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KRATICE

ADME — geni uklju¢eni u apsorpciju, distribuciju, metabolizam i ekskreciju lijekova (eng.
Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion)

AhR — ('eng. Aryl hydrocarbon receptor)

DNA — deoksiribunukleinska kiselina

KASP — kompetitivni PCR specifi¢an za alele (eng. Kompetitive Allele Specific PCR)
PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction)

SNP — jednonukleotidni polimorfizam (eng. Single Nucleotide Polymorph
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1. Uvod

1.1 Romi
1.1.1 Povijest Roma

Romi (romski fom ili rrom, muskarac) su transnacionalna manjina koja Zivi u Europi, te u
Sjevernoj i Juznoj Americi. Podrijetlo vuku iz Azije, to¢nije indijskog podkontinenta. Smatra se
da su njihovi preci napustili podrucje danasnje sjeverozapadne Indije i danasnjeg Pakistana,
prije oko 1500 godina. Romi su potom stigli u Perziju tijekom 9. stolje¢a sudjelujuéi u
migracijama stanovnistva s istoka, no postoje i teorije da su bili inkorporirani u vojne postrojbe
tijekom perzijske vojne agresije na Indiju. S obzirom da su lingvisti uocili veliki broj posudenica
iz perzijskog i armenskog jezika, Romi su zasigurno ne samo prosli kroz Perziju ve¢ se i
stanovito vrijeme zadrzali prvo u Perziji, a potom i Armeniji (Martinovi¢ Klari¢ 2009) te prije
900 do 1100 godina stigli u Bizantsko carstvo (Fraser 1992, Mendizabal i sur. 2012). Sve do 15.
stoljeca trajale su postepene migracije Roma, gdje su se s Balkanskog podrucja prosirili po

cijeloj Europi te su na taj nacin nastale danas postojece populacije Roma (Slikal.)

Migracije Roma po Europi mogu se pratiti kao tri glavna vala migracija: prvi nakon ukidanja

ropstva u Rumunjskoj krajem 19. stoljeéa, drugi iz Jugoslavije u 1960-ima i 1970-ima te tre¢im
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Slika 1. Migracije Roma (preuzeto i prilagodeno prema https://dnaconsultants.com)



u 1990-ima iz istocne Europe zbog politicko ekonomske situacije (Hancock 1987, Fraser 1992,
Liégeois 1994, Reyniers 1995). Dio Roma je iz Europe migrirao u Juznu te Sjevernu Ameriku.
Vrlo je tesko donositi zakljucke o podrijetlu i migracijama Roma jer ne postoji pisana povijest
romske populacije, no mnoga lingvisticka istrazivanja ukazuju na to da romski jezici svoje
korijene imaju u jezicima koji se govore na prostoru Indije, a posudenice iz drugih jezika dokaz

su migracija Roma kroz povijest.

1.1.2 Socio-kulturna obiljezja

Romsko drustvo se slijedom raznih povijesnih, kulturoloskih i socijalnih ¢imbenika dijeli u
grupe, a grupe mogu biti odredene vlastitim dijalektom, religijom, zanimanjima i tradicijom.
Antropolozi i etnolozi su uocili povezanost organizacije drustva Roma s jatima u Indiji (Fraser
1992). Zivot u odvojenim grupama doveo je do endogamije tj. pronalaZenje spolnog partnera
isklju€ivo unutar vlastite grupe pa samim time i smanjenu gensku raznolikost. Najvise Roma
Zivi na predjelu jugoistocne Europe, a samo Bugarska broji preko pedesetak grupa Roma
(Marushiakova i Popov 1997). PojedinaCne grupe mogu se svrstati u ve¢e metagrupe — npr.
Sinti u Njemackoj, Kalé u Spanjolskoj, Ciganos u Portugalu, Manouches u Francuskoj,
Romanichals u Velikoj Britaniji (Kalaydjieva i sur. 2001b). Spoznaja da Romi vuku indijsko
podrijetlo i rekonstrukcija glavnih puteva njihovih seoba nastale su zahvaljujuci lingvisti¢kim
istrazivanjima koja su prepoznala da postoji veza izmedu sanskrta i romskog jezika. Nadalje,
razli¢iti dijalekti romskog jezika koji se govore u razli¢itim romskih 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 (Martinovi¢ Klari¢ 2009). Lingvisti su pomocéu romskog govora potvrdili znanstvenu
hipotezu o indijskom podrijetlu Roma i rekonstruirali migracijske puteve, koji su naknadno
potvrdeni i od strane povjesnitara te na posljetku i geneticara (Fraser 1992). Kroz povijest bilo
je nekoliko pokusaja prisile Roma da Zive sjedilackim na¢inom Zivota (npr. u Habsburskoj
Monarhiji pod vladavinom Marije Terezije i Josipa Il. i Spanjolskoj pod vladavinom kralja Karla
[11.), 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).



