan i ugljikov dioksid, sto uzrokuje smetnje kao S§to je nadutost (Ingram i sur. 2008).
Nemogucnost potpune probave laktoze ocituje se simptomima kao §to su: dijareja, nadutost i
bol u abdomenu, flatulencija (ispustanje vjetrova), mucnina i povracanje. Simptomi se najéesce
javljaju pola sata do dva sata nakon konzumacije mlijeka ili mlije¢nih proizvoda (Malik i
Panuganti 2018). Osim navedenih simptoma, ¢esti su simptomi i bolovi u miSi¢ima i
zglobovima, glavobolja, umor, alergije, sréane aritmije, gubitak koncentracije, teskoce u
kratkorocnom pamcenju, upale grla, ucestalo mokrenje i drugi, a intolerancija laktoze moze

uzrokovati i muc¢ninu, povracanje i konstipaciju (zatvor) (Matthews i sur. 2005).



1.3.3. Gen LCT i njegovi polimorfizmi

Laktazu kodira jedan gen, LCT, veli¢ine 49,3 kb, koji se nalazi na dugom kraku
kromosoma 2; 2921.3 (Gerbault i sur. 2017). Gen LCT sadrzi 17 eksona i kodira ukupno 1927
aminokiselina (Anguita-Ruiz i sur. 2020). S laktazno perzistentnim fenotipom povezane su
varijante polimorfizama jednog nukleotida (akronim od eng. Single Nucleotide Polymorphisms,
SNP) gena LCT. Polimorfizam jednog nukleotida je promjena jedne baze u molekuli DNA koja
se javlja u populaciji s ucestalos¢u ve¢om od 1% - ako je rjeda, smatra se mutacijom.

Kod osoba perzistentnih na laktazu otkriveni su sljede¢i polimorfizmi jednog
nukleotida: -13.907G>C (rs41525747), -13.910C>T (rs4988235), -13.915T>G (rs41380347), -
14.009T>G (rs869051967), -14.010G>C (rs145946881) te -22.018G>A (rs182549) (Enattah i
sur. 2002; Imtiaz i sur. 2007; Ingram i sur. 2007, 2009; Jones i sur. 2013; Tishkoff i sur. 2006;
Gerbault i sur. 2017). Vecina navedenih polimorfizama smjestena je otprilike 14 kb uzvodno
od promotora za gen LCT, u intronu 13 susjednog gena MCM®6 koji djeluje kao pojaciva¢ LCT
gena, kao $to je prikazano na Slici 2. (Gerbault i sur. 2017; slika je prilagodena i preuzeta prema
Ranciaro i sur. 2014). Iznimka je polimorfizam -22.018G>A (rs182549), koji se nalazi u intronu
9 gena MCM6 i koji se takoder povezuje s laktazno perzistentnim fenotipom, posebice u
europskim populacijama, ali je za razliku od polimorfizma -13.910C>T pronaden i u nekim

populacijama u sjevernoj i sredi$njoj Africi (Ségurel i Bon 2017).
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Slika 2. Lokacija polimorfizama u intronima 9 i 13 gena MCM6 na kromosomu 2g21.3 koji

utjecu na laktazno perzistentni fenotip, prilagodeno i preuzeto prema Ranciaro i sur. (2014).



Polimorfizam -13.910C>T (rs4988235), smjesten 13,9 kb uzvodno od eksona 1 gena
LCT, u intronu 13 susjednog gena MCM6 (Mulcare i sur. 2004), odgovoran je za toleranciju na
laktozu u odrasloj dobi u Europi i zapadnoj Euroaziji (Gallego Romero i sur. 2011). Kod laktaza
neperzistentnih osoba na mjestu -13.910 prisutna je baza C (citozin), a kod laktaza perzistentnih
osoba je citozin zamijenjen timinom (T). Pretpostavka je kako se ova mutacija dogodila prije
otprilike 5960 godina na podruc¢ju danasnje Ukrajine, pri ¢emu se alel T prosirio, osim diljem
Euroazije, podru¢jem od dana$njeg Kazahstana do danasnje Spanjolske u razdoblju prije 3500
do 4000 godina (Ségurel i sur. 2020). Polimorfizam -13.910C>T nalazi se u transkripcijskom
slijedu pojacivaca koji snazno potice aktivnost LCT promotora. lako obje varijante imaju ulogu
pojacivaca, varijanta -13.910*T djeluje 4 puta snaznije na aktivnost promotora od *C varijante
(Troelsen i sur. 2003).

Vecdinu africkih plemena ¢ine populacije s visokom prevalencijom laktazno
perzistentnog fenotipa, no kod njih nije utvrdena prisutnost varijante -13.910*T (Mulcare i sur.
2004). Alel -14.010*C je odgovoran za perzistentnost na laktazu populacija Kenije i Tanzanije
(Enattah i sur. 2008); u¢estalost ovog alela u Tanzaniji je od 39% do 46%, a u Keniji oko 32%
(Tishkoff i sur. 2006). Osim varijante -14.010*C, u strukturi populacija u Keniji prisutni su i
aleli -13.907*C i -13.915*G, koji se javljaju s ucestalosé¢u >5% (Tishkoff i sur. 2006). Osim u
Keniji, alel -13.907*C prisutan je i u populacijama Sudana i Etiopije, a alel -13.915*G u
populacijama Isto¢ne i Sjeverne Afrike i Bliskog Istoka (Tagliaretti 2017). Osim alela -
13.907*C, u Etiopiji su prisutni svi navedeni aleli kao i alel -14.009*G, vjerojatno zbog toga
Sto je Etiopija u posljednjih 5000 godina, otkada je laktazno perzistentni fenotip omogucavao

selektivnu prednost, bila sjeciSte migracija ljudi (Jones et al 2013).

UCcestalosti alela mogu se mijenjati tijekom duzih vremenskih razdoblja zbog
genetickog drifta. Promjene ucestalosti najceS¢e su spore, osim kada se radi o malim

populacijama (Gerbault i sur. 2017).
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1.3.4. Fenotipovi tolerancije na laktozu u svijetu

lako je prvotno prevladavalo misljenje kako je laktazno perzistentni fenotip prisutan
globalno, istrazivanja i podaci prikupljeni od 60-tih godina dvadesetog stoljea naovamo,
ukazuju na to da se tolerancija na laktozu javlja u odredenim geografskim podruc¢jima, ali ne
globalno, te da je perzistencija laktaze nastala kao posljedica promjena u genomu (Gallego
Romero i sur. 2011). Laktazno perzistentni fenotip najmanje je izrazen u onim populacijama
Ciji su se preci bavili ratarstvom i kultiviranjem biljaka, a ne domestifikacijom Zivotinja, ili su
pak domestificirali zivotinje koje ne proizvode mlijeko (Ségurel i sur. 2020). S druge strane,
najveca ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa pronadena je u populacijama ¢iji su se preci
bavili domestifikacijom stoke i konzumacijom njihovog mlijeka. Tako, primjerice, laktazno
perzistentni fenotip u nekim africkim agrikulturalnim populacijama iznosi 5-20%, dok se u
africkim populacijama koje su konzumirale mlijeko i bavile se uzgojem zivotinja ovaj fenotip

javlja u rasponu 50-90% (Tishkoff i sur. 2006).

Ucestalosti fenotipova povezanih s laktozom variraju unutar razli¢itih zemljopisnih
regija. Najveca ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa prisutna je u populacijama na Sjeveru
Europe, kao i kod Beduina, zatim u nekim afri¢kim plemenima te u Punjabu u Indiji (Troelsen
i sur. 2003). Beduini su primjer populacije koja je zivjela nomadskim na¢inom zivota te su
kozumirali mlijeko deva (Cook i Al-Torki 1975). Ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa u
zemljama poput Svedske i Danske iznosi vise od 90%, a smanjuje se prema juznoj Europi i na
Bliskom Istoku, sa smanjenjem geografske Sirine. Tako, primjerice, u Spanjolskoj i Francuskoj

iznosi otprilike 50%.

Osim na sjeveru Europe, ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa visoka je i u ostatku
Europe. Primjerice, u isto¢noj i sjevernoj Europi ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa se
krece se u rasponu 15%-54%, a u sredi$njoj i zapadnoj Europi 62%-86% (Itan i sur. 2010). Na
indijskom potkontinentu takoder postoje razlike u ucestalosti laktazno perzistentnog fenotipa;
veca ucestalost ovog fenotipa prisutna je na sjeverozapadu potkontinenta, a manja na istoku

(Ingram i sur. 2008).

Australija, Oceanija, sub-saharska Afrika, isto¢na i juzna Azija su regije u kojima je
uoCena mala ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa (Holden i Mace 2009). Ucestalost
laktazno perzistentnog fenotipa u Kini iznosi 15%, a u Sjevernoj Koreji, Vijetnamu i Kambodzi

uopce nije detektiran (Anguita-Ruiz i sur. 2020).
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Sto se ti¢e Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava i Meksika, situacija je specifi¢na. Naime,
ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa javlja se u rasponu 83-93% kod Amerikanaca ¢ije je
podrijetlo skandinavsko ili europsko. Nadalje, ucestalost ovog fenotipa kod Amerikanaca
porijeklom iz Afrike krece se u rasponu 12-40%, a ucestalost kod osoba meksi¢kog porijekla
koje zive u ruralnim podrucjima iznosi 30% (Anguita-Ruiz i sur. 2020). Uc¢estalost laktazno
perzistentnog fenotipa kod Americkih Indijanaca krece se u rasponu 81-92% (Anguita-Ruiz i
sur. 2020). U Juznoj Americi u¢estalosti laktazno perzistentnog fenotipa su sljedeée: u Cileu
38%, u Brazilu 37%, u Urugvaju 30%, u Kolumbiji 20%, a u Peruu 6% (Anguita-Ruiz i sur.
2020).

1.3.5. Fenotipovi tolerancije na laktozu u Republici Hrvatskoj

Za Republiku Hrvatsku ne postoje precizni podaci o tome koliki je udio stanovniStva
intolerantan na laktozu. Pretpostavka je da se radi o0 20% do 30% stanovnistva, S obzirom na
prevalenciju laktoza intolerantnih osoba u zemljama podneblja kojem pripada i Hrvatska
(https://bonifarm.hr/laboratorij/strucni-clanci/intolerancija-na-laktozu/). Szilagyi i suradnici
(2014) su objavili da ucestalost laktazno neperzistentnog fenotipa u Hrvatskoj iznosi 35%.
Rezultati studije koja je uklju¢ivala populaciju Hrvatske (koja uzima da je geneticka
predispozicija za intoleranciju laktoze oko 40%) potvrduju trend smanjenja perzistencije

laktaze sa smanjenjem geografske duzine u Europi (Mattar i sur. 2012; Skaro 2016).

1.4. Selektivna prednost lakatzno perzistentnog fenotipa

Kao $to je ve¢ navedeno, mlijeko je vaZan izvor hranjivih tvari, ali 1 kalorija, stoga su
osobe tolerantne na laktozu mogle ekonomiénije iskoristiti hranjive tvari iz mlijeka, koje je u
zimskom periodu kada nije bilo Zitarica ili u godinama kada su urodi propali, ponekad bilo
jedini alternativni izvor hrane (Gerbault i sur. 2011). Osobe koje su tolerantne na laktozu, u
populacijama koje su zivjele u susSnim podruc¢jima, bile su u prednosti u odnosu na osobe koje
su netolerantne na laktozu zato §to su mogle konzumirati mlijeko umjesto vode. Osobama koje
su netolerantne na laktozu, nemoguénoséu konzumacije mlijeka onda kad je voda bila
nedostupna ili zbog onecisS¢enja Stetna za zdravlje, prijetila je opasnost od dehidracije ili dijareje
(Cook i Al-Torki 1975).
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https://bonifarm.hr/laboratorij/strucni-clanci/intolerancija-na-laktozu/

U populacijama na sjeveru Europe, osobe kod kojih je izrazen laktazno perzistentni
fenotip takoder su bile u selektivnoj prednosti pred osobama koje su neperzistentne na laktozu.
Hipotezu koja objasnjava ovu prednost predstavili su Flatz i Rotthauwe (1973), a odnosi se na
apsorpciju kalcija. Kalcij se apsorbira u crijevu uz prisutnost vitamina D. Ljudski organizam
sadrzi otprilike 1200 grama kalcija. Od ukupne koli¢ine kalcija u organizmu, najveca koli¢ina
kalcija (98-99%) nalazi se u kostima i zubima, a ostatak (1-2%) kalcija nalazi se u krvi (Pandey
2011). lako je kalcij u krvi prisutan u manjem postotku, on je vazan za zgrusavanje Krvi,
prijenos impulsa, funkcioniranje enzima i miSi¢énu aktivnost (Pandey 2011). Kalcij koji
izgraduje kosti moZe se otpustiti u krv i obrnuto, kako bi se odrzala ravnoteza kalcija u tijelu.
To je posebno izrazeno prilikom rasta ljudskog organizma. Ukoliko je u krvi koncentracija
kalcija niska, otpustit ¢e se kalcij iz kostiju kako bi se koncentracija kalcija u krvi vratila na
normalne vrijednosti, a specifi¢ne stanice izgradit ¢e novu kost. Specificne stanice mogu
izgraditi novu kost samo ako je u organizmu prisutna dovoljna koncentracija kalcija; ukoliko je
koncentracija kalcija u organizmu niska, nije moguce izgraditi novu kost. Osim §to je prilikom
nedostatka kalcija u tijelu nemoguce izgraditi nove kosti, nedovoljan unos kalcija odrazava se
i na stanje postojecih kostiju. Naime, iz postojecih kostiju u tijelu otpusta se kalcij u krv te kosti
postaju porozne, lako lomljive i krhke. Takvo stanje naziva se osteoporoza (Pandey 2011).
Hrana je vazan izvor kalcija, a namirnice bogate kalcijem su primjerice mlijeko, mlije¢ni

proizvodi, oraSasti plodovi, le¢a, Spinat, brokula, grah, cvjetaca itd. (Pandey 2011).

