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1. UVOD

1.1. Romi

1.1.1. Romi kao transnacionalna manjina i izolirana populacija

Romi su primjer transnacionalne izolirane manjinske populacije koja je zahvaljujuéi socio-
kulturnim osobitostima 1 izrazitoj zatvorenosti prema okolnim vecéinskim populacijama
uspjela u velikoj mjeri sve do danas sacuvati svoje specificnosti. Potjecu iz Indije, odnosno
njenih sjeverozapadnih pokrajina Dardistan 1 Kafiristan, a tijekom povijesti se izvoriSna
proto-romska populacija rascjepkala na niz manjih grupa ¢iji su se seobeni putevi postupno
razdvojili (Liégeois 1989, Kendrick i Puxon 1998, Hrvati¢ i Ivanci¢ 2000, Kalaydjieva i sur.
2005, Gusmad i sur. 2008, Perici¢ Salihovi¢ i sur. 2011, Moorjani i sur. 2013). Slijedom toga,

sve danasnje romske skupine dijele zajednicko podrijetlo, no ne 1 blisku proslost.

Bitno je naglasiti da su geneticki izolirane populacije one koje su uslijed razli¢itih ¢imbenika
u vecoj mjeri uspjele izbje¢i mijeSanje s okolnim vecinskim populacijama, odnosno zadrzati
svoju odvojenost od njih. Izoliranost moze biti posljedica zemljopisnih, povijesnih ili socio-
kulturnih ¢imbenika, a njezine genetske karakteristike o€ituju se kroz specificne ucestalosti
alela unutar izolata koje su znatno razli¢ite od ucestalosti kod okolnih veéinskih populacija.
Kao posljedica izoliranosti, unutar izoliranih populacija Cesto se javljaju jako visoke
ucestalosti inace vrlo rijetkih genetski uvjetovanih poremecaja, Sto se pokazalo kao izrazito
korisnim u mnogim genetickim istrazivanjima jer visoke ucestalosti olakSavaju otkrivanje
mutacija koje su uzrok monogenski uzrokovanih rijetkih bolesti (Peltonen i sur. 2000, Jobling
2004, Latini 1 sur. 2008). Zbog razli¢itog djelovanja evolucijskih sila tijekom njihove
proslosti, izolirane populacije imaju razli¢it geneticki ustroj (Kimura i Maruyama 1971). No,
svaka zasebno je primjer homogene populacije $to je posljedica djelovanja genskog pomaka,
smanjenog toka gena i u¢inka utemeljitelja. Ako je populacija mala i geneticki izolirana, nove
mutacije u njoj se mogu relativno brzo fiksirati uslijed djelovanja genskog pomaka. Navedeno
uzrokuje nakupljanje mutacija, Sto moze dovesti do povecane incidencije genetski
uzrokovanih bolesti u izoliranim populacijama. Populacijski izolati nastaju uglavnom od
malog broja utemeljitelja, a mnogi su tijekom povijesti bili izlozeni razdobljima naglog
smanjenja 1 naglog povecanja populacije. Naglo i veliko smanjenje veliCine populacije, tzv.

usko grlo, ima za posljedicu gubitak genske raznolikosti.



se koristi za izolirane populacije koje imaju Siroku zemljopisnu rasprostranjenost, a
izoliranost su sacuvale uglavnom zbog socio-kulturnih obrazaca ponasanja, kao primjerice
obicaja endogamije (Kalaydjieva i sur. 2001b, Jobling 2004). Endogamija je pojava u kojoj
pripadnici neke populacije traze partnera isklju¢ivo unutar vlastite grupe ¢ime uspjesno
zadrzavaju izoliranost svoje populacije. Medu najpoznatije transnacionalne izolate spadaju

upravo populacije Roma.

Stoga istrazivanja romskih populacija doprinose razumijevanju njihove demografske
proslosti, obrazaca migracija i stupnja reprodukcijske izoliranosti te utvrdivanju ¢imbenika
koji su najviSe pridonijeli njihovoj danasnjoj geneti¢koj strukturi i razlikama, odnosno

sli¢nostima, izmedu pojedinih romskih grupa.
1.1.2. Pregled povijesti Roma

Romi (od romskog 7om ili rrom, muskarac) su transnacionalna manjina rasprostranjena u
Europi 1 manjim dijelom u Sjevernoj 1 JuZznoj Americi. Podrijetlom s indijskog podkontinenta,
zbog svoje povijesti izrazito su zanimljivi antropolozima i genetiarima. Smatra se da su
njihovi preci napustili podruc¢je danaSnje sjeverozapadne Indije i danasnjeg Pakistana, prije
oko 1500 godina i stigli u Bizantsko carstvo prije 900 do 1100 godina (Fraser 1992,
Mendizabal i sur. 2012). Otkrivanje indijskog podrijetla Roma i rekonstrukciju glavnih puteva
njihovih seoba (Slika 1) omogudila su lingvisticka istrazivanja koja su prepoznala vezu
izmedu romskoga jezika i sanskrta. Razli¢iti dijalekti romskog jezika koji se govore u
razli¢itim romskim skupinama diljem Europe, s rije€ima i gramatickim strukturama koje ne
potjecu iz Indije, rezultat su susreta s brojnim populacijama s kojima su Romi dolazili u
kontakt na svom visestoljetnom putu od Indije prema Europi. Romi su stigli u Perziju tijekom
9. stolje¢a sudjeluju¢i u migracijama stanovnistva s istoka ili kao dio perzijske vojne
ekspedicije u Indiju. S obzirom na veliki broj posudenica iz perzijskog i armenskog jezika,
Romi su zasigurno ne samo prosli ve¢ se 1 stanovito vrijeme zadrZali prvo u Perziji, a potom 1
Armeniji (Martinovi¢ Klari¢ 2009). Postojece populacije Roma u Europi formirane su ranim
postupnim migracijama s Balkana u ostatak Europe zavrSenima do 15. stolje¢a (Slika 2)
zajedno s tri recentnija zamjetna vala migracija: prvim nakon ukidanja ropstva u Rumunjskoj
krajem 19. stoljeca, drugim iz Jugoslavije u 1960-ima 1 1970-ima te tre¢im u 1990-ima iz
istoéne Europe zbog politicko ekonomske situacije (Hancock 1987, Fraser 1992, Liégeois

1994, Reyniers 1995). 1z Europe dio je Roma emigrirao u Sjevernu te Juznu Ameriku.
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Slika 2. Dolazak i migracije Roma u Europi.
(preuzeto i prilagodeno s https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=4082182

1.1.3. Socio-kulturna obiljezja

Osim lingvisti¢ara i povjesnicara, slicnost Roma s indijskim narodima uo¢ili su i etnolozi i
antropolozi koji su se bavili istrazivanjima druStvenih obiljeZja brojnih romskih skupina.
Drustvena organizacija Roma sli¢na je narodu Jat u Indiji. Osnovna jedinica romskog drustva
je grupa. Svaka grupa odredena je vlastitom tradicijom, obiCajima, jezikom tj. dijalektom,
religijom i zanimanjima, a ¢esto ima i vlastita samoupravna tijela. Pojedinacne grupe mogu se
svrstati u veée metagrupe — npr. Sinti u Njemackoj, Kalo u Spanjolskoj, Ciganos u Portugalu,

Manouches u Francuskoj, Romanichals u Velikoj Britaniji (Kalaydjieva i sur. 2001b). Najveci


https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=4082182
http://www.abroadintheyard.com/

broj razli¢itih romskih grupa prisutno je na Balkanu, gdje primjerice samo u Bugarskoj postoji
preko 50 razli¢itih romskih grupa. Tijekom svoje proslosti Romi su uglavnom zivjeli kao
nomadi sele¢i se u karavanama od mjesta do mjesta. Izuzetak je bio tijekom ropstva u
Rumunjskoj kad je najveci broj Roma bio prisiljen na sjedilacki zivot jer su kao robovi
pripadali ili nekom samostanu ili mjestu te im je stoga kretanje bilo onemogucéeno t;.
zabranjeno. Jedan dio Roma pripadao je vladaru te su se smjeli kretati, no isklju¢ivo unutar
granica knezevina sa Cijeg podruc¢ja im je bilo zabranjeno iza¢i. U svakom slu¢aju, nomadski
zivot jako je pridonio ocuvanju kulturnog identiteta romskih grupa i odvojenosti od okolnog
vecinskog stanovnistva. Tijekom povijesti bilo je pokuSaja da se Rome prisili na sjedilacki
nacin zivota (npr. u HabsburSkoj Monarhiji pod vladavinom Marije Terezije i Josipa II. i
Spanjolskoj pod vladavinom kralja Karla IIL.), ali takvi pokusaji nisu bili posve uspjesni te se
nomadski nacin zivota uspio odrZati sve do danasnjih dana. Ipak, u zadnjih pola stolje¢a Romi
sve vise prelaze na sjedilacki nacin zivota (Martinovi¢ Klari¢ 2009).

Uz Rome su vezana i tradicionalna zanimanja kojima su se najc¢esce bavili u proslosti. Postoje
3 kategorije u koje se ta zanimanja mogu svrstati: 1. zanatska zanimanja 2. trgovina, 3. ples i
glazba, gatanje. Naravno, u 20. stoljeu, uslijed razvoja novih tehnologija, potreba za
mnogima od tih zanimanja se izgubila te veliki broj Roma gubi izvor prihoda, a time i
identitet koji je snazno vezan uz posao kojim se bave jer su grupe Cesto, izmedu ostalog,
odredene 1 zanimanjem koje obavljaju Sto se oCituje 1 u njthovom nazivu (npr. Bajasi — rudari
koji su vadili zlato iz rudnika koji se nazivaju bai, po ¢emu su i dobili naziv) (Martinovi¢
Klari¢ 2009, Radosavljevi¢ 2010). Ipak, prilagodljivost novim okolnostima koju su Romi
tijekom povijesti Cesto iskazivali, okrenula ih je novim izvorima prihoda i zanimanjima kao

§to su npr. sakupljanje i prodaja otpadnog materijala (Skari¢-Juri¢ i sur. 2007).

