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KRATICE

ADME - geni ukljuceni u apsorpciju, distribuciju, metabolizam i ekskreciju lijekova (eng.

Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion)

CCFDN - sindrom kongenitalne katarakte, dismorfzima lica i neuropatije (eng. Congenital

Cataracts, Facial Dysmorphism, Neuropathy)

CMS — kongenitalni mijastenicki sindrom (eng. Congenital Myasthenic Syndrome)
CYP2B6 — citokrom P40 2B6, humani enzim kodiran CYP2B6 genom

DNA — deoksiribunukleinska kiselina

DX-619 — des-fluoro (6) Kinolon

HMSNL - nasljedna senzo-motorna neuropatija tip Lom(eng. Hereditary Motor and Sensory

Neuropathy — Lom)
KASP — kompetitivni PCR specifi¢an za alele (eng. Kompetitive Allele Specific PCR)

LGMD2C — miSi¢na distrofija zdjeli¢nog pojasa tip 2 (eng. Limb-Girdle Muscular Dystrophy,
type 2C)

LVFX — levofloxacin

MPP — 1-metil-4-fenilpiridinij

NMDA — N-metil-D-aspartatni receptor

NMN — N-1-metilnikotinamid

OAT - organski anionski transporter (eng. Organic Anion Transporters)

OCT - organski kationski transporter (eng. Organic Cation Transporters)

OCTN - zwitterion/kation transporter (eng. Organic Zwitterions/Cation Transporters)

PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction)



PKG — primarni kongenitalni glaukom
SLC — prijenosnik otopljenih tvari (eng. Solute Carrier Family)
SLC22 — prijenosnik otopljenih tvari, obitelj 22 (eng. Solute Carrier Family 22)

SLC22A1 — prijenosnik otopljenih tvari, obitelj 22, ¢lan 1 (eng. Solute Carrier Family 22
Member 1)

SLC22A2 — prijenosnik otopljenih tvari, obitelj 22, ¢lan 2 (eng. Solute Carrier Family 22
Member 2)

SNP — jednonukleotidni polimorfizam (eng. Single Nucleotide Polymorphism)
TEA — tetraetilamonij
TMA — tetrametil amonijak

URAT - transporter mokracne kiseline (eng. Urate Transporter)



1. UvVOD
1.1. Romi
1.1.1. Romska populacija

Romi ( od romske rije¢i 7om, muskarac) su transnacionalna manjina naseljena diljem Europe
te u manjem dijelu u Sjevernoj i Juznoj Americi. Podrijetlom su iz Indije, a nakon dugih
migracijskih kretanja kroz srediSnju Aziju naselili su 1 ostatak svijeta. Govore razliCitim
jezicima te ispovijedaju razli¢ite vjere jer nemaju vlastitu drzavu. Drustveni ustroj odrzao ih je
u izolaciji te su sacuvali svoju kulturu, a slijedom toga i specifi¢énu zalihu gena (Peri¢i¢
Salihovi¢ i sur. 2011).

Osnovna jedinica romskog drustva jest grupa, a svaka grupa odredena je vlastitim jezikom,
religijom, zanimanjima i tradicijom. Etnolozi i antropolozi uocili su povezanost organizacije
drustva Roma s jatima u Indiji (Fraser 1992). Zivot u odvojenim grupama uvjetovao je
endogamiju tj. pronalazenje spolnog partnera isklju¢ivo unutar vlastite grupe pa samim time i
smanjenu gensku raznolikost. Raznolikost Roma ovisi 0 broju grupa na nekom podrucju, a
najviSe ih je na Balkanu, u Bugarskoj brojimo preko pedesetak grupa Roma (Marushiakova i
Popov 1997). Pojedina¢ne grupe mogu se svrstati u metagrupe — Sinti u Njemackoj, Ciganos u

Portugalu itd. (Kalaydjieva i sur. 2001b).

Tijekom svoje proslosti Romi su uglavnom zivjeli kao nomadi seleci se od mjesta do mjesta.
Izuzetak takvom nacinu Zivota jesu romske grupe koje su bile u ropstvu u Rumunjskoj od 1385.
do 1856. godine kada su bili prisiljeni na sjedilacki nac¢in (Marushiakova i Popov 2001).

Nomadskim na¢inom Zivota uspjeli su ocuvati svoj kulturoloski identitet 1 tradiciju.

Uz Rome vezemo tradicionalna romska zanimanja koja mozemo svrstati u tri kategorije: 1.
zanatska zanimanja, 2. trgovina te 3. zabavljacka zanimanja (ples, glazba i gatanje). Razvojem
tehnologije mnoga od zanimanja izgubila su funkciju te ve¢ina Roma gubi izvor prihoda, a time
i dio identiteta koji je snazno vezan uz posao kojim su se bavili. Na srecu, njihova
prilagodljivost okrenula ih je ka novim izvorima prihoda tj. zanimanjima kao $to je sakupljanje

i prodaja otpadnog materijala (Skarié-Juri¢ i sur. 2007).



1.1.2. Povijest — podrijetlo i seobe Roma

Prva razmisljanja o podrijetlu Roma vezu se uz Egipat pa od tuda i engleski naziv Gypsy
odnosno Spanjolski Gitano (Fraser 1992). Premda ne postoji pisana povijest romske populacije
tek u 18. stolje¢u pocelo se razmisljati o indijskom podrijetlu Roma i to zbog rezultata
lingvistickih istrazivanja. Nekolicina znanstvenika objavila je djela o povezanosti romskog
jezika sa sanskrtom te su daljnjim analizama objasnili i migracijske putove Roma prije i nakon
njihovog dolaska u Europu (Rombase 2004). Pomo¢u romskog govora lingvisti su potvrdili
znanstvenu hipotezu o indijskom podrijetlu Roma i prvi rekonstruirali migracijske puteve, koji
su naknadno potvrdeni i od strane mnogih povjesnicara te na posljetku i geneti¢ara (Fraser

1992).

Bartosz, Hrvati¢ i Ivanci¢ smatraju da je izvorna romska populacija smjestena u podrucje
sjeverozapadne indijske pokrajine Dardistan i Kafiristan (Bartosz 1994; Hrvati¢ i Ivanci¢
2000). Uzrok prvih migracija Roma i napustanje pradomovine jest vojna invazija i unutarnji
socijalni sustav kasti (Hrvati¢ i Ivan¢i¢ 2000). Zanimljivo je da se takvi razlozi spominju i u

legendama romskog naroda gdje se navodi njihovo indijsko podrijetlo (Hrvati¢ i Ivanc¢i¢ 2000).

Migracija Roma zbivala se u trima migracijskim valovima u razdoblju izmedu 9. i 14. stoljeca.
Prvi val zapoceo je odlaskom iz Indije preko Afganistana do Perzije u koju su dosli u 9. stoljecu
(Hrvati¢ i Ivanci¢ 2000). Potvrda ovog dolaska zabiljezena je puno kasnije upravo iz razloga
nepostojanja pisanih povijesnih romskih dokumenata. Tek 1011. godine u djelu ,,Knjiga
kraljeva“ opisuje se zabava na koju je Sah Bahram-Gur pozvao 12000 glazbenika, pretpostavlja
se da se radilo u autohtonim precima dana$njih Roma, kako bi svirali za narod (Hrvati¢ i Ivan¢ié¢
2000). Takoder spominju ih perzijski povjesnicari 961. godine te arapski povjesni¢ar u djelu
,Povijest perzijskih kraljeva“ 1020. godine (Rombase 2004). Nakon Perzije odlaze do obala
Kaspijskog jezera te se ondje dogada prvo razdvajanje Roma i to na sjevernu i juznu skupinu.
Sjeverna je krenula prema sjeveru to¢nije Armeniji tj. Rusiji, a juZzna prema Siriji i Egiptu
(Fraser 1992). Sljedece razdvajanje odvilo se unutar juzne skupine gdje je manji dio populacije
otiao na sjeverozapad preko Afrike do Gibraltara u Spanjolsku (Hrvati¢ i Ivanéi¢ 2000). Ovdje
skupina dobiva svoj naziv Gitani. Drugi, veé¢i dio populacije prolazi kroz Anatoliju preko
Bospora do Balkana odnosno na europsko tlo izmedu 11. i 12. stolje¢a (Clébert 1967; Hrvati¢
i Ivanc¢i¢ 2000). Prvi zapisi pojavljivanja Roma na tlu pojedinih zemalja vjerojatno se ne

poklapaju s njihovim stvarnim dolaskom.



Po dolasku na europsko tlo, najveéi dio Roma naselio je upravo podrucje Balkana, a drugi dio
nastavio je s migracijom. Krenuli su prema zapadu i sjeveru, a dio njih prema Dunavu gdje su
naselili vlaske pokrajine, dana$nju Rumunjsku. U Rumunjskoj su bili porobljeni, a ropstvo je
trajalo 500 godina(Marushiakova i Popov 2001). Ropstvo je ukinuto 1856. godine i tada su,
viaski Romi, migrirali iz podrucja bivsih rumunjskih knezevina prema zapadu (Fraser 1992).
Cijepanjem vlaskih Roma na podru¢je Hrvatske dolaze Romi Bajasi, govore arhai¢nim
rumunjskim jezikom, jer im je tijekom ropstva bilo zabranjeno koristenje vlastitog jezika i
kulture (Achim 2004; Hrvati¢ 2004). Dugotrajno razdoblje ropstva imalo je velike posljedice
na nekadasnju homogenu grupu tadasnjih Roma koja se podijelila u mnogo manjih podgrupa,
a s vremenom su te nove grupe pocele razvijati svoje obicaje, kulturu i jezik. Promjene u
druStvenom ustroju pracene izrazitom endogamijom dovele su do promjena u genetickoj

strukturi te se danasnje grupe Roma znatno razlikuju u genetickom ustroju (Chaix 1 sur. 2004).

Trec¢i val migracije odvijao se tijekom 20. stoljeca kada su radi ekonomskih razloga migrirali u
Ameriku. Takva iseljavanja prisutna su i u devedesetim godinama kada nakon ratnih sukoba na
Balkanu mnogi Romi sele u zemlje zapadne Europe i Amerike (Marushiakova i Popov 2001;
Reyniers 1995).

Slika 1 prikazuje migracije Roma kroz povijest.
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Slika 1. Migracije Roma (preuzeto i prilagodeno s www.seeedcollege.org)



1.1.3. Romi danas

U svojoj proslosti poznati su po nomadskom nac¢inu zZivota, no u zadnjih pola stoljeca sve vise
prelaze na sjedilacki na¢in. Prema istrazivanju Drzavnog zavoda za zastitu obitelji, materinstva
1 mladezi iz 2002. godine, 51% Roma u Hrvatskoj je ,,starosjedilacko® stanovnistvo, 17%
romskog stanovnistva selilo se unutar Hrvatske, a ostali su doseljenici (Skari¢-Jurié i sur. 2007).
Cak 88,8% ispitanih Roma rodeno je u mjestu gdje Zivi i danas, kao i 69,4% njihovih roditelja
(Skari¢-Juri¢ i sur. 2007). Veéina ih je presla na sjedilacki nadin Zivota, no oni koji su nastavili
sa seobama sada se umjesto kocija i konja koriste automobilima i kombi-vozilima za prijevoz
do zeljene destinacije. Takoder zive u izoliranim naseljima i nisu u direktnom kontaktu s

okolnim stanovniStvom.

Veli¢ina romske populacije u svijetu procjenjuje se na oko 15 milijuna od ¢ega ih je najvise na
podru¢ju jugoistocne Europe, ¢ak 12 milijuna. NajviSe ih zivi u Rumunjskoj Sto je
kontradiktorno onome $to su na tom podruéju nekada prozivjeli, zatim Bugarskoj, Spanjolskoj,
Madarskoj, Slovackoj, Srbiji, Francuskoj, Ceskoj, Makedoniji, Grekoj, Italiji, Njemackoj i
Velikoj Britaniji (Slika 2).

Postoji veliko neslaganje u sluZzbenim brojkama i stvarnom broju romske populacije u nekoj
drzavi jer Romi Cesto negiraju pripadnost svom narodu zbog bojazni od diskriminacije i
progona. U posljednje vrijeme, radi podizanja svijesti o problemima diskriminacije manji sve
viSe se romsko stanovni$tvo ukljucuje u drustvo i time se sluZbene brojke pribliZavaju realnima.
U usporedbi s vecinskim stanovniStvom Romi ¢escée Zive u siromaStvu, provode manje vremena
u obrazovnom sustavu te zive bez pristupa pitkoj vodi 1 elektri¢noj energiji. Takoder CeSce
obolijevaju od kroni¢nih bolesti zbog otezanog pristupa zdravstvenoj skrbi, a teze se i
zaposljavaju (Skarié¢-Juri¢ CMJ 2007). Nastoje zadrzati ono istinsko romske populacije i ne
mijesati se s ostatkom svijeta, no u ovako razvijenom svijetu oteZzan im je normalan zivot. Kako
bi se podigla svjesnost u kalendaru je naveden 8. travnja kao dan Roma i romske kulture

(www.britannica.com).
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Slika 2. Romsko stanovni$tvo u Europi (preuzeto s UNDP 2005)
1.1.4. Romi u Hrvatskoj

Prema prvim povijesnim spisima na podrucju Hrvatske spominje se romska populacija u 14.
stoljecu. 1362. godine zabiljezeni su u Dubrovniku, a 1373. u Zagrebu. U Medimurju su se prvi

put pojavili u 17. stoljecu te je tada bio pocetak naseljavanja Roma na to podrucje.