Vitamin D u ljudski organizam dospijeva konzumacijom namirnica kao S§to su
primjerice srdele, tuna, skusa, losos, zumanjak i crveno meso (Cowbrough 2015). Osim toga,
vitamin D moze se 1 sintetizirati u ljudskom organizmu djelovanjem ultraljubicastog zracenja
na kemijski spoj 7-dehidrokolesterol u kozi, koji se razli¢itim metaboli¢ckim procesima u jetri i
bubrezima pretvara u aktivan oblik vitamina D. Populacije na sjeveru Europe zbog smanjenog
intenziteta suncevog zraCenja stvarale su manje koli¢ine vitamina D, §to je uzrokovalo
smanjenu apsorpciju kalcija iz mlijeka i mlijeCnih proizvoda. Ljudi kod kojih je izrazen
laktazno perzistentni fenotip mogli su konzumirati mlijeko koje je bogato kalcijem i vitaminom
D te su na taj nacin bili u selektivnoj prednosti pred laktazno neperzistentnim fenotipom koji
zbog netolerancije nisu mogli konzumirati mlijeko, a zbog smanjenog intenziteta zraenja nisu

mogli stvarati dovoljne koli¢ine vitamina D potrebne za normalnu apsorpciju kalcija.
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Laktazno perzistentni fenotip i antropometrijska obiljezja

Osobe koje su laktaza neperzistentne najcesc¢e imaju restriktivniju prehranu u odnosu na
laktaza perzistentne osobe jer su iz svoje prehrane izbacile mlijeko 1 mlijecne proizvode.
Restriktivnom prehranom nastoje se sprijeciti ili ublaziti simptomi i gastrointestinalne
poteskoce koje se javljaju kao posljedica konzumacije mlijeka i mlije¢nih proizvoda koji sadrze

laktozu u ve¢im koli¢inama.

Gastrointestinalne poteskoce i restriktivna prehrana u odnosu na osobe s perzistencijom
laktaze mogle bi utjecati na antropometrijska obiljezja ljudi s intolerancijom laktoze.
Restriktivna prehrana moze se negativno odraziti na zdravlje Covjeka ukoliko covjek ne
nadoknaduje nedostatak kalcija i vitamina D, koji su inace prisutni u mlijeku, mineralima i
vitaminima iz drugih izvora. Nedovoljan unos kalcija i vitamina D u organizam moze
uzrokovati smanjenu gusto¢u kostiju (Suchy i sur. 2010), ali i nizi indeks tjelesne mase u
odnosu na laktaza perzistentne osobe (Mendelian Randomization of Dairy Consumption
Working Group 2018). Zbog smanjene gustoce kostiju moze do¢i do njihovog prijeloma, a kao
posljedica nedovoljnog unosa vitamina D Eesto se razvija rahitis. Nadalje, mlije¢ni proizvodi
koji sadrZe laktozu su energetski bogati te njihova konzumacija povecava dnevni unos kalorija,
dok kod laktoza intolerantnih osoba gastrointestinalni problemi poput proljeva otezavaju

apsorpciju nutrijenata kroz crijeva.

Cesto ljudi simptome razli¢itih probavnih poremecéaja i bolesti pripisuju intoleranciji na
laktozu pa se izlazu restriktivnoj prehrani bez potvrde lije¢nika. Cak svaka tre¢a osoba koja
smatra kako je intolerantna na laktozu, zapravo nije (Skaro 2016). Adolescenti i odrasli sa
dijagnosticiranom intolerancijom laktoze mogu probaviti otprilike 12 grama laktoze bez
simptoma, ukoliko se ta laktoza u organizam unese tijekom jednog obroka. 12 grama laktoze
koli¢ina je koja odgovara jednoj Salici mlijeka. Osobe s dijagnosticiranom intolerancijom
laktoze mogu probaviti i1 vece koli¢ine laktoze, ako konzumiraju namirnice bogate laktozom

tijekom vise obroka u kombinaciji s drugim namirnicama, a ne odjednom (Suchy i sur. 2010).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja je koriStenjem polimorfnih markera rs4988235 i
rs41380347 gena MCM6 analizirati genetsku posebnost triju populacija Roma Hrvatske,
odrediti njihovu genetsku udaljenost u odnosu na svjetske populacije te analizirati povezanost

varijanti gena MCM6 s antropometrijskim pokazateljima uhranjenosti Roma.
Specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

e Utvrditi ucestalosti alela i genotipova varijanti rs4988235 (-13.910C>T) i rs41380347
(-13.915T>G) gena MCM6 u trima populacijama Roma Hrvatske.

e Utvrditi jesu li genotipovi analiziranih varijanti u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi te
odrediti jesu li tri analizirane romske skupine, s obzirom na medusobnu geografsku
udaljenost i kulturolosku specifi¢nost, ujedno i medusobno reproduktivno izolirane.

e Odrediti geneticku udaljenost (Fst) i poloZaj Roma Hrvatske u odnosu na ostale svjetske
populacije (podaci iz baze podataka 1000Genomes) na temelju polimorfizama gena
MCM6.

e Odrediti jesu li polimorfne varijante gena MCM6 povezane s antropometrijskim

pokazateljima uhranjenosti u populaciji Roma Hrvatske.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorak

Uzorak ovog istrazivanja je obuhvatio 472 osobe oba spola, pripadnike populacije Roma
s podruéja Zagreba, Baranje i Medimurja. U sklopu projekta ,,Kompleksna obiljeZja i zdravlje
stanovniStva od djetinjstva do duboke starosti (MZOS br. 196-1962766-2747, voditeljica
prof.dr.sc. Nina Smolej Naranc¢i¢) i projekta ,,Molekularno-geneticka obiljezja populacija
utemeljitelja- Romi kao model*“ (MZOS br. 196-1962766-2763, voditeljica prof. dr. sc. Branka
Janiéijevi€) provedena su terenska istrazivanja u Baranji 1 Medimurju 2005. 1 2006. godine.
Istrazivanje u Zagrebu provedeno je u sklopu projekta dobrotvorne zaklade Nutricia Research
Foundation pod naslovom ,,Debljina kod hrvatskih Roma: interakcija gena leptinskog sustava
i biomarkera prehrambenog statusa u razli¢itom okruzju® (voditeljica dr. sc. Tatjana Skari¢-
Juri¢) 2012. godine. Na terenskim istrazivanjima podatke su prikupljali djelatnici Instituta za
antropologiju u suradnji sa Hrvatskim zavodom za javno zdravstvo, Uredom za nacionalne
manjine Vlade Republike Hrvatske te uz pomo¢ ¢lanova udruge ,,Romi za Rome*. U sklopu
terenskih istrazivanja ispitanici su ispunili upitnik, napravljena su antropometrijska mjerenja i
ultrazvuéna denzitometrija te je ispitanicima izvadena krv za izolaciju DNA i provedbu

biokemijskih analiza.

Istrazivanja je odobrilo Eticko povjerenstvo Instituta za antropologiju. Svi ispitanici

dobrovoljno su sudjelovali u istrazivanjima te su dali informirani pristanak.

Uzorci prikupljeni u Zagrebu u ovom se radu vode pod nazivom ,,Zagreb*, a Romi koji
zive na podrucju Zagreba nazivaju jos i Balkanskim Romima. Romi iz Baranje i Medimurja
pripadaju Vlaskim Romima, tj. Romima Bajasima, a u radu se uzorci vode pod nazivom

,Baranja* 1 ,,Medimurje®.
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3.2. lzolacija DNA iz pune krvi metodom isoljavanja
3.2.1. Uzorci krvi

Uzorci krvi ispitanicima su uzimani venepunkcijom u sterilnu Vacutainer epruvetu u
kojoj se nalazila KsEDTA (etildiamintetraoctena kiselina) kao antikoagulans. Puna krv bila je
pohranjena u zamrzivacu na temperaturi -20°C prije nego $to je iz nje izolirana DNA metodom

isoljavanja (od eng. salting out), prikazanom u radu Miller, Dykes i Polesky (1988).

3.2.2. Postupak izolacije DNA metodom isoljavanja

Izolacija DNA metodom isoljavanja izvrsena je prema protokolu kojeg su objavili
Miller, Dykes i Polesky (1988). U ovoj metodi najprije se djelovanjem osmotskog tlaka u
uzorku pune krvi razaraju crvene krvne stanice (eritrociti) i istovremeno se odvajaju bijele
krvne stanice (leukociti), koje ostaju netaknute te se iz njih kasnije ekstrahira DNA. Bijele krvne
stanice se liziraju djelovanjem SDS-a koji otapa lipidne membrane i uniStava aktivnost proteina
membrane, a enzim proteinaza razgraduje nukleaze zbog cega DNA neostecena izlazi iz stanice.
Dodatkom vodene otopine natrijevog klorida ili neke druge soli visoke koncentracije, DNA se
odvaja od proteina koji se nakon centrifugiranja taloze na dnu, a DNA ostaje u supernatantu.
Nakon prenoSenja u novu epruvetu, iz supernatanta se dodatkom apsolutnog etanola i
centrifugiranjem taloZi DNA koja se dodatno ispire u etanolu, resuspendira u TE puferu i ¢uva

na +4°C u hladnjaku (Chacon-Cortes i Griffiths 2014).

Metoda izolacije DNA postupkom isoljavanja podijeljena je u dvije faze koje se odvijaju
u razmaku od dva do pet dana. Tijekom prvog dana izolacije DNA, tri volumena pufera za
hemolizu (1x) dodaju se u otprilike 7 mL uzorka periferne krvi. Sadrzaj epruvete promijesa se
pazljivo te se epruveta inkubira 20 minuta na ledu (-20°C). Nakon toga slijedi centrifugiranje
na 4000 rpm u trajanju od 10 minuta na +4°C. Nakon centrifugiranja, odlije se supernatant, a
preostalom talogu u epruveti dodaje se 10 mL pufera za hemolizu (1x). Mehanickim lupanjem
po epruveti nastoji se razmrviti talog. Nakon toga slijedi ponovno centrifugiranje na 4000 rpm
u trajanju od 10 minuta na +4°C. Ponovno se nakon centrifugiranja odlije supernatant, a na
talog se dodaje 3 mL SE-LIZA pufera (1X) te se sadrzaj epruvete snazno promijesa u trajanju
od 2 sekunde. Nakon toga u epruvetu se doda 200 pul pronaze uz lagano mijesanje te se na kraju
doda 400 ul 10%-tnog SDS-a.
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Druga faza zapocinje dovanjem jednog mililitra zasi¢ene vodene otopine NaCl u
epruvetu uz snazno mijeSanje sadrzaja epruvete 15-20 sekundi ili mijeSanje na vrtlogu
(,,vortexu“) otprilike 10-15 sekundi. Nakon toga slijedi centrifugiranje sadrzaja epruvete na
3000 rpm u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja uz pomo¢ sterilnih kapaljki,
supernatant se prenese u novu plasti¢nu epruvetu te se na supernatant dodaju 2 volumena 96%-
tnog etanola (apsolutnog etanola). Otprilike pet minuta nakon dodavanja apsolutnog alkohola,
DNA ispliva na povrsinu u obliku bijelog precipitata koji se naziva ,,meduzasta DNA®,
Izolirana ,,meduzasta DNA* se prenese u ¢istu epruvetu u koju se doda 50 ul 70%-tnog etanola.
Nakon toga slijedi centrifugiranje na 13000 rpm kako bi se DNA spustila na dno epruvete.
Nakon centrifugiranja dio etanola se odstrani, pazljivo, uz pomo¢ pipete ili izlijevanjem na
papir koji upija visak etanola. Otklopljena epruveta se stavi na inkubaciju u termostat na 37°C
nekoliko sati, pri cemu preostali dio etanola ishlapi. Nakon S§to se epruveta izvadi iz termostata,
na osuSenu DNA doda se 250 pl vode. Tijekom no¢i, epruveta se stavi na inkubaciju na 37°C.
Nakon inkubacije, sadrzaj epruvete mijeSa se dva do tri dana na mjesalici (shaker) nakon ¢ega
se izolirana DNA ¢uva na -20°C u zamrzivacu. Koncentracija DNA je izmjerena koristenjem
flourometra Qubit 3.0.

3.3. Postupak genotipizacije uzoraka

Genotipizacija polimorfizma jednog nukleotida, SNP (od eng. single nucleotide
polymorphism), rs4988235 i polimorfizma jednog nukleotida rs41380347 gena MCM6 izvrsena
je u komercijalnom laboratoriju LGC Genomics na 440 ispitanika od ukupno 472 ispitanika u
istrazivanju (za 32 ispitanika nisu uzeti uzorci krvi). Tofan broj uzoraka iz svake pojedine

populacije naveden je u Tablici 1.

Tablica 1. Romski uzorci - genotipizirani za polimorfizme rs4988235 i rs41380347 gena
MCM6.

SNP Ukupno Baranja | Medimurje | Balkan Neuspjela
genotipizirano genotipizacija
rs4988235 416 125 121 170 24
rs41380347 420 127 123 170 20
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Genotipovi su odredeni metodom KASP (od eng. Kompetitive Allele Specific PCR
genotyping system) (Semagn i sur. 2013). Genotipizacija metodom KASP temelji se na
fluorescenciji, tj. na alel-specificnom produzenju oligonukleotidne sekvence i prijenosa
energije fluorescentne rezonancije kako bi se generirao fluorescentni signal (Kumpatla i sur.
2012).