1.1.4. Romi danas

Romi su populacija u kontinuiranoj dijaspori i zive u razli¢itim drzavama jer nemaju vlastitu
domovinu, govore razliitim jezicima 1 ispovijedaju razli¢ite vjere. U Europi Romi
predstavljaju najsiromasniju manjinu ¢iji je kulturni identitet oblikovan njihovim jedinstvenim
nasljedem te kroz interakciju s veclinskim stanovniStvom. Interakcije su se najceSce
manifestirale u obliku etnicke stigmatizacije, diskriminacije, progona, politicke, ekonomske i

kulturalne marginalizacije ili kompletnog socijalnog iskljucivanja Roma. Zbog razli¢itih

socijalnih 1 ekonomskih pritisaka unutar europskih drzava, Romi su postupno fragmentirani u



brojne geografski rasprSene grupe s vlastitim socijalnim i lingvistickim obiljezjima

(Martinovi¢ Klari¢ 2009).

Procjenjuje se da danas u svijetu zivi izmedu 12 i 15 milijuna Roma. U Europi izmedu 8 i 10
milijuna, od toga 70% u zemljama sredi$nje, isto¢ne i jugoistocne Europe (Slika 3). Prema
procjenama Svjetske banke (www.web.worldbank.org) udio Roma povecao se za 6 do 9% u
ukupnoj populaciji Bugarske, Makedonije, Rumunjske i Slovacke. Rumunjska je drzava s
najve¢im brojem Roma (izmedu 1 do 2 milijuna), a zatim slijede Madarska, Bugarska,
Slovacka, Turska te Srbija (izmedu 400.000 1 1 milijuna). U zapadnoj Europi, najveci broj
Roma prisutan je u Spanjolskoj (750.000), Francuskoj (310.000), Njemackoj (120.000) i
Italiji (100.000).
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Slika 3. Rasprostranjenost Roma u Europi (izvor: Kalaydjieva i sur. 2001)
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1.1.5. Romi u Hrvatskoj

Prvi pisani dokument u kojem se Romi spominju na podrucju Hrvatske trgovacki je spis iz
Dubrovnika iz 1362. Desetak godina kasnije (1373.) Romi se spominju i u Zagrebu. U
srednjem je vijeku romsko stanovniStvo vezano za gradove. Nakon 1783. nema podataka o
popisu Roma. Velike romske skupine dolaze u Hrvatsku tijekom 19. stoljeca iz Rumunjske te
pripadaju romskoj skupini Koritara, a naseljavaju podru¢je Medimurja i Podravine (Hrvati¢
2004). Najveci broj Roma nalazi se na Balkanu, a ovisno o povijesnom slijedu migracija
dijele se na balkanske 1 vlaSke Rome. Balkanski Romi potjeu od najranijih doseljenika koji
su se smjestili juZzno od Dunava, unutar granica Otomanskog carstva. Prethodnici vlaskih
Roma migrirali su s Balkana, preko Dunava do Rumunjske gdje su 500 godina bili u ropstvu.
Povijest pokusaja nasilne asimilacije Roma uvjetovana je gospodarskom potrebom da ih se

ukljuci u kmetovsku radnu snagu, a zapocela je politikom carice Marije Terezije i1 cara Josipa



II. ¢iji su propisi Romima zabranjivali kretanje, posjedovanje i trgovinu konjima, koriStenje
romskog jezika, biranje voda i podizanje vlastite djece. Ropstvo je imalo vazan utjecaj na
geneticko 1 socio-kulturno oblikovanje vlaskih Roma te na daljnje seobe. Nakon zavrSetka
ropstva u 19. st. uslijedio je novi val migracija vlaS8kih Roma u Hrvatsku, Srbiju, Madarsku te
u ostale balkanske zemlje, ali i u druge dijelove Europe. Istrazivanja mitohondrijske DNA
razli¢itih romskih skupina pokazala su odvojenost vlaskih Roma i ostalih romskih skupina
koje su doselile u Europu u prvom migracijskom valu (Mendizabel i1 sur. 2011). Tijekom

ratnih godina, u razdoblju od 1933. do 1943., u genocidu je ubijeno 600.000 Roma.

U Hrvatskoj su prisutni balkanski Romi i potomci vlaskih Roma koji govore arhai¢nim
dijalektom rumunjskog jezika, a nazivaju se vlaski Romi ili Bajasi. lako Romi zbog
nomadskog nacina zivota nemaju stalno prebivaliSte, populacija Roma Bajasa je na podrucju
sjeverozapadne Hrvatske ve¢inom autohtona i sjedilacka. Izrazito su endogamni i sklapaju
brakove isklju¢ivo unutar skupine te njeguju tradiciju velikih obitelji s mnogo djece. Prema
subdijalektalnim karakteristikama Bajasi se mogu podijeliti na mucéanske Rome koji
naseljavaju Baranju i na erdeljske koji naseljavaju Medimurje (Slika 4). UnatoC toj podjeli
Bajasi predstavljaju kohezivnu skupinu koja se izdvaja od ostalih romskih skupina

(Martinovi¢ Klari¢ 2009).

Slika 4. Lokacije u Hrvatskoj koje naseljavaju Romi Bajasi (izvor: Martinovi¢ Klari¢ 2009)

Danas su priznati kao jedna od 22 nacionalne manjine koje zive u Republici Hrvatskoj. Prema
podacima Drzavnog zavoda za statistiku iz 2011. u Republici Hrvatskoj zivi 16.975
pripadnika romske nacionalne manjine, $to ¢ini 0.4% ukupnog stanovniStva i predstavlja
kontinuiran rast sve od popisa 1971. Medutim, stvaran broj im je teSko ustvrditi zbog

neposjedovanja identifikacijskih dokumenata, Zivota u nelegaliziranim naseljima 1



etnomimikrije, a s druge strane, mnogi se ne Zele izjasniti kao Romi, no procjene se krecu
izmedu 30.000 i 40.000 pripadnika. Najvise ih zivi u Medimurskoj zupaniji, gradu Zagrebu,
Osjecko-baranjskoj zupaniji 1 Sisacko-moslavackoj zupaniji. Prema istrazivanju DrZavnog
zavoda za zaStitu obitelji, materinstva 1 mladeZzi iz 2002. godine, 51% Roma u Hrvatskoj je
,starosjedilacko®, 17% romskog stanovnisStva se selilo unutar Hrvatske, a ostali su doseljenici.
Terenska istrazivanja Instituta za antropologiju od 2005. do danas pokazala su da su te brojke
u danasSnje vrijeme jo$ 1 vece — naime, Cak 88,8% ispitanth Roma rodeno je u mjestu gdje 1
trenutno Zivi, kao i 69,4% njihovih roditelja (Skari¢-Juri¢ i sur. 2007). Doseljeni Romi dolaze

uglavnom iz podrucja bivse Jugoslavije, posebice Bosne i Hercegovine, Srbije i Kosova.
1.1.6. Geneticka istrazivanja romskih populacija

Gresham 1 suradnici su 2001. potvrdili indijsko podrijetlo suvremenih Roma u istrazivanjima
uniparentalnih  polimorfizama: nerekombiniraju¢e regije kromosoma Y (NRY) i
mitohondrijske DNA (mtDNA). Istrazivanje je provedeno na 14 razli¢itih romskih skupina u
Europi, a pokazalo je da je azijska NRY haplogrupa H1a-M82 prisutna kod gotovo polovice
analiziranih musSkaraca, dok je kod cetvrtine ukupne romske populacije uocena
mitohondrijska haplogrupa M, takoder azijskog podrijetla. Zbog ograni¢ene geneticke
varijabilnosti ovih dviju oCinskih i maj¢inskih linija, zakljueno je da su suvremeni europski
Romi potekli od malog broja utemeljitelja koji su se odvojili od jedinstvene etnicke skupine

koja je zivjela na podrucju Indije.

Morar je 2004. analizirao 14 romskih skupina podijeljenih u tri migracijske kategorije
(balkansku, vlasku i1 zapadnoeuropsku) s obzirom na ucestalost mutacija i povezanih
haplotipova odgovornih za nastanak pet autosomno-recesivnih bolesti (sindroma kongenitalne
mijastenije, nasljedne senzomotorne neuropatije, deficita galaktokinaze, miSi¢ne distrofije
zdjeli¢nog pojasa te sindroma kongenitalnog katarakta, facijalnog dismorfizma i neuropatije).
Mutacijski probir ukazao je na visoku ucestalost nositelja mutacija unutar skupina u rasponu
od 5 do 16%. Visoke ucestalosti su pokazatelj uCinka utemeljitelja te su pronadene joS u
sluaju najudestalijih monogenskih bolesti kod Finaca i Zidova Askenaza. Nadalje, podaci
pokazuju da je jedan od osam ljudi iz opée romske populacije nositelj jedne od pet
analiziranih mutacija. Mutacija 81267delG odgovorna je =za nastanak kongenitalne
mijastenije, a pronadena je kod romske, indijske i pakistanske populacije. Medutim, navedena
mutacija nije ujednaceno rasporedena u razli¢itim romskim skupinama diljem Europe. Takva

neujednacena zastupljenost ancestralne mutacije ukazuje na vrlo ranu diferencijaciju Roma u



Europi koja je nastala kao posljedica razli¢itih migracijskih puteva te pojave sekundarnih i

tercijarnih ucinaka uskog grla unutar malih i odvojenih romskih skupina (Morar i sur. 2004).