Romi danas

Romi nemaju vlastitu drzavu, govore razlic¢itim jezicima i ispovijedaju razlicite vjere. U Europi
Romi predstavljaju najsiromasniju manjinu te su se cesto susretali s raznim negativnim
interakcijama od strane vedinskog stanovnistva. Spomenute interakcije naj¢eSée su se
manifestirale u obliku etni¢ke stigmatizacije, progona, diskriminacije, ekonomske, politicke i
kulturalne marginalizacije ili kompletnog socijalnog isklju¢ivanja Roma. Upravo zbog
navedenih razloga te socijalnih i ekonomskih pritisaka unutar europskih drzava, Romi su

postupno fragmentirani u razne grupe s vlastitim obiljezjima (Martinovi¢ Klari¢ 2009).

Romi su oduvijek bili poznati po nomadskom nacinu Zivota, no u zadnjih pola stoljeca sve vise
prelaze na sjedilacki nacin. Prema istrazivanju Drzavnog zavoda za zaStitu obitelji, materinstva
i mladezi iz 2002. godine, 51% Roma u Hrvatskoj je ,starosjedilacko” stanovnistvo, 17%
romskog stanovnistva selilo se unutar Hrvatske, a ostali su doseljenici. Podatak koji potvrduje
navedeno je taj da je Cak 88,8% ispitanih Roma rodeno u mjestu u kojem i danas Zivi, kao i
69,4% njihovih roditelja. Premda je vecina presla na sjedilacki nacin Zivota, i dalje mozemo
nai¢i na Rome koji su nastavili sa seobama, ali razlika je u tome Sto danas, za razliku od
prijasnjih vremena, koriste automobile ili kombi-vozila kako bi prevezli sebe i svoju imovinu

na Zeljenu destinaciju.

Veli¢ina romske populacije u svijetu procjenjuje se na oko 15 milijuna od ¢ega ih je najvise na
podrucju jugoistocne Europe, ¢ak 12 milijuna. Rumunjska je drzava s najve¢im apsolutnim
brojem Roma negdje izmedu 1 i 2 milijuna. Zatim slijede Madarska, Bugarska, Slovacka,
Turska, te Srbija u kojoj Zivi izmedu 400 000 i milijun Roma. U zapadnoj Europi, najveci broj
Roma Zivi u Spanjolskoj ( oko 750.000), a potom u Francuskoj ( oko 310.000), Njemackoj ( oko
120.000) i Italiji (oko 100.000) (Martinovi¢ Klari¢ 2009).
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Slika 2. Populacija Roma u Europi ( Council of Europe 2012.)

1.1.4 Romi u Hrvatskoj

Prvi pisani dokument u kojem se Romi spominju na podrucju Hrvatske, trgovacki je spis iz
Dubrovnika iz 1362. Samo desetak godina kasnije, 1373. godine, Romi se spominju i u Zagrebu,
no nakon 1783. nema viSe podataka o prisustvu Roma na nasem podrucju. Medutim, u
Hrvatsku tijekom 19. stoljeca dolaze nove velike romske skupine iz Rumunjske, u jednom od
tri najveca vala. Pripadaju romskoj skupini Koritara, a naseljavaju podrucje Medimurja i
Podravine, gdje su danas brojniji nego u drugim dijelovima Republike Hrvatske (Hrvati¢ 2004).
Romske grupe Hrvatske moZemo podijeliti u dvije skupine: vlaski Romi (Curari, Bajasi, Lovari,
Kalderasi i dr.) i balkanski Romi (Kaloperi, Cergasi i dr.). U Hrvatskoj najzastupljeniji su Bajasi
kojima je tijekom ropstva u Rumunjskoj zabranjena uporaba vlastitog jezika pa danas govore
arhai¢nim staro-rumunjskim jezikom koji se naziva ljimba d'bjas. Postoje tri razli¢ita dijalekta
ovog jezika na nasem podrucju: erdeljski (Medimurje), baranjski mutenski (Baranja) i ludarski

mutenski (Kutina, Sisak i Slavonski Brod) (Radosavljevi¢ 2010).