Za uspjesnu genotipizaciju metodom KASP potrebne su sljede¢e komponente:
mjesavina KASP, DNA koja ¢e se umnoziti i KASP reakcijska smjesa. MjeSavinu KASP ¢ine
tri poCetnice: dvije pocéetnice koje su specifi¢ne za polimorfizam jednog nukleotida od interesa-
uzvodne pocetnice, a jedna pocetnica je nizvodna pocetnica. Svaka uzvodna pocetnica ima na
svojem 5’ kraju jedinstveni slijed nukleotida tzv. rep, eng. tail. KASP reakcijska smjesa sastoji
se od polimeraze Taqg u puferskoj otopini te od kazete FRET (akronim od eng. Fluorescence

Resonant Energy Transfer).

Ova metoda odvija se u nekoliko koraka. Tijekom prvog koraka, jedna od uzvodnih
pocetnica specificnih za alel veZe se za ciljani SNP u jednom lancu molekule DNA na temelju
komplementarnosti, a istovremeno se nizvodna pocetnica veze za drugi lanac molekule DNA
te ga umnozava. U prvom ciklusu nastaje produkt metode umnozavanja lan¢anom reakcijom
polimeraze PCR (akronim od eng. Polymerase Chain Reaction), koji sadrzi jedan lanac kalup
iz pocetne, ciljane DNA, te drugi, njemu komplementarni lanac pri ¢emu je jedinstveni slijed

nukleotida na 5” kraju ugraden u produkt, ali se on ne umnoZzava.

U drugom koraku ove metode produkt iz prvog koraka se najprije denaturira. Na lanac
koji sadrzi jedinstveni slijed nukleotida s 5’ kraja veze se nizvodna pocetnica pri ¢emu se stvara
komplement cijelog lanca ukljuc¢ujuc¢i i komplement jedinstvenog slijeda nukleotida, a na drugi
lanac produkta iz prvog koraka veZze se uzvodna pocetnica. U sljede¢em koraku, na lanac u
kojem se nalazi komplement jedinstvenog slijeda nukleotida, s 5’ kraja veze se kazeta FRET
na temelju komplementarnosti. Kazete FRET obiljezene su fluorescentno s dva razlicita
fluorofora; FAM i HEX, kako bi se mogao razlikovati homozigotni i heterozigotni genotip.
Prilikom vezanja kazete FRET na komplementarni dio lanca emitira se fluorescentni signal jer
se fluorofor oslobada od utiSivaca. Na temelju fluorescentnih signala, koji se interpretiraju
nakon zavrSetka lancane reakcije polimerazom, odreduje se broj homozigota i heterozigota.
Fluorescenciju FAM emitira uzorak koji je homozigotan za alel koji detektira boja FAM,
fluorescenciju HEX uzorak koji je homozigotan za alel koji detektira boja HEX, a heterozigotni
uzorak emitira oba signala (Kuhanec 2017).
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Genotipizacija metodom KASP iscitana je sa suprotnog lanca DNA, ali smo u
interpretaciji podataka koristili trenutni standard GRCh38 te naveli rezultate kao da su ocitani
s minus lanca DNA.

3.4. Antropometrijska mjerenja provedena u istraZivanju

Antropometrijska mjerenja provedena u istrazivanju ukljucivala su mjerenja tezine i
visine tijela, sjedece visine, Sirine ramena (biakromijalni raspon), $irine zdjelice (bikristalni
raspon), bikondilarne Sirine nadlakti¢ne kosti (lakta), Sirine ru¢nog zapesca, opsega struka,
opsega bokova, subskapularnog koznog nabora i koznog nabora tricepsa koji su izmjereni na
ispitanicima u sve tri regije te mjerenja koznog nabora trbuha, potkoljenice 1 midaksilarnog
koznog nabora koji su izmjereni na ispitanicima iz regije Balkan. Sva mjerenja provedena su
prema standardnom IBP protokolu (akronim od eng. International Biological Programme;
Weiner i Lourie 1981). Mjerenja se prema IBP protokolu vr$e na nedominantnoj strani tijela
ispitanika (za veéinu ispitanika nedominantna strana tijela bila je lijeva strana tijela). Kozni
nabori mjere se tri puta nakon ¢ega se izracunava srednja vrijednost koja se uzima kao konac¢ni

rezultat, a dimenzije tijela mjere se najées¢e samo jednom.

Masa ispitanika mjerena je pomocu digitalne vage postavljene na vodoravnu povrsinu
te je izrazena u kilogramima s preciznos$¢u od 0,1 kg. Prilikom mjerenja visine tijela ispitanik
je stajao uspravno, skupljenih stopala, bosonog na vodoravnoj podlozi. Visina svakog ispitanika

mjerena je pomocu stadiometra s rasponom mjerenja 200,0 cm.

Visina trupa ispitanika mjerena je antropometrom u sjede¢em poloZaju na nacin da je
stolica na kojoj je sjedio ispitanik bila ravna i prislonjena na zid. Tijekom mjerenja visine trupa
ispitanik se takoder naslonio na zid, glavu je drZzao u ravnini s tijelom (tzv. frankfurtska
horizontala), trup je bio ravan, noge su slobodno visile, a laktovi ispitanika bili su uz njegovo

tijelo.

Kozni nabori mjereni su pomi¢nom mjerkom s preciznoséu od 0,1 mm. Na polovici
duljine straznje strane nadlaktice mjerena je veli¢ina koznog nabora tricepsa, a na polovici
donjeg dijela lopaticne kosti, gdje je nabor bio pri kutu od 45°C, mjerena je veliCina
subskapularnog koznog nabora. Osim ova dva kozna nabora koja su izmjerena kod svih
ispitanika, kod Balkanskih Roma mjeren je i kozni nabor trbuha, kozni nabor midaksilarno te

kozni nabor potkoljenice. KoZni nabor trbuha mjeren je na nacin da je ispitanik stajao uspravno,
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a ispitivac je ocitao vrijednost koznog nabora trbuha tako Sto je vrhovima pomicne mjerke
obuhvatio popre¢ni nabor u visini pupka 2 cm lateralno od njega, kojeg je ispitiva¢ podigao uz
pomoc¢ kaziprsta i palca slobodne ruke (one u kojoj je drzao pomi¢nu mjerlu). Kozni nabor na
potkoljenici mjeren je na nacin da je ispitanik sjedio sa stopalom poloZenim na ravnu podlogu,
a noga je u koljenu bila savijena pod pravim kutem. Na najSirem mjestu potkoljenice, iznad
troglavog misic¢a (lat. m. triceps brachii), na unutrasnjoj strani potkoljenice, ispitiva¢ je
kaziprstom i palcem slobodne ruke podignuo kozni nabor te je pomi¢nom mjerkom ocitao
izmjerenu vrijednost. Midaksilarni koZni nabor mjeren je tako $to je ispitanik stajao uspravno,
a ispitivac je kaziprstom i palcem slobodne ruke podigao kozni nabor u midaksilarnoj liniji na

razini ksifoidnog nastavka prsne kosti (lat. sternum), ispod desne ruke ispitanika.

Opsezi struka i bokova mjereni su tako da su ispitanici stajali uspravno, skupljenih nogu
i I peta, a mjerna traka bila je paralelna s podom. Opseg bokova mjeren je preko najsireg dijela
bokova i straznjice ispitanika, dok je opseg struka ispitanika mjeren na polovici udaljenosti
izmedu posljednjeg rebra i vrha zdjelicne kosti. Opsezi struka i bokova mjereni su

nerastezljivom mjernom trakom s preciznos¢u od 1 mm.

Sirina ramena i $irina zdjelice ispitanika mjerene su pomoéu pelvimetra, s to¢nos¢u od
0,1 cm, pri ¢emu je ispitanik stajao uspravno, na obje noge, skupljenih nogu i peta. Tijekom
mjerenja Sirine ramena ispitivac je postavio krakove pelvimetra na vanjski dio oba akromijalna
nastava lopatice tako da se pri tome komprimira meko tkivo, a tijekom mjerenja §irine zdjelice,
ispitivac je postavio vrhove pelvimetra na grebene zdjeli¢nih kostiju (lat. crista iliaca), takoder

komprimiraju¢i meko tkivo.

Sirina lakta i $irina zape$¢a ispitanika mjerene su pomocu kliznog $estara, s toéno§éu
od 0,1 cm, na nacin da je ispitanik stajao s flektiranom lijevom rukom u laktu pod pravim kutem.
Tijekom mjerenja Sirine lakta, ispitiva¢ je postavio vrhove kliznog Sestara na medijalni i
lateralni epikondil nadlakti¢ne kosti tako da se komprimira meko tkivo. Tijekom mjerenja Sirine
zapeS$ca, dlan ispitanika bio je okrenut prema dolje, a prsti skupljeni u smjeru uzduzne osovine
podlaktice. Vrhove kliznog Sestara ispitivac je polozio tako da se komprimira meko tkivo na
najSirem dijelu rucnog zgloba u podrucju stiloidnih kostanih nastavaka (lat. stylion ulnare i

stylion radiale).
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3.4.1. Indeksi izvedeni iz izmjerenih antropometrijskih vrijednosti

Na temelju antropometrijskih vrijednosti izmjerenih na ispitanicima izraCunati Su
sljedec¢i indeksi: ITM- indeks tjelesne mase, omjer tezine u kilogramima i visine izraZene U
metrima kvadratnim (od eng. body mass index, BMI), omjer koznog nabora tricepsa i
subskapularnog koznog nabora (od eng. triceps/subscapular ratio, TSR), omjer sjedeca
visina/visina tijela (od eng. sitting height/height ratio, SHR), omjer opseg struka/opseg bokova
(od eng. waist/hip ratio, WHR) te omjer opseg struka/visina tijela (od eng. waist/height ratio,
WHIUtR). Na temelju vrijednosti izraunatih indeksa procjenjuje se distribucija masnog tkiva u
tijelu (centralno ili periferno) te stupanj uhranjenosti ispitanika. Takoder je izracunat indeks

omyjera visine trupa odnosno sjedece visine 1 visine tijela, koji je indikator poremecaja rasta.

Na temelju podataka dobivenih za masu i visinu ispitanika izracunat je indeks tjelesne

mase (ITM) (Eesto nazvan i Queteletov indeks), prema formuli:

ITM = % .
Kategorizacija razreda uhranjenosti na temelju vrijednosti ITM-a prema preporukama Svjetske
Zdravstvene organizacije prikazana je u Tablici 2 (WHO Tech Rep Ser 1995). Indeks tjelesne
mase mjera je za debljinu (Nuttall 2015) te se pomocu vrijednosti ovog indeksa procjenjuje
stupanj uhranjenosti neke osobe. Indeks tjelesne mase racuna se brzo i jednostavno, a moze
otkriti potencijalne zdravstvene probleme vezane uz prekomjernu ili nedovoljnu tjelesnu masu.
Nedostatak ovog indeksa lezi u tome §to se prilikom njegovog izra¢una za odrasle osobe u obzir
ne uzima spol, starosna dob ili razina fizi¢ke aktivnosti (https://www.euro.who.int/en/health-

topics/disease-prevention/nutrition/a-healthy-lifestyle/body-mass-index-bmi).

Tablica 2. Kategorizacija razreda uhranjenosti na temelju vrijednosti indeksa tjelesne mase

(ITM), prema preporukama Svjetske Zdravstvene Organizacije (WHO Tech Rep Ser 1995).

Raspon indeksa ITM (kg/m?) Razred uhranjenosti
<18,50 Pothranjenost
18,50-24,99 Normalna tjelesna masa
25,00-29,99 Prekomjerna tjelesna masa
>30,00 Pretilost
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Omjer koznog nabora tricepsa i subskapularnog koznog nabora (TSR) racuna se kao

omjer veli¢ine koznog nabora tricepsa i veli¢ine subskapularnog koznog nabora:

kozni nabor tricepsa (mm)

TSR=

a subskapularni kozni nabor (mm) °

Vrijednosti ovog indeksa upotrebljavaju se kao pokazatelj raspodjele masnog tkiva u tijelu;

manje vrijednosti ukazuju na centralnu, a vece na perifernu raspodjelu masnog tkiva u tijelu.

Omyjer sjedece visine i visine tijela racuna se prema formuli:

sjedeca visina (mm)

omjer sjedeca visina/visina tijela = ——— .
visina tijela (mm)

Ovaj indeks upotrebljava se kao parametar za dijagnosticiranje poremecaja rasta.

Omijer opsega struka i opsega bokova (WHR) rac¢una se prema formuli (Odenigbo i sur.
2011):

opseg struka (cm)

WHR =

" opsegbokova (cm)’

Vrijednosti indeksa WHR Kkoriste se za procjenu abdominalne raspodjele masnog tkiva, tzv.
centralne raspodjele. Prema svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, (WHO, 1999) grani¢na
vrijednost indeksa WHR iznad koje se dijagnosticira metaboli¢ki sindrom (uz prisutnost drugih

kriterija) za muskarce iznosi >0,90, a za Zene >0,85.

Omijer opseg struka i visine tijela (WHtR) racuna se prema formuli:

opseg struka (cm)

WHIR =

visina tijela (cm)

Dobiveni omjer WHtR Koristi se za procjenu rizika od razvitka kardiovaskularnih bolesti (Choi

i sur. 2018), dijabetesa te hipertenzije kod oba spola (Ashwell i sur. 2011).

Osim navedenih indeksa, Cesto se kao indikator prekomjerne tjelesne mase koristi i
opseg struka, WC (od eng. waist circumference), ukoliko mu izmjerena vrijednost kod Zena

premasuje 88 cm, a kod muskaraca 102 cm (IDF- International Diabetes Federation, 2006).
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3.5. BiostatistiCke analize

U ovom istrazivanju za statisticku obradu podataka koriSteni su program Microsoft
Excel, softverski paket Arlequin ver.3.5.2.2., softver IBD (akronim od eng. Isolation By
Distance) ver.1.52 i statisti¢ki program SPSS 25.0 (akronim od eng. Statistical Package for
Social Sciences). Microsoft Excel koriSten je za unos i organizaciju podataka dobivenih
terenskim istrazivanjima. Najprije su zasebno analizirani rezultati genotipizacije i zasebno
rezultati antropometrijskih mjerenja, nakon cega je biostatistickim analizama ispitana
povezanost antropometrijskih vrijednosti i polimorfizama rs4988235 i rs41380347 gena
MCM6.