Romske grupe Hrvatske moZzemo podijeliti u dvije skupine: viaski Romi (Bajasi, Lovari, Curari,
Kalderasi i dr.) i balkanski Romi (Kaloperi, Cergasi i dr.). Vlaski Romi jesu romska skupina
koja dijeli zajednicko razdoblje ropstva u bivSim rumunjskim knezevinama Vlaskoj,
je uropstvu zabranjeno koriStenje vlastitog jezika pa danas govore arhai¢nim staro-rumunjskim
jezikom, a naziva se ljimba d'bjas. Postoje tri razli¢ita dijalekta ovog jezika na nasem podruéju:

erdeljski, baranjski mutenski i1 ludarski mutenski (Radosavljevi¢ 2010). Na podrucju



Medimurja Romi govore erdeljskim dijalektom, a oni iz Baranje govore baranjski mutenski.
Ludarski mutenski govore Romi iz Siska, Kutine i Slavonskog Broda. Detaljnijom analizom
lingvisti su uocili slicnost baranjskog mutenskog s ludarskim mutenskim, dok se erdeljski

dijalekt od njih znacajno razlikuje (Radosavljevi¢ 2010).

Prvi zapisi o dolasku vecih skupina vlaskih Roma u Hrvatsku spominju se u 17. stoljecu, a
naseljavaju nizine velikih rijeka, Save, Drave i Dunava. Glavno zanimanje bilo im je obrada
drveta te su se nazivali ,,Koritarima®, a govorili su staro-vlaskim dijalektima romskog jezika.
Sljede¢i val naseljavanja dogodio se nakon potpunog ukinuéa ropstva u Rumunjskoj 1856.
godine i tada medu ostalim skupinama dolaze i Romi Bajasi. Neke skupine govorile su novo-
vlaSkim dijalektom romskog jezika, a druge, poput Bajasa, koje su izgubile svoj jezik u

potpunosti govore arhai¢nim dijalektom staro-rumunjskog jezika (Kalaydjieva i sur. 2005).

Balkanski Romi potje¢u od prvotnih doseljenika na Balkan koji su u 11. stolje¢u naselili
Otomansko carstvo (Fraser 1992; Marushiakova i Popov 1997; Kalaydjieva i sur. 2005). Za
razliku od Bajasa, ove skupine govore balkanskim dijalektima romskog jezika Romani chib i

ne dijele razdoblje ropstva s vlaskim Romima.

Danas su se Romi naselili duz ¢itave Hrvatske, a najvise ih je na podruc¢ju Medimurske Zupanije

(5107), zatim OsjeCko-baranjske (1874) i Sisacko-moslavacke Zupanije (1463) (UNDP 2005).
1.1.5. Geneticka istraZivanja Roma

Geneticari su relativno kasno poceli analizirati romsku populaciju kao predmet znanstvenih
istrazivanja, a prvenstveno su htjeli dokazati indijsko podrijetlo Roma te istraziti utjecaj odnosa
izmedu romskih skupina razli¢itih zemalja Europe (Kalaydjieva i sur. 2001a; Kalaydjieva i sur.
2001b) i vecinskih europskih populacija na romsku zalihu gena. Prva takva istrazivanja radila
su se na serumskim proteinima i krvnim grupama sredinom 20. stoljeca, no to nisu povezivali
s migracijskom i socio-kulturoloskom proslosti romskog naroda (Beckman 1965; Galikova
1969). Novija istrazivanja uzimaju u obzir sve znacajke pojedinih grupa Roma te je romska
grupa kao takva postala osnovna jedinica istrazivanja. Zanimljivo je da brojna istraZivanja koja
su provedena do danas potvrduju migracijske obrasce 1 epizode demografske povijesti
ukljucujuéi i visestoljetno ropstvo romske populacije. Svi ti podaci jasno se vide u ,,genetickom

profilu“ romskog naroda (Kalaydjieva i sur. 2001).



Provedena su brojna geneticka istrazivanja mitohondrijske DNA i kromosoma Y, ali i lokusa
na autosomalnim kromosomima. Ovim istrazivanjima potvrdena je 200 godina stara hipoteza o
indijskom podrijetlu romske populacije. Analize kromosoma Y (Rai i sur. 2012) te cijelog
genoma (Moorjani i sur. 2013) smjestaju pretka romskog naroda u podrucje sjeverozapadne

Indije bas kao Sto su ih smjestili i lingvisti te povijesna istrazivanja.

Osim podrijetla cilj genetickih istrazivanja bio je uvidjeti odnose romskih populacija s
vecinskim populacijama te se pokazalo kako su Romi, unato¢ iznimkama gdje su se dogodila
pojedina mijesanja s okolnim veéinskim stanovnistvom, uspjeli sacuvati geneticku izoliranost
od vecinskih populacija. Primjer toga jest da u Hrvatskoj ¢ak 50,3% Roma muskaraca nosi
haplotipove kromosoma Y koji upuéuju na indijsko podrijetlo (Martinovi¢ Klari¢ i sur. 2008)
dok 26,5% Roma nosi mitohondrijsku haplogrupu M koja je specifi¢na za indijski potkontinent
(Perici¢ Salihovi¢ i sur. 2011). Istrazivanja mitohondrijske DNA pokazuju razli¢ite migracijske
puteve i obrasce pojedinih romskih skupina i na manjim geografskim podruc¢jima. Tako je na
temelju specificne raspodjele mitohondrijskih haplogrupa uoceno odvajanje vlaskih od
balkanskih i zapadnoeuropskih grupa Roma koje su naselile Europu u prvom migracijskom
valu (Perici¢ Salihovi¢ 2011). Sliéni rezultati dobiveni su i istrazivanjima autosomalnih
kromosoma (Novokmet 1 Pavéec 2007; Gusmao 1 sur. 2010) 1 mikrosatelita kromosoma Y

(Novokmet i Pavcec 2007; Gusmao i sur. 2008; Martinovi¢ Klari¢ i sur. 2008; Rai i sur. 2012).

Unato¢ homogenosti Roma javljaju se i razli¢itosti izmedu pojedinih romskih grupa. Primjerice
na autosomalnim lokusima uocena je veca heterogenost izmedu romskih grupa nego izmedu

autohtonih europskih populacija ( Kalaydjieva i sur 2001; Chaix i sur. 2004).

Istrazivanja monogenskih bolesti specifi¢nih za romske populacije (Kalaydjieva i sur. 1996;
Piccolo i sur. 1996; Abicht i sur. 1999) utvrdila su da se njihovi migracijski obrasci odrazavaju
1 u raspodjeli mutacija i1 razli¢itim stopama ucestalosti nosioca u pojedinim romskim
populacijama (Morar i sur. 2004). Zaliha gena romskih grupa koje su i danas prisutne u Europi
pokazuje relativnu homogenost romskog naroda prema obolijevanju populacije od rijetkih
nasljednih bolesti, a ¢iji je uzrok najces¢e mutacija u jednom nukleotidu (Morar i sur. 2004).
Visoke razine endogamije uzrokuju poveéanu ucestalost besmislene mutacije tj. pojavu stop
kodona na krivom mjestu. Zbog endogamije i u¢inka uskog grla koji se javio prilikom nastanka
novih romskih grupa u romskim populacijama dolazi do genskog pomaka sto je olaksalo otkrice
genetskih varijanti povezanih s nasljednim poremecajima i nekim sloZzenim osobinama

(Kristiansson, Naukkarien, Peltonen 2008). Zbog ucestalog srodivanja Roma postoje visoke
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predispozicije za razne nasljedne bolesti koje su rijetke medu drugim populacijama ili se uopce
ne javljaju. Neke od tih bolesti jesu: rijetke neuroloske bolesti poput nasljedne motoricke i
osjetne neuropatije ili urodene mrene, urodenog glaukoma te druge bolesti poput primarnog
kongenitalnog glaukoma (PKG), nedostatka galaktokinaze ili autosomalno dominantne
policisti¢ne bolesti bubrega. Sve ove bolesti uzrokovane su mutacijama koje se javljaju u
razli¢itim romskim skupinama, a koje su geografski udaljene pa se temeljem toga moze
pretpostaviti da su bile prisutne u autohtonoj populaciji koja je napustila Indiju (Hajioff,
McKnee 2000). Kalaydjieva i sur. otkrili su brojne mutacije specifi¢éne za romske populacije
primjerice HMSNL (nasljedna senzo-motorna neuropatija — tip Lom), uzrokovana preranim
stop kodonom, a kao posljedica javlja se periferna neuropatija, dijagnosticirana je u osoba iz
razli¢itih populacija Roma, diljem Europe (Kalaydjieva i sur. 1996, 1998, 2000). CCFDN
(sindrom kongenitalne katarakte, dismorfizma lica i neuropatije), uzrokovan mutacijom
izrezivanja/prekrajanja (splicing mutation), razvojni je poremecaj ograni¢en na jednu romsku
skupinu koja prati migraciju vlaskih Roma (Gresham i sur. 2001; Morar i sur. 2004). CMS
(kongenitalni mijastenic¢ki sindrom) se javlja u razli¢itim romskim skupinama (Abicht i sur.
1999). Izvorno je identificirana u bolesnika iz Indije / Pakistana (Croxen i sur. 1999). LGMD2C
(misi¢na distrofija zdjeli¢nog pojasa — tip 2), uzrokovana pogresnom mutacijom, je poremecaj
slican Duchenneu kod romskih pacijenata iz zapadne Europe i u odredenim balkanskim
romskim skupinama (Piccolo i sur. 1996; Merlini i sur. 2000). Nedostatak galaktokinaze,
uzrokovan pogresnom mutacijom, urodena je pogreska metabolizma galaktoze, a pronalazimo
je u romskim populacijama diljem Europa; najéesé¢e medu vlaskim Romima (Kalaydjieva i sur.
1999; Hunter i sur. 2002). Podaci ukazuju da recesivni nasljedni poremecaji predstavljaju

znacajan zdravstveni problem u romskoj populaciji.

Provedena istrazivanja ukazuju na neupitno azijsko podrijetlo 1 specificnu zalihu gena romske
populacije. Kako je veé prije reCeno, Romi imaju predispoziciju za veci broj nasljednih
poremecaja, ali su zbog svog nacina zivota izlozeni i drugim zdravstvenim problemima koji
zahtijevaju upotrebu lijekova. Budu¢i da je poznato kako geni koji sudjeluju u apsorpciji,
distribuciji, metabolizmu i izlu¢ivanju lijekova (Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion — ADME) pokazuju geografsku specifi¢nost neophodno je istraziti utjecaj indijskog
podrijetla na razdiobu alela u farmakogenim lokusima. Razdiobe alela i haplotipova
farmakogena mogu biti specificne za romsku populaciju, a posljedicno mogu uzrokovati
promjene u metabolizmu lijekova koje nisu prisutne u vec¢inskoj populaciji zemlje u kojoj su

Romi nastanjeni.



1.2. ADME geni

1.2.1. Opéenito o ADME genima

Ucinkovitost lijekova i nuspojave povezane su s varijantama specificnih gena koji su povezani
s apsorpcijom, distribucijom, metabolizmom i eliminacijom lijekova (Maisano Delser, Fuselli
2013). Njihova polimorfna priroda osnova je individualnog odgovora na lije¢enje lijekovima,
zajedno s nizom ¢imbenika kao §to su spol, dob, tezina, popratni lijekovi, zdravstveno stanje,
razina komorbiditeta itd. (Ravindra Kumar, Adithan 2007). Varijacija ADME gena izrazito je
povezana s etni¢kom pripadno$c¢u i pokazuje razlicite geografske obrasce (Li, Lou, Yang i sur.
2014). Provedena su brojna istrazivanja polimorfizama ADME gena i njihove klini¢ke vaznosti.
Rijetki su podaci 0 ucestalosti polimorfizama ADME gena u romskoj populaciji. Premda
danasnja tehnologija i metodologija omogucuje individualizirano genotipiziranje ono se ne
izvodi prije nego li se pojavi nuspojava na neki lijek. Stoga je vrlo vazno provoditi izradu
populacijskih profila ADME gena za klini¢ku praksu, posebno u slucajevima kada se populacija
sastoji od skupina razli¢itog podrijetla. Ovakva istrazivanja omogucéavaju kvalitetniji izbor

lijeka te djelotvorne korake u lije¢enju bolesti.