Romske skupine medusobno pokazuju mnogo visi stupanj heterogenosti nego druge
autohtone europske populacije. Manja veli¢ina populacije osnivaca, ja¢i utjecaj genskog
pomaka 1 trajne podjele medu skupinama uvjetovane druStvenim ustrojem i obic¢ajima
vezanim uz sklapanje brakova prouzrocile su izrazito visok stupanj razliitosti izmedu

pojedinih romskih skupina (Kalaydjieva i sur. 2001).

1.1.7. Genetic¢ka istrazivanja Roma u Hrvatskoj

U posljednjih desetak godina provedeno je nekoliko populacijskih analiza triju romskih
populacija s podru¢ja Hrvatske. U istrazivanju Pokupci¢ iz 2012. analizirano je 15
autosomnih mikrosatelitnih lokusa i 16 mikrosatelitnih lokusa kromosoma Y populacija Roma
nastanjenih u Baranji, Medimurju te Zagrebu 1 okolici. IstraZivanje je uvrdilo vecu gensku
raznolikost triju romskih populacija iz Hrvatske u odnosu na ostale romske populacije i na
europske vecinske populacije, kao 1 manju gensku raznolikost u odnosu na ukupnu indijsku
populaciju. Istrazivanjem ocinskih linija dviju romskih populacija, onih iz Baranje i
Medimurja, utvrdeno je da je najzastupljenija haplogrupa Hla, koja proizlazi iz ancestralne
indijske zalihe gena i njezina zastupljenost je rezultat dugotrajne izolacije 1 endogamije
(Martinovi¢ Klari¢ 1 sur. 2008). Druga najzastupljenija haplogrupa jest E3b1-M78, usvojena
dolaskom u Europu, ali ista nije pronadena u vec¢inskim populacijama Balkana. Za vrijeme
ranog boravka na Balkanu i ropstva u Rumunjskoj u manjoj su mjeri usvojene ostale prisutne
europske haplogrupe J2, Rla, 11, R1b1b2, G i I2a. Analizom majc¢inskog nasljeda u hrvatskih
Bajasa utvrdena je zastupljenost mitohondrijskih haplogrupa X2 1 U3 koje ukazuju na
bliskoisto¢ne migracijske puteve Roma, a prisustvo haplogrupe M ukazuje na indijske

korijene (Peri¢i¢ Salihovi€ i sur. 2011).

U istraZivanju Baresi¢ iz 2013. analizirano je 7 mikrosatelitnih lokusa kromosoma X osoba
muskog spola kako bi se analizirala geneticka struktura triju romskih populacija iz Baranje,
Medimurja 1 Zagreba. Populacije vlaskih Roma iz Medimurja i Baranje govore
starorumunjskim jezikom ljumba d’bjas, a populacija balkanskih Roma govori jezikom
romani-chib. Rezultati genetiCkih analiza pokazali su da populacija Roma u Medimurju po

stupnju izoliranosti iskazanom putem neravnoteZze vezanosti gena spada u skupinu izrazito



izoliranih populacija, kao i $to su ukazali na znacajnu razliku izmedu populacije Medimurja s
populacijama Baranje i Zagreba $to upucuje na moguce rano odvajanje tri istrazivane romske
populacije, unato¢ tome Sto populacije Medimurja 1 Baranje pripadaju istoj migracijskoj i

jezi¢noj skupini.

1.2. Geni NAT

1.2.1. ADME geni

Proteini ukljuceni u apsorpciju, distribuciju, metabolizam 1 izlu€ivanje lijekova u organizmu
kodirani su skupinom gena koji se nazivaju ADME (eng. Absorption, Distribution,
Metabolism, Excretion) geni, a oni kodiraju za velik broj enzima poput citokroma P450,
glutation S-transferaze, aldehid dehidrogenaze, alkohol dehidrogenaze te velik broj razlicitih
receptora. Vrste 1 ucestalosti varijacija u ADME genima razlikuju se unutar 1 izmedu
populacija te imaju vazan utjecaj na farmakokinetiku lijekova (Wilson 1 sur. 2001). Iako su
zbog klini¢ke vaznosti farmakogenetski podaci vezani za ADME gene opsezno proucavani,
takvi su podaci u kontekstu izoliranih populacija prili¢no oskudni. Zbog navedenog je upravo
geneticko istrazivanje romske populacije u Hrvatskoj od velike vaznosti jer varijacija u
ucestalostima alela polimorfnih farmakogena moze biti odgovorna za ozbiljne nezeljene

reakcije na lijekove ili promijenjene djelotvornosti velikog broja lijekova.

Farmakoloski ishod upotrebe lijekova uvelike ovisi o pacijentovom podrijetlu. Suvremena
genomska raznolikost odrazava prosla demografska i evolucijska dogadanja. Razliciti
vremenski i geografski obrasci tih dogadaja definiraju genetske profile koji uzrokuju znacajne
razlike medu ljudskom populacijom. ADME geni, za koje se zna da su vazni za efikasnost
upotrebe lijekova, pokazuju specificnu raspodjelu medu ljudskom populacijom. Varijante
lokusa s promijenjenom aktivno$¢u prisutne su u svim geografskim regijama, dostizuéi
izuzetno visoke ucestalosti u nekim populacijama, a njihov izraziti geografski obrazac
varijacije rezultat je evolucijskih dogadanja. Nadalje, pojedinci unutar populacije pokazuju
znacajne razlike u metabolizmu lijekova zbog svog heterogenog podrijetla svojih predaka.

Geni NAT primjer su gena koji pripadaju ADME klasifikaciji, a ujedno je rije¢ o polimorfnim

genima.



1.2.2. Farmakogeneticka vaznost gena NAT

Arilamin N-acetiltransferaza (NAT) jedni su od najvise prouc¢avanih gena koji su ukljuceni u
metabolizam lijekova zbog svojeg medicinskog znacaja u farmakogenetici i epidemiologiji
bolesti. Oni su ¢lanovi male genske obitelji koja kodira arilamin N-acetiltransferaze, citosolne

enzime ukljucene u reakcije konjugacije faze II nekoliko endogenih i egzogenih spojeva.

Arilamin N-acetiltransferaze (NAT) su enzimi za metaboliziranje ksenobiotika s tri razlicite
enzimatske aktivnosti: (1) acetil-koenzim A (CoA) ovisna N-acetilacija arilamina 1
arilhidrazina koja je obi¢no povezana s detoksikacijom ksenobiotika; (2) acetil-CoA ovisna
acetilacija koja ukljucuje O-acetilaciju N-hidroksiarilamina, tipi¢no stvorenu N-oksidacijom
arilamina enzimima citokroma P450; (3) acetil-CoA neovisni N, O-acetiltransfer proveden na
N-arilhidroksamskim kiselinama koji stvara visoko reaktivne mutagene spojeve $to se vezu na
DNA. Zbog svoje aktivnosti, geni NAT imaju vaznu ulogu u metabolizmu i detoksikaciji
ksenobiotika 1 terapijskih lijekova. Ovi geni su takoder vezani uz rizik od raka zbog njihove
uloge u aktivaciji ili detoksifikaciji karcinogena i1 njihove interakcije s drugim kemikalijama

iz okoli$a (Sim i sur. 2012, Sim i sur. 2008a, Sim i sur. 2008b).

N-acetiltransferaze su medu prvim poznatim enzimima za koje je otkriveno da je njihova
ucinkovitost genski uvjetovana. Klinicke i molekularne studije odnosa gena i proteina
omogucile su bolje razumijevanje NAT enzima 1 njihovih gena u ljudskoj populaciji.
Dokazano je da produkt gena NATI/ ima i endogenu ulogu, a ne samo metabolizirajucu.
Enzimske 1 kasnije strukturalne studije utvrdile su da reakcija acetilacije ukljucuje prijenos
acetilne skupine u cistein sulfidrilnu skupinu, aktiviranu kao dio medusobno istovjetno
postavljene kataliticke trijade s aspartatom 1 histidinom u svim NAT enzimima, sa samo

jednom iznimkom u slu¢aju bakterija.

Arilamin N-acetiltransferaze (NAT) su medu najranijim primjerima farmakogenetskih
varijacija opisanih prije vise od 50 godina, a jedan od njegovih ¢lanova, NAT2, povijesno je
prvi, ali i danas najbolje dokumentiran kao gen za metabolizam lijekova (Sim i sur. 2012) koji
je otkriven zbog svoje povezanosti za nuspojave lijeka nakon uvodenja terapije izonijazidom
za bolesnike s tuberkulozom. Standardno globalno lijeCenje tuberkuloze je kombinirana
terapija izonijazida, rifampicina, pirazinamida i etambutola tijekom 2 mjeseca, a potom

izoniazida i1 rifampicina sljede¢a 4 mjeseca. Izonijazid, poznat i kao izonikotinilhidrazid
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(INH), lijek je ,,prve crte* u lijeCenju tuberkuloze. Metabolizira ga enzim NAT?2 koji katalizira
konjugacijsku reakciju tijekom koje se acetilna skupina iz acetil koenzima A prenosi s amin
akceptora tvore¢i amid. Geneticke varijacije gena NAT2 koje uzrokuju razlike u brzini
acetilacije utjecu na terapijski odgovor na INH (i druge lijekove koji su detoksificirani ovim
enzimom). Osobito su spori acetilatori povezani s poveéanim rizikom od ADR-a izazvanog

lije¢enjem protiv TBC-a u usporedbi s brzim acetilatorima (Sabbagh i sur. 2011).