Uz pomo¢ softverskog paketa Arlequin provedena je molekularno geneticka obrada
rezultata genotipizacije. Arlequin je besplatni softverski paket koji uklju¢uje nekoliko osnovnih
i naprednih metoda i statistickih testova za analizu podataka iz podrucja populacijske genetike.
Neke od tih metoda su primjerice procjena ucestalosti alela i haplotipa, izraCunavanje
standardnih indeksa genetske raznolikosti, odstupanja od selektivne neutralnosti i demografske
ravnoteze. Cilj statistickih testova 1 metoda koje ukljucuje ovaj softver je dobivanje informacija
0 demografskim i genetskim znacajkama populacija. Uz pomo¢ softverskog paketa Arlequin u
ovom radu, provjerena je razlika u ucestalosti genotipova izmedu triju analiziranih populacija
(Exact test) te je ispitano je li uCestalost analiziranih alela bila u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi
(HWE, od eng. Hardy-Weinberg equilibrium). Takoder je koriSten za racunanje geneticke
udaljenosti (Fst) udaljenosti izmedu romske populacije i 20 svjetskih populacija iz baze
podataka 1000Genomes (https://www.internationalgenome.org/data/)

Karakteristike kvantitativnih antropometrijskih varijabli prikazane su deskriptivno
statistiCki. Studentovim t-testom (razina znacajnosti <0,05) testirane su razlike izmedu srednjih
vrijednosti kod muskaraca i zena. Mjere devet trudnica su izostavljene iz analiza sljedecih
antropometrijskih mjerenja: tjelesne mase, opsega struka, opsega bokova, subskapularnog
kozZnog nabora, koZnog nabora tricepsa, midaksilarnog koznog nabora, koZznog nabora trbuha,
koznog nabora potkoljenice te iz svih izraunatih indeksa kako tjelesne promjene povezane s
njihovom trudnocom ne bi utjecale na rezultate istrazivanja. Analizom varijance (ANOVA) uz
PostHoc test ispitana je povezanost genotipova s kvantitativnim vrijednostima izmjerenih
antopometrijskih varijabli dok je Pearsonovim Chi?-testom ispitana povezanost genotipova s
kategorijskim varijablama (ITM, WHR, WC i WHtR). Poravnanje po spolu napravljeno je tako

Sto je unutar svakog od dvaju spolova vrijednost svake varijable transformirana u z-vrijednost.

24



Rezultati oba spola zdruZeni su te je formirana tzv. ,,z-varijabla“ koja pozicionira mjerenu
varijablu u jedinicama standardne devijacije. Cilj poravnanja po spolu je isklju¢ivanje utjecaja
spolnih razlika koje su bile prisutne u gotovo svim ciljnim varijablama, a takva intervencija
omogucuje upotrebu informacija ukupnog uzorka u analizama. Za ovaj dio statistickih analiza

koristen je statisticki program SPSS 25.0

Test napravljen pomocu softverskog paketa IBD utvrduje postoji li statisticka
znacajnost korelacije matrice geneti¢kih udaljenosti (Fst) parova populacija s matricom
geografskih udaljenosti parova populacija pomo¢u Mantelovog testa. Vrijednost korelacije r
pada u rasponu od minus jedan (-1) do plus jedan (+1); r blizu broja -1 oznafava snaznu
negativnu korelaciju, dok r blizu broja +1 oznacava snaznu pozitivnu korelaciju. Vrijednost r
od i blizu nule (0) ne upucuje na korelaciju. Geografska duljina i $irina na kojoj se nalazi 21
analizirana  populacija  odredene su  koriStenjem interaktivne = web  stranice
https://www.latlong.net/, nakon ¢ega su te mjere upisane u interaktivni web softver
,Latitude/Longitude Distance Calculator® udruzenja National Hurricane Center and Central
Pacific Hurricane Center, koji omogucava izraCunavanje udaljenosti izmedu toc¢aka odredenih
geografskom Sirinom i geografskom duljinom u kilometrima

(https://www.nhc.noaa.gov/gccalc.shtml).
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4. REZULTATI

4.1. Demografski opisi ispitanika

U ovom istrazivanju su sudjelovali ispitanici oba spola, njihov broj po regijama prikazan
je u Tablici 3. Udio Zenskih i muskih ispitanika nije se statisti¢ki znacajno razlikovao izmedu

tri analizirane romske skupine (x* = 3,237, p = ns).

Tablica 3. Brojnost ispitanika prema spolu u ukupnom uzorku podijeljenom na tri analizirane

skupine.
Regija Spol N(%) Ukupno
zene muskarci
Baranja 69 (48,6) 73 (51,4) 142 (100,0)
Medimurje | 79 (59,4) 54 (40,6) 133 (100,0)
Zagreb | 105 (53,3) 92 (46,7) 197 (100,0)
Ukupno | 253 (53,6) | 219 (46,4) 472 (100,0)

Dob najmladeg ispitanika u uzorku iznosi 18 godina, a najstarijeg 72 godine. Srednja
vrijednost dobi svih ispitanika iznosila je 39,84 (+13,37) godina, a srednja vrijednost (£SD)
dobi ispitanika i ispitanica odvojeno po trima regijama prikazana je u Tablici 4.

Tablica 4. Srednja vrijednost (srednja vrijednost = SD) dobi ispitanica i ispitanika izraZzena u

godinama, prikazana odvojeno za svaki spol i sve tri analizirane romske skupine.

DOB (godine)
Regija srednja vrijednost (£ SD)
zene muskarci
Baranja 43,54+13,86 44,71+14,40
Medimurje 34,13+10,75 34,04+10,11
Zagreb 40,62+13,38 40,61+13,22
One-way ANOVA p <0,001 <0,001

SD- standardna devijacija

Rezultati analiza pokazuju da postoje statisticki znacajne razlike u srednjoj dobi izmedu
muskaraca iz triju analiziranih regija (p < 0,001), kao i izmedu Zena iz triju analiziranih regija
(p<0,001). Zene i muskarci iz regije Medimurje zna¢ajno su mladi od ispitanika iz druge dvije

regije (Baranja 1 Zagreb), dok su prosje¢no najstarije Zene i muskarci iz Baranje.
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4.2. Ucestalosti alela i genotipova

U ovom istrazivanju analizirani su polimorfizmi rs4988235 i rs41380347 gena MCM6.
Usporedba frekvencija ucestalosti genotipova (CC, CT i TT) i alela (C i T) navedenih
polimorfizama izmedu zena i muskaraca u tri analizirane romske skupine (Baranja, Medimurje,
Zagreb) te u ukupnom uzorku prikazane su u Tablici 5 za polimorfizam rs4988235 tj. u Tablici
6 za polimorfizam rs41380347. Genotipizacijom je utvrdeno da je polimorfizam rs41380347 u
analiziranim romskim subpopulacijama monomorfan tj. kod ispitanika je bio prisutan samo
genotip TT.

27



Tablica 5. Usporedba ucestalosti genotipova (CC, CT 1 TT) i alela (C i T) polimorfizma rs4988235 gena MCMB, testirane izmedu Zzena i muskaraca

unutar svake tri regije i u ukupnom uzorku, kao i izmedu triju regija. Razlike u ucestalostima izmedu spolova i regija testirane su Chi-kvadrat

testom (p <0,05), p=ns oznacava da razlike nisu statisti¢ki znacajne.

Baranja Medimurje Zagreb ukupan uzorak . = -
N (% N (% N (% N (% =) = o
rs4988235 D S N
S = 3
w p—
zene muskarci | Zene | muSkarci | Zene | muSkarci | Zene | muSkarci z
52 59 85 196 164 110 93 157
cC (86,7) | 58(87,9) | (79,7) | 34(65,4) | (93,4) | 72(90,0) | (87,1) | (82,8) (87,3) | (738) | (91,8)
15 29 15 32 14(8.2)
CT 8(13,3) | 7(10,6) | (20,3) | 17(32,7) | 6(6,6) | 8(10,0) | (12,9) | 32(16,2) | (11,9) | (254) '
TT 0(00) | 1(15) |00 | 1(1,9 |0(,0 | 0(,0 | 0(©0) | 2(0 | 1(08) | 1(0,8) 0
UKUDNO 60 66 74 52 91 80 225 198 126 126 171
P (100,0) | (100,0) |(100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0) | (100,0)
Chi-kvadrat
test 2=1111,p=ns x2=4,130, p = ns x2=0,657, p =ns ¥2=3,282, p =ns ¥2 =19,909, p < 0,001
112 123 133 176 152 421 360 235 218 328
C alel 85 (81,7)
(93,3) (932) | (89,9) (96,7) | (950) | (93,6) | (90,9) (93,3) | (86,5 | (95.9)
T alel 8(6,7) | 9(69) 15 [ 19(183) [ 6(3,3) | 8(50) 29 36 (9,1) | 17 (6,7) 34 14 (4,1)
(10,1) (6,4) (13,5)
Chi-kvadrat
test ¥2 =0,002, p=ns x2=3,462, p = ns %2=0,629, p = ns ¥2=2,080, p = ns 2 = 18,513, p<0,0001

¥2- rezultat Chi-kvadrat
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Nisu pronadene statisticki znacajne razlike u ucestalosti genotipova (CC, CT i TT) i
alela (C i T) polimorfizma rs4988235 gena MCM6 izmedu muskaraca i Zena niti u jednoj od tri
analizirane regije. Najvec¢u ucestalost u ukupnom uzorku ima genotip CC, koji je odgovoran za
laktazno neperzistentni fenotip, a njegova najveca ucestalost utvrdena je kod Romkinja (93,4%)
I Roma (90,0%) s podrucja Zagreba. Najveca ucestalost genotipa CT, odgovornog za lakatazno
perzistentni fenotip, utvrdena je kod Romkinja (20,3%) i Roma (32,7%) s podruc¢ja Medimurja
u odnosu na ostale dvije regije, dok je genotip TT, takoder odgovoran za laktazno perzistentni
fenotip, pronaden kod samo dva ispitanika: jednog muskarca iz Baranje i jednog muskarca iz

Medimurja.

Testiranja razlika u ucestalosti genotipova i alela izmedu regija su pokazala da u
Medimurju ima znacajno vise heterozigota CT (25,4%), u odnosu na Baranju (11,9%) i Zagreb
(8,2%) (p < 0,001), kao i nositelja T alela — u Medimurju 13,5%, nasparm 6,7% u Baranji i
4,1% u Zagrebu (p <0,0001).

Tablica 6. Ucestalosti genotipa TT i alela T polimorfizma rs41380347 gena MCM6 u uzorku

populacije Roma Hrvatske.

Baranja Medimurje ZLagreb
N (%) N (%) N (%) ukupan uzorak
MCMo
rs41380347 Zene muikarci Zene muskarci Zene muékarci Zene muikarci
62 66 75 53 a0 81 227 200
TT (100,0y | (100,00 | (100,00 | (100,0) | (1000 | (100,00 | (100,00 | (100.0)
72, p * * * *
124 132 150 106 180 162 454 400
T alel (100,00 | (100,00) | (100,00 | (100,007 | (100,00) | (100,00 | (100,00) | (100,00)
12, p * * * *

*nije moguce izraCunati vrijednosti Chi-kvadrat testa jer je polimorfizam rs41380347 monomorfan

Kao §to je ve¢ navedeno, polimorfizam rs41380347 gena MCM6 je monomorfan te je u

istrazivanju utvrden samo genotip TT.

Izmedu genotipova oba analizirana polimorfizma nema otklona od Hardy-Weinberg-a
(p = ns). Exact test diferencijacije populacije pokazao je da je populacija Roma Medimurja

znacajno udaljena od Roma Baranje (p < 0,05), a i od Roma Zagreba (p < 0,00001). Potonje
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dvije populacije nisu pokazale medusobnu statisticki znacajnu diferencijaciju. Ovaj nalaz

sugerira da su Romi Medimurja vise reproduktivno izolirani od ostalih dviju romskih skupina.

4.3. Originalna i izvedena kvantitativna antropometrijska obiljeZja

Kolmogorov-Smirnovljevim  testom provjerena je normalnost  distribucije
antropometrijskih varijabli zasebno za Zene i muskarce (Tablica 7). Otklon od normalne
distribucije utvrden je kod koznih nabora tricepsa i subskapularnih koznih nabora kod oba
spola, a kod muskaraca i kod koznog nabora potkoljenice, no kako se asimetrija (skewness) i
kurtosis ¢ije su vrijednosti izmedu -2 i +2 smatraju prihvatljivima za prihvacanje normalne
univarijatne distribucije varijable (George i Mallery, 2010), sve originalne antropometrijske

varijable testirane su parametrijskim testovima.