Prema posljednjim dostupnim podacima, dobivenim mapiranjem romskih lokaliteta u 15
Zupanija Republike Hrvatske 2017. godine, procjenjuje se da u Republici Hrvatskoj Zivi ukupno
24.524 pripadnika romske nacionalne manjine. Najveci dio Roma u Republici Hrvatskoj (91,1%)
roden je na teritoriju Republike Hrvatske, tek manji dio stanovnistva roden je u Bosni i

Hercegovini (3,1%), Kosovu (2,2%,) i Srbiji (1,5%) .Hrvatsko drzavljanstvo ima preko 98%



romske populacije, dok je 1,8% Roma u Hrvatskoj bez hrvatskog drzavljanstva, od ¢ega su

identificirane 23 osobe bez drzavljanstva i jedne drzave. (Rasi¢ i sur. 2020. )

1.1.5 Geneticka istrazivanja romske populacije

Geneticka istrazivanja romske populacije zapocela su iznimno kasno, a glavni cilj je bio
potvrditi ili opovrgnuti hipotezu o indijskom podrijetlu Roma te istraziti odnose izmedu
romskih skupina iz razli¢itih europskih zemalja (Kalaydjieva i sur. 2001a; Kalaydjieva i sur.
2001b) i vecinskih europskih populacija na romsku zalihu gena. Gresham i suradnici su 2001.
uspjeli su istrazivanjima uniparentalnih polimorfizama: nerekombinirajuce regije kromosoma
Y (NRY) i mitohondrijske DNA (mtDNA) potvrditi hipotezu o indijskom podrijetlu suvremenih
Roma. U istraZzivanju je sudjelovalo 14 razli¢itih romskih skupina u Europi, a rezultati su
pokazali da je kod gotovo polovice muske populacije Roma prisutna azijska NRY haplogrupa
H1a-M82, dok je mitohondrijska haplogrupa M, koja je takoder azijskog podrijetla, pronadena
kod ¢ak cetvrtine ukupne populacije Roma. Ograni¢ena geneticka varijabilnost ocinske i
majcinske linije dovela je do zakljucka da su suvremeni europski Romi potekli od utemeljitelja

koji su se odvojili od etnicke skupine koja je Zivjela na podrucju Indije (Gresham i sur, 2001).

Morar je 2004. analizirao 14 romskih skupina podijeljenih u tri migracijske kategorije;
balkansku, vlasku i zapadnoeuropsku (Morar i sur. 2004). Njihov cilj bio je istraziti u¢estalost
mutacija i haplotipova odgovornih za nastanak pet autosomno-recesivnih bolesti, a to su;
sindrom kongenitalne mijastenije, nasljedna senzomotorna neuropatija, deficit galaktokinaze,
misSiéna distrofija zdjelicnog pojasa te sindrom kongenitalnog katarakta, facijalnog
dismorfizma i neuropatije. Rezultati istrazivanja ukazali su na visoku ucestalost nositelja
mutacija unutar skupina, u rasponu od 5 do 16%, Sto je pokazatelj velikog utjecaja ucinka
utemeljitelja na genetsku strukturu romske populacije. Takoder, jedna od osam osoba iz opée
romske populacije nositelj je jedne od pet analiziranih mutacija. Mutacija 81267delG
odgovorna je za nastanak kongenitalne mijastenije, a pronadena je kod indijske, pakistanske i
romske populacije. Navedena mutacija nije prisutna kod svih romskih populacija u Europi.
Razlog takve neujednacene zastupljenosti ancestralne mutacije ukazuje na vrlo ranu
diferencijaciju Roma u Europi koja je nastala kao posljedica razli¢itih migracijskih puteva te

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



Romske skupine u Europi pokazuju mnogo visi stupanj heterogenosti nego druge autohtone
europske populacije. Veli¢ina populacije osnivaca, jali utjecaj genskog pomaka i trajne podjele
medu skupinama uvjetovane drustvenim, socijalnim i kulturoloSkim obicajima razlog su

izrazito visokog stupanja razli¢itosti izmedu romskih skupina (Kalaydjieva i sur. 2001b).