1.2.3. Dana$nja saznanja o genima NAT

U ljudi postoje dva funkcionalna gena NAT koji kodiraju NATI i NAT2 enzime, a oba gena
NAT kodirani su u polimorfnim lokusima. No, sveukupno, u ¢ovjeka postoje tri gena NAT:
NATI, NAT2 1 jedan pseudogen NATP koji su kodirani na kratkom kraku kromosoma 8 (Slika
5) na poziciji 8p22, a svaki od dva NAT izoenzima kodirani su genima unutar 200 kb. NATI i
NAT2 dijele 87,5% kodiraju¢e sekvence i oko 80% sa sekvencom gena NATP. Treci
neprocesuirani polimorfni pseudogen smjeSten je izmedu NATI i NAT2, blize NAT2,
sljede¢im redoslijedom: telomer-NATI, NATP, NAT2-centromer 1 on je rijetko istraZivan.
Samo dvije studije su istraZivale njegovu genetiCku varijabilnost kako bi rasvijetlile
evolucijsku proslost cijele regije NAT (Mortensen i sur. 2011, Patin i sur. 2006). Zanimljivo, u
africkoj populaciji NATP je pokazao sli¢nu razinu nukleotidne razli¢itosti kao i NAT2, dok je
kod europskih, azijskih 1 ameri¢kih populacija ova razina slicnija onoj kod NATI.
Populacijska struktura temeljena na analizi pseudogena NATP snazno je povezana s
geografijom sugeriraju¢i da obrazac ljudske raznolikosti kod NATP moze biti objasnjen

interakcijom genskog pomaka i geografski strukturiranog toka gena (Mortensen i sur. 2011).

Lokalizacija ljudskih gena NAT ukljucivala je molekularno-genomska istrazivanja i
citogenetske studije prije nego Sto je slijed Citavih genoma bio u potpunosti istrazen. Aleli
gena NATI i NAT?2 pokazuju neravnotezu vezivanja (eng. linkage disequilibrium) tako da se
genotipizacijom 7 ili manje SNP-a (polimorfizam jedne baze; eng. single-nucleotide

polymorphism) mogu dobiti informacije o veCem genskom podrucju (Magalon i sur. 2008).

Kako je navedeno, dva funkcionalna ljudska gena NAT, NATI i NAT2, vrlo su sli¢na jedan
drugom s preko 80% identi¢nih pozicija na razini aminokiselina, a svaki je dugacak 290
aminokiseline. Razlike u aminokiselinama izmedu ovih citosolnih enzima osnova su njihovih
razli¢itih supstratnih specificnosti, iako svaki moze acetilirati ksenobiotike dodavanjem

acetilne skupine iz acetil CoA.
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Geni NATI i NAT2 kodirani su kao dva funkcionalna gena, a svaki se sastoji od jednog
kodirajuc¢eg egzona. Gen NATI sastoji se od 8 nekodiraju¢ih egzona uzvodno od otvorenog
okvira Citanja (eng. Open Reading Frame, ORF) bez introna S$to rezultira u spliced
transkriptima s istim kodiraju¢im podru¢jem koje se moze naci u razli¢itim tkivima. Gen
NAT2 ima jedan nekodirajuci egzon oko 8,6 kb uzvodno od ORF-a bez introna. Dva gena
imaju ORF-ove od 870 bp i kodiraju proteine od 290 aminokiselina (~ 30 kDa). Svaki od ta
dva gena takoder ima uzvodnu promotorsku regiju koja je spojena na prepisani gen prije
pocetnog kodona. Stoga je genska struktura NATI s nekoliko alternativnih nekodirajucih
egzona mnogo slozenija od genske strukture NAT2, gdje je identificiran samo jedan

nekodirajuci egzon.

Njihovi proteinski produkti imaju razliCite fizioloSke uloge: NATI je Siroko zastupljen u
vecini tkiva 1 stoga moze biti ukljuCen u homeostazu i razvoj, iako se razine ekspresije
razlikuju izmedu tipova stanica i tkiva, dok se NA72 nalazi uglavnom u tkivu jetre, tankog i

debelog crijeva kao tipi¢ni enzim za metabolizam ksenobiotika (Magalon i sur. 2008).

% éa

MT
Slika 5. Polozaj gena NAT1 i NAT2 na kromosomu (preuzeto i prilagodeno prema www.ncbi.nlm.nih.gov)
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Prema smjernicama postignutim konsenzusom postoji 28 alela NAT7 i vise od 100 alela
NAT?2, definiranih kao haplotipovi koji se uglavnom razlikuju jedan od drugog za jedan ili
viSe SNP-a (nat.mbg.duth.gr). NATI je oCuvaniji od NAT2, a NAT2 karakterizira visoka
ucestalost funkcionalnih varijacija, svrstavaju¢i ga medu najpolimorfnije ADME gene. Rane
studije fenotipskih profila gena NAT pokazale su da africke, indijske 1 europske populacije
imaju ucestalost sporih acetilatora u rasponu izmedu 40% 1 60%, dok u jugoistocnoj Aziji,
Americi 1 Oceaniji populacije imaju znatno niZe ucestalosti sporog acetilatora, u rasponu od
5% do 30% (Sabbagh 1 sur. 2011). Do danas je utvrdeno 45 SNP-a u kodiraju¢em egzonu

gena NAT?2, ali viSe od polovice ima ucestalost manje od 5%, dok su viSe ucestalosti opazene
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samo u izoliranim populacijama s izraZzenim genskim pomakom. Populacijska struktura
temeljena na varijacijama gena NAT2 razlikuje se od neutralnih obrazaca, uglavnom zbog
visoke diferencijacije istocne Azije od ostatka svijeta, Sto je rezultat razliCitih selektivnih
pritisaka zbog promjena u izloZenosti ksenobioticima (Sabbagh i sur. 2011, Sabbagh 1 sur.
2008). Stovise, sporija stopa acetilacije mogla je pruziti selektivnu prednost populacijama
koje se s kulture lovaca sakupljaca prelaze na pastoralizam/poljoprivredu tijekom neolitika
(Magalon i sur. 2008, Mortensen i sur. 2011, Patin 1 sur. 2006, Podgorna 1 sur. 2015, Sabbagh
isur. 2011).

S druge strane, pokazalo se da je kodiraju¢a sekvenca gena NATI barem 10 puta manje
raznolika od NAT2 (Patin i sur. 2006, Ramos i sur. 2014), a vecina varijacija ima ucestalost
ispod polimorfnog praga. Najc¢esSc¢e varijacije nalaze se zapravo uzvodno u intronskoj regiji ili
u 3' UTR. Svi poznati podaci o ova dva gena ukazuju na to da su se razvili pod razliitim
selektivnim pritiscima. Zbog njihove uloge u metabolizmu lijekova, geneticka varijacija gena
NATI 1 NAT2 ima vazan utjecaj na terapijski ishod ili nuspojave u lijeCenju tuberkuloze

(osobito, ali ne iskljucivo).

1.2.4. Gen NATI

Ljudski gen NATI eksprimiran je u razli¢itim tkivima, ukljuuju¢i crvene krvne stanice.
Katabolit folata, p-aminobenzoil glutamat (p-ABAglu), identificiran je kao supstrat NAT! i
kao veza izmedu metabolizma folata, dok je aktivhost NAT/ istaknuta u mnogim
istrazivanjima, ukljucujuéi 1 opazanje da su ljudski NATI 1 njegovi NAT2 ekvivalenti kod
glodavaca selektivno u stanju hidrolizirati acetil CoA u prisutnosti folata. NAT/ se takoder
nalazi u crijevima, a njegova aktivnost u njima moze premasiti aktivnost NA72. Smatra se da
NATI ima i endogenu ulogu kroz svoju sveprisutnost i vremenski okvir svoje ekspresije
tijekom razvoja jer se nalazi u svim tkivima i tijekom ranog razvoja u stadiju embrija. Cini se,
doduse, da je njegova endogena uloga nebitna ili zapravo toliko vazna da postoje dodatni
kompenzirajuéi biosintetski putevi. Recimo, neke osobe imaju dva nefunkcionalna NAT! alela
1 sasvim su zdrave. Isto tako, s delecijom gena ekvivalentnom ljudskom NATI, tj. NAT2 kod
miSeva, jedinke su sasvim zdrave. Suprotno tome, prekomjerna ekspresija ljudskog NATI, ili
miSjeg ekvivalenta, povezana je s oSte¢enjima u razvoju i moze odrazavati promijenjeni

katabolizam folata ili poremecaj metabolicke osi acetilCoA/folata (Sim 1 sur. 2008a).
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Slika 6. Tercijarna struktura gena NAT! (Preuzeto i prilagodeno prema http://www.wwpdb.org)

1.2.5. Gen NAT2

Ljudski gen NAT?2 izrazen je pretezno u jetri 1 crijevima, a genski proizvod NAT2 Siroko je
odgovoran za metabolizam ksenobiotika, ukljucuju¢i specificne sulfonamide (npr.
sulfametazin), arilhidrazine (npr. izonijazid) i1 karcinogene. NAT2 gen je visoko polimorfan s
preko 100 identificiranih alela. Spora acetilacija povezana je s poremecajima koji ukljucuju
nuspojave lijekova, poput sistemskog eritemskog lupusa induciranog hidralazinom,
neuropatije inducirane izoniazidom, industrijskog karcinoma mokra¢nog mjehura, a takoder i
s novije identificiranim kardiovaskularnim 1 metabolickim poremecéajima. Provedene su
studije o ekspresiji pojedinih alela i mjerenja svojsvtenih enzimskih aktivnosti u varijantama

proteina koji ih kodiraju kako bi se razumjeli u€inci ovih SNP-a.