Kako je ve¢ receno razni socijalni i ekonomski pritisci uzrokovali su postupnu fragmentaciju
romske populacije i formiranje slozene mreze brojnih i Cesto endogamnih podskupina s
odredenim jezicima (dijalektima), religijama i socio-kulturnim obiljezjima (Fraser 1992).
Trajna izolacija romskog naroda sacuvala je njihovu ancenstralnu zalihu gena s razlic¢itim
karakteristikama u usporedbi s ve¢inskom populacijom (Morar i sur. 2004) pa je samim time

moguce ocekivati razli¢iti odgovor na primjenu lijekova.

Nedavna istrazivanja 0 polimorfizmu CYP2B6 ADME gena dokazala su specifican polozaj
hrvatskih Roma u odnosu na varijabilnost svjetskih populacija (Tomas, Kuhanec i sur. 2017)

te su ukazala na potrebu sustavnog istrazivanja najvaznijih varijanata farmakogena u Roma.

Neki od gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u apsorpciju, distribuciju, metabolizam i

izluc¢ivanje lijekova su i SLC22A1 te SLC22A2.
1.2.2. SLC22 transporteri

Mnogi lijekovi, hormoni, pesticidi i toksini supstrati su Solute Carrier 22 (SLC22) transportera

te je vazno poznavati njihovu ekspresiju i lokalizaciju. Poznajemo viSe od dvadesetak ¢lanova



ovog profila transportera, a eksprimiraju se ponajvise u bubrezima i jetri. Obitelj SLC22
obuhvaca organske kationske transportere (OCT), zwitterion / kation transportere (OCTN) i
organske anionske transportere (OAT). Transporteri obitelji SLC22 djeluju na razli¢ite nacine:
(1) kao prijenosnici u olak$anoj difuziji u bilo kojem smjeru (OCT), (2) kao izmjenjivaci aniona
(OAT1, OAT3 i URAT1) i (3) kao kotransporteri Na*/L-karnitina (OCTN2). Sudjeluju u
apsorpciji 1/ili izlu€ivanju lijekova, ksenobiotika i endogenih spojeva u crijevima, jetri i/ili
bubrezima te obavljaju homeostatske funkcije u mozgu i srcu. Endogeni supstrati ukljucuju
monoaminske neurotransmitere, kolin, L-karnitin, a-ketoglutarat, cAMP, cGMP,
prostaglandine i urate. Mutacije gena prijenosnika iz porodice SLC22 mogu uzrokovati
specifi¢ne bolesti kao Sto su "sistemski manjak karnitina " ili " tubulointersticijski nefritis " te

promijeniti apsorpciju ili izluéivanje lijeka (Koepsell, Endou 2003).

SrediSnja uloga ovih transportera jest u prijenosu endogenih metabolita malih molekula lijekova
I toksina (egzogenih i endogenih) izmedu tkiva i medutkivne tekuc¢ine npr. proksimalni tubuli
bubrega, hepatocite (Nigam 2019). Zbog svoje farmaceutske vaznosti jedni su od najbolje

proucavanih SLC transportera.

Proucavajuci evoluciju ovih gena uoCeno je da se eksprimiraju u razli¢itim tkivima i
koncentracijama tijekom prenatalnog razvoja u usporedbi s odraslom osobom §to daje naslutiti
fiziolosku ulogu ovih transportera u embriogenezi (Nigam 2019). Cak i u odrasloj dobi uvida
se ekspresija odredenih transportera u tkivima gdje nisu povezani s eliminacijom lijekova (npr.
OAT u mirisnom epitelu, OCT u srediSnjem Zivéanom sustavu). Mutacije U najmanje dva
transportera (URAT1, OCTN2) uzrokuju metaboli¢ke bolesti povezane s ureatima i karnitinom

koje se inace nasljeduju po Mendelovim zakonima.

Grupa transportera kojom sam se bavila u ovom diplomskom radu jesu OCT1 (SLC22A1) i
OCT2 (SLC22A2). Organski kationski transporteri 1 i 2 imaju bitno razli¢itu ekpresiju, ali
postoje preklapanja u nekim tkivima. Glavni OCT jetre jest OCT1 dok je bubrega OCT2.
Specifi¢nosti za supstrate lijekova su im sli¢ne pa istrazivanjima nisu dosljedno identificirane
molekularne znacajke koje odreduju afinitet za OCT1 odnosno OCT2 (Nigam 2019). Govoreéi
0 endogenoj funkciji OCT1 prenosi poliamin, tiamin i karnitin dok OCT2 prenosi dopamin,

kreatinin i acetilkolin (Koepsell, Schmitt, Gorboulev 2003).

Odredeni SNP-ovi (eng. Single Nucleotide Polymorphism, jednonukleotidni polimorfizam)

OCT1 mogu promijeniti unos metformina, lijeka za dijabetes, u jetri ¢ime se smanjuje njegova
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ucinkovitost (Shu i sur. 2008). Osim toga, vazni su transporteri kreatinina. OCT2 moze biti

izrazen u limbi¢kom sustavu u bubrezima kao i u transportu biogenih amina (Bacq i sur. 2012).
1.2.3. SLC22A1

Polispecifi¢ni prijenosnici organskog kationa u jetri, bubrezima, crijevima i drugim organima
presudni su za eliminaciju mnogih endogenih malih organskih kationa, kao 1 Sirokog spektra
lijekova i toksina iz okolisa. Ovaj je gen jedan od tri sli¢na gena za kationski prijenos koji se
nalaze u nakupini na kromosomu 6 (Slika 3). Kodirani protein sadrzi dvanaest
transmembranskih domena i integralni je membranski protein plazme. SLC22A1 (Solute
Carrier Family 22 Member 1) je gen koji kodira za istoimeni protein. Bolesti povezane sa
SLC22A1 ukljucuju leukemiju, kroni¢ni mijeloid i sindrom mikrodelecije kromosoma 17
(www.genecards.org). Osobe sa sindromom mikrodelecije 17923.1923.2 mogu imati zastoj u

razvoju, mikrocefaliju, nizak rast, sr¢ane mane i abnormalnosti udova (GARD).
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Slika 3. Polozaj SLC22A1 gena na kromosomu 6 (preuzeto s www.genecards.org)

Protein gena SLC22AL1 sastoji se od 544 aminokiseline, a molekularna masa proteina iznosi

61154 Da (www.genecards.org).

Translocira Sirok spektar organskih kationa s razliitim strukturama i molekulskim masama,
ukljucujué¢i modelne spojeve 1-metil-4-fenilpiridinij (MPP), tetraetilamonij (TEA), N-1-
metilnikotinamid (NMN), endogene spojeve kolin, gvanidin, histamin, epinefrin, adrenalin,

noradrenalin i dopamin, te lijekove kinin i metformin. (www.genecards.org)

Transport organskih kationa inhibiran je Sirokim nizom spojeva poput tetrametil amonijaka
(TMA), kokaina, lidokaina, antagonista NMDA (N-metil-D-aspartatni receptor) receptora,
atropina, TEA i NMN, gvanidina, cimetidina, kolina, kinina i dr..

Reguliran je razli¢itim unutar stani¢nim signalnim putevima, ukljucujuci inhibiciju aktivacijom
protein kinaze A i endogenu aktivaciju kompleksom kalmodulina, kalmodulin-ovisnom

kinazom Il te LCK tirozin kinazom.
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Ovi polispecifi¢ni transporteri najvise se ekprimiraju u jetri.
1.2.4. SLC22A2

Ovaj je gen jedan od tri slicna gena za kation transporter koji se nalaze u nakupini na
kromosomu 6 (Slika 4). Eksprimira se prvenstveno u bubregu, gdje moze sudjelovati u prvom
koraku reapsorpcije kationa. SLC22A2 (Solute Carrier Family 22 Member 2) je gen koji kodira
za istoimeni protein. Bolesti povezane sa SLC22A2 ukljucuju nedostatak karnitina, sistemski

primarni limfom i limfom sive zone medijastinala.
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Slika 4. Polozaj gen SLC22A2 na 6. kromosomu (preuzeto s www.genecards.org)

Sudjeluje u crijevnom unosu organskih spojeva iz cirkulacije. Prenosi agmatin, dopamin,
noradrenalin, serotonin, kolin, histamin, kreatinin, amantadin, memantin, akriflavin,
metformin, N-1-metilnikotinamid (NMN), tetraetilamonij (TEA), 1-metil-4-fenilpiridinij
(MPP), cimetidin, oksaliplatin i dr..

Transport kreatinina inhibiraju fluorokinoloni poput DX-619 i LVFX. Ovaj je transporter
glavna odrednica antikancerogenog djelovanja oksaliplatina i moze pridonijeti antitumorskoj

specificnosti.

Protein gena SLC22A2 sastoji se od 555 aminokiselina, a molekularna masa proteina iznosi

62581 Da (www.genecards.org).
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2. CILJ

U ovom diplomskom radu cilj je utvrditi na koji na¢in demografska povijest i evolucijski
mehanizmi utjecu na distribuciju alela i1 haplotipova farmakogeneti¢ki relevantnih
polimorfizama jedne baze (SNP) unutar gena SLC22A1 i SLC22A2 u trima populacijama Roma

Hrvatske.

Navedeni cilj biti ¢e ostvaren kroz sljedece specifi¢ne ciljeve:

1. utvrditi uCestalosti alela i genotipova za lokuse gena SLC22A1 (rs12208357, rs2282143,
rs34059508, rs34130495, rs36103319, rs4646277, rs4646278, rs55918055, rs628031) i
gena SLC22A2 (rs316019, rs8177504, rs8177507, rs8177516) u trima populacijama
Roma Hrvatske i euroazijskim populacijama;

2. Utvrditi da li se istrazivani lokusi podvrgavaju Hardy-Weinbergovoj ravnoteze;

3. Utvrditi da li postoji razlika u distribuciji alela i genotipova medu romskim
populacijama, medu europskim te juzno i isto¢no azijskim populacijama;

4. Procijeniti ucestalost haplotipova te na temelju njihove ucestalosti izracunati stupanj

razli¢itosti istrazivanih populacija.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Osnovne kemikalije i uredaji

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

Tablicama 1. i 2.

Tablica 1. Osnovne kemikalije za genotipizaciju uzoraka

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

Univerzalne probe Bioline SsoAdvanced™ Supermix Bio-Rad Laboratories
Neobiljezene pocetnice i probe BHQplus Biosearch Technologies

Tablica 2. Uredaji koristeni u izvedbi istrazivanja

Uredaji Douglas Scientific

NEXAR (uredaj za toplinske cikluse)
SOELLEX (vodena kupelj PCR)
ARAY A (skener za fluorescenciju)

3.2.  Uzorak

U ovom istrazivanju koriStena je izolirana DNA 437 pripadnika populacije Roma s podrucja
Baranje, Medimurja i Zagreba (Tablica 3). Uzorci su prikupljeni tijekom antropoloskih i
epidemioloskih istrazivanja romskog stanovnistva kojeg su provodili znanstvenici Instituta za
antropologiju u suradnji s drugim institucijama Republike Hrvatske, a DNA je izolirana iz krvi

metodom isoljavanja (Miller i sur. 1988).
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Tablica 3. Veli¢ine uzoraka na kojima su izvrSene DNA analize

Populacija

Baranja
Medimurje
Zagreb
Ukupno

Broj
132
129
176
437

3.3.  Genotipizacija uzoraka

U Tablici 4. navedeni su genotipizirani polimorfizmi SLC22A1 i SLC22A2 gena ukljuceni u

ovo istrazivanje.

Tablica 4. Polimorfizmi gena SLC22A1 i SLC22A2 proucavani u ovom diplomskom radu

(preuzeto s www.ncbi.nlm.nih.gov)

lokus
rs12208357
rs55918055
rs36103319
rs4646277
rs4646278
rs2282143
rs34130495
rs628031
rs34059508
rs8177516
rs316019
rsg8177507
rs8177504

lokacija / kromosom 6 aleli

160122116
160122197
160132375
160136228
160136239
160136611
160139792
160139813
160154805
160243653
160249250
160256637
160258598

C>T
T>A/T>C
G>C/G>T
C>T
C>G/C>T
C>G/C>T
G>A
A>C/A>G
G>A/G>C
G>A/G>T
A>C
C>G/C>T
G>A/G>T

varijacija posljedica

SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV
SNV

Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A1
Missense SLC22A2
Missense SLC22A2
Missense SLC22A2
Missense SLC22A2
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Uzorci su genotipizirani u komercijalnom laboratoriju metodom KASP (eng. Kompetitive Allele
Specific PCR). Metoda KASP temelji se na kompetitivnoj lancanoj reakciji polimeraze
specifi¢ne za alel i omogucuje bialelno odredivanje polimorfizma jednog nukleotida te insercije

i delecije na specifiénom lokusu (He i sur. 2014).