1.1.6. Geneticka istrazivanja romske populacije u Hrvatskoj

U posljednjih desetak godina provedeno je niz populacijsko-genetic¢kih analiza triju romskih
populacija Hrvatske koje pripadaju razliitim socio-kulutrnim kategorijama s obzirom na
migracije i jezik. To su populacije blakanskih Roma s podrucja Zagreba te populacije Roma
Bajasa iz Medimurja i Baranje. 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 i okolici. Istrazivanje je utvrdilo da je genska raznolikost triju
romskih populacija iz Hrvatske puno veca u odnosu na ostale romske populacije i na europske
vecinske populacije, te da je u odnosu na ukupnu indijsku populaciju gensku raznolikost manja
(Pokupcicisur. 2012.). Istrazivanjem ocinskih linija dviju bajskih romskih populacija, iz Baranje
i Medimurja, utvrdeno je da je Hla najzastupljenija haplogrupa, a ona potice iz ancestralne
indijske zalihe gena i njezina zastupljenost je rezultat dugotrajne izolacije romskih skupina
(Martinovi¢ Klari¢ i sur. 2008). Druga najzastupljenija haplogrupa jest E3b1-M78, koja se
pojavila u romskoj populaciji nakon njihovih dolaska u Europu. Neposredno nakon dolaska na
Balkan i ropstva u Rumunjskoj u manjoj su mjeri usvojene ostale prisutne europske haplogrupe
J2, R1a, 11, R1b1b2, G i I12a. Kod Bajasa iz Hrvatske takoder je analizirano majcino nasljede te
je utvrdena zastupljenost mitohondrijskih haplogrupa X2 i U3 koje su dokaz bliskoisto¢nih
migracijskih puteva Roma, dok prisustvo haplogrupe M ukazuje na indijske korijene (Pericié
Salihovi¢ i sur. 2011). 2013. u istraZzivanju Baresi¢ analizirano je 7 mikrosatelitnih lokusa
kromosoma X na 189 ispitanika, pripadnika triju romskih populacija. U populaciju Roma iz
Medimurja uocena je najve¢a homogenost, a najmanja kod Balkanskih Roma iz Zagreba.
Takoder je utvrdeno da je unutar populacije Roma iz Medimurja ucinak utemeljitelja bio
najsnazniji. Prilikom analize vezanosti gena rezultati su pokazali da je stupanj neravnoteze
vezanosti gena takoder najsnazniji u medimurskoj populaciji Roma, a najmaniji je u populaciji

Roma iz Zagreba. Takoder je utvrdeno da populacija Roma u Medimurju po stupnju izoliranosti



iskazanom putem neravnoteze vezanosti gena spada u skupinu izrazito izoliranih populacija,

dok su populacije Roma iz Baranje i Zagreba manje izolirane.

1.2 CYP1A2

1.2.1 Citokrom P450

Enzimi citokroma P450 od iznimne su vaZnosti za organizam zbog metabolizma lijekova,
kancerogenih spojeva i steroida te su ujedno i vrlo ¢esto predmet istrazivanja. Citokromi P450
¢ine veliku i raznoliku superobitelj koja je sastavnih dio svih domena Zivog svijeta (Lamb i sur.
2009). Ime je dobila zbog toga Sto se nalazi u stanici, sadrzi pigment hema, te apsorbira
svjetlost na valnoj duljini od 450nm. Citokromi P450 po svom su djelovanju tipicne
monooksidaze te je ujedno i reakcija koju kataliziraju monooksidazna reakcija, primjerice,
insercija jednog atoma kisika u alifatsko mjesto organskog supstrata (RH), dok se drugi
reduciraju u oksidacijski stupanj vode. Osim Sto djeluju kao monooksidaze, mogu djelovati i
kao oksidaze, peroksidaze, ali i katalizirati neke reduktivne reakcije (Rendi¢ i Medié-Sari¢,

2013).