NAT?2 ukljucen je u fizioloske reakcije kod ljudi na razne ksenobiotske spojeve, ukljucujuci
uobicajene terapijske lijekove 1 egzogene kemikalije prisutne u prehrani i okoliSu. Nedavne
studije varijacija gena NAT2 sugeriraju da bi njegove spore varijante mogle biti rezultat
pozitivne selekcije kao posljedica promjene nacina prezivljavanja i nacina zivota u ljudskoj

populaciji u posljednjih 10.000 godina (Sabbagh i sur. 2011).
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Slika 7. Tercijarna struktura gena NAT?2 (preuzeto i prilagodeno prema www.wwpdb.org)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je utvrditi na koji nadin geneticka povijest populacije, migracije, izolacija i
endogamija utje¢u na raspodjelu alela u genima NATI i NAT2 koji imaju vaznu ulogu u

metabolizmu i detoksikaciji ksenobiotika i lijekova.
Glavni cilj ostvaren je kroz sljedece specifi¢ne ciljeve:
e utvrditi uCestalost alela na lokusima prikazanim u Tablici 2;
* odrediti ucestalost haplotipova;
* odrediti Hardy-Weinbergovu ravnotezu;
* utvrditi postoji li statisti¢ki znacajna razlika izmedu analiziranih romskih populacija;

* utvrditi postoji li statisticka znacajnost u razlici ucestalosti genotipova izmedu

proucavanih populacija.

Tablica 2. Lokusi unutar gena NATI i NAT?2

NATI *-338C>T 154986988
NATI 459G>A T153T 154986990
NATI 559C>T R187X 15030839

| NAT2 | 803A>G | - | 11208
| NAT2 | - [ - | 151799930

NAT2 341T>C - rs1801280
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Osnovne kemikalije 1 ureda;ji

Osnovne kemikalije 1 uredaji koji su koriSteni tijekom ovog istrazivanja navedeni su u

Tablicama 3 1 4.

Tablica 3. Osnovne kemikalije

KEMIKALIJE PROIZVODAC
KASP 1536 V4.0 mati¢na otopina LGC Genomics
TagMan® GTXpress™ mati¢na otopina Life Technologies
TagMan mati¢na otop. (za genotipizaciju) Life Technologies
PerfeCTa® qPCR ToughMix® Quanta BioSciences
Komplet SensiFAST™ Lo-ROX Bioline

(za genotipizaciju)
Univerzalne probe Bioline Bio-Rad Laboratories

SsoAdvanced™ Supermix
Neobiljezeni primeri i probe BHQplus Biosearch Technologies

Tablica 4. Osnovni uredaji

Uredaji Douglas Scientific
NEXAR
(uredaj za toplinske cikluse)
SOELLEX
(vodena kupelj PCR)
ARAYA
(skener za fluorescenciju)

3.2. Uzorak

U ovom istrazivanju koriStena je izolirana DNA iz baze Instituta za antropologiju. Izolirana
DNA prikupljena je tijekom antropoloskih i epidemioloskih istraZivanja romskog stanovniStva
kojeg provode znanstvenici Instituta za antropologiju u suradnji s drugim institucijama
Republike Hrvatske. U istrazivanju su analizirani uzorci DNA populacije Roma prikupljenih
na terenskim istrazivanjima u Zagrebu, Medimurju 1 Baranji. Uzorak koji je prikupljen u
Zagrebu predstavlja populaciju balkanskih Roma te se u daljnjem tekstu oznacava kao

geografska lokacija — Balkan (Tablica 5). DNA je izolirana iz uzoraka krvi.
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Tablica 5. Veli¢ine uzoraka na kojima su izvrSene DNA analize

Populacija Broj
Balkan 177
Medimurje 130
Baranja 132

3.3. Genotipizacija uzoraka

Uzorci su genotipizirani u komercijalnom laboratoriju metodom KASP (eng. Kompetitive
Allele Specific PCR). Metoda KASP temeljena je na kompetitivnoj lanc¢anoj reakciji
polimeraze specificne za alel i omogucuje bialelno odredivanje polimorfizma jednog

nukleotida (SNP, eng. single nucleotide polymorphism) te insercije i delecije na specificnom
lokusu (He i sur. 2014).

A) KASP Assay mix B) KASP Master mix A
: {Qa Qa:
Podetnice forward specificne za alel: L W
alel-1 & ¥ 7 #
: cC
5 T
alel-2
3 ¥
Pocetnica reverse: T 5 kg 5
7 g
= C) Kalup DNA -
5 3
[TT T T T T T T T T T TTeT T T T T T T TTTTTTT
3 5
[er]

Slika 8. Komponente reakcije KASP (preuzeto i prilagodeno s www.lgcgroup.com)

Metoda KASP koristi tri komponente (Slika 8). Prvu predstavlja DNA uzorka koji se
analizira, dok drugu komponentu podrazumijeva reakcijska mjeSavina KASP reakcijska
mjesavina koja sadrzi dvije razlicite, specificne za alel, kompetitivne pocetnice forward s

jedinstvenim sekvencijama 3’ kraja te jednu pocetnicu reverse (Tablica 6 1 7). Treca
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komponenta je KASP master mix koji sadrzi kasetu FRET (eng. fluorescence resonant energy

transfer) te se zajedno s polimerazom 7agq nalazi u optimalnoj puferskoj otopini.

Tablica 6. Komponente reakcije za tipizaciju mutacija

PLOCA S 384 BAZENCICA
(nl/bazencic)

DNA 2,5
2x KASP maticna otopina 2,5
KASP Assay mix 0,07
Ukupan reakcijski 5
volumen

U prvom ciklusu lan¢ane reakcije polimeraze jedna od pocetnica specifi¢na za alel sparuje se
s ciljanim polimorfizmom jednog nukleotida te se pocetnicom reverse amplificira regija. U
drugom ciklusu nastaje komplement sekvencije 3’ kraja specificne za alel. Zatim se u daljnjim

ciklusima lan¢ane reakcije polimeraze povecava razina sekvencije 3’ kraja specificne za alel

(Slika 9).

Tablica 7. Program za lan¢anu reakciju polimeraze

KORAK (0) 4 N TEMPERATURA VRIJEME BROJ CIKLUSA
1 Aktivacija 94°C 15 min 1
) Denaturacija 94°C 20s 10
Prianjanje/elongacija 61-55°C 60 s
3 Denaturacija 94°C 20s 26
Prianjanje/elongacija 55°C 60 s

Fluorescentno obiljezeni dio kasete FRET komplementaran je novim sekvencijama 3’ kraja te
se veze za njih Sto dovodi do stvaranja fluorescentnog signala kojeg biljezi laser.
Razlikovanje dva alela omoguceno je kompetitivnim vezanjem jedne od dvije pocetnice

forward specifi¢ne za alel (Semagn i sur. 2014)



Denaturirani kalup i komponente prianjanja - 1, ciklus PCR-a:
"

{pocctnica za alel-2 ne elongira) TTTTTTTIITTTNTT T
& - S —
{podetnica reverse elongira 5°-37)

{pocetnica m alel-1 vere se i elongira)

IIIIIIIIII(I:
IIIIIIIIIIIIIIéIIIIIIIIIIIIII

3 3

U prvam cikluse PCR-a, jedna od pofetnica specificna ca alel sparuje se s ciljanim SNP-om
te s adgovarajuéom pofetnicom reverse amplificira ciljano regijuo.

Nastali komplement repne sckvence specifiéne za alel - 2. ciklus PCR-a:

WﬂlllllllIIIIIIlI:IIIIIIIIIIIIIIII

= |
T 11 1@ L L L]

Veie e potetnica reverse, elongira i stvara komplementarnn kopijo repa alela-1.

Stvaranje signala - 3, ciklus PCR-a:

TR T AT TrATrAITrTraTr

Iifﬂ
:Jflf|||||||||||||E}||||||||||||||||

Obiljezen FAM-om oligonukleotid veze se za komplementarni rep sckvence
te nije vide utiSan.

Slika 9. Shema lancane reakcije polimeraze (SNP; polimorfizam jednog nukleotida, preuzeto i

prilagodeno s www.lgcgroup.com)

U slucaju da je genotip ispitivanog uzoraka homozigotan dolazi do emitiranja samo jednog
fluorescentnog signala, a u sluc¢aju heterozigota emitiraju se oba signala. Fluorescentni signali
iz svakog DNA uzorka predstavljeni su kao neovisne podatkovne tocke na grafu. Os X se
obi¢no koristi za obiljeZavanje vrijednosti fluorescencije FAM, a os Y za vrijednost
flourescencije HEX. Uzorak koji je homozigotan za alel obiljezen s FAM tijekom reakcije

KASP stvara jedino fluorescenciju FAM. Stoga je ta podatkovna toCka postavljena blizu X osi
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1 predstavlja visoki signal FAM, dok signal HEX nije prisutan. Nadalje, uzorak koji je
homozigotan za alel obiljezen s HEX tijekom KASP reakcije stvara samo HEX fluorescenciju
te je podatkovna toCka blizu Y osi. Uzorak koji je heterozigotan sadrzava oba alela: alel
obiljezen s FAM 1 alel obiljezen s HEX. Ovaj uzorak stvara pola FAM i pola HEX
fluorescencije koju stvaraju homozigotni uzorci za te alele. Podatkovne to¢ke smjestaju se u

srediste grafa predstavljajuéi pola FAM i pola HEX signala.