A) KASP uzorak B} KASP master mix .-

Alel-specifitne podetnice

(]

Reverzna pocetnica

C) DA kalup

5 2
N I N T

: lGiT] :

Slika 5. Komponente reakcije KASP

(preuzeto i prilagodeno s www.malariajournal.biomedcentral.com)

Metoda KASP zbiva se kroz tri komponente (Slika 5). Prvu komponentu ¢ini DNA kalup koji
se analizira, drugu KASP reakcijski uzorak koji sadrzi dvije razliCite, specifiéne za alel,
kompetitivne pocetnice s jedinstvenim sekvencijama 3’ kraja te jednu pocetnicu reverse. Treca
komponenta je KASP Master Mix koji sadrzi kasetu FRET (eng. fluorescence resonant energy

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

U prvom ciklusu lan¢ane reakcije polimeraze jedna od pocetnica specificna za alel sparuje se S
ciljanim SNP-om te s odgovaraju¢om reverznom pocetnicom amplificira ciljanu regiju (Slika
6). U drugom ciklusu reverzna pocetnica veze se, elongira i stvara komplementarnu kopiju alela
1 te nastaje komplement sekvencije 3’ kraja specifi¢ne za alel (Slika 7). Tre¢i ciklus obiljezava
vezanje oligonukleotida za komplementarni rep sekvence te on viSe nije utiSan (Slika 8). U
daljnjim ciklusima lancane reakcije polimeraze povecava se razina sekvencije 3’ kraja

specificne za alel.
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Denaturirani kalup i komponente prianjanja - 1. ciklus PCR-a:

5 3
pocetnica za slel 2 - ne elongirs 150 190 (70 TN OO
Y s [ — e

llllllllllllllé,CJllllllllllllll

3 5

U prvom ciklusu PCR-a jedna od pocetnica specifiéna za alel sparuje se s ciljanim SNP-
om te s cdgovarajucom reverznom pocetnicom amplificira ciljanu regiju.

Slika 6. Prvi ciklus PCR-a

(preuzeto i prilagodeno s www.malariajournal.biomedcentral.com)

Nastali komplement repne sekvence specificne za alel - 2_ciklus PCR-a:

%rrm'm—rrrrrrn'rn'rrrrrrrrr

3
pae YN RARARS NN R TARRNNRRRURARRANL

VezZe se reverzna pocetnica, elongirs i stvara komplementarnu kopiju reps alels 1

Slika 7. Drugi ciklus PCR-a

(preuzeto i prilagodeno s www.malariajournal.biomedcentral.com)
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Stvaranje signala - 3. ciklus PCR-a:

WITTI‘HTI’I'H TOATIATITATrNTr

Il"’
Illllllllllllllllilllllllllll[llll

Obiljezen FAM-om cligonuklectid veZe se za komplementarni rep sekvence te vise nije utisan.

Slika 8. Treéi ciklus PCR-a

(preuzeto i prilagodeno s www.malariajournal.biomedcentral.com)

Fluorescentno obiljeZeni dio kasete FRET komplementaran je novim sekvencijama 3’ kraja te
se veze za njih $to 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).

Fluorescentni signali prenose se na graficki prikaz gdje os X oznacava vrijednosti fluorescencije
FAM, a os y vrijednosti flourescencije HEX. U slucaju da je genotip ispitivanog uzoraka
homozigotan dolazi do emitiranja samo jednog fluorescentnog signala FAM ili HEX, a u
sluCaju heterozigota emitiraju se oba signala. Fluorescentni signali iz svakog DNA uzorka
predstavljeni su kao podatkovne tocke na grafu. Uzorak koji je homozigotan za alel obiljeZen s
FAM-om tijekom reakcije KASP stvara jedino fluorescenciju FAM. Takva podatkovna tocka
nalazit ¢e se blizu osi X i predstavljat ¢e visoki signal FAM, dok signal HEX nece biti prisutan.
Homozigotni alel uzorka moze biti obiljezen s HEX-om tijekom KASP reakcije pa stvara samo
HEX fluorescenciju te ¢e takva podatkovna tocka biti blizu osi y. Heterozigotni uzorci sadrze
oba alela: jedan alel bit ¢e obiljezen s FAM-om, a drugi s HEX-om. Podatkovne tocke
heterozigotnog uzorka smjestit ¢e se u srediste grafa predstavljajuci pola FAM i pola HEX
signala. Kao i kod svake analize i ovdje se ukljucuje kontrola koju predstavlja reakcija KASP
bez kalupa DNA. Negativna kontrola nece stvoriti fluorescentni signal te ¢e njene podatkovne
tocke biti smjestene na pocetku grafa, a oznacene su crnom bojom. Svi uzorci Koji imaju isti
genotip stvarat ¢e sli¢ne razine fluorescencije i nalaziti se na bliskim mjestima. 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.
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3.4. Statisticka analiza podataka

Ucestalost alela 1 genotipova utvrdena je metodom direktnog prebrojavanja. Za daljnje

statistiCke analize koristeni su samo polimorfni lokusi navedeni u Tablici 5.

Tablica 5. Polimorfizmi lokusa gena SLC22A1 i SLC22A2 (preuzeto s www.ensembl.org)

Supstitucija ~ Promjena aminokiseline Lokus
C—-T Arg — Cys rs12208357
C—oT Pro — Leu rs2282142
G—oA Gly — Ser rs34130495
A—G Met — Val rs628031
G- A Gly — Arg rs34059508
T-G Ser — Ala rs316019

Romske populacije na podru¢ju Hrvatske medusobno su usporedene nizom interpopulacijskih
metoda. Polozaj hrvatskih Roma u odnosu na europske i azijske populacije utvrden je

usporedbom s podacima online baze podataka 1000 Genomes Project (www.1000genomes.org)
prikazanim u Tablici 6.
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Tablica 6. Populacije Europe i Azije ukljucene u analizu (preuzeto s www.1000genomes.org)

EUROPA

JUZNA
AZIJA

ISTOCNA
AZIJA

CEU
GBR
FIN
IBS
TSI
BEB
STU

GIH
ITU
PJL
CHS
CDX
KHV
JPT
CHB

Populacija
Amerikanci centralnoeuropskog podrijetla
Britanci
Finci
Spanjolci
Talijani iz Toskane
Bengalci u Bangladesu
Tamili iz Sri Lanke u Ujedinjenom
Kraljevstvu
Gudzeret Indijci u Teksasu
Telugu Indijci u Ujedinjenom Kraljevstvu
Pundzabi u Lahoreu, Pakistan
Juzni Han Kinezi
Dai Kinezi
Kinh Vijetnamci
Japanci

Han Kinezi iz Pekinga

Broj uzoraka
198
182
198
214
214
172
204

206
204
192
210
186
198
208
206
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Slika 9. Karta populacija Europe i Azije ukljucenih u analizu (preuzeto i prilagodeno s

www.internationalgenome.org)

Na Slici 9. prikazane su populacije koriStene u analizi, plavo oznac¢ene su europske populacije,
ljubigasto juznoazijske, a maslinasto isto¢noazijske populacije. Zuto, bordo i zeleno oznacene

su populacije autohtonog americkog i africkog podrijetla koje nisu bile uklju¢ene u analizu.
Procjena haplotipova

Haplotipovi iz populacijskih podataka rekonstruirani su pomoc¢u racunalnog programa Phase v
2.1 (Stephens i sur. 2001; Stephens i sur. 2003). Phase v 2.1 je program koji implementira

Bayesovu statisticku metodu za rekonstrukciju haplotipova iz podataka o populaciji.
Statisticke analize

Statisticke analize napravljene su u programu Arlequin 3522

(http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/).
Pojedinacni lokusi
a) Standardna razli¢itost

Svi polimorfni lokusi testirani podvrgavaju Hardy-Weinbergovom zakonu ravnoteze.
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Hardy-Weinbergova ravnoteza (HWE) je stanje genotipske ucestalosti dvaju alela jednog
autosomalnog genskog lokusa nakon jedne generacije slu¢ajnog parenja u neodredeno velikoj
populaciji: ako su aleli A i a s frekvencijama p i q (g = 1 — p), tada su ravnotezne genske

udestalosti p i q, a ravnotezne genotipske udestalosti za AA, Aa i aa su p?, 2pq i > (Mayo 2012.)
b) Ucestalost alela i genotipova

Pomocu y2 testa ispitane su razlike u ucestalosti alela 1 genotipova u istrazivanim populacijama

koriStenjem statistickog paketa XLSTAT 2021.2.2 (Adinsoft).
Haplotipovi
a) Standardna razli¢itost

Standardna razlicitost haplotipova (Nei 1987) identi¢na je ocekivanoj heterozigotnosti kod
diploidnih lokusa, a definira se kao vjerojatnost da su dva slucajno odabrana haplotipa

medusobno razlicita. Razli¢itost haplotipova procijenjena je prema sljedecoj jednadzbi:

k
H=— (1—2 ;
T n_1 ' pi
=1

gdje je n broj kopija gena, k broj haplotipova, a pi ucestalost i-tog haplotipa.

b) Molekularna razli¢itost

Srednji broj razlika izmedu svih parova haplotipova u uzorku racuna se prema sljedecoj

jednadzbi (Tajima 1983; Tajima 1993):

gdje je El; procjena broja mutacija koje su se dogodile od odvajanja haplotipova i i j, k broj

haplotipova, a pi ucestalost haplotipa i.
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c) Geneticke udaljenosti

Za izraun geneticke udaljenosti koristena je metoda pairwise difference (Weir i Cockerham
1984; Michalakis i Excoffier 1996) i izrazena je kao Reynoldov koeficijent zajedni¢kog

podrijetla (Reynold's coancestry coefficients).

Geneticke udaljenosti  vizualizirane su metodom multidimenzijalnog skaliranja
(Multidimensional Scaling (MDS)) pomo¢u statistickog paketa XLSTAT 2021.2.2 (Adinsoft).

d) Analiza molekularne varijance (AMOVA)

Hijerarhijska analiza varijance dijeli ukupnu varijancu na kovarijance zbog intraindividualnih,
interindividualnih i/ili interpopulacijskih razlika, $to u ovom slu¢aju znaci da varijanca medu

populacijama iznosi n82 + néZ, unutar populacija 67 , a ukupna je jednaka &% .

n i Fst definiraju se kao:

N2
NIy s
] ST = 52

Ovdje se analiziraju §2 i Fst permutacijama haplotipova izmedu populacija. Np predstavlja

broj jedinki uzorkovanih u populaciji p.
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju analizirani su polimorfizmi gena SLC22A1 i SLC22A2 kod 437 pripadnika
romske populacije u Hrvatskoj, od kojih su 176 s podru¢ja Zagreba, 132 s podru¢ja Baranje i
129 s podruc¢ja Medimurja. Uzorci DNA romske populacije Hrvatske genotipizirani su
metodom kompetitivne lan¢ane reakcije polimeraze specifi¢ne za alel (KASP) te je utvrdeno
pet polimorfnih lokusa za gen SLC22Al1: rs12208357, rs2282142, rs34130495, rs628031,
rs34059508 dok su ostali monomorfni te jedan polimorfni lokus gena SLC22A2 rs316019.

Slike 10.-22. graficki prikazuju rezultate genotipizacije za polimorfne i monomorfne lokuse

SLC22A1 i SLC22A2 gena proucavanih u ovom diplomskom radu.
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TBE| cOHsNEfc;RG(FEl-SI“ Project number 2930.001 512208357
KSNP number 074-0201 GCTGAGCTGAGCCAG[C/TIGCTGTGGCTGGAGC

G rs1805158
[ 1805096
G 51805094
ccl) G 16801280
cTQ G 151801279
7 G 151801272
nTc@) GG 151801268
- G 51801267
Miﬂimo Em r=1801266
Bad G 151801265
sm-to EIEI r=1800584
G rs1800462
FFHED rs1800460
GHED 1800031
[ 151799964
[FHED 1799931
[ 51799930
[ 51799929
G 151799853
G r51799814
[ 51695
[ 51693482
[ 5143283780
G 51349419
[ 512721655
G 512535747
G 512535708
G rs12495841
G 1512248560
EHE rs12208357
- PO
- P03
POsS
FEHE rs1208
FEHERE rs11572103
FHEIE rs11568626

Dupe
Ower
Uncallable{)

Slika 10. Analiza lokusa rs12208357. Zelena boja oznacava genotip C:T, crvena genotip C:C,

a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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TBEIC:OHSNEf(E';‘?El-SI“ Project number 2930.001 rs55918055
KSMP number 2030-0025 GCCTTCCTTGGCCAG[T/C]GCAGGCGCTATGAA

EHE rs35918055
B PO
P02
P03
P04
-[ P03
MTC. [FHEER rs35%01008
7 [HHEER rs35793712
Miggingo EIE rs35785340
Bad EHEER rs55750087
short() G rsS5737008
6 1555640102
O“‘E'o EIE rs3031016
Uncallable{Q) [EHE rs3030867
G 55030865
[FHEER r=5030862
e rs5030839
W rsS030656
GEHEW rsS030655
(i 14988235
(W rs4987076
G rs4986990
(i rs4986989
(5 rs4986988
(i rs4986803
W rs4986891
(W rs4986783
(6 54986782
R 54923461
G 54646438
G 54646278
G 54646277
W rs429358
G rs4244285
EIE rsd148117
o 54149056

i

Slika 11. Analiza lokusa rs55918055. Plava boja oznacava genotip T:T, a crna negativnu
kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je monomorfan.