CYP enzimi su hemproteini s izmedu 400 do 500 aminokiselinskih ostatka i jednom
hemprotetskom skupinom u aktivnom mjestu. Ljudski proteini CYP su prvenstveno
membranski proteini te nalaze na unutarnjoj membrani mitohindrija ili na endoplazmatskom
retikulumu. Metaboliziraju velik broj endogenih i egzogenih tvari. Neki enzimi su vrlo specifi¢ni
te za njih postoji samo jedan supstrat, dok drugi mogu katalizirati mnostvo reakcija. Prisutni
su u vecini tkiva, kao Sto su jetrene stanice, tanko crijevo, pluéa, placenta i bubrezi (Slaughter
i Edwards, 1995) te imaju vazne uloge u metabolizmu i sintezi hormona, sintezi kolesterola,

metabolizmu vitamina D te sintezi droga, lijekova te toksiénih tvari.



1.2.2. ADME geni

ADME geni su, kao Sto im i samo ime kaze, ukljueni u adsorpciju, distribuciju, metabolizam i
izluCivanje lijekova u organizmu (eng. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion). Razlog
razli¢itog odgovora na lijeCenje je njihova polimorfna priroda te niz drugih ¢imbenika kao sto
su dob, spol, tezina, zdravstveno stanje, itd (Ravindra Kumar, Adithan 2007). ADME geni
kodiraju za velik broj enzima poput citokroma P450, glutation S-transferaza, aldehid
dehidrogenaza, alkohol dehidrogenaza, te velik broj razli¢itih receptora. Vrste i ucestalosti
genskih varijacija u ADME genima razlikuju se unutar i izmedu populacija, te imaju vazan

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

1.2.3. CYP1A2

CYP1A2 dio je citokroma P450. CYP1A2 ¢ini priblizno 13% svih CYP proteina i iznimno je vazan

enzim u metabolizmu lijekova u jetri (Simon i sur, 2001). Za ovaj enzim postoji vise od 100

supstrata ukljucujuci i mnoge klinicki vazne lijekove. U usporedbi s drugim CYP proteinima
uocava se znatno manja farmakogenomicka aktivnost te se to smatra razlogom za postojanje
manjeg broj lijekova za koje je CYP1A2 metabolizirajuc¢i enzim. Procjenjuje se da je za 75%
varijacije u njegovoj aktivnosti odgovorna genska komponenta, dok su za preostali dio
odgovorni okolisni ¢imbenici poput pusenja, prehrane i oneciséenja okolisa. IstraZivanja su
pokazala da pusenje, poliaminski ugljikovodici, omeprazol (pripada skupini lijekova koji se
nazivaju "inhibitori protonske pumpe") te ostale inhibitorske pumpe znatno poticu aktivnost
CYP1A2. S druge strane, oralni kontraceptivi, fluvoksamin (antidepresiv), fluorokinoloni,
smanjuju njegovu aktivnost. Takoder, zabiljeZene su mnoge varijante gena CYP1A2, a neke od

njih utje¢u na metabolizam lijekova.

CYP1A2 je odgovoran za visSe od 95% primarnog metabolizma kofeina. Neke studije su
ispitivale kofein kao modulator etiologije bolesti, promatrajuéi unos hrane i pi¢a koja sadrze
kofein s obzirom na rizik od bolesti. Dvije nedavne i nezavisne studije o povezanosti genoma
proucavale su utjecaj polimorfizama na unos kofeina. Obje su pronasle povezane varijante u
regulatornoj regiji CYP1A2 gena (rs2472304 i rs2472297) i u njegovom regulatoru AhR (aryl

hydrocarbon receptor) (Sulem i sur. 2011) .