Kako bi se osigurala pouzdanost signala mora biti uklju¢ena negativna kontrola koju
predstavlja reakcija KASP bez kalupa DNA. Negativna kontrola ne stvara fluorescentni signal
te sustoga podatkovne tocke prisutne na pocetku grafa (Slika 10). Svi uzorci koji imaju isti
genotip stvaraju slicne razine fluorescencije i1 nalaze se jedan blizu drugoga. Na temelju
relativne pozicije klastera moguce je determinirati genotip svih podatkovnih tocaka.

Fluorescentni signali pretvoreni su softverski u podatke o genotipu koji su se zatim statisticki
obradili.

Genotip ¥:Y
1.00
0.80
renoti
0.60
0.40
0.20
NTC
Genotip X:X
0.00

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Fluorescencija FAM

Homozigoti za alel X,
obiljefeni FAM-om

Homozigoti za alel Y,
obiljeZeni HEX-om

Heterozigoti,
sadre alel X ialel Y

Kontrola bez kalupa

Fluorescencija HEX

Slika 10. KarakteristiCan graf genotipizacijske klaster analize (preuzeto i prilagodeno s www.lgcgroup.com)

3.4. Analiza podataka

Metodom KASP utvrdeno je koji su lokusi polimorfni kod gena NATI i NAT2. Za daljnju

analizu koriSteni su polimorfni lokusi navedeni u Tablicama 8 1 9.
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Tablica 8. Polimorfni lokusi gena NAT/

Supstitucija oI Ref. broj
aminokiseline lokusa

*_338C>T intron rs4986988

*_34A>T intron rs4986989

459G>A T153T rs4986990

Tablica 9. Polimorfni lokusi gena NAT2

Supstitucija L0 1 T RE Y
aminoKkiseline lokusa

282C>T - rs1041983
803A>G - rs1208

481C>T - rs1799929

- - rs1799930

34T>C - rs1801280

Romske populacije na podru¢ju Hrvatske medusobno su usporedene nizom interpopulacijskih
metoda. Polozaj hrvatskih Roma u odnosu na ostale svjetske populacije utvrden je
usporedbom s podacima online baze podataka 1000 Genomes  Project

(www.1000genomes.org) (Tablica 10).
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Tablica 10. Svjetske populacije ukljucene u analizu (izvor: CEPH; Centre d'Etude du Polymorphisme Humain)

Statisticke analize napravljene su u programu Arlequin ver 3.5.2.2 (Excoffier i sur. 2005).
IzraCunate su ucestalosti alela na tri polimorfna lokusa gena NAT! i pet polimorfnih lokusa
gena NAT2 kod romskih populacija, a zatim su polimorfni lokusi testirani podvrgavanju
Hardy-Weinbergovom zakonu ravnoteze. Testom Exact odredena je statisticka znacajnost u
razlici ucestalosti genotipova izmedu proucavanih populacija. Ovaj test sli¢an je Fisherovom
exact testu s 2x2 tablicom nepredvidenih slucajeva. Sva potencijalna stanja tablice dobivena

su matematickim modelom poznatim pod nazivom Markovljev lanac, a kao krajnji rezultat
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dobiju se p-vrijednosti. Kako bi se moglo zakljuciti da se dvije populacije statisticki razlikuju,

p-vrijednost mora biti manja od 0,05.

Haplotipovi iz populacijskih podataka rekonstruirani su pomoc¢u racunalnog programa Phase

ver. 2.1. (Stephens i sur. 2001).

Geneticke udaljenosti izmedu promatranih populacija izraCunate su na temelju ucestalosti
alela izmedu parova populacija (population pairwise Fsr) 1 prikazane su kao Fgsr vrijednosti u
obliku matrice. Takoder je izracunat i indeks fiksacije 1 postotak varijacija izmedu populacija

te unutar populacija.

Vizualizacija genetickih udaljenosti izvrSena je klasteriranjem pomocu statistickog paketa R

unutar okruzenja Rstudio, verzije 1.2.1335 (Rstudio Team 2016, www.rstudio.com). Za

izraCun udaljenosti izmedu klastera koriStena je metoda ,,Ward.D2” kojom je provedeno
hijerarhijsko algomerativno grupiranje Wardovim kriterijem koriStenjem funkcije ,,hclust”

unutar paketa ,stats” (R Core Team 2013, www.R-project.org) dok je za vizualizaciju

iskori$ten ,,ape” (Paradis E. i Schliep 2018) unutar statistickog paketa R.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju analizirani su aleli gena NATI i NAT2 kod 439 pripadnika romske
populacije u Hrvatskoj, od kojih su 177 s podru¢ja Balkana, 132 s podruc¢ja Baranje i 130 s
podruc¢ja Medimurja.

Uzorci DNA romske populacije Hrvatske genotipizirani su metodom kompetitivne lancane
reakcije polimeraze specificne za alel te su utvrdena 3 polimorfna lokusa za NATI:
rs4986988, 154986989 1 rs4986990 (Slika 12, 13 1 14) dok su monomorfni lokusi prikazani na
Slikama 15, 16, 17 i 18. Unutar gena NAT2 utvrdeno je 5 polimorfnih lokusa: rs1041983,
rs1208, rs1799929, rs1799930 i rs1801280 (Slika 19, 20, 21, 22 i 23) dok je monomorfni
lokus prikazan na Slici 24.

Slika 12. Analiza lokusa rs4986988. Zelena boja oznacava genotip T:C, plava genotip C:C, a crna negativau
kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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Slika 13. Analiza lokusa rs4986989. Zelena boja oznacava genotip T:A, plava genotip A:A, a crna negativnu
kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.

Slika 14. Analiza lokusa r4986990. Zelena boja oznacava genotip A:G, plava genotip G:G, a crna negativnu
kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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Slika 15. Analiza lokusa rs4987076. Plava boja oznac¢ava genotip G:G. Ovaj lokus je monomorfan te zbog toga
nije uvrsten u daljnje analize.

Slika 16. Analiza lokusa rs5030839. Plava boja oznacava genotip C:C. Ovaj lokus je monomorfan te zbog toga
nije uvrSten u daljnje analize.
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Slika 17. Analiza lokusa rs56172717. Plava boja oznacava genotip A:A. Ovaj lokus je monomorfan te zbog toga

nije uvrsten u daljnje analize.

0,17

0,05 0,87
| _

Slika 18. Analiza lokusa rs56379106. Plava boja oznacava genotip C:C. Ovaj lokus je monomorfan te zbog toga

nije uvrSten u daljnje analize.
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Slika 19. Analiza lokusa rs1041983. Crvena boja oznacava genotip C:C, zelena genotip C:T, plava genotip T:T,
a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.

Slika 20. Analiza lokusa rs1208. Crvena boja oznacava genotip G:G, zelena genotip G:A, plava genotip A:A, a
crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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Slika 21. Analiza lokusa rs1799929. Crvena boja oznacava genotip C:C, zelena genotip C:T, plava genotip T:T,
a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.

Slika 22. Analiza lokusa rs1799930. Crvena boja oznacava genotip A:A, zelena genotip A:G, plava genotip G:G,
a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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0,92

0,09

Slika 23. Analiza lokusa rs1801280. Crvena boja oznacava genotip C:C, zelena genotip C:T, plava genotip T:T,
a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.

Slika 24. Analiza lokusa rs1801279. Plava boja oznacava genotip G:G. Ovaj lokus je monomorfan te zbog toga
nije uvr$ten u daljnje analize.
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Ucestalost alela na istrazivanim lokusima prikazana je u tablicama 11 i 12 te je utvrdeno da je
gen NATI polimorfniji od gena NATI u sve tri istrazivane romske populacije, kao $to je i

utvrdeno da svi polimorfni lokusi pokazuju jedan koji je znacajno ucestaliji.

Tablica 11. Ucestalost alela za polimorfne lokuse gena NAT! kod romskih populacija Hrvatske

Baranja | Medimurje | Balkan
0,98077 | 0,99213 | 0,96591

1 1 1

1 1 1
0,02672 | 0,01163 | 0,03161
0,97328 | 0,98837 | 0,96839

Tablica 12. Ucestalost alela za polimorfne lokuse gena NAT?2 kod romskih populacija Hrvatske

Baranja | Medimurje | Balkan
0,69615 0,63636

0.34884

0,53053 | 0,68504 | 0,50867

Razlike izmedu istrazivanih romskih populacija utvrdene su Exact testom te nisu uocene
razlike izmedu populacija temeljem ucestalosti genotipova lokusa gena NAT! dok genotipovi

lokusa gena NAT?2 pokazuju statisticki znacajne razlike (Tablice 13 i 14).
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Tablica 13. Exact test populacijske razlike temeljen na ucestalostima genotipova lokusa gena NAT'!

0,06962+-0,0070 0,06509+-0,0114

Tablica 14. Exact test populacijske razlike temeljen na ucestalostima genotipova lokusa gena NAT2

0,00047+-0,0002 0,04928+-0,0075

Na osnovu ucestalosti genotipova na lokusima gena NAT! rekonstruirana su 2 haplotipa u
svakoj populaciji, od kojih jedan (CACGGCA) ima ucestalost ve¢u od 90% u sve tri
istrazivane populacije (Tablica 15). Unutar gena NAT2 rekonstruirano je 6 razlicitih
haplotipova od kojih se 4 javljaju u sve tri populacije (Tablica 16). Ujedno je zamijeceno da je
genotip CGCGGC prisutan samo kod romske populacije iz Baranje, dok se genotip TACAGT
javlja i u romskoj populaciji Balkana i Baranje.