Tablica 7. Normalnost distribucije antropometrijskih varijabli izmjerenih u populaciji Roma,

provjerena Kolmogorov-Smirnovljevim testom odvojeno za zene i muskarce.

zene
varijable SE . SE Kolmogorov-
N Skewness | skewnes | kurtosis . i
s kurtosis Smirnov p

tjelesna masa | 253 0,708 0,153 1,132 0,305 ns
tjelesna visina | 253 0,104 0,153 0,632 0,305 ns
sjedeca visina | 249 -0,025 0,154 0,112 0,307 ns
§irina ramena 248 -0,217 0,155 0,114 0,309 ns
Sirina lakta 249 0,133 0,154 0,155 0,307 ns
Sirina zapeS¢a | 249 0,047 0,154 0,129 0,307 ns
Sirina zdjelice | 249 0,508 0,155 0,964 0,308 ns
opseg trbuha 245 0,530 0,156 0,089 0,310 ns
opseg bokova | 249 0,625 0,154 0,758 0,307 ns

kn tricepsa 239 0,757 0,157 0,280 0,314 <0,001

kn 247 0,551 0,155 -0,631 0,309 <0,001

subskapularno

kn trbuha 93 0,253 0,250 -0,460 0,495 ns
kn midaksilarno | 95 0,535 0,247 -0,368 0,490 ns
kn potkoljenice | 95 0,392 0,247 -0,662 0,490 ns
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muskarci

. SE
varijable N | Skewness | skewnes | kurtosis K SE Kolmogorov-
s urtosis Smirnov p
tjelesnamasa | 214 0,518 0,166 0,092 0,331 ns
tjelesna visina | 216 0,060 0,166 -0,012 0,330 ns
sjedeca visina | 215 -0,004 0,166 0,035 0,330 ns
Sirina ramena | 215 0,593 0,166 1,343 0,330 ns
Sirina lakta 215 0,185 0,166 -0,568 0,330 ns
Sirina zape$¢a | 215 0,282 0,166 1,397 0,330 ns
Sirina zdjelice | 214 0,253 0,166 0,469 0,331 ns
opseg trbuha 214 0,351 0,166 0,013 0,331 ns
opseg bokova | 213 0,453 0,167 0,433 0,332 ns
kn tricepsa 206 1,000 0,169 0,839 0,337 <0,001
kn 214 0,886 0,166 0,326 0,331 <0,001
subskapularno
kn trbuha 79 -0,351 0,271 -0,188 0,535 ns
kn midaksilarno | 79 -0,023 0,271 -0,821 0,535 ns
kn potkoljenice | 79 1,805 0,271 1,924 0,535 <0,001

kn- kozni nabor

U Tablici 8 prikazane su srednje vrijednosti antropometrijskih varijabli izmjerenih kod

Zena, a U Tablici 9 srednje vrijednosti antropometrijskih varijabli izmjerenih kod muskaraca iz

tri analizirane regije. U daljnjim analizama, antropometrijske varijable ¢e se promatrati

odvojeno za Zene i muskarce zbog spolnog dimorfizma tj. fenotipskih razlika izmedu Zena 1

muskaraca.
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Tablica 8. Srednje vrijednosti (srednja vrijednost + SD) antropometrijskih varijabli te indeksa
uhranjenosti kod Romkinja, prikazane prema trima regija iz kojih dolaze ispitanice. Razlike

izmedu regija testirane su One-way ANOVA testom (p < 0,05), N oznacava veli¢inu uzorka, a

p = ns znaci da nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.

Zene
. . Baranja Medimurje Zagreb p
srednja vrijednost + SD Nt0t=6J9 Ntot:79J Ntotg=105
tjelesna masa (kg) 62,49+13,81 60,60+13,02 67,55+16,89 <0,01
tjelesna visina (mm) 1530,20+61,17 | 1560,87+52,33 | 1561,50+63,89 | <0,001
sjedeca visina (mm) 808,09+31,81 839,93+£30,87 | 834,63+41,42 | <0,001
Sirina ramena (mm) 357,50+14,29 | 353,99+30,49 | 354,50+21,52 ns
Sirina zdjelice (mm) 285,70+£28,82 | 277,97+25,31 | 279,32+35,88 ns
Sirina lakta (mm) 60,19+4,56 62,07+4,57 62,20+5,41 <0,05
Sirina zapesSca (mm) 48,75+3,17 50,48+3,18 47,63+3,36 <0,001
opseg trbuha (cm) 89,09+15,86 87,91+13,24 89,60+15,90 ns
opseg bokova (cm) 103,24+12,32 96,29+9,60 100,92+12,10 | <0,001
kozni nabori (1/10 mm)
triceps | 166,47+76,17 198,27497,34 | 208,51+85,26 <0,01
subskapularno | 220,34+113,19 | 202,23+106,22 | 254,32+120,98 | <0,05

IT™M (kg/mz) 26,83+6,64 24,77+4,97 27,75+6,91 <0,01
omjer sjedecéa visina/visina 0,53+0,01 0,54+0,01 0,53+0,02 <0,01
omjer struk/bokovi (WHR) 0,86+0,08 0,914+0,07 0,87+0,08 <0,001
omjer struk/visina (WHtR) 0,58+0,11 0,56+0,08 0,58+0,11 ns
omjer kn
triceps/subskapularno (TSR) 0,81+0,30 1,06+0,37 0,91+0,29 <0,001

ITM: indeks tjelesne mase, kn: kozni nabor

Utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu Zena iz triju analiziranih regija za osam
antropometrijskih varijabli: tjelesna masa, tjelesna visina, sjedeca visina, Sirina lakta, Sirina
zapesc€a, opseg bokova, kozni nabor tricepsa 1 subskapularni kozni nabor. U odnosu na Zene iz
ostalih dviju regija, Romkinje iz Baranje su niZe i imaju manju sjedec¢u visinu, a Medimurske
Romkinje imaju vecu Sirinu zapeS¢a 1 manji opseg bokova. Romkinje iz Zagreba imaju vecu
srednju tjelesnu masu i subskapularni kozni nabor od Romkinja iz Medimurja, a vecu Sirinu

lakta i veli¢inu koznog nabora tricepsa od Romkinja iz Baranje (Tablica 8).

Antropometrijski indeksi uhranjenosti i pokazatelj zastoja u rastu, izraCunati
koriStenjem originalnih izmjerenih antropometrijskih vrijednosti takoder su usporedeni izmedu

Zena iz triju regija. Pronadene razlike izmedu skupina zena u srednjim vrijednostima svih
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indeksa uhranjenosti osim omjera WHtR. U odnosu na Zene iz ostalih dviju regija, Romkinje iz
Medimurja imaju ve¢e omjere WHR i TSR, a Romkinje iz Baranje manji omjer sjedece visine

I visine tijela. Romkinje iz Zagreba imaju ve¢i ITM od Romkinja iz Medimurja (Tablica 8).

Tablica 9. Srednje vrijednosti (srednja vrijednost + SD) antropometrijskih varijabli te indeksa
uhranjenosti kod Roma, prikazane prema trima regijama iz koje dolaze ispitanici. Razlike

izmedu regija testirane su One-way ANOVA testom (p < 0,05), N oznacava veli¢inu uzorka, a

p = ns znaci da nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.

muskarci
Baranja Medimurje Zagreb P
srednja vrijednost + SD Ntot=73 Ntot=51 Ntot=92
tjelesna masa (kg) 74,38+16,94 74,54+16,19 84,07+17,18 | <0,001
tjelesna visina (mm) 1677,73+67,41 | 1684,82+59,72 | 1702,63+63,10 | <0,05
sjedeca visina (mm) 874,49+38,07 874,88+44,13 | 894,88+47,20 | <0,01
Sirina ramena (mm) 397,42+21,89 405,20+25,50 | 406,53+25,26 | <0,05
Sirina zdjelice (mm) 290,52+26,57 285,14+22,21 286,42+23,07 ns
Sirina lakta (mm) 67,60+5,07 71,74+5,42 71,20+4,85 <0,001
Sirina zapesca (mm) 54,56+3,95 56,98+3,96 52,91+£3,89 <0,001
opseg trbuha (cm) 95,52+14,63 90,73£12,62 99,33£13,11 | <0,01
opseg bokova (cm) 100,70+9,54 96,34+9,34 102,07+8,85 <0,01
kozni nabori (1/10 mm)
triceps 92,64+49,11 120,58+63,58 125,61+63,69 | <0,001
subskapularno | 164,71+£74,95 | 203,90+£123,06 | 248,90+117,72 | <0,001
ITM (kg/m?) 26,38+5,55 26,16+5,07 28,93+£5,26 | <0,01
omjer sjedeca visina/visina 0,52+0,02 0,52+0,02 0,53+0,02 ns
omjer struk/bokovi (WHR) 0,94+0,08 0,94+0,06 0,97+0,08 <0,05
omjer struk/visina (WHtR) 0,57+0,09 0,54+0,07 0,58+0,08 <0,01
omjer kn 0,59+0,20 0,67+0,29 0,56+0,22 <0,05
triceps/subskapularno (TSR)

ITM: indeks tjelesne mase, kn: kozni nabor

Utvrdene su statisticki znacajne razlike kod musSkaraca i triju geografskih regija u
srednjim vrijednostima svih antropometrijskih mjerenja osim za $irinu $irine zdjelice (Tablica
9). Takoder su pronadene statisticki znacajne razlike kod muskaraca u srednjim vrijednostima

svih izracunatih indeksa.
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Romi iz Zagreba, u odnosu na muskarce iz Baranje i Medimurja, imaju vece srednju
tezinu, sjedecu visinu i subskapularni kozni nabor. Isti ti Zagrebacki Romi imaju u odnosu na
Rome iz Baranje vece tjelesnu visinu i Sirinu ramena, a u odnosu na Rome iz Medimurja imaju
veci opseg trbuha 1 veci opseg bokova. Romi iz Baranje imaju znacajno manje kozni nabor
tricepsa i §irinu lakta u odnosu na ostale dvije skupine. Sto se §irine zape§ca tice, najveca je kod
Roma iz Medimurja, najmanja kod Roma iz Zagreba, a medusobne znacajne razlike postoje

izmedu svih triju skupina muskaraca.

U odnosu na muskarce iz preostalih dviju regija, Romi iz Zagreba imaju znacajno veci
ITM. Nadalje, Romi iz Zagreba imaju ve¢e omjere WHR, WHIR i omjer sjedec¢a visina/visina

tijela od Roma iz Medimurja, a situacija je obratna za omjer TSR.

Zbog statisticki znacajnih razlika koje su uocene izmedu triju romskih skupina u
vrijednostima izvedenih i originalnih antropometrijskih varijabli, koje su pronadene kod oba
spola, u daljnjim analizama osobe istog spola nisu analizirane kao jedna romska populaciju, veé

kao tri subpopulacije.
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4.4. Indeksi uhranjenosti

Na temelju izra¢unatih indeksa uhranjenosti (indeks tjelesne mase, omjer opsega struka
I opsega bokova, omjer opsega struka i tjelesne visine) i izmjerenog opsega struka (WC)
podijeljenih u kategorije (prema medunarodno prihvacenim smjernicama za procjenu stanja
uhranjenosti opisanima u poglavlju Materijali i metode), odredena je prevalencija pothranjenih
(ITM < 18,50 kg/m?), prekomjerno teskih (ITM > 25,00 kg/m?) i pretilih (ITM > 30,00 kg/m?)
Roma i Romkinja, prikazana odvojeno za zene, prema regiji iz koje dolaze u Tablici 10, a
odvojeno za muskarce prema regiji iz koje dolaze u Tablici 11. U navedenim je tablicama
prikazana i prevalencija prekomjerno teskih zena i muskaraca s obzirom na grani¢ne vrijednosti
opsega struka, omjera opsega struka i opsega bokova te omjera opsega struka i tjelesne visine

s obzirom na spol i regiju iz koje dolaze.

Tablica 10. Prevalencija indeksa uhranjenosti Zena s obzirom na tri analizirane regije. Razlike
u ucestalostima testirane su Chi-kvadrat testom (p < 0,05), p=ns oznacava da razlike nisu

statisticki znacCajne.

zene
) . . Baranja Medimurje Zagreb
Indeksi uhranjenosti N (%) N (%) N (%) 12 P
ITM<18,50 kg/m? 7(10,4) 4 (5,4) 5(4,9) 2,303 | ns*
ITM>25,00 kg/m? 39 (58,2) 32 (43,2) 62 (60,2) | 5,500 ns
ITM=30,00 kg/m? 21 (31,3) 12 (16,2) 36 (350) | 7,880 | <0,05
WC>88cm 34 (50,7) 31 (44,3) 53(51,5) | 0,950 ns
WHR>0,85 28 (41,8) 57 (81,4) 56 (54,4) | 23,62 | <0,001
3
WHtR>0,50 49 (73,1) 54 (77,1) 75(72,8) | 0,459 ns

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index), WC: opseg struka (od eng. waist circumference),
WHR:omjer opseg struka/opseg bokova (od eng. waist/hip ratio), WHtR: omjer opsega struka/tjelesna visina (od

eng. waist to height ratio), x2- rezultat Chi-kvadrat testa

*kod ¢elija u kojima je prevalencija manja od pet (5), Chi-kvadrat test nije pouzdan.

Utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike u broju zena koje imaju ITM>30,00 kg/m?, tj.
koje su pretile- najmanje ih je u Medimurju (16,2%), dok ih je u Baranji (31,3%) i Zagrebu
(35,0%) prakticki dvostruko vise (p<0,05). Statisticki znacajne razlike postoje i u broju zena

koje imaju omjer opseg struka/opseg bokova (WHR) veci od definiranih grani¢nih vrijednosti.
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U Medimurju preko 81% Zena ima omjer opsega struka i bokova (WHR) iznad grani¢nih

vrijednosti, u Zagrebu 54,4% zena, u Baranji 41,8% Zena (p < 0,001).