Nadalje, studije su pokazale da je CYP1A2 vaZan za doziranje nekoliko antipsihotika njihove
uCinkovitost i eventualnih nuspojava. CYP1A2 je najvaznija izoforma CYP ukljuena u
metabolizam klozapina (antipsihotik koji moze biti djelotvoran u lijeCenju shizofrenije).
Takoder, proucavana je veza izmedu pusenja i reakcija na klozapin kod pacijenata oboljelih od
shizofrenije. Isto tako, CYP1A2 utjece na antitromboticki lijek klopidogrel. Pusenje povedéava

inhibiciju trombocita posredovanu klopidogrelom i to je vjerojatno putem indukcije CYP1A2

(Kalow i sur. 1991).

Gen CYP1A2 nalazi se na kromosomu 15 zajedno s CYP1A1. CYP1A2 veli¢ine je od oko 7,8 kB,
sastoji se od 6 introna i 7 eksona, prvi egzon je nekodirajucdi. Otkriveno je viSe od 40
polimorfizama pojedinih nukleotida (single nucleotide polymorphisms (SNPs) gena CYP1A2.
CYP1A2 visoko je eksprimiran te inducibilan u jetri, mozgu, plu¢éima, probavnom sustavu i
gusteraci. Dokazano je da se u kombinacijama s drogama ili u kombinaciji s pusenjem mijenja
odgovor samog enzima. IstraZivanja su pokazala da varijacije polimorfizama CYP1A2 gena ne
utjeCu na ergogenski ucinak (poboljsanje fizicke sposobnosti) prouzrocen uzimanjem manje
doze kofeina kod sportasa (Wang i sur,2011). Medutim, istrazivanja varijacija CYP1IA2 su u
ranim stadijima u usporedbi s drugim CYP enzimima te postoji znacajna potreba za daljnjim

ispitivanjima kako bi se dokazao ucinak varijacija.



2. Cilj

Glavni cilj istrazivanja je utvrditi na koji naCin demografska povijest i evolucijski mehanizmi

utjecu na distribuciju alela i haplotipova tri farmakogeneticki relevantna polimorfizama gena

CYP1A2 u trima populacijama Roma Hrvatske. Izrazito dobro metabolizirajudi aleli ovog gena

kod teskih pusaca za posljedicu mogu imati neodgovarajudi terapijski ucinak, stoga ¢e se ovim

istrazivanje utvrditi koliki je udio romske populacije na ovaj nacin ugrozen, jer ée se dobiti

informacije o uéestalosti pojedinih metabolizirajucih fenotipova.

Navedeni cilj biti ¢e ostvaren kroz sljedece specificne ciljeve:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

odrediti ucestalost alela i genotipova za lokuse gena CYP1A2 (rs2069514, rs2069526 i
rs762551)

utvrditi podvrgavanje genotipova Hardy-Weinbergovoj ravnotezi

odrediti ucestalost haplotipova na temelju genotipova istrazivanih lokusa kod tri
Romske populacije

odrediti ucestalost haplotipova na temelju genotipova lokusa gena CYP1A2
(rs2069514, rs2069526 i rs762551) u populacijama Europe i Azije koji su javno dostupni
u bazi 1000 Genomes Project

translatirati haplotipove u farmakogeneticki relevantne zvjezdaste alele te odrediti i
usporediti njihovu ucestalost u istraZzivanim romskim populacijama i populacijama
Europe i Azije

odrediti geneticke udaljenosti izmedu istraZivanih populacija kako bi se pozicionirale

romske populacije u odnosu na ostale s obzirom na ucestalost haplotipova
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3. Materijali i metode

3.1. Osnovne kemikalije i uredaji

Osnovne kemikalije i 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® gPCR ToughMix® Quanta BioSciences

Komplet SensiFAST™ Lo-ROX (za genotipizaciju) | Bioline

Univerzalne probe Bioline SsoAdvanced™ Bio-Rad Laboratories

Supermix

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)

ARAYA (skener za fluorescenciju)
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3.2. Uzorak

Za istrazivanje ¢e se uzorci DNA izolirane metodom isoljavanja (Miller i sur, 1988) iz krvi
pripadnika romskih populacija sa podrucja Baranje, Medimurja i Balkana. Uzorci su prikupljeni

tijekom antropoloskih i epidemioloskih istrazivanja Instituta za antropologiju.