BIOSEARCH" Project number 2030.001 rs36103319
TECHNOLOGIES

ESMP number 074-0198 GCAACTGGATGGCTG[G/T]CTACACCCTAAGTA

UncallableiQ)

CHEm rs36103319

[ rs35350960
[EHED 534993780
(EHEED 534130495
[ 534097093
[EHE 534059508
I 53213619
[ 15316019
[ 528666870
(46 1528399504
(4 1528309409
1D 528399468
[ 1528399454
(4 1528300447
(D 528399433
[ 1528371725
(4 1528371686
(1D 528371685
(46 52306168
(4 152293616
I 152282143
[+ 152279343
(4 52272697
[ 152257212
[+ 152256871
[+ 52242430
e 152231142
(46 52229765
[ 52069514
D 151902023
(46 151805158

[ rs1805096

Slika 12. Analiza lokusa rs36103319. Plava boja oznacava genotip G:G, a crna

negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je monomorfan.
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BIOSEARCH Project number 2930.001 rs4646277
TECHNOLOGIES

KSMP number 074-0194 TTCGCAGGTGTGTOC[C/TIGGAGTCCCCTCGET

Uncallable)

[+ il rs4244285
[ rs4149117
[ rs4149056
[ rs4148323
G rs4140535
[ rs41380347
[ rs41303343
[ rs41291556
[ rs41279854
[ rs4124874
[ rs4102144
(4 € 153918290
[ 153758581
[ rs3758391
[ rs3745274
[ rs3740066
(4 153733829
[ rs36103319
[+ € rs35683
[ rs35350960
[ rs34993780
[ rs34130495

[ 15316019
(46 529666870
[ 1528399504

Slika 13. Analiza lokusa rs4646277. Crvena boja oznacava genotip C:C, a crna negativnu

kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je monomorfan.
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?EICOHSNEI?(;RG?EFSI“ Project number 2030.001 rs4646278
KSMP number 2930-0024 GTGCCGGAGTCCCCTIC/TIGGTGGCTGTTATCA

538

L4
T
T
ccly
NTC)

Pt
Missing ()
Bad

Short{ )
Dupe
o

Uncallable{()

[HHE rs4149036
.EIE rs4143323

0,10

Slika 14. Analiza lokusa rs4646278. Plava boja oznacava genotip C:C, a crna negativnu

kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je monomorfan.



B I o s EARC H“ Project number 2930001 152282743

TECHNOLOGIES
KSMP number 074-0196 ACCTGTTCCGCACGC[C/T]GCGCCTEAGGAAGT

[ 6 1528399433
6 1528371725
[ 6 1528371686
(6 1528371685
(6 152306168

CNEI°
Uncallable )
G 152257212

[ 52256871
[ 152242480
I 12231142
[ 12229765
[ 12069514
[ 151902023
[ 51805158
[ € 151805096
[ 51805094
[ 151801280
[ 151801279
D 51801272
[ 51801268
[ 151801267
[ 51801266
[ 151801265
I 151800584
I 51800462
I 51800460
I 51800031
0 51799964

[FHEL r=1799931
MELET rel TOGAIN

S ee dcleee

Slika 15. Analiza lokusa rs2282143. Zelena boja oznacava genotip C:T, crvena genotip

C:C, acrna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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EEICOHSNEﬁ;RG?EI-SI Project number 2930.001 534130495
KSMP number 074-0199 ACCATTGACCGCGTGIA/G]GCCGCATCTACCCC

[FHEE rsd140535

rsd1380347

I rs41303343

G:G. .Eﬂ rs41291356

G:A° [FHEER rsd1279854
A:A. il red 124874
m-c. rsd 102144
7 [+HEE rs3918290
Missing () 0 153758581
Bad e 153758391
short () D 153745274
Dupe [FHEER r=3740066
omgo rs3733829

Uncallabl={Q) CHEE 536103319

[FHEER rs33683

il r=35330960

G 1534993720

HE 1534130495

.am rs34059508
G 153213619
-a:n rs316019

D 1528399433
1528371725
I 1528371686
FHED 1528371685
(46 152306168

Slika 16. Analiza lokusa rs34130495. Zelena boja oznacava genotip G:A, crvena genotip
G:G, a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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B I 0 S EARC H“ Project number 2930.001 rs628031

TECHNOQLOGIES
KSMP number 074-0193 ATCTACCCCATGGCC[A/GITGTCAAATTIGTTG

SHEE rs628031
159
Q P02
fctcl s ] P03
GA Pod
A:Ag S
NTCE) G rs39502379
2 D 1536379106
Mlming° Eﬂ rs36337013
Bad [+ € 1556312821
Shortl ) G rs36313657
Dupe [HHEER rs36296333
over) I 1556220353
Uncallsble{) G rs36199535
FHERG rs56199023
i rs56172717
e rs56165452
e rs56161402
FHHERD rs56101265
e rsSE061388
G 1555965422
EIE rs35912055
G rs55901008
EIE rs35793712
G 1555785340
G 155750087
FEHEER rs55737008
0,18 :

[+ 6 1555640102
[+ € 53031016
(4 6 53030867
[+ 6 53030865
[+ 6 53030862
[+ 6 53030839
[+ 6 53030656
(6 55030655
(i 6 54988235
(5 6 54987076
(4] 6 rs4986090

Slika 17. Analiza lokusa rs628031. Zelena boja oznacava genotip G:A, crvena genotip G:G,
plava genotip A:A, a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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?EICOHSNE&ORI‘ECIEPEI“ Project number 2930.001 rs34059508
FSMP number 074-0200 TITATCAGGAACCTC[A/G]GAGTGATGGTETGT

EHEm rs34059508

e 153213619
Fi 6 15316019
I rs2B666870
FHE rs28399504
I rs28399499
I rs28399468
(4 6 rs28399454
I r528309447
F4) I rs28399433
I 1528371725
I rs28371686
I 1528371685
I 52306168
I 152293616
I 152282143
[ 152279343
I 152273697
F I 152257212
I 152256871
FHE 152242480
I 152231142
e 152229765
I 152069514
I 151902023
(i 151805158
I 151805096
F4 I 151805094
I 151801280
e 151801279
e 151801272
e 151801268

Mi:sinq:,lo
Bad

Short{ )

Dupe
0uer°

Uncallsble )

I T YT YT Y Y I
sessnn:fensse
S8R RRBRES

Slika 18. Analiza lokusa rs34059508. Zelena boja oznacava genotip G:A, crvena genotip
G:G, plava A:A, a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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BIOSEARCH“ Project number 2930.001 rs8177516

TECHNOLOGIES

KSMP number 2930-0026 AACGGCGTCCGATOC[G/AIGTCGATGGTGAGGA

Over°

Uncallable{()

&l rs3177518

B2
.- PO

- P03

[+ 6 158177507
[ rsB177504
(7 € rs8050136
[ 6 1580338945
(4 6 157937

[+ 6 15762551

(i 6 157439366
[ 157412
[+ 157311358
[+ 6 157260329
(4 6 1572559745
[ 6 1572559710
[ 1572558195
[+ 6 1572558190
(4 6l 1572558186
(i 1572552713
(i 6 1572552267
[ 6l 1572549349
[+ 6 1572547509
[+ 6 1572474224
(i 5717620
(7 0 rs698
(4 15628031

[+ 6l 1539502379
[+ 6 1536379106
[ B 1556337013
[+ 9 1556318881
[+ 6l 1536313657
(4 6l 1536296335
(4 6 1536220353

Slika 19. Analiza lokusa rs8177516. Plava boja oznacava genotip G:G, a crna negativnu

kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je monomorfan
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BIOSEARCH" Project number 2930.001 5316019

TECHMNOLOGIES

KSMP number 1857-0007 TTGCAGTTCACAGTIG/T]CTCTGCCCAACTIC

Uncallable{Q)

E rs316019

2
oo PO

[+ 528399433
W 1528371725
i 1528371686
[+ 528371685
[+ 52306168
[ 152293616
[ 152282143
[ i 152279343
[ 152273697
[ 152257212
[ 52256871
[ 52242480
[ 152231142
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[ 151902023
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[ 151805094
[ 51801280
[+ 151801279
[ 151801272
[ 51801268
[ 151801267
[ 151801266
[ 151801265

Slika 20. Analiza lokusa rs316019. Plava boja oznacava genotip G:G, zelena genotip T:G,

crvena genotip T:T, a crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je polimorfan.
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BIOSEARCH" trojcct number 2030001 158177507

TECHNOLOGIES o0 ber 2030-0027 TATGTAGCCGATACTIC/TIATAGAGCCAATAAA

e rs3177507
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Uncallablei) rs7311358

[ 157260329
(51 il 1572559745
D 1572559710
6 1572558195
rs72558190
I 1572558186
[ 6 1572552713
I 1572552267
I 1572549349
I rsT2547509
1572474224
D 15717620

[ 6 15698
I 15628031
(€ 1559502379
TTYTY YT T R 1556379106
Y11l 313X I 1556337013
TIIIIIIIIY GHED rs56318881
(X X X X R N E NN N J Em|556313.65?

4 156296335

 IXIXT YT YY) CHHE rs56220353

LA AL L L N L LK X G rs56199535
[FHELD rs56199088

0,01
-0,01 1,00

Slika 21. Analiza lokusa rs8177507. Plava boja oznacava genotip C:C, a crna negativnu

kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je monomorfan.
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BIOSEARCH“ Project number 2930.001 rs8177504

TECHNOLOGIES
KSMP number 2930-0099 GCTCOGCCACTCCGG[G/A]GCTCCGGCAGCGET

(& rsB177507
5,70 € rs8177504
o : P01
a:ally P02
PRl i
GG Po4
MTC= ¢ -EE P05
?o EIE r=8030136
Missing {_) A rsB0338945
Bad (i 57937
Short () [ 5762551
Dupe (i 57439366
over() (I 57412
Uncallabie() I 157311358
(i 57260329

EIE 1572359745
[ 1572559710
EIE rs72358195
EIB rs72558190
[ 1572558186
EIB rs72552713
[ 1572552267
EIE rs725459349
[ 1572547309
EIE rsr2474224
[ 15717620
(i 5698
(€ 5628031
[ 1559502379
III.IIIE!II. EBISSG?.?EI'I[IG
L X R AN XN NN RN N Emrsfbﬁ?.?.?m?-
(i 156318881
(16 1536313657
(4 rs56296335
[ 1556220353
EIE rs36199333
[ rs56199088
EIE rs30172717
[FHE rs56165452
FEEE reSR1R1AN?

017

Slika 22. Analiza lokusa rs8177504. Plava boja oznacava genotip G:G, a crna negativnu

kontrolu bez kalupa DNA. Ovaj lokus je monomorfan.