Tablica 11. Prevalencija indeksa uhranjenosti muskaraca s obzirom na tri analizirane regije.
Razlike u ucestalostima testirane su Chi-kvadrat testom (p < 0,05), p = ns oznacava da razlike

nisu statistic¢ki znacajne.

muskarci
Indeksi uhranjenosti Baranja | Medimurje Zagreb 12 P
N (%) N (%) N (%)
ITM<18,50 kg/m? 2 2.7) 0 2(2,2) | 1331 | ns*
ITM225,00 kg/m? 44 (60,3) 26 (51,0) | 70(76,1) | 10,066 | <0,01
TTM=30,00 kg/m? 14 (19.2) 11(216) | 36(39.1) | 9.462 | <0.01
WC>102 cm 23 (31,5) 10(200) | 40(44,0) | 8574 | <0,05
WHR>0,90 47(653) | 36(720) | 74(8L3) | 5436 | ns
WHIR>0,50 55(753) | 30(60,0) | 81(89,0) | 15926 | <0,001

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index), WC: opseg struka (od eng. waist circumference),
WHR:omjer opseg struka/opseg bokova (od eng. waist/hip ratio), WHtR: omjer opseg struka/tjelesna visina (od
eng. waist to height ratio), x2- rezultat Chi-kvadrat testa

*kod ¢elija u kojima je prevalencija manja od pet (5), Chi-kvadrat test nije pouzdan.

Medu Balkanskim Romima, u odnosu na druge dvije regije, ima najvise prekomjerno
teSkih (76,1%) i pretilih muskaraca (39,1%) (Tablica 11). Prevalencije pretilosti kod Baranjskih
Roma (19,2%) i kod Medimurskih Roma (21,6%) dvostruko su manje nego kod Baranjskih
Roma. Prevalencija omjera opsega struka/visine (WHtR) i opsega struka (WC) veéih od

grani¢nih vrijednosti ¢eS¢a je kod Balkanskih Roma u odnosu na Rome iz ostale dvije regije.
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Tablica 12. Usporedba prevalencije kvalitativnih antropometrijskih indeksa uhranjenosti
izmedu Zena i musSkaraca. Razlike u ucestalostima testirane su Chi-kvadrat testom (p < 0,05), p

= ns oznacava da razlike nisu statisti¢ki znacajne.

Indeksi uhranjenosti Zene muskarci X2 p
ITM<18,50 kg/m? 16 (6,6) 4 (1,9) 6,100 | <0,05
ITM>25,00 kg/m? 133 (54,5) | 140 (64,8) | 5,045 | <0,05
ITM=>30,00 kg/m? 69(28,3) | 61(28,2) | 0,000 ns
WC>88cm za Zene, >102 cm za
muskarce 118 (49,2) | 73(34,1) 10,520 | <0,001
WHR>0,85 za Zene, >0,90 za muskarce 141 (58,8) | 157 (73,7) 11,219 | <0,001
WHtR>0,50 178 (74,2) | 166 (77,6) | 0,714 ns

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index), WC: opseg struka (od eng. waist circumference),
WHR:omjer opseg struka/opseg bokova (od eng. waist/hip ratio), WHtR: omjer opseg struka/tjelesna visina (od

eng. waist to height ratio), x2- rezultat Chi-kvadrat testa

U Tablici 12 prikazana je usporedba prevalencije kvalitativnih antropometrijskih
indeksa uhranjenosti izmedu zena i muskaraca. Muskarci su ¢e$ée prekomjerno teski (64,8%
muskaraca, naspram 54,5% Zena), dok su zene ¢eS¢e neuhranjene (6,6% zena, naspram 1,9%
muskaraca). S obzirom da je broj muskaraca ispod donje granice Chi-kvadrat testa (ima ih 4, a
granica je 5 ispitanika),pronadenu razliku trebalo bi ispitati na ve¢em broju ispitanika. Nadalje,
razlike su uocene i kod opsega trbuha te omjera WHR; Zene CeS¢e imaju opseg struka iznad
grani¢ne vrijednosti (p < 0,0001), dok muskarci ¢eS¢e imaju WHR iznad grani¢ne vrijednosti

(p < 0,001) (Tablica 12).

4.5. Analiza povezanosti polimorfizma gena MCM®6 s antropometrijskim
obiljezZjima

Prilikom usporedbe genotipova CC, CT i TT polimorfizma rs4988235 gena MCM6
utvrdeno je kako postoje samo dva ispitanika s genotipom TT, zbog Cega je odluceno da se u
daljnjim analizama genotipovi grupiraju u dvije skupine: osobe s genotipom CC i osobe s
genotipovima CT i TT. Napravljene su i analize u kojima su genotipovi bili grupirani u skupine
CC i CT+TT, ali analizama nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu tih skupina u

srednjim vrijednostima antropometrijskih varijabli zbog cega te analize nisu prikazane u ovom
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radu. U Tablici 13 prikazane su srednje vrijednosti (£SD) antropometrijskih varijabli, a u

Tablici 14 srednje vrijednosti (+SD) indeksa uhranjenosti za populaciju Roma, prikazane

odvojeno za zene i muskarce prema dvjema skupina genotipova (CC i CT+TT) polimorfizma
rs4988235 gena MCMG.

Tablica 13. Srednje vrijednosti (srednja vrijednost £SD) antropometrijskih varijabli izmjerenih

u populaciji Roma, prikazane odvojeno za Zene i muskarce prema dvjema skupina genotipova

(CC vs. CT+TT) polimorfizma rs4988235 gena MCM6. Razlike izmedu skupina genotipova

testirane su Studentovim t-testom (p < 0,05), N oznacava veli¢inu uzorka, a p = ns znaci da nisu

utvrdene statisticki znacajne razlike.

Antropometrijske
mjere Zene muskareci
genotipovi p genotipovi p
Originalne CC genotip CT+TT CC genotip CT+TT
mjere N=196 N=29 N=162 N=33

tjelesna masa
(kg) 63,68+15,63 66,70+14,73 ns 78,95+18,32 73,88+15,68 ns
tjelesna visina
(mm) 1553,08+59,68 | 1543,55+75,08 | ns | 1694,98+63,66 | 1669,27+59,96 | <0,05
sjedec¢a visina
(mm) 827,63+37,91 | 829,07+41,01 ns 883,544+46,53 | 880,52+39,37 ns
Sirina ramena
(mm) 354,32424,38 | 358,55+18,67 ns 403,06+25,15 | 399,304+24,28 ns
Sirina zdjelice
(mm) 279,72+£31,59 | 287,86+37,36 ns 287,29+£24,90 | 283,18+22,90 ns
Sirina lakta
(mm) 61,67+4,96 61,97+5,21 ns 70,39+5,44 69,30+5,50 ns
Sirina zapesca
(mm) 48,8343,56 49,2842,60 ns 54,37+4.21 55,33+4,73 ns
opseg trbuha
(cm) 88,68+15,12 92,61+17,54 ns 96,11+14,85 91,94+11,29 ns
opseg bokova
(cm) 100,33+12,00 | 103,29+13,82 ns 100,55+9,79 97,14+8,44 ns
kozni nabori (1/10 mm)
triceps 188,80+87,38 | 233,97+100,86 | <0-05 | 110,90+63,58 | 109,21+44,36 | ns
subskapularno 226,78+£120,87 | 246,18+114,28 ns 208,15£119,50 | 199,154+94,13 ns
*trbuh 250,59+£116,56 | 258,80+134,11 ns 356,33+120,48 | 348,86+=79,85 ns
*midaksilarno 243,60+133,48 | 238,00+118,57 | ns | 300,70+131,09 | 265,57+102,56 | ns
*potkoljenica 199,15+84,40 | 203,20+116,10 | ns 131,73£80,25 | 106,14+28,26 ns

*izmjereni samo kod Balkanskih Roma
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Kod Zena su utvrdene statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima koznog

nabora tricepsa (p < 0,05)- ve¢i je kod nositeljica alela T polimorfizma rs4988235 gena MCMB,

a kod muskaraca u srednjim vrijednostima tjelesne visine- visi su muskarci koji nemaju T alel

(Tablica 13).

Tablica 14. Srednje vrijednosti (srednja vrijednost = SD) indeksa uhranjenosti u populaciji

Roma, prikazane odvojeno za Zene i muskarce prema dvjema skupinama genotipova (CC vs.

CT+TT) polimorfizma rs4988235 gena MCM6. Razlike izmedu skupina genotipova testirane

su Studentovim t-testom (p <0,05), N oznac¢ava veli¢inu uzorka, a p = ns znaci da nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike.

Zene p muskarci p
Indeksi izracunati iz | CC genotip | genotipovi CC genotip | genotipovi
originalnih N=196 CT+TT N=162 CT+TT
vrijednosti N=29 N=33
(srednja vrijednost
+ SD)
ITM (kg/m?) 26,4246,51 | 28,16+6,91 | ns | 27,41+5,79 | 26,37+4,73 | ns
omjer sjedeca 0,53+0,02 | 0,54+0,02 | ns | 0,52+0,02 | 0,53+0,02 | ns
visina/visina
omjer struk/bokovi 0,88+0,08 | 0,89+0,09 | ns | 0,95+0,08 | 0,94+0,06 | ns
(WHR)
omjer struk/ tjelesna 0,57+0,10 | 0,60+0,12 | ns | 0,57+£0,09 | 0,55+0,06 | ns
visina (WHtR)
omjer kn 0,93+0,33 1,01+0,35 | ns | 0,59+0,22 | 0,63+0,32 | ns
triceps/subskapularno
(TSR)

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index), y2- rezultat Chi-kvadrat testa

Nisu uocene statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima antropometrijskih

indeksa uhranjenosti izmedu dviju skupina genotipova (CC vs. CT+TT) kod Zena i muskaraca

(Tablica 14).
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Tablica 15. Srednje vrijednosti (srednja vrijednost +SD) indeksa uhranjenosti u populaciji
Roma, prikazane za sve ispitanike prema dvjema skupina genotipova (CC vs. CT+TT)
polimorfizma rs4988235 gena MCM6. Razlike izmedu skupina genotipova testirane su
Studentovim t-testom (p < 0,05), N oznacava veli¢inu uzorka, a p = ns znaci da nisu utvrdene

statistiCki znacajne razlike.

svi ispitanici oba spola
Indeksi izra¢unati iz originalnih CC genotip | genotipoviCT+TT | p
vrijednosti N=358 N=62
(srednja vrijednost £ SD)
ITM (kg/m?) 26,88+6,20 27.21+5,87 ns
omjer sjedeca visina/visina 0,53+0,02 0,53+0,02 ns
omjer struk/bokovi (WHR) 0,91+0,09 0,92+0,08 ns
omjer struk/tjelesna visina (WHtR) 0,57+0,09 0,57+0,10 ns
omjer kn triceps/subskapularno (TSR) | 0,77+0,33 0,80+0,39 ns

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index)

Nisu uocene statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima indeksa uhranjenosti

svih ispitanika podijeljenih u dvije skupine prema genotipovima CC vs. CT+TT.

U Tablici 16 prikazana je usporedba prevalencije pothranjenih (ITM<18,50 kg/m?),
prekomjerno teskih (ITM > 25,00 kg/m?) i pretilih (ITM > 30,00 kg/m?) Roma i Romkinja, kao
I prekomjerno teSkih Zena i musSkaraca s obzirom na grani¢ne vrijednosti opsega struka, omjera
opsega struka i opsega bokova te omjera opsega struka i visine, s obzirom na spol i dvije skupine

genotipova CC vs. CT+TT. Nisu utvrdene znacajne razlike izmedu skupina genotipova.

U Tablici 17. prikazana je prevalencija istih antropometrijskih indeksa uhranjenosti,
tako da su medusobno usporedeni samo Zene i muskarci koji imaju genotip CC, kao 1
medusobno zene i muskarci koji imaju genotipove CT+TT polimorfizma rs4988235 gena
MCM6.
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Tablica 16. Usporedba prevalencije kvalitativnih antropometrijskih indeksa uhranjenosti
izmedu Zena i izmedu muskaraca prema dvjema skupinama genotipova (CC vs. CT+TT)
polimorfizma rs4988235 gena MCM6. Razlike u ucestalostima testirane su Chi-kvadrat testom

(p <0,05), p = ns oznacava da razlike nisu statisticki znacajne.

Zene muskarci
CC genotipovi X2 p CC genotipovi X2 p
genotip | CT+TT genotip CT+TT
N=196 N=29 N=162 N=33
ITM<18,5 kg/m? 15 1 0,754 | ns* 3 1 0,189 | ns*
(7.9) 34) (1,9) 3.0)
ITM>25,0 kg/m? 102 17 0,220 | ns 100 21 0,042 | ns
(50,5) (58,6) (38,3) (63,6)
ITM>30,0 kg/m? 53 11 1,185 | ns 47 7 0,833 | ns
(28,0) (37,9) (29,0 (21,2)
WC_k 88 17 1,226 | ns 56 7 2,365 | ns
(47,6) (58,6) (35,0) (21,2)
WHR_k 110 21 1,772 | ns 116 22 0,457 | ns
(59,5) (72,4) (72,5) (66,7)
WHtR_k 136 22 0,072 | ns 121 24 0,123 | ns
(73,5) (75,9) (75,6) (72,7)

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index), WC: opseg struka (od eng. waist circumference),
WHR:omjer opseg struka/opseg bokova (od eng. waist/hip ratio), WHtR: omjer opseg struka/tjelesna visina (od

eng. waist to height ratio), y2- rezultat Chi-kvadrat testa

* kod éelija u kojima je prevalencija manja od pet (5), Chi-kvadrat test nije pouzdan
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Tablica 17. Usporedba prevalencije kvalitativnih antropometrijskih indeksa uhranjenosti
izmedu Zena i muskaraca genotipa koji imaju samo genotip CC te izmedu Zena i muskaraca iz
skupine osoba s genotipovima CT+TT polimorfizma rs4988235 gena MCM6. Razlike u
ucestalostima testirane su Chi-kvadrat testom (p < 0,05), p = ns oznacava da razlike nisu

statistiCki znacCajne.