Tablica 3. Veli¢ine uzoraka na kojima su izvrSene DNA analize

Populacija Broj
Baranja 111
Medimurje 102
Balkan 92
Ukupno 305

3.3 Genotipizacija uzoraka

Tablica 4. Polimorfizmi gena CYP1A2 vazni za ovo istrazivanje (www.ncbi.nlm.nih.gov)

Lokus Lokacija/kromosom 15 Aleli Varijacija
rs2069514 74745879 G>A SNP
rs2069526 74749000 T>G SNP

rs762551 74749576 C>A/G SNP

Uzorci su genotipizirani u komercijalnom laboratoriju metodom KASP (eng. Kompetitive Allele
Specific PCR). To je metoda bazirana na kompetitivnoj lancanoj reakciji polimeraze (PCR) i
omogucuje bialelno odredivanje polimorfizma jednog nukleotida (SNP, eng. single nucleotide
polymorphism) te insercije i delecije na istrazivanom lokusu (He i sur. 2014). Metoda KASP
zbiva se kroz tri komponente (Slika 3.). Prvu komponentu ¢ini DNA koja ¢e se umnoziti, drugu

KASP mjeSavina koja se sastoji od dvije pocetnice specificne za SNP od interesa i jedne
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pocetnice reverse te KASP master mixa koji sadrzi kazetu FRET (eng. fluorescence resonant

energy transfer) i polimerazu Taq u puferskoj otopini.

Master mix KASP

Mjesavina KASP gt PN
Poéetnice forward specifiéne za alel :’ Q“u :’m ‘\I
alel 1 C ‘\\ — 1‘ “I\ -4}"‘
5 3 3 o
. = |
5 3 - -
_— _—
s 15 3| |5
3 5
B Kalup DNA (uzorak) 3
ANEEEEEEEEEEE]! INEEEEEEEEEEEE
3 5

[or]

Slika 3. Komponentne metode KASP (slika je prilagodena i preuzeta s www.lgcgroup.com )

U prvom ciklusu PCR-a, jedna od pocetnica specifi¢nih za alel veZe se za kalup DNA i zajedno s
odgovarajuéom pocetnicom reverse umnozava pocetnu DNA. U drugom ciklusu reverzna
pocetnica veZe se, elongira i stvara komplementarnu kopiju alela 1 te nastaje komplement
sekvencije 3’ kraja specificne za alel (Slika 4.). U treéem ciklusu dolazi do vezanjanja
oligonukleotida za komplementarni rep sekvence te tada on vise nije utiSan (Slika 2.). U
daljnjim ciklusima lanane reakcije polimeraze povecava se razina sekvencije 3’ kraja

specifiéne za alel.
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Denaturirani kalup i komponentne prijanjanja - 1. ciklus PCR-a

5 3
Poletnica za alel 2 - ne elongira I I I I I I I I I I I | I I I
—— A0 meme=ea- —

C

B e

U prvom ciklusu PCR-a jedna od potetnica specifi¢na za alel sparuje se s ciljanim
SNP-om te s odgovaraju¢om reverznom poéetnicom amplificira ciljanu regiju

MNastali komplement repne sekvence specifiéne za alel - 2. ciklus PCR-a

e

-
JJJ.{LLLLJ_|_L|J_|J.|J|J|J_&_[|_|_|_|_|||||||||1|

Veie se reverzna pocetnica, elongira i stvara komplementarnu kopiju repa alela 1

Detekcija signala - 3. ciklus PCR-a

*hTT“TTh1rrnTrn1rqurn1rn1Trn1r

-~
Sl g e

[F

Obiljezen FAM-om oligonukleotid veie se za komplementarni rep sekvence te vise
nije utisan

Slika 4, Graficki prikaz reakcije KASP (prilagodeno i preuzeto prema

malariajournal.biomedcentral.com)