Tablica 15. Ucestalosti haplotipova gena NAT! kod romskih populacija Hrvatske

CACGGCA 09735

Baranja

Medimurje CACGGCA 0,9885
Balkan CACGGCA 0,9661
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Tablica 16. Ucestalosti haplotipova gena NAT2 kod romskih populacija Hrvatske
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Tablica 17. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne lokuse gena NAT! u prou¢avanim populacijama; Ho -
uocena heterozigotnost; He - ocekivana heterozigotnost
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Tablica 18. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne lokuse gena NAT2 u proucavanim populacijama;
Ho - uocena heterozigotnost; He - o¢ekivana heterozigotnost

U Tablicama 17 i 18 prikazane su p-vrijednosti dobivene nakon §to su polimorfni lokusi
testirani podvrgavanju Hardy-Weinbergovom zakonu ravnoteze, a utvrdeno je da su svi

polimorfni lokusi u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom.
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Tablica 19. Analiza molekularne varijance gena NATI prouc¢avanih populacija

Izmedu populacija 0,227 0,00014

Ukupno 64,346 0,07342

Tablica 20. Analiza molekularne varijance po lokusu gena NAT!

rs4986989 0,00190

Srednja vrijednost 0,00190

Tablica 21. Analiza molekularne varijance gena NAT2 proucavanih populacija

Izmedu populacija 21,264 0.03268

Ukupno 1041,733 1,19893

Tablica 22. Analiza molekularne varijance po lokusu gena NAT?2

rs1041983 0,00420 0,10068
rs1208 0,04465 0
rs1799929 0,03805 0
rs1799930 0,00579 0,07234
rs1801280 0,39680 0
Srednja vrijednost 0,02726

U Tablicama 19, 20, 21 1 22 predstavljeni su rezultati analize molekularne varijance izmedu
romskih populacija. Oc¢ekivano, znatno vec¢i postotak varijacije prisutan je unutar populacija
nego izmedu romskih grupa. Lokus NAT2 pokazuje vece diferenciranosti izmedu grupa od
lokusa NATI. Kod gena NAT2 lokus rs1801280 ima najve¢i Fsr, dok lokus rs1041983 ima

najmanji Fgr.
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Treba naglasiti kako je Fsr(indeks fiksacije) mjera redukcije heterozigotnosti podpopulacija u
odnosu na ukupnu populaciju te Fsr tako pokazuje proporciju raznolikosti u populaciji koja
proizlazi iz razlike u ucestalosti alela medu podpopulacijama (tj. njihove diferencijacije). Fsr
mjeri koli¢inu geneticke varijacije izmedu podpopulacija, tj. usporeduje srednju koli¢inu

geneticke raznolikosti podpopulacija i geneticku raznolikost metapopulacije.

Tablica 23. Geneticke udaljenosti temeljene na ucestalosti alela medu populacijama (Fsr) kod gena NAT!

Balkan
Medimurje
Baranja

-0,00240 0,00216

Tablica 24. Geneticke udaljenosti temeljene na ucestalosti alela medu populacijama (Fsr) kod gena NAT?2

Balkan
Medimurje
Baranja

0,00190 0,03589

U Tablicima 23 i 24 nalaze se geneti¢ke udaljenosti medu romskim populacijama temeljene
na ucestalosti alela. Kod gena NATI/ najvec¢a je genetiCka udaljenost izmedu romske
populacije Medimurja i Balkana dok je najmanja geneticka udaljenost izmedu romskih

populacije Baranje i Balkana.

Isto tako, vidljivo je kako je kod gena NAT2 najveca geneticka udaljenost takoder izmedu
romske populacije Medimurja i Balkana dok je najmanja geneticka udaljenost izmedu

romskih populacije Baranje i Balkana.
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Tablica 25. Geneticke udaljenosti Roma i svjetskih populacija kod gena NAT!
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Tablica 26. Geneticke udaljenosti Roma i svjetskih populacija kod gena NAT?2
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Tablice 25 i1 26 prikazuju geneticke udaljenosti izmedu romskih populacija Hrvatske i svjetskih populacija, a njihova vizualizacija prikazana je u obliku

dendograma na Slikama 31 1 32.
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Slika 31. Vizualizacija geneticke udaljenosti izmedu romskih populacija Hrvatske i svjetskih populacija kod
gena NATI

Slika 32. Vizualizacija geneticke udaljenosti izmedu romskih populacija Hrvatske i svjetskih populacija kod

gena NAT2
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Geneticke udaljenosti temeljene na lokusima gena NAT2 pokazuju odredeni stupanj
geografske strukturiranosti dok udaljenosti temeljene na lokusima gena NATI ne pokazuju

nikakvu geografsku strukturiranost (Slika 31 1 32).

Ujedno je bitno naglasiti da na vizualnim prikazima genetickih udaljenosti izmedu romskih
populacija Hrvatske i svjetskih populacija kod gena NAT1 1 NAT2 brojevi kojima su oznacene

svjetske populacije odgovaraju rednim brojevima kolona u Tablicama 25 1 26.
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6. RASPRAVA

Romska populacija posjeduje specificnu geneticku strukturu zbog zalihe gena koja je
oblikovana brojnim ucincima utemeljitelja te je pod izrazitim djelovanjem genskog pomaka

zbog endogamije koja je dio specifi¢nih socio-kulturnih karakteristika ove populacije.

Romi su transnacionalna manjina podrijetlom iz sjeverozapadne Indije i danasnjeg Pakistana,
odakle preko Blistog istoka migriraju u Europu te njihova zaliha gena sadrzi kombinaciju
indijske zalihe gena predaka i zalihe gena vecinskih populacija s kojima su bili u kontaktu
tijekom migracija iz Indije. Indijsko podrijetlo Roma i rekonstrukciju glavnih puteva njihovih
seoba omogucila su lingvisticka istrazivanja koja su prepoznala vezu izmedu romskoga jezika
1 sanskrta, a njihovo indijsko porijeklo potvrdila su i geneticka istraZivanja uniparentalnih
biljega NRY i mtDNA (Perici¢ i sur. 2005). Danas su rasprostranjeni u Europi te u Sjevernoj i
Juznoj Americi. Zbog razlic¢itih migracijskih puteva te sekundarnih 1 tercijarnih u€inaka uskog
grla, romske populacije medusobno pokazuju mnogo veci stupanj heterogenosti od autohtonih
europskih populacija (Gresham 1 sur. 2001). Na Balkanu se nalazi najve¢i broj Roma u

Europi, a ovisno o povijesnom slijedu migracija dijele se na balkanske i vlaske Rome.

Na podru¢ju Hrvatske Romi se prvi puta spominju 1362. u trgovackom spisu iz Dubrovnika, a

danas ¢ine jednu od 22 nacionalne manjine koje zive u Republici Hrvatskoj.

Romske populacije koje obitavaju na podru¢ju Medimurja 1 Baranje predstavljaju pripadnike
iste skupine Roma BajaSa (vlaSki Romi). Romi s podrucja grada Zagreba pripadaju skupini
balkanskih Roma. Zalihe gena proto-romske populacije koja je obitavala na indijskom
poluotoku je, zbog razliCitih zivotnih uvjeta, mogla biti pod utjecajem evolucijskih sila

razlicitih od onih koje su djelovale na zalihe gena populacija koje obitavaju u Europi.

Proteini ukljuceni u apsorpciju, distribuciju, metabolizam i izlu¢ivanje lijekova u organizmu
kodirani su skupinom gena koji se nazivaju ADME geni. Vrste 1 uCestalosti genskih varijacija
u ADME genima razlikuju se unutar i izmedu populacija te imaju vaZan utjecaj na
farmakokinetiku lijekova (Wilson 1 sur. 2001). lako su zbog klinicke vaznosti
farmakogenetski podaci vezani za ADME gene opsezno proucavani, takvi su podaci u
kontekstu izolirane populacije prilicno oskudni stoga je geneticko istrazivanje romske
populacije u Hrvatskoj od velike vaznosti jer varijacija u frekvencijama alela polimorfnih
farmakogena medu razlicitim etnickim skupinama moze biti odgovorna za ozbiljne nezeljene

reakcije na lijekove ili promijenjene djelotvornosti velikog broja lijekova.
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(Skari¢-Jurié i sur. 2018) proucavali su varijacije klju¢nih biljega iz 33 najvaznija ADME
gena medu Romima i ostalim populacijama Sirom svijeta kako bi se procijenile specifi¢nosti
romske populacije u ovoj skupini gena. Rezultati su pokazali kako raspodjela ucestalosti alela
na istrazivanim lokusima pozicionira romsku populaciju u zdruzeni europsko-juznoazijski
klaster, Sto sugerira da je njihova zaliha ADME gena kombinacija ancestralnog (indijskog) i
novijeg (europskog) podrijetla. Takoder se pokazalo da romska populacija Hrvatske na 10 od
95 glavnih farmakogenetickih biljega ima izrazito visoke ucCestalosti inace rijetkih alela Sto

upuéuje na njihovu genetsku specifi¢nost (Skaric-Juri¢ i sur. 2018).