CC genotip genotipovi CT+TT

N (%0) muskarci Zene X2 p muskarci | Zene X2 p
N=162 N=196 N=33 N=29

ITM<18,5kg/m? 3 15 6,638 | <0,05* 1 1 0,009 | ns*
(19) (7.9) 3.0) 34)

ITM>25,0kg/m? 100 102 2,150 ns 21 17 0,164 ns
(38,3) (50,5) (63,6) (58,6)

ITM>30,0kg/m? 47 53 0,040 ns 7 11 2,094 | ns
(29,0) (28,0) (21,2) (37,9)

WC_k 56 88 5,573 | <0,05 7 17 9,104 | <0,01
(35,0) (47,6) (21,2) (58,6)

WHR_k 116 (72,5) 110 6,457 | <0,05 22 21 0,240 | ns
(59,5) (66,7) (72,4)

WHtR_k 121 (75,6) 136 0,201 ns 24 22 0,079 | ns
(73,5) (72,7) (75,9)

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index), WC: opseg struka (od eng. waist circumference),
WHR:omjer opseg struka/opseg bokova (od eng. waist/hip ratio), WHtR: omjer opsega struka/tjelesna visina (od

eng. waist to height ratio), y2- rezultat Chi-kvadrat testa

** kod ¢éelija u kojima je prevalencija manja od pet (5), Chi-kvadrat test nije pouzdan

Usporedba zena 1 muskaraca koji imaju genotip CC, pokazala je da su Zene ¢ak 4 puta
ceS¢e neuhranjene u odnosu na musSkarce (7,9% vs. 1,9%), ali s obzirom na malen broj
pothranjenih muskaraca, ovaj nalaz bi trebalo potvrditi na ve¢em uzorku. Nadalje, statisticki
znacajne razlike su uocene i kod opsega trbuha te omjera WHR; Zene ¢e$¢e imaju opseg struka
iznad grani¢ne vrijednosti (p<0,05), a muskarci omjer WHR (p<0,05) (Tablica 17).

Sto se tice osoba iz skupine genotipova CT+TT, Zene takoder ¢e$¢e imaju opseg struka

iznad grani¢nih vrijednosti (p<0,01) u odnosu na muskarce (Tablica 17).
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Tablica 18. Usporedba prevalencije kvalitativnih antropometrijskih indeksa uhranjenosti
izmedu dviju skupina genotipova (CC vs. CT+TT) polimorfizma rs4988235 gena MCM6 kod
svih ispitanika oba spola. Razlike u ucestalostima testirane su Chi-kvadrat testom (p < 0,05), p

= ns oznacava da razlike nisu statisticki znacajne.

svi ispitanici oba spola
N (%) CC genotip | genotipoviCT+TT | x2 p
N=358 N=62
ITM_18,5 kg/m2 18 (5,1) 2 (3,2) 0,414 | ns*
ITM_25,0 kg/m2 202 (57,5) 38 (61,3) 0,303 | ns
ITM_30,0 kg/m2 100 (28,5) 18 (29,0) 0,008 | ns
WC_k 144 (41,7) 24 (38,7) 0,199 | ns
WHR_k 226 (65,5) 43 (69,4) 0,347 | ns
WHtR_k 257 (74,5) 46 (74,2) 0,002 | ns

ITM: indeks tjelesne mase (od eng. Body Mass Index), WC: opseg struka (od eng. waist circumference),
WHR:omjer opseg struka/opseg bokova (od eng. waist/hip ratio), WHtR: omjer opseg struka/tjelesna visina (od

eng. waist to height ratio), y2- rezultat Chi-kvadrat testa

* kod Celija u kojima je prevalencija manja od pet (5), Chi-kvadrat test nije pouzdan

Usporedbom prevalencije kvalitativnih (kategorijskih) antropometrijskih indeksa
uhranjenosti izmedu dviju skupina genotipova (CC vs. CT+TT) polimorfizma rs4988235 gena

MCMB6 koja je ukljucivala ispitanike oba spola, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.

Statisti¢ke analize provedene su i za z-vrijednosti originalnih kvantitativnih mjerenja,
prilikom kojih su pronadene statisticki znacajne razlike u srednjim vrijednostima visine tijela
kod muskaraca, no kako su iste utvrdene i u prethodnim analizama visine koja nije bila z-

standardizirana, ti rezultati nisu ovdje prikazani.
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4.6. Meduodnosi varijacija istrazivanih polimorfizama Roma i ostalih 20
svjetskih populacija

Meduodnosi varijacija polimorfizma rs4988235 Roma i ostalih 20 svjetskih populacija
i geografske udaljenosti izmedu tog 21 para populacija analizirani su koriStenjem metode
Isolation by Distance koja Mantelovim testom ispituje korelacije izmedu matrica geneti¢kih
(FsT) i geografskih udaljenosti. Ulazni dokument za Arlequin i racunanje Fst udaljenosti
temeljem razlika u ucestalostima genotipova polimorfizma rs4988235 u 21 populaciji prikazan
je u Prilogu 8.1., dok je u Prilogu 8.2. prikazana matrica Fst vrijednosti koji je generirao
Arlequin. Ulazni dokument za analizu i ra¢unanje u softveru IBD prikazan je u Prilogu 8.3.
Korelacija nije bila statisticki znacajna (Tablica 19), sto upucéuje na zakljucak da na varijante
polimorfizma rs4988235 u analiziranim populacijama ne utjece njihova prostorna udaljenost na
globalnoj razini.

Tablica 19. Rezultati Mantelovog testa korelacije matrica genetiCkih udaljenosti (Fst) |
geografskih udaljenosti (km) 21 svjetske populacije.

Mantelov test korelacije

Z r p=
geneti¢ka udaljenost / geografska udaljenost 324191,7125 | -0,0474 | 0,6300
geneticka udaljenost / log geografske udaljenosti 158,2624 0,0331 | 0,3140
log geneticke udaljenosti / geografska udaljenost -2272876,9861 | 0,0284 | 0,3440
log geneticke udaljenosti / log geografske udaljenosti -1082,7790 0,0958 | 0,1080

Nakon toga, usredotoCili smo se samo na analizu korelacije geneticke udaljenosti
romske populacije Hrvatske u odnosu na geneticke udaljenosti ostalih 20 populacija, prikazane
na temelju njihovih geografskih udaljenosti. Rezultat je prikazan na Slici 3. Romi Hrvatske su
geneticki najblizi populaciji Italije, kojoj su i geografski najblizi, kao 1 trima juZzno azijskim
populacijama - onima Bangladesa, Indije i Sri Lanke, unato¢ njihovoj prostornoj udaljenosti od
5000 do 7500 km. Vece genetske udaljenosti postoje izmedu Roma i prostorno udaljenijih
populacija Afrike, isto¢ne Azije, kao i prilicno rasprSene americke populacije. Iznenadujuce,
Romi se geneti¢ki najvise razlikuju od triju europskih populacija (Spanjolska, Ujedinjeno

Kraljevstvo i Finska) koje su im u prosjeku geografski blizu.
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Slika 3. Genetic¢ke udaljenosti izmedu populacije Roma Hrvatske i 20 svjetskih populacija u
odnosu na njihove geografske udaljenosti.

Legenda: 1 = Finska; 2 = Italija; 3 = Spanjolska; 4 = Ujedinjeno Kraljevstvo; 5 = Banglades;
6 = Indija; 7 = Pakistan; 8 = Sri Lanka; 9 = Kolumbija; 10 = Meksiko; 11 = Peru; 12 = Puerto
Rico; 13 = Gambija; 14 = Kenija; 15 = Nigerija; 16 = Sierra Leone; 17 = Japan; 18 = Kina—
Dai; 19 = Kina-Han; 20 = Vijetnam.

Kontinentalne grupe; AFR = Afrika, EAS = Isto¢na Azija (eng. East Asia), AMR = Amerika,
SAS = Juzna Azija (eng. South Asia), EUR = Europa.
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5. RASPRAVA

Kod osoba perzistentnih na laktazu otkriveno je nekoliko polimorfizama jednog
nukleotida gena MCMB6 koji su odgovorni za ovaj fenotip, a u ovom su istrazivanju promatrana
dva; rs41380347 i rs4988235, na ukupnom uzorku od 440 ispitanika, pripadnika romske
nacionalne manjine iz triju geografskih regija Republike Hrvatske (Baranja, Medimurje i
Zagreb). Genotipizacijom je utvrdeno da je polimorfizam rs41380347 u ispitivanim romskim
subpopulacijama monomorfan tj. kod ispitanika je bio prisutan samo genotip TT, odgovoran za
laktazno neperzistentni fenotip. Sto se tice polimorfizma rs4988235, najveéu udestalost u
ukupnom uzorku ima genotip CC (utvrden kod 87,1% zena i kod 82,8% muskaraca), odgovoran
za laktazno neperzistentni fenotip, dok je genotip CT, kod ¢ijih je nositelja koncentracija laktaze
u krvi u sredini izmedu koncentracija izmjerenih kod neperzistentnog CC 1 perzistentnog TT
genotipa, drugi genotip po redu zastupljenosti (12,9% kod Zena 1 16,2% kod muskaraca).
Genotip TT istog polimorfizma utvrden je kod samo dva ispitanika, jednog iz Baranje i jednog
iz ~ Medimurja.  Prema  podacima  dostupnima  za  Republiku  Hrvatsku
(https://bonifarm.hr/laboratorij/strucni-clanci/intolerancija-na-laktozu/) te prema radu kojeg su
objavili Szilagyi i1 suradnici (2014), udio stanovniStva intolerantnog na laktozu u Republici
Hrvatskoj iznosi od 20% do 35%. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako je udio laktoza
intolerantnih Roma, tj., osoba kod kojih je izrazen laktazno neperzistentni fenotip, puno veci

(85,0%) od pretpostavljenog udjela ovog fenotipa u populaciji Republike Hrvatske.

Rezultati ucestalosti genotipova polimorfizma rs4988235 gena MCM6 kod Roma
Hrvatske u skladu su s rezultatima istrazivanja ucestalosti istog polimorfizma u populaciji
Roma Ceske koje su proveli Hubacek i suradnici (2017). Ovo istrazivanje ukljucivalo je dvije
grupe ispitanika: populaciju Ceha (neromska populacija, genotipizirano 288 ispitanika) i
romsku populaciju u Ceskoj (genotipizirano 300 ispitanika). Uéestalost laktaza neperzistentnog
genotipa CC u uzorku populacije Ceha iznosila je 23,6%, a u romskoj populaciji 73,3%.
Nadalje, 1 rezultati studije provedene u Madarskoj (Czeizel i sur. 1983) na uzorku od 535
Madara i 113 madarskih Roma, pokazali su da je ucestalost laktazno neperzistentnog fenotipa
u populaciji Madara iznosila 37% 1 bila manja nego li u populaciji madarskih Roma u kojoj je

iznosila 56%.

Najveca ucestalost laktazno perzistentnog fenotipa pronadena je u populacijama ¢iji su
se preci bavili domestifikacijom stoke i konzumacijom mlijeka. Jedan od mogucih razloga

visoke ucestalosti laktazno neperzistentnog fenotipa u istrazivanju je Cinjenica da su Romi
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tijekom najveceg dijela svoje povijesti Zzivjeli nomadskim nafinom Zzivota, putujuci
karavanama. Romi najvjerojatnije nisu posjedovali krupne Zivotinje jer su se obi¢no kratko
zadrzavali na nekom podrucju i stoka bi ih usporavala u njihovim migracijama, eventualno

konje koji su im sluzili ponajvise kao transportno sredstvo prilikom seoba.

Nositelji genotipa CC polimorfizma rs4988235, zbog neperzistencije laktaze i
neugodnosti koje im u svakodnevnom zivotu uzrokuje konzumacija mlijeka i mlije¢nih
preradevina, mogli bi slijediti restriktivniju prehranu u odnosu na osobe kod kojih je prisutan
laktazno perzistentni fenotip. Budué¢i da restriktivnija prehrana za laktaza neperzistentne osobe
najcesce ukljucuje izbjegavanje mlijeka i mlije¢nih proizvoda koji obiluju kalcijem, moze doc¢i
do nedostatka kalcija u organizmu (naravno, ukoliko se ne nadoknaduje iz drugih izvora) i
razvoja bolesti kostiju poput osteopenije i osteoporoze (Facioni i sur. 2020). Ipak, neke studije

nisu pronasle povezanost ovog polimorfizma i zdravlja kostiju (Yang i sur. 2017).

Takoder je ispitivana i utvrdena povezanost ovog polimorfizma s antropometrijskim
obiljezjima. Laktaza perzistentne osobe, nositelji alela T, su u odnosu na laktaza neperzistentne
nositelje genotipa CC cesce bile pretile (Almon i sur. 2012) ili imale vece srednje vrijednosti
ITM-a (Hartwig i sur. 2016). Portugalska studija pokazala je suprotno: homozigoti CC imali su
manju srednju tezinu, manji srednji I'TM 1 manji udio postotka tjelesne masti od nositelja alela
T (osoba s CT i TT genotipom) (Manco i sur. 2016). Sli¢no su pokazali rezultati Spanjolske
studije (Corella 1 sur. 2010); pronadene su znacajne razlike u srednjim vrijednostima tjelesne
visine, opsega struka i indeksa tjelesne mase - ispitanici oba spola genotipa CC imali su nize
srednje vrijednosti navedenih varijabli u odnosu na nositelje T alela. Jedno istraZivanje
pokazalo je da je povezanost ovog polimorfizma i antropometrijskih obiljezja spolno-
specifiéna: u odnosu na muskarce nositelje T-alela, muskarci nositelji genotipa CC imali su
znacajno vecu Sirinu prsa, opseg struka 1 nadlaktice, kao 1 ve¢u nemasnu masu tijela, no ova

povezanost nije pronadena kod Zena (Popandovska i Kempinska-Podhorodecka 2021).