Ucestalost genotipova i alela na istrazivanim lokusima romske populacije prikazana je u
Tablici 7. te je utvrdeno da je gen SLC22A1 polimorfniji od gena SLC22A2 u sve tri istraZivane
romske populacije, $tovise samo jedan istrazivani lokus SLC22A2 gena je polimorfan.
Takoder utvrdeno je i da polimorfni lokusi pokazuju jedan alel koji je znatno ucestaliji od
drugih. Ucestalost genotipova i alela na istrazivanim lokusima u populacijama Europe i Azije

prikazana je u Tablici 8.
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Tablica 7. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma gena SLC22A1 i SLC22A2 za tri romske

populacije u Hrvatskoj (Baranja, Medimurje, Zagreb) i statistiCka znacajnost razlika ucestalosti

izmedu populacija

Populacija/ Ucestalost

rs12208357

rs55918055

rs36103319

rs4646277

rs4646278

rs2282143

rs34130495

rs628031

rs34059508

rs8177516

rs316019

rs8177507

rs8177504

genotip

alel

genotip
alel
genotip
alel
genotip
alel
genotip
alel
genotip

alel
genotip

alel

genotip

alel

genotip

alel

genotip
alel
genotip

alel

genotip
alel
genotip
alel

CcC
CT
TT
C
T
TT
T
GG
G
CC
C
CC
C
CC
CT
TT
C
T
GG
GA
G
A
GG
GA
AA
G
A
GG
GA
AA
G
A
GG
G
GG
GT
TT
G
T
CC
C
GG
G

Baranja
0,9318
0,0606
0,0000
0,9621
0,0303

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000
0,939
0,0530
0,0000
0,9659
0,0265
0,9469
0,0303
0,9621
0,0152
0,2879
0,4469
0,2424
0,5114
0,4659
0,9697
0,0076
0,0000
0,9735
0,0038
1,0000
1,0000
0,8030
0,1288
0,0303
0,8674
0,0947
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

Medimurje
0,9845
0,0155
0,0000
0,9922
0,0078

1,000
1,000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,7132
0,2558
0,0155
0,8411
0,1434
0,9612
0,0000
0,9612
0,0000
0,4341
0,4419
0,0775
0,6550
0,2984
0,7132
0,2403
0,0233
0,8333
0,1434
1,0000
1,0000
0,9379
0,0310
0,0000
0,9535
0,0155
1,0000
1,0000
0,9922
0,9922

Zagreb
0,9318
0,0398
0,0057
0,9517
0,0256
1,000
1,000
1,0000
1,0000
1,000
1,000
1,0000
1,0000
0,8409
0,1477
0,0114
0,9148
0,0852
0,8466
0,0852
0,8892
0,0426
0,2443
0,4602
0,2670
0,4744
0,4972
0,9716
0,0170
0,0000
0,9801
0,0085
1,0000
1,0000
0,8239
0,1420
0,0057
0,8949
0,0767
1,0000
1,0000
0,9943
0,9943

Ukupno
0,9474
0,0389
0,0023
0,9668
0,0217
1,0000
1,0000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000
0,8329
0,1510
0,0092
0,9085
0,0847
0,9108
0,0435
0,9325
0,0217
0,4508
0,3135
0,2037
0,5389
0,4291
0,8947
0,0801
0,0069
0,9348
0,0469
1,0000
1,0000
0,8513
0,1053
0,0114
0,9039
0,0641
1,0000
1,0000
0,9954
0,9954

0,196

0,156

<0,0001
<0,0001
0,001

0,001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

*vrijednost statistiCke znacajnosti u razlici ucestalosti alela i genotipova izmedu populacija

izraCunata pomocu 2 testa
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Tablica 8. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma gena SLC22A1 i SLC22A2 euroazijske

populacije (preuzeto s www.ensembl.org) i statisticka znacajnost razlika ucestalosti izmedu

populacija

Populacija/ Ucestalost

rs12208357

rs55918055

rs36103319

rs4646277

rs4646278

rs2282143

rs34130495

rs628031

rs34059508

rs8177516

rs316019

rs8177507

rs8177504

genotip

alel
genotip
alel
genotip
alel
genotip
alel
genotip

alel

genotip

alel
genotip
alel

genotip

alel
genotip
alel
genotip
alel

genotip

alel

genotip
alel
genotip
alel

CC

Isto¢na Azija
1,0000
0,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
1,0000
0,9901
0,0099
0,9950
0,0050
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,7599
0,2282
0,0119
0,8740
0,1260
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,5595
0,3631
0,0774
0,7411
0,2589
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,7540
0,2202
0,0258
0,8641
0,1359
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

Europa
0,8787
0,1173
0,0040
0,9374
0,0626
0,9940
0,0060
0,9970
0,0030
1,0000
1,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,9980
0,0020
0,9990
0,0010
0,9821
0,0179
0,0000
0,9911
0,0089
0,9583
0,0417
0,9791
0,0209
0,3579
0,4573
0,1849
0,5865
0,4135
0,9602
0,0398
0,9801
0,0199
0,9980
0,0020
0,9990
0,0010
0,7972
0,1849
0,0179
0,8897
0,1103
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

JuZna Azija
0,9591
0,0409
0,0000
0,9796
0,0204
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
1,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,9898
0,0102
0,9949
0,0051
0,8425
0,1472
0,0102
0,9162
0,0838
0,9980
0,0020
0,9990
0,0010
0,3701
0,4806
0,1493
0,6104
0,3896
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
1,0000
0,0000
0,7444
0,2433
0,0123
0,8661
0,1339
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

Ukupno
0,9459
0,0528
0,0013
0,9723
0,0277
0,9980
0,0020
0,9990
0,0010
1,0000
1,0000
0,9967
0,0033
0,9983
0,0017
0,9960
0,0040
0,9980
0,0020
0,8616
0,1310
0,0074
0,9271
0,0729
0,9853
0,0147
0,9926
0,0074
0,4332
0,4298
0,1370
0,6464
0,3536
0,9866
0,0134
0,9933
0,0067
0,9993
0,0067
0,9997
0,0003
0,7654
0,2159
0,0187
0,8733
0,1267
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

<0,0001

<0,0001

0,051

0,052

0,007

0,007

0,012

0,012

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

*%

0,113

0,159

*vrijednost statisticke znacajnosti u razlici ucestalosti alela i genotipova izmedu populacija

izraCunata pomocu 2 testa
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**Test nije proveden jer se alel T javlja samo jednom u ukupnom uzorku.

Tablica 9. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne lokuse gena SLC22A1 i SLC22A2 u

proucavanim romskim populacijama; Ho - uocCena heterozigotnost; He - ocekivana

heterozigotnost

Lokus

rs12208357

1s2282142

rs34130495

rs628031

rs34059508

rs316019

HWE

Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He

p-vrijednost

BARANJA
0,0606
0,0592
0,7185
0,0530
0,0520
0,7534
0,0303
0,0305
0,8580
0,4469
0,4989
0,3442
0,0076
0,0078
0,9647
0,1288
0,1775
0,0056

POPULACIJA
MEDIMURIJE
0,0398
0,0507
0,0081
0,178
0,1559
0,4854
0,0852
0,0873
0,5394
0,4600
0,4997
0,4956
0,017
0,0171
0,9087
0,1420
0,1451
0,9448

ZAGREB
0,0155
0,0154
0,9293

0,256
0,2489
0,6203

monomorfan

0,441

0,4301
0,3898
0,2403
0,2515
0,8401
0,0310
0,0315
0,8557
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Tablica 10. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne lokuse gena SLC22A1 u prouc¢avanim

populacijama Europe; Ho - uocena heterozigotnost; He - o¢ekivana heterozigotnost

Lokus

rs12208357

1s2282142

rs34130495

rs628031

rs34059508

HWE

Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He

p-vrijednost

CEU
0,1616
0,1493
1,0000

monomorfan

0,0303
0,0300
1,0000
0,4242
0,4910
0,2159
0,0505
0,0495
1,0000

GRB
0,1209
0,1142
1,0000
0,0440
0,0432
1,0000
0,0440
0,0432
1,0000
0,5165
0,4785
0,5110
0,0769
0,0744
1,0000

POPULACIJA
IBS
0,1028
0,0980
1,0000
0,0094
0,0094
1,0000
0,0654
0,0636
1,0000
0,4486
0,4925
0,4299
0,0467
0,0459
1,0000

FIN
0,1212
0,1144
1,0000
0,0202
0,0201
1,0000
0,0303
0,0300
1,0000
0,4647
0,5021
0,5491
0,0202
0,0201
1,0000

TSI
0,0841
0,1147
0,0430
0,0187
0,0186
1,0000
0,0374
0,0369
1,0000
0,4393
0,4516
0,8303
0,0094
0,0094
1,0000
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Tablica 11. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne lokuse gena SLC22A1 u populacijama

juzne Azije; Ho - uocena heterozigotnost; He - o¢ekivana heterozigotnost

Lokus

rs12208357

1s2282142

rs34130495

rs628031

rs34059508

HWE

Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He
p-vrijednost
Ho
He

p-vrijednost

BEB
0,0349
0,0345
1,0000
0,2558
0,2415
1,0000
0,0116
0,0116
1,0000
0,5116
0,4809
0,6510

monomorfan

GIH
0,0291
0,0288
1,0000
0,1456
0,1522
0,5126

monomorfan monomorfan monomorfan monomorfan

0,4660
0,4569
1,0000

monomorfan = monomorfan monomorfan monomorfan

POPULACIJA
ITU
0,0490
0,0481
1,0000
0,1078
0,1025
1,0000

0,5098
0,4976
0,8433

STU
0,0588
0,0574
1,0000
0,1177
0,1285
0,3798

0,4216
0,4723
0,2991

PJL
0,0313
0,0309
1,0000
0,1250
0,1536
0,1195

0,5104
0,4738
0,5176
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Tablica 12. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne lokuse gena SLC22A1 u populacijama

isto¢ne Azije; Ho - uocena heterozigotnost; He - ocekivana heterozigotnost

Lokus HWE POPULACIJA
CDX CHB JPT KHV CHS
rs12208357 Ho monomorfan monomorfan monomorfan monomorfan monomorfan
He
p-vrijednost
rs2282142  Ho 0,2258 0,2233 0,2692 0,2424 0,1810
He 0,2179 0,2289 0,2616 0,2141 0,1809
p-vrijednost 1,0000 0,6795 1,0000 0,3492 1,0000
rs34130495 Ho monomorfan monomorfan monomorfan monomorfan monomorfan
He
p-vrijednost
rs628031 Ho 0,4839 0,2330 0,2789 0,3131 0,5048
He 0,4571 0,3486 0,3062 0,3744 0,4142
p-vrijednost 0,6504 0,0015 0,3476 0,1101 0,0322
rs34059508 Ho monomorfan monomorfan monomorfan monomorfan monomorfan
He

p-vrijednost

U Tablicama 9.-12. prikazane su p-vrijednosti dobivene nakon §to su polimorfni lokusi testirani
podvrgavaju li Hardy-Weinbergovom zakonu ravnoteze te je utvrdeno da vecina polimorfnih
lokusa slijedi Hardy-Weinbergovu ravnotezu, no kod lokusa rs12208357 kod romske
populacije iz Medimurja te lokusa rs316019 u populaciji Baranje imamo odstupanje od
ravnoteze. U euroazijskim populacijama uo¢eno je odstupanje kod lokusa rs628032 u populaciji

juznih Han Kineza.

Na osnovu ucestalosti genotipova na lokusima gena SLC22A1 rekonstruirana su 6 haplotipa u

Baranji 1 Zagrebu te 5 haplotipova u Medimurju.
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Tablica 13. Ucestalost haplotipova gena SLC22A1 u romskim populacijama Hrvatske

Populacija Broj haplotipova Haplotip Ucdestalost

Zagreb 139 CCGGG 0,3949
3 CCGGA 0,0085

156 CCGAG 0,4432

15 CCAAG 0,0426

30 CTGGG 0,0852

9 TCGAG 0,0256

Baranja 114 CCGAG 0,4318
130 CCGGG 0,4924

1 CCGGA 0,0038

4 CCAAG 0,0152

7 CTGGG 0,0265

8 TCGAG 0,0303

Medimurje 102 CCGGG 0,4047
36 CCGGA 0,1429

76 CCGAG 0,3016

36 CTGGG 0,1429

2 TCGAG 0,0079

U Tablici 13. prikazana je ucestalost pojedinih haplotipa po populaciji te je uoceno da je
haplotip CCGAG medu najbrojnijima u svim populacijama tj. 44,32% u Zagrebu, 43,18% u
Baranji i 30,16% u Medimurju. Ovaj haplotip ima najveéu ucestalost u Zagrebu dok haplotip
CCGGG ima najvecu ucestalost u Baranji (49,24%) 1 Medimurju (40,47%). U Medimurju nije
naden ni jedan uzorak s haplotipom CCGGA.
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Tablica 14. Ucestalost haplotipova gena SLC22A1 u populacijama Europe

Populacija Broj haplotipova

CEU 109
5
65
16
3
GRB 100
7
56
11
4
4
IBS 115
5
75
10
7
1
1
FIN 98
2
81
12
3
2
TSI 136
1
58
11
4
2
2

Haplotip
CCGGG
CCGGA
CCGAG
TCGAG
CCAAG
CCGGG
CCGGA
CCGAG
TCGAG
CCAAG
CTGGG
CCGGG
CCGGA
CCGAG
TCGAG
CCAAG
CTGGG
TCGGG
CCGGG
CCGGA
CCGAG
TCGAG
CCAAG
CTGGG
CCGGG
CCGGA
CCGAG
TCGAG
CCAAG
CTGGG
TCGGG

Ucestalost
0,5505
0,0253
0,3283
0,0808
0,0152
0,5495
0,0385
0,3077
0,0604
0,0219
0,0219
0,5374
0,0234
0,3505
0,0467
0,0327
0,0047
0,0047
0,4949
0,0101
0,4091
0,0606
0,0152
0,0101
0,6355
0,0047
0,2710
0,0514
0,0187
0,0093
0,0093
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Tablica 15. Ucestalost haplotipova gena SLC22A1 u populacijama juzne Azije