U ovom istrazivanju analizirana je varijabilnost gena NATI 1 NAT2 koji sudjeluju u
metabolizmu brojnih lijekova 1 ksenobiotika unutar romske populacije Hrvatske. U
istrazivanoj populaciji od sedam analiziranih lokusa gena NAT! tri su bila polimorfna, a od
Sest analiziranih lokusa gena NAT2 pet ih je bilo polimorfno. Na navedenim lokusima

provedene su statisticke analize zasnovane na ucestalostima alela, genotipova i haplotipova.

Pomoc¢u programa Arlequin provjerene su Hardy-Weinbergove ravnoteze u tri romske
populacije Hrvatske. Ustanovljeno je da su u romskim populacijama Baranje, Medimurja i
Balkana svi polimorfni lokusi gena NATI i NAT2 u skladu s Hardy-Weinbergovom

ravnotezom.

Prema Hardy-Weinbergovom zakonu, ucestalosti gena i1 genotipova stalne su u velikim
populacijama u kojima je odabir partnera slucajan. Ovo pravilo vrijedi samo za populacije u
genetickoj ravnotezi, §to znaci da u njima nema mutacija, migracija, genskog pomaka niti
prirodne selekcije. Budu¢i da su romske populacije male i izolirane, te je u njima izraZzena
engodamija, za ocekivati je bilo da pojedini lokusi neée biti u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi,

medutim to nije uoceno.

Cetiri monomorfna lokusa unutar gena NATI (rs56379106, 1s4987076, 1s5030839,
r$56172717) javljaju se u svjetskim populacijama s ucestalos¢u manjom od 2%, polimorfizmi
na tri lokusa uzrokovani su missense mutacijama, dok se kod jednog lokusa radi o nastanku
stop kodona (ensemble.org). Kod tri polimorfna lokusa utvrdeno je da se ucestalost slabije
zastupljenog alela podudara s ostalim svjetskim populacijama te iznosi oko 2%.
Usporedivanjem ucestalosti genotipova na ovim lokusima nije utvrdena statisticki znacajna
razlika izmedu istrazivanih romskih populacija, a takoder je utvrdena i sli¢na distribucija

haplotipova rekonstruiranih iz ovih lokusa.
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Unutar gena NAT2 samo je jedan lokus monomorfan (rs1801279), a ucestalost slabije
zastupljenog alela u svjetskim populacijama iznosi oko 2%. Radi se o missense mutaciji koja

uzrokuje sporiju acetilaciju (ensemble.org).

Vec¢ina polimorfnih lokusa je uzrokovana missense mutacijama, a ucestalost slabije
zastupljenog alela je unutar varijacije primijeCene u ostalim svjetskim populacijama, iako
razdioba alela izmedu istrazivanih populacija pokazuje znacajne razlike $to je utvrdeno i

Exact testom.

Na temelju genotipova istrazivanih lokusa rekonstruirani su haplotipovi te je utvrdeno ukupno
6 razlicitih haplotipova u romskim populacijama Hrvatske. Populacija iz Medimurja pokazuje
najmanju razliitost haplotipova S$to je u skladu sa svim dosadasnjim genetickim

istrazivanjima koja su provedena na toj populaciji (Klari¢ i sur. 2009, Salihovi¢ i sur. 2011).

Interpopulacijske metode utvrdile su vecu razli¢itost izmedu populacija kod gena NAT2 nego
kod gena NAT! sto je u skladu s njihovim evolucijskim karakteristikama. Postotak varijacije
izmedu populacija je kod gena NAT2 vise od 10 puta veéi u odnosu na gen NATI §to je u
skladu s rezultatima (Patin i sur. 2006, Ramos i sur. 2014) koji pokazuju da je kodirajuc¢a
sekvencija gena NATI barem 10 puta manje raznolika od one kod gena NAT2, a vecina
varijacija ima ucestalost ispod polimorfnog praga. U ovom istrazivanju geneticke udaljenosti

izmedu romskih populacija takoder su izrazenije kod gena NAT2.

Usporeduju¢i Rome Hrvatske s ostalim svjetskim populacijama primijecen je slican obrazac.
Kod gena NATI vizualizacija genetickih udaljenosti ne pokazuje geografsku strukturiranost
dok se kod gena NAT2 uocava izvjesna mjera geografske strukturiranosti, $to je u skladu s do

sada poznatim podacima.

Populacijska struktura temeljena na varijacijama gena NA72 pokazuje visoku diferencijaciju
isto¢ne Azije od ostatka svijeta, $to je rezultat razliCitih selektivnih pritisaka zbog promjena u
izlozenosti ksenobioticima (Sabbagh i sur. 2011, Sabbagh i1 sur. 2008). Smatra se kako je
spora stopa acetilacije mogla pruziti selektivnu prednost populacijama koje s kulture lovaca
sakupljaca prelaze na pastoralizam/poljoprivredu tijekom neolitika (Luca i sur. 2008,
Magalon 1 sur. 2008, Mortensen 1 sur. 2011; Patin 1 sur. 2006, Podgorna 1 sur. 2015; Sabbagh 1
sur. 2011).
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Varijacija u genima NAT, posebno u genu NAT2, iznimno je znacajna zbog svoje uloge u
interindividualnim varijacijama u odgovoru na anti-tuberkulozne terapije jer pripadnici
romskih populacija zbog svojeg socio-ekonomskog statusa lakSe podlijezu oboljenju od
tuberkuloze. Nadalje, ovi geni su ukljuceni u rizik od raka zbog njihove uloge u aktivaciji ili
detoksifikaciji karcinogena i njihove interakcije s kemikalijama iz okoliSa (Maisano Delser i
Fuselli 2013, Sim i sur. 2008a, Sim i sur. 2008b). To je posebno vazno imajuéi u vidu da su
Romi ukljuceni u prikupljanje sekundarnih sirovina iz otpada, §to ih dovodi u kontakt s
otrovnim kemikalijama. Stoga njihova sposobnost metaboliziranja toksi¢nih ksenobiotskih

tvari moze imati izravne posljedice na njihovo zdravlje (Petrescu-Mag i sur. 2016, Simpson-

Hebert i sur. 2005).

Ovakvo istraZivanje predstavlja uvod u odredivanje farmakogeneticki karakteristicnih alela

pomocu koji se moze odrediti stupanj metabolizacije odredenog lijeka.
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7. ZAKLJUCAK

* Analizirano je 7 lokusa unutar gena NATI i 6 lokusa unutar gena NAT2 romske
populacije Hrvatske. Lokusi gena NATI 156379106, rs4987076, rs5030839,
156172717, kao 1 lokus gena NAT2 rs1801279, ne pokazuju polimorfnost. Lokusi
gena NATI rs4986988, rs4986989 1 rs4986990, kao i lokusi gena NAT2 rs1041983,
rs1208, rs1799929, rs1799930 1 rs1801280 su polimorfni te se podvrgavaju Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi.

* Utvrdena je statisticki znacajna razlika u razdiobi genotipova lokusa gena NAT2
izmedu romskih populacija u Hrvatskoj dok se genotipovi lokusa gena NATI ne
razlikuju izmedu romskih populacija.

* Rekonstrukcijom haplotipova utvrdeno je da se najucestaliji haplotipovi javljaju u
svim istrazivanim populacijama. Haplotipovi gena NAT identi¢ni su u svim romskim
populacijama, dok se kod haplotipova gena NAT2 javlja specificni haploptip u
populaciji Roma iz Baranje (CGCGGC).

* Rezultati analize molekularne varijance pokazali su veci postotak varijacije izmedu
romskih grupa kod gena NAT2 nego kod gena NATI.

* Geneticke udaljenosti izmedu istraZivanih populacija pokazale su vece vrijednosti kod
gena NAT2 nego kod gena NATI.

e Utvrdena je izoliranost romske populacije Hrvatske u usporedbi s ostalim svjetskim
populacijama na osnovu vrijednosti genetickih udaljenosti temeljenih na lokusima
gena NAT2.
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ZAVRSENO OBRAZOVANJE

V gimnazija u Zagrebu

PRAKTICNO ISKUSTVO

Grey Zagreb: 2004. — 2006. / Copywriter

BBDO Zagreb: 2006. — 2010. / BTL specialist, Copywriter
Digitel&: 2010. - 2010. / Copywriter

TBWA \ Zagreb: 2010. —2014. / Creative Service Executive
RedPoint d.o.o. Zagreb: 2014. —2016. / Chief Integration Officer
KOFEIN: 2016. - 2019. / Creative Director

SUDJELOVANJE U RADIONICAMA

GREY AGENCY CREATIVE TOOLS —2004.
BBDO ACADEMY - 2008.
DIRECT MARKETING - 2008.

MARKETING & ADVERTISING KONFERENCIJA WAZZAP? - 2008.

DIGITAL MARKETING - 2009.

GUERRILLA ADVERTISING - Jay Conrad Levinson 2009.
BLUETOOTH ADVERTISING - 2010.
BRAINSTORMING - Yonathan Dominitz — 2011.

POWER TO THE PIXEL The Pixel Transmedia Lab —2011.
POWER TO THE PIXEL konferencija —2011.
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FILMOGRAFIJA

* Najpametnije naselje u drzavi

* Oslobodenje u 26 slika

* In Utero

* Do Sheep Dream of Mechanics?

 Carobne ruke majstora igrataka

* Veliko srce vjernih licitara

* Kak taubeka dva

e Trapula

* Istra po starinski: kazivanja o Strigama i krsnicima
* Razne TV reklame i promotivni filmovi

OSTALA ZNANJA
Rad na racunalu: koriStenje alata MS Office
Jezici: engleski jezik, odli¢no znanje

francuski jezik, osnovno znanje
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