Istrazivano je 1 hoce li se vrijednosti antropometrijskih mjerenja 1 indeksa izracunatih iz
originalnih vrijednosti razlikovati izmedu Roma nositelja alela T (ispitanika s genotipovima CT
I TT) polimorfizma rs4988235 i ispitanika koji su nositelji genotipa CC. Kod Romkinja smo
utvrdili statisti¢ki znacajne razlike u srednjim vrijednostima koZnog nabora tricepsa - znac¢ajno
vece vrijednosti utvrdene su kod nositeljica alela T, a kod Roma u srednjim vrijednostima
tjelesne visine- znacajno visi su bili muskarci koji nemaju T alel. Moguce objasnjenje ovog
nalaza je da su laktaza neperzistentni Romi nadoknadili kalcij i vitamine iz mlijeka onima iz
drugih izvora, §to se odrazilo na vece srednje vrijednosti njihove tjelesne visine.
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Razlike u srednjim vrijednostima antropometrijskih indeksa uhranjenosti izmedu dviju
skupina genotipova (CC vs. CT+TT) nisu uocene ni kod zena ni kod muskaraca. Na temelju
navedenog mozemo zakljuciti kako polimorfizam rs4988235 nije pokazao povezanost s

antropometrijskim pokazateljima uhranjenosti u populaciji Roma Hrvatske.

Romi su svoj nomadski nac¢in zivota zapoceli napustanjem podrucja danasnje Indije u
razdoblju oko 500. (Vojak i Kovacev 2018) do oko 1000. godine (Ci¢ak 1987). Rezultati analiza
korelacije genetickih (Fst) i geografskih udaljenosti takoder potvrduju da su Romi u Hrvatskoj
indijskog porijekla, jer su najmanje geneti¢ki udaljeni od populacija Indije, Banglade$a i Sri
Lanke, unato¢ tome S§to je izmedu njih jako velika geografska udaljenost od vise tisuca
kilometara. Nadalje, rezultati istih analiza pokazuju kako nema korelacije izmedu geneticke i
geografske udaljenosti, $to ide u prilog hipotezi da je perzistencija na laktazu nastala neovisno,
u vise razli¢itih geografskih podru¢ja u svijetu, u populacijama koje su razvile kulturu pijenja

mlijeka (Gerbault i sur. 2011).
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6. ZAKLJUCCI

Zakljucci ovog istrazivanja su:

e UCcestalosti genotipova i alela polimorfizma rs4988235 gena MCM6 znacajno se
razlikuju izmedu triju romskih populacija Hrvatske. Naj¢esc¢i je genotip CC; prisutan
kod 87,3% Roma iz Baranje, 73,8% Roma iz Medimurja i 91,8% Roma iz Zagreba, dok
je najrjedi genotip TT — pronaden je kod samo jedne osobe u Baranji i kod jedne u
Medimurju. Ucestalost C alela je ve¢a u Baranji (93,3%) 1 Zagrebu (95,9%) nego li u
Medimurju (86,5%), u kojem se pak alel T javlja 2x ¢eS¢e nego li u Baranji 1 3x ¢eSce
nego li u Zagrebu.

e Polimorfizam rs41380347 gena MCM6 je monomorfan.

e Izmedu genotipova oba analizirana polimorfizma nema otklona od Hardy-Weinberg-a
(p = ns). Exact test diferencijacije populacije pokazao je da je populacija Roma
Medimurja znacajno udaljena od Roma Baranje (p<0,05), a i od Roma Zagreba
(p<0,00001). Potonje dvije populacije nisu pokazale medusobnu statisticki znacajnu
diferencijaciju. Ovaj nalaz sugerira da su Romi Medimurja viSe reproduktivno izolirani
od ostalih dviju romskih skupina.

e Analiza geneticke udaljenosti pokazala je da su Romi Hrvatske u odnosu na 21
populaciju svijeta geneti¢ki najmanje udaljeni od populacije Italije, a zatim od
populacija Bangladesa, Indije i Sri Lanke. Mala geneti¢ka udaljenost Roma od
populacije Italije upucuje na suvremene migracije 1 dijeljenje zaliha gena s ovom
populacijom, a mala geneti¢ka udaljenost Roma od juZnoazijskih populacija potvrduje
indijsko porijeklo Roma.

e Nije utvrdena povezanost polimorfizama rs4988235 1 rs41380347 gena MCM6 s
antropometrijskim pokazateljima uhranjenosti u populaciji Roma Hrvatske
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8. PRILOZI

8.1. Ulazni dokument za analize provedene u softveru Arlequin

[Profile]

Title="populacijska diferencijacija za gen MCM®6, polimorfizam rs4988235"

NbSamples=21
GenotypicData=1
GameticPhase=0
DataType=STANDARD
LocusSeparator=TAB

MissingData="?'

#Try different epsilon value (in General Settings dialog box)
#and different values of No. of initial conditions

#(in the Diversity Indices dialog box)

#for the estimation of haplotype frequencies

#1t should have an impact on the final likelihood of the sample
RecessiveAllele="null"

[Data]

[[Samples]]
SampleName="Nigerija"

SampleSize= 207
SampleData={
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207

111

99

85

SampleName="Gambija"
SampleSize= 113
SampleData={

G

G
G
A

SampleName="Kenija"
SampleSize= 99
SampleData={

G

G

SampleName="Sijera_Leone"
SampleSize= 85
SampleData={

G

G

SampleName="Kolumbija
SampleSize= 94
SampleData={
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> > > O O O

SampleName="Meksiko"
SampleSize= 64
SampleData={

> > > O O O

SampleName="Peru"
SampleSize= 85
SampleData={

> > >» O O O
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104

SampleName="Portoriko"
SampleSize= 104
SampleData={

> > > O O O

SampleName="Kina_Dai"
SampleSize= 93
SampleData={

G

G

SampleName="Kina_Han"
SampleSize= 208
SampleData={

G

G

SampleName="Japan"
SampleSize= 104
SampleData={

G

G
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14a

14b

14c

99

14

53

32

33

49

SampleName="Vijetnam"
SampleSize= 99
SampleData={

G

G

SampleName="Finska"
SampleSize= 99
SampleData={

> >» > O O O

SampleName="UK"
SampleSize= 91
SampleData={

> > > O 0O O
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90
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SampleName="Spanjolska"
SampleSize= 107
SampleData={

> >» > O O O

SampleName="Italija"
SampleSize= 107
SampleData={

> > > O 0O O

SampleName="Banglades"
SampleSize= 86
SampleData={

G

G
G
A
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37

53

36

92
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SampleName="Indija"
SampleSize= 205
SampleData={

> > > O O O

SampleName="Pakistan"
SampleSize= 96
SampleData={

> > > O O O

SampleName="Sri_Lanka"
SampleSize= 102
SampleData={

G

G

G
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}
SampleName="HR_Romi"
SampleSize= 423
SampleData={
21a 360 G
G
21b 61 G
A
21c 2 A
A
}
[[Structure]]

StructureName="Distribucija alela"

NbGroups=1

Group={

"Nigerija"
"Gambija"
"Kenija"
"Sijera_Leone"
"Kolumbija"
"Meksiko"
"Peru”
"Portoriko"
"Kina_Dai"
"Kina_Han"
"Japan"
"Vijetnam"

"Finska"
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"UK"
"Spanjolska"
"Italija"
"Banglades"
"Indija"
"Pakistan”
"Sri_Lanka"

"HR_Romi"
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8.2. Matrica Fst vrijednosti generirana u softveru Arlequin

Nigerija
Gambija
Kenija
Sijera_Leol
Kolumbija
Meksiko
Peru
Portoriko
Kina_Dai
Kina_Han
Japan
Vijetnam
Finska

UK
Spanjolska
Italija
Banglades
Indija
Pakistan
Sri_Lanka
HR_Romi

W00 s O L W

[ e el =l i~ i s T e =
= O W oe~NO N R WN RO

Nigerija

Gambija
2

0
0,00359
0,00262
0,30296

0,2701

0,0888
0,18681
0,00319
0,00914

0,0039
0,00359
0,58837
0,72579
0,44352
0,06365
0,03575
0,06042
0,24984
0,02476
0,03576

Kenija
3

sijera_Leon Kolumbija

a

5

0
0,00427
0,11067
0,02194
0,30365
0,41536
0,31622
0,31056
0,14447
0,28559
0,04114
0,14028
0,181
0,14116
0,00041
0,20605
0,2147

Meksiko
6

0
0,05892
-0,00267
0,27688
0,40174
0,29111
0,28472
0,21238
0,36582
0,08846
0,08408
0,12782
0,07799
-0,00567
0,15269
0,13394

Peru

0,0317
0,10528
0,16615

0,116
0,10874
0,40035
0,55424
0,25192

-0,00362

0,00925

-0,00399

0,07015
0,01778
0,00209

Portoriko Kina_Dai

8

0,19386
0,27853

0,2029
0,19882
0,26404
0,41722

0,1283
0,04949
0,08304
0,04378
0,00305
0,10075
0,08367

9

o o o o

0,58127
0,72046
0,43839
0,07883
0,05508
0,07113
0,25344
0,04204
0,04524

Kina_Han
10

0

0
0,69027
0,80776
0,55279
0,12237
0,09177
0,09848
0,35562
0,06927
0,05677

Japan
11

0

0
0,59493
0,73211
0,45184
0,0833
0,05884
0,07394
0,26467
0,04484
0,04649

Vijetnam
12

0
0,58883
0,72694
0,44581
0,08128
0,05714
0,07267
0,25962
0,04357
0,04593

Finska
13

0,03086
0,03009
0,44076
0,47543

04617
0,19654
0,50462
0,56011

UK
14

0,12684
0,59131
0,62472

0,6056
0,34524
0,65082
0,68646

Spanjolska
15

0
0,28949
0,32682
0,30511
0,07624
0,35507
0,40344

ltalija
16

0,0015

-0,00284

0,09474
0,00742

-0,00195
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Nigerija
Gambija
Kenija
Sijera_Leoi
Kolumbija
Meksiko
Peru
Portoriko
Kina_Dai
Kina_Han
Japan
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Halija
Banglades
Indija
Pakistan
Sri_Lanka
HR_Romi
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Banglades
17

0
0,0068
0,13353
-0,00456
-0,00094

Indija
18

0
0,09146
0,01329
0,00166

Pakistan 35ri_Lanka HR_Romi

19

]
0,15563
0,15025

20

0
0,00278

21

70



8.3. Ulazni dokument za analizu u softveru IBD

GENETIC_DISTANCE 2 11 0,58883 4 5 0,12684
1 2 0,56011 2 12 0,68957 4 6 0,32682
1 3 -0,00195 2 13 0,57073 4 7 0,30511
1 4 0,40344 2 14 0,14447 4 8 0,07624
1 5 0,68646 2 15 0,21238 4 9 0,35507
1 6 -0,00094 2 16 0,40035 4 10 0,44352
1 7 0,00166 2 17 0,26404 4 11 0,44581
1 8 0,15025 2 18 0,59493 4 12 0,55199
1 9 0,00278 2 19 0,58127 4 13 0,42816
1 10 0,03576 2 20 0,69027 4 14 0,04114
1 11 0,04593 2 21 0,58883 4 15 0,08846
1 12 0,05668 3 4 0,28949 4 16 0,25192
1 13 0,04429 3 5 0,59131 4 17 0,1283

1 14 0,2147 3 6 0,0015 4 18 0,45184
1 15 0,13394 3 7 -0,00284 4 19 0,43839
1 16 0,00209 3 8 0,09474 4 20 0,55279
1 17 0,08367 3 9 0,00742 4 21 0,44581
1 18 0,04649 3 10 0,08128 5 6 0,62472
1 19 0,04524 3 11 0,06365 5 7 0,6056

1 20 0,05677 3 12 0,12201 5 8 0,34524
1 21 0,04593 3 13 0,07552 5 9 0,65082
2 3 0,44076 3 14 0,14028 5 10 0,72579
2 4 0,03009 3 15 0,08408 5 11 0,72694
2 5 0,03086 3 16 -0,00362 5 12 0,80724
2 6 0,47543 3 17 0,04949 5 13 0,71133
2 7 0,4617 3 18 0,0833 5 14 0,28559
2 8 0,19654 3 19 0,07883 5 15 0,36582
2 9 0,50462 3 20 0,12237 5 16 0,55424
2 10 0,58837 3 21 0,08128 5 17 0,41722
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19
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11
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14
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18
19
20
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13
14
15
16
17
18

0,73211
0,72046
0,80776
0,72694
0,0068
0,13353
-0,00456
0,03575
0,05714
0,09147
0,05228
0,181
0,12782
0,00925
0,08304
0,05884
0,05508
0,09177
0,05714
0,09146
0,01329
0,06042
0,07267
0,09825
0,06904
0,14116
0,07799
-0,00399
0,04378
0,07394

19
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10
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12
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12
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11
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0,07113
0,09848
0,07267
0,15563
0,24984
0,25962
0,35485
0,24503
0,00041
-0,00567
0,07015
0,00305
0,26467
0,25344
0,35562
0,25962
0,02476
0,04357
0,06905
0,03994
0,20605
0,15269
0,01778
0,10075
0,04484
0,04204
0,06927
0,04357
0,00359
0,0091

13
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16
17
18
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12
13
14
15
16
17
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
14
15

0,00262
0,30296
0,2701
0,0888
0,18681
0,0039
0,00319
0,00914
0,00359
0

0
0,31056
0,28472
0,10874
0,19882
0

0

0

0

0
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0,40084
0,16567
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0

0

0

0
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u Gradecu nakon ¢ega sam zavrsila opéi gimnazijski smjer u Srednjoj Skoli Vrbovec. U srpnju
2016. godine upisala sam integrirani preddiplomski i diplomski studij biologije i kemije,
nastavnicki smjer, na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu.
Tijekom studija radila sam brojne studentske poslove od kojih bih istaknula posao nastavnice

biologije u Privatnoj Gimnaziji Marul u Zagrebu tijekom ljetnog semestra 5. godine studija.

Aktivno se sluzim engleskim, a pasivno njemackim jezikom.

76