Populacija Broj haplotipova Haplotip Ucestalost
BEB 80 CCGGG 0,4651
64 CCGAG 0,3721
3 TCGAG 0,0174
1 CCAAG 0,0058
24 CTGGG 0,1395
GIH 117 CCGGG 0,5679
69 CCGAG 0,3349
3 TCGAG 0,0146
17 CTGGG 0,0825
ITU 100 CCGGG 0,4902
88 CCGAG 0,4314
4 TCGAG 0,0196
11 CTGGG 0,0539
1 TCGGG 0,0049
STU 112 CCGGG 0,5490
72 CCGAG 0,3529
5 TCGAG 0,0245
14 CTGGG 0,0686
1 TCGGG 0,0049
PJL 103 CCGGG 0,5365
70 CCGAG 0,3646
3 TCGAG 0,0156

16 CTGGG 0,0833



Tablica 16. Ucestalost haplotipova gena SLC22A1 u populacijama isto¢ne Azije

Populacija Broj haplotipova Haplotip Ucestalost

CDX 98 CCGGG 0,5269
65 CCGAG 0,3495
23 CTGGG 0,1237
CHB 133 CCGGG 0,6456
46 CCGAG 0,2233
27 CTGGG 0,1311
JPT 137 CCGGG 0,6587
39 CCGAG 0,1875
32 CTGGG 0,1538
KHV 125 CCGGG 0,6313
49 CCGAG 0,2475
24 CTGGG 0,1212
CHS 128 CCGGG 0,6095
61 CCGAG 0,2905
21 CTGGG 0,1000

Ucestalost haplotipova u euroazijskim populacijama prikazano je u Tablicama 14.-16. U
europskim populacijama najvecu ucestalost ima haplotip CCGGG. Kod juznoazijskih
populacija uvida se isto najveca ucestalost haplotipa CCGGG, no izgubila su se jedan ili dva
haplotipa u odnosu na europske populacije. Nadalje, kod isto¢noazijskih uoceno je jos vece
suZenje haplotipova premda je i dalje haplotip CCGGG najucestaliji. Ovdje su uocena po 3
haplotipa po populaciji.
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Tablica 17. Raznolikost haplotipova i srednja vrijednost razlika za romske populacije

Populacija Raznolikost Srednja vrijednost razlika
haplotipova

ZAGREB 0,6397 0,8063

BARANJA 0,5714 0,6492

MEDIMURIJE 0,7071 0,9367

Tablica 18. Raznolikost haplotipova i srednja vrijednost razlika za populacije Europe i Azije

Populacija

EUROPA CEU
GRB
IBS
FIN
TSI

JUZNA AZIJA BEB
GIH
ITU
STU
PJL

ISTOCNA AZIJA  CDX
CHB
PT
KHV
CHS

Raznolikost haplotipova
0,5847
0,6006
0,5873
0,5865
0,5219
0,6291
0,5609
0,5731
0,5715
0,5751
0,5881
0,5186
0,5678
0,5282
0,5367

Srednja vrijednost razlika
0,7198
0,7535
0,7092
0,6867
0,6311
0,7685
0,6379
0,6482
0,6581
0,6583
0,6750
0,5775
0,5098
0,5885
0,5950

Iz ucestalosti rekonstruiranih hapotipova izracunate su mjere njihove raznolikosti za romske

populacije (Tablica 17) i euroazijske populacije (Tablica 18). Najveca raznolikost kod Roma je

uocena u populaciji Medimurja, dok je u populacijama Europe najveca raznolikost kod

Britanaca, u juznoj Aziji kod Bengalaca, a u isto¢noj Aziji kod Dai Kineza.

Odnosi medu istraZzivanim populacijama utvrdeni su s nekoliko interpopulacijskih statistickih

metoda.
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Tablica 19. Geneticke udaljenosti temeljene na ucestalosti haplotipova medu populacijama kod
gena SLC22A1

Populacija Zagreb Baranja Medimurje
Zagreb 0.00000

Baranja 0.00399 0.00000

Medimurje 0.06649 0.06918 0.00000

U Tablici 19. nalaze se geneticke udaljenosti izmedu romskih populacija temeljene na
ucestalosti alela. Najveca geneticka udaljenost je izmedu romske populacije Medimurja i

Zagreba tj. Medimurja i Baranje dok je najmanja izmedu romskih populacije Zagreba i Baranje.
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Tablica 20. Geneticke udaljenosti Roma i populacija Europe i Azije kod gena SLC22A1

ZG
BAR
MED
CEU
GRB
IBS
FIN
TSI
BEB
GIH
ITU
STU
PJL
CDX
CHB
CHS
KHV
JPT

ZG

0,0040
0,0688
0,0203
0,0225
0,0145
0,0069
0,0446
0,0181
0,0335
0,0048
0,0226
0,0212
0,0350
0,1111
0,0649
0,0926
0,1419

BAR

0,0717
0,0052
0,0095
0,0015
0,0000
0,0263
0,0233
0,0263
0,0000
0,0139
0,0155
0,0356
0,1130
0,0602
0,0922
0,1492

MED

0,0568
0,0356
0,0552
0,0760
0,0462
0,0269
0,0272
0,0542
0,0332
0,0305
0,0223
0,0313
0,0244
0,0268
0,0409

CEU

0,0000
0,0000
0,0012
0,0068
0,0279
0,0209
0,0062
0,0101
0,0151
0,0347
0,0011
0,0478
0,0737
0,1229

GRB

0,0000
0,0086
0,0003
0,0171
0,0083
0,0062
0,0023
0,0058
0,0191
0,0616
0,0269
0,0472
0,0887

IBS

0,0003
0,0080
0,0241
0,0181
0,0029
0,0082
0,0119
0,0304
0,0888
0,0445
0,0711
0,1210

FIN

0,0263
0,0311
0,0338
0,0021
0,0190
0,0224
0,0455
0,1249
0,0705
0,1034
0,1619

TSI

0,0261
0,0077
0,0196
0,0048
0,0096
0,0212
0,0482
0,0193
0,0360
0,0734

BEB

0,0024
0,0095
0,0024
0,0000
0,0000
0,0391
0,0138
0,0277
0,0593

*puna imena populacija su navedena u poglavlju Materijali i metode

GIH

0,0125
0,0000
0,0000
0,0000
0,0253
0,0017
0,0147
0,0464

ITU

0,0037
0,0041
0,0185
0,0866
0,0402
0,0679
0,1194

STU

0,0000
0,0019
0,0405
0,0102
0,0275
0,0652

PJL

0,0000
0,0383
0,0087
0,0255
0,0623

CDX

0,0203
0,0013
0,0112
0,0381

CHB

0,0045
0,0000
0,0000

CHS

0,0000
0,0183

KHV

0,0031

JPT

U Tablici 20. prikazane su geneticke udaljenosti Roma i populacija Europe i Azije te je vidljiva geografska strukturiranost $to je i

vizualizirano MDS plotom na Slici 23. Grupiranje populacija po kontinentalnim skupinama uz najve¢u odvojenost populacija isto¢ne

Azije. Romske populacije Baranje i Zagreba smjeStene u u blizini europskih populacija, dok je populacija Roma iz Medimurja izdvojena.
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Slika 23. Vizualizacija genetickih udaljenosti pomocu metode multidimenzijskog skaliranja

Legenda: zuto — europske populacije, crveno — romske populacije, naran¢asto — juznoazijske

populacije, crno — isto¢noazijske populacije

Tablica 21. Analiza molekularne varijance gena SLC22A1 proucavanih populacija

Izvor varijacija Zbroj kvadrata Komponente varijacije Postotak varijacije
Izmedu grupa 30,440 0,00899 Va 2,51

Izmedu populacija 19,862 0,00508 Vb 1,45

unutar grupa

Unutar populacija 1321,001 0,34383 V¢ 96,07

Ukupno 1371,303 0,35789

Geneticka struktura svih istrazivanih populacija utvrdena je analizom molekularne varijance ¢iji su

rezultati prikazani u Tablici 21. Razli¢itost izmedu 4 grupe populacija (romske, europske, juzno i
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isto¢no azijske iznose 2,5% (Fct = 0,0251), izmedu populacija unutar grupa 1,45% (Fsc =

0,01455), a prosjecna razlicitost izmedu populacija iznosi 3,93% (Fst = 0,03929)
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5. RASPRAVA

Romi su narod bez vlastite drzave te su prisutni kao transnacionalna manjina diljem svijeta.
Kako bi se utvrdilo njihovo podrijetlo geneticari, a i drugi znanstvenici krenuli su U istrazivanja
ove populacije. Osim pitanja pripadnosti, zanimljivosti koje su privukle znanstvenike jesu
govor, kultura i genetski profil koji su specifiéni za Rome (Kalaydjieva i sur. 2001a,
Kalaydjieva i sur. 2001b). Istrazujuéi govor utvrdilo se indijsko podrijetlo i migracijski putevi,
a koji su kasnije potvrdeni i u genomu, genetickom analizom uocile su se genske specifi¢nosti

ove populacije koje svakako pomazu u zdravstvenoj njezi romskog naroda (Fraser 1992).

U ovom diplomskom radu nastavilo se s istrazivanjima utjecaja indijskog podrijetla na razdiobe
polimorfizama ADME gena kod populacije Roma (Zajc Petranovié i sur. 2019, Zajc Petranovié¢
i sur. 2018, Skari¢-Juri¢ i sur. 2018, Tomas i sur. 2017) te su uzorci obradeni na polimorfizmima
gena SLC22A1 i SLC22A2. ADME geni sudjeluju u apsorpciji, distribuciji, metabolizmu i
eliminaciji lijekova, a distribucija njihovih polimorfizama pokazuje geografske obrasce
(Maisano Delser, Fuselli 2013). Njihova polimorfna priroda osnova je za individualni odgovor
na lijeCenje lijekovima. Proteini koje kodiraju SLC22A1 i SLC22A2 geni jesu organski kationski
transporteri OCT endogenih metabolita, lijekova i toksina izmedu tkiva i medusobno povezanih
tjelesnih tekucina. Zbog svoje farmakoloske vaznosti jedni su od najbolje proucavanih Solute
Carrier 22 transportera. Nalaze se na kromosomu 6 i kodiraju za istoimene integralne proteine.
Ovi polispecifi¢ni transporteri najviSe se eksprimiraju u jetri (SLC22Al1) i bubrezima
(SLC22A2) (www.pharmgkb.org). Od trinaest prouc¢avanih SNP-ova ovih gena samo jedan
lokus SLC22A2 i pet lokusa SLC22A1 je polimorfno i podvrgnuto daljnjoj analizi. Polimorfni
lokusi SLC22A1 gena jesu: rs12208357, rs2282143, rs34130495, rs628031 i rs34059508.
Polimorfni lokus rs316019 SLC22A2 gena udaljen je vise od 90 000 nukleotida od gena
SLC22A1 te zbog toga nije uvrsten u konstrukciju haplotipova.

Iz pojedinacne razdiobe alela 1 genotipva izu€avanih lokusa moguce je dobiti uvid u
potencijalne odgovore na lijekove koje metaboliziraju produkti gena SLC22A1 i SLC22A2.
Produkt gena SLC22A1 sudjeluje u metabolizmu lijekova poput metformina i fenoterola
(www.pharmagkb.org). U ovom radu proucavan lokus rs12208357 varijacija je SLC22A1 gena
gdje se alel C zamjenjuje s alelom T S$to uzrokuje besmislenu mutaciju tj. promjenu

aminokiseline iz arginina u cistein.
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Metformin je je lijek za lije¢enje dijabetesa tipa 2 i PCOS (Polycystic ovary syndrome).
Istrazivanje provedeno na brazilskoj skupini ljudi govori kako je alel T povezan s pove¢anom
1zlozeno$¢u metforminu u zdravih osoba u usporedbi s alelom C (Santoro i sur. 2018). Pacijenti
s CC ili CT genotipom koji se lijeCe metforminom mogu imati pove¢anu bioraspolozivost
metformina u usporedbi s bolesnicima s TT genotipovima koji mogu imati smanjenu. Ovo
istrazivanje daje naslutiti ovisnost metabolizma metfromina 0 genotipu, no i ostali klini¢ki te
genetski C¢imbenici mogu utjecati na raspolozivu koli¢inu metformina u organizmu

(www.pharmgkb.org).

Fenoterol je Siroko koriSteno antiastmati¢no i tokoliticko sredstvo, ali visoke koncentracije
fenoterola u plazmi mogu dovesti do ozbiljnih, pa ¢ak i fatalnih nuspojava. Alel T povezan je s
povecanom vjerojatno$¢u nastanka nezeljenih dogadaja pri izlozenosti fenoterolu u zdravih
osoba u usporedbi s alelom C (www.pharmgkb.org). Tzvetkov i suradnici (2018) dosli su do
zakljucka da nasljedni poremecaj u funkciji SLC22A1 gena znacajno povecava koncentraciju

fenoterola u plazmi i moze biti vazan ¢imbenik smrtnosti povezane s fenoterolom.

Romske populacije imaju genotip CC s ucestalos¢u od 95% dok se genotipovi CT 1 TT
pojavljuju rijetko. Ucestalost alela T iznosi 2%. Gotovo isti rezultati uoceni su i kod
euroazijskih populacija. S obzirom na navedeno velika vecina pripadnika romske populacije

normalno ¢ée metabolizirati fenoterol i metformin.

Sljedeci istrazivani lokus rs2282143 varijacija je SLC22A1 gena gdje se alel C zamjenjuje s

alelom T te uzrokuje besmislenu mutaciju tj. promjenu aminokiseline iz prolina u leucin.

Pacijenti s CC genotipom mogu imati povecani klirens metformina u usporedbi s bolesnicima

sCT ili TT genotipom (www.pharmgkb.org).

Romske populacije imaju genotip CC s ucestalos¢u od 83% dok se genotip CT javlja u 15%
ispitanika, TT genotip rijetko se pojavljuje. Ucestalost alela T iznosi 9%. Gotovo isti rezultati
uoceni su i kod euroazijskih populacija, Sto govori u prilog moguceg povecanog klirensa

metformina u istrazivanim populacijama.
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Produkt gena SLC22A1 sudjeluje i u metabolizmu lijekova poput O-desmetiltramadola.
Varijacija rs34130495 gdje se alel G zamjenjuje s alelom A uzrokuje besmislenu mutaciju tj.

promjenu aminokiseline iz glicina u serin i utje¢e na metabolizam O-desmetiltramadola.

O-desmetiltramadol je opioidni analgetik i glavni aktivni metabolit tramadola. Pacijenti s
genotipom AA i AG mogu imati povecane koncentracije O-desmetiltramadola u plazmi kada
su izloZeni tramadolu u usporedbi s osobama GG genotipa. Zanimljivo je kako ancestralni alel
G jedino kao homozigot djeluje na smanjenu koncentraciju O-desmetiltramadola jer ve¢ kod
heterozigota uoCavamo promjenu u koncentraciji tj. utjecaj na metabolizam lijeka

(www.pharmgkb.org).

Romske populacije imaju genotip GG s ucestalos¢u od 91% dok se genotip GA javlja u 4%
ispitanika, a AA genotip nije uocen. Ucestalost alela A iznosi 2%. Kod euroazijskih populacija
taj postotak je joS nizi te je ucestalost alela A svega 0,7%, a time se povecava ucestalost
homozigota GG od 98%. Iz navedenog se zakljuCuje da postoji mala vjerojatnost povecane

koncentracije O-desmetiltramadola.

Lokus rs628031 varijacija je SLC22A1 gena koja dovodi do promjene u metabolizmu lijekova
poput imatiniba, metformina i lamotrigina. Alel A zamjenjuje s alelom G te uzrokuje

besmislenu mutaciju tj. promjenu aminokiseline iz metionina u valin.

Imatinib je kemoterapijski lijek koji se koristi za lije¢enje raka. Pacijenti s AA i AG genotipom
oboljeli od raka mogu imati povecani klirens imatiniba, kao i smanjeni odgovor, a time i
smanjeni rizik za toksi¢nost kada se lijeCe imatinibom u usporedbi s bolesnicima s GG
genotipom. Suprotno tome pacijenti oboljeli od raka s GG genotipom mogu imati smanjeni
klirens imatiniba, kao i povecani odgovor te povecani rizik za toksicnost kada se lijece
imatinibom (www.pharmgkb.org). Nadalje,  pacijenti s AA genotipom koji se lijece
metforminom mogu imati smanjeni odgovor i poveéani rizik od gastrointestinalnih nuspojava
u usporedbi s bolesnicima s GG genotipom. Genotip AG u odnosu na GG prilikom lijecenja
metforminom moze imati smanjeni odgovor i povecani rizik od gastrointestinalnih nuspojava,
ali u usporedbi s AA genotipom povecani odgovor i smanjeni rizik od gastrointestinalnih
nuspojava. Prema tome genotip GG najbolje podnosi lijeCenje metforminom zatim AG pa na
posljetku AA genotip. Ovdje ponovno uvidamo prednost alela koji nije ancestralni i postoji U
manjoj frekvenciji medu populacijom. (www.pharmgkb.org). Promjene na ovom lokusu utje¢u

I na metabolizam lamotrigina, lijeka protiv konvulzija koji se koristi za lijeCenje epilepsije.
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Pacijenti AA i AG genotipom, a koji boluju od epilepsije mogu imati povecane koncentracije
lamotrigina u usporedbi s bolesnicima s GG genotipom. Pacijenti s GG genotipom i epilepsijom
mogu imati smanjene koncentracije lamotrigina u usporedbi s bolesnicima s AA i AG

genotipovima (www.pharmgkb.org).

Romske populacije imaju genotip GG s ucestalos¢u od 45% dok se genotip GA javlja u 31%
ispitanika, a AA genotip 20%. Ucestalosti alela G i A priblizno su jednake te iznose 54% i 43%.
Gotovo isti rezultati uoCeni su i kod euroazijskih populacija premda je kod njih ucestalost alela
G ipak nesto visa i iznosi 65%. Zbog relativno visoke ucestalosti GG genotipova u istrazivanim
populacijama ovo je lokus koji bi se u buduénosti mogao genotipizirati radi kvalitetnijeg

koriStenja lamotrigina.

Promjene alela G u alel A na lokusu rs34059508 uzrokuju besmislenu mutaciju tj. promjenu

aminokiseline iz glicina u metionin §to rezultira promjenom u metabolizmu olanzapina.

Olazapin je antipsihotik koji se primarno koristi za lijeCenje shizofrenije i bipolarnog
poremecaja. Trenutno nema dostupnih dokaza o povezanosti izmedu rs34059508 AA genotipa
1 izloZenosti olanzapinu. Medutim, pacijenti s AG genotipom mogu imati povecanu izlozenost
olanzapinu u usporedbi s bolesnicima s GG genotipom koji ¢e imati smanjenu izlozenost

olanzapinu (www.pharmgkb.org).

Romske populacije imaju genotip GG s ucestalos¢u od 90% dok se genotip GA javlja u 8%
ispitanika, a AA genotip vrlo rijetko. Ucestalost alela A iznosi 5%. Kod euroazijskih populacija
genotip GG javlja se s u€estaloS¢u od 99%, a genotip AA nije uocen ni kod jednog ispitanika.
Iz navedenog moze se pretpostaviti da kod Roma postoji povecana mogucnost smanjenog

metabolizma olanzapina.

Lokus rs316019 varijacija je SLC22A2 gena gdje se alel T zamjenjuje s alelom G te uzrokuje
besmislenu mutaciju tj. promjenu aminokiseline iz serina u alanin. Ova promjena utjeCe na

metabolizam antraciklina i cisplatina

Antraciklini su lijekovi koriSteni u kemoterapiji za lijeCenje karcinoma. Pacijenti s neoplazmom
genotipa AA pokazuju manju vjerojatnost razvoja kardiotoksic¢nosti kada su izloZeni
antraciklinima u usporedbi s pacijentima genotipova AC ili CC. Vjerojatno je da pacijenti s

genotipom AC imaju manju vjerojatnost kardiotoksi¢nosti pri izloZenosti antraciklinima u
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usporedbi s bolesnicima s genotipom CC, no povecanu vjerojatnost u usporedbi s pacijentima

s genotipom AA (www.pharmgkb.org).

Cisplatin je kemoterapijski lijek koji se koristi za lijeCenje niza karcinoma. Pacijenti s
genotipom AA mogu imati smanjeni rizik od ototoksi¢nosti izazvane cisplatinom u usporedbi
s bolesnicima s genotipom AC ili CC koji mogu imati veéu vjerojatnost toksi¢nosti cisplatina

(www.pharmgkb.org).

Romske populacije imaju genotip CC s ucestalos¢u od 85% dok se genotip CA javlja u 11%
ispitanika, a AA genotip vrlo rijetko. Ucestalost alela T iznosi 6%. Sli¢no je i kod euroazijskih
populacija. Navedeno sugerira na moguénost povecane toksi¢nosti kod pripadnika romskih

populacija prilikom upotrebe cisplatina.

Budu¢i da romska populacija zbog svoje izoliranosti pokazuje specifi¢nu zalihu gena provedene
su i analize intra- i interpopulacijske strukture. Intrapopulacijske analize ukljucivale su
utvrdivanje razdiobe alela i genotipova $to je prije opisano u kontekstu farmakogenetickih
karakteristika istrazivanih lokusa. Osnovni populacijsko-genetiCki parametri kao Sto je
podvrgavanje Hardy-Weinbergovoj ravnotezi provjereni su u tri romske populacije Hrvatske i
15 euroazijskih populacija. Ustanovljeno je da lokus rs12208357 u romskoj populaciji
Medimurja nije u skladu s HW ravnotezom isto kao i lokus rs316019 u Baranji. Ostali lokusi
slijede HW princip. Hardy-Weinergov zakon govori da su u velikoj populaciji, u kojoj dolazi
do sluc¢ajnog parenja, frekvencije gena i genotipova stalne. Pravilo vrijedi samo za populacije
koje su u genetickoj ravnotezi, a to su populacije bez mutacija, migracije, genetickog pomaka i
prirodne selekcije (Mrezni udzbenik iz genetike). Budué¢i da su romske populacije male i
izolirane, te je kod njih izrazeno srodivanje, ocekivano je da pojedini lokusi odstupaju od

Hardy-Weinbergove ravnoteze.

Budu¢i da je vecina polimorfnih lokusa smjeStena u genu SLC22A1 iz ucestalosti genotipova
rekonstruirani su haplotipovi u romskim populacijama pomocu ra¢unalnog programa Phase v
2.1 (Stephens i sur. 2001; Stephens i sur. 2003) te su usporedeni su s haplotipovima europskih
I azijskih populacija. Utvrdeno je kako je haplotip CCGAG prisutan s najvecom ucestalosé¢u
kod Roma iz Zagreba dok je u ostalim populacijama (Baranja i Medimurje) to CCGGG. Kod
europskih populacija haplotip CCGAG javlja se s drugom najve¢om ucestalosc¢u, a haplotip
CCGGG ima gotovo polovica ispitivanih uzoraka iz Europe i Azije. Kod azijskih populacija

broj haplotipova se smanjuje, no oba navedena haplotipa prisutna su u svim proucavanim
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azijskim populacijama. Smanjenje broja haplotipova u azijskim populacijama povezano je s
vecom izolirano$¢u azijskih nego europskih populacija Sto je potvrdeno i u istrazivanjima

drugih ADME lokusa (Li, Zhang i sur. 2011).

Slicna ucestalost haplotipova, genotipova 1 alela pojavljuje se u svim proucavanim
populacijama $to je rezultiralo vrlo malim genetickim distancama izmedu populacija. Kada su
geneti¢ke distance vizualizirane pomoc¢u multidimenzijalnog skaliranja uvida se kako su Romi
izoliranost. Takvi rezultati poklapaju se s prije provedenim istrazivanjima uniparentalnih
lokusa u kojima je populacija Roma iz Medimurja takoder pokazivala najveéi stupanj

izoliranosti (Peri¢i¢ Salihovi¢ 2011, Martinovi¢ Klari¢ i sur. 2008, Novokmet i Pavcec 2007).
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6. ZAKLJUCAK

Od 13 analiziranih lokusa u romskim populacijama 7 je monomorfno (rs55918055,
rs36103319, rs4646277, rs4646278, rs8177516, rs8177507, rs8177504), svi monomorfni
lokusi u romskim populacijama su monomorfni su i u euroazijskim populacijama.

Dva lokusa odstupaju od Hardy-Weinbergove raznoteze rs12208357 u populaciji
Medimurja 1 rs316019 u populaciji Baranje. U euroazijskim populacijama jedino lokus
rs628031 odstupa od Hardy-Weinbergove ravnoteze u populaciji Han Kineza iz Pekinga.
Svi polimorfni lokusi osim lokusa rs12208357 pokazuju statisticki znacajnu razliku u
ucestalosti genotipova i alela izmedu romskih populacija. Lokusi rs12208357, rs4646277,
rs4646278, rs2282143, rs34130495, rs628031 1 rs34059508 pokazuju statisticki znacajnu
razliku ucestalosti genotipova i alela izmedu europskih, juzno i isto¢no azijskih populacija.
Haplotip CCGGG je najucestaliji u svim istrazivanim populacijama osim u populaciji
balkanskih Roma iz Zagreba gdje je najucestaliji haplotip CCGAG.

Rezultati izracuna genetickih udaljenosti izmedu svih istrazivanih populacija pokazuju
grupiranje prema kontinentalnim skupinama uz najvecu odvojenost populacija istocne
Azije. Romske populacije Baranje i Zagreba bliske su europskim populacijama, dok
populacija Roma iz Medimurja pokazuje najvecu izoliranost.

Rezultati analize molekularne varijance pokazuju ve¢i postotak varijacije izmedu romskih

grupa u usporedbi s ostalim grupiranim populacijama.
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