Kako bi se odredio broj homozigota i heterozigota, moraju se interpretirati fluorescentni

signali koji su dobiveni nakon lan¢ane reakcije polimerazom. Fluorescentni signali prenose se
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na graficki prikaz gdje os x oznacava fluorescencijsku vrijednost boje FAM, a os y
fluorescencijsku vrijednost boje HEX. FAM i HEX su zasti¢ena imena boja koriStenih u metodi
KASP. 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.
Uzorak koji je homozigotan za alel koji detektira boja FAM emitirat ¢e samo fluorescenciju
FAM. Tocka na grafickom prikazu nalazit ¢e se blize osi x, oznacavajudi signal FAM te pritom
nece biti signala druge boje (Sto oznacavaju plave tocke na Slici 5.). Ukoliko je uzorak
homozigotan za alel koji detektira boja HEX, emitirat ¢e se samo HEX fluorescencija te ce se
tocke nalaziti blize osiy, te oznacava signal HEX i izostanak signala druge boje (Sto oznacavaju
crvene tocke na Slici 3.). Heterozigotni uzorak emitirat ée oba signala, te ée signali biti upola
manji u odnosu na homozigotne uzorke. Tocke na grafickom prikazu nalaze se u centru,

otprilike jednako udaljeni i od osi x i od osi y (Sto oznacavaju zelene tocke na Slici 5.).

Genotip Y:Y
1.00
0.80
5 Genotip X:Y
=
s 0.60
‘S
c
[}
@
o 0.40
o
=
('S
0.20
NTC Genotip X:X
om (8
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Fluorescencija FAM

Slika 5. Graficki prikaz klastera genotipova detektiranih metodom KASP (preuzeto i prilagodeno prema

LGC Group - LGC Group
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3.4. Statisticka analiza podataka

Za usporedbu romskih populacija s populacijama Europe i Azije koristeni su podaci iz javno

dostupne baze podataka 1000 Genomes Project (www.1000genomes.org) (Tablica 5.).

Ucestalost alela i genotipova za tri istraZivana lokusa (Tablica 4.) dostupna je na mreznim

stranicama navedene baze podataka.

Tablica 5. Populacije uklju¢ene u analizu

Kratica Skupina Populacija Velicina uzorka
CEU Europa Populacija 99
sredi$nje Europe

FIN Europa Finci 99
GBR Europa Britanci 91
IBS Europa Spanjolci 107
TSI Europa Talijani 107
BEB JuZzna Azija Bengalci 86
GIH JuZzna Azija Indijci 103
ITU Juzna Azija L“r?;icr:ij;z Velike 115,
PJL JuZzna Azija Pakistanci 96
STU JuZzna Azija Tamili (Sri Lnaka) | 102
JPT IstoCna Azija Japanci 104
CHS Istoéna Azija ;'S:e K'i(ri]zeZi 'z 1 105
CDX Istocna Azija Dai Kinezi 93
CHB Istoéna Azija E:Einggi”mi 21 103
KHV Istocna Azija Vijetnamci 99
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Ucestalost alela i genotipova utvrdena je metodom prebrojavanja. Podvrgavanje Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi utvrdeno je pomocu programa Arlequin ver 3.5.2.2 (Excoffier i sur.

2005).

Haplotipovi iz populacijskih podataka rekonstruirani su pomoéu ra¢unalnog programa Phase

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

Haplotovi su translantirani u farmakogeneticki relevantnu nomenklaturu (zvjezdasta
nomenklatura engl. star allele nomenclature) pomocu translacijske tablice dostupne na

mreznoj stranici https://www.pharmgkb.org. Ukoliko je bilo moguée prema podacima s iste

stranice utvrdeni su i metabolizirajuci fenotipovi.

Razlike u ucestalosti alela izmedu populacija utvrdene su Fisherovim exact testom koji je

online dostupan preko mrezne stranice https://rdrr.io/snippets/.

Geneticke udaljenosti izmedu populacija izracunate su na temelju ucestalosti haplotipova i
prikazane su kao vrijednosti Reynoldsovih koeficijenata (engl. Reynold's coancestry
coefficients). (Reynolds i sur, 1983) u obliku matrice pomocu programa Arlequin ver 3.5.2.2
(Excoffier i sur, 2005). Vizualizacija genetickih udaljenosti prikazana je metodom
visedimenzionalnog skaliranja (engl. Multidimensional scaling) za Ciji izraCun je koristen

program ggplot2 u sklopu statitickog paketa R (Wickham i sur, 2016).
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4. Rezultati

4.1. Genotipizacija

Slike 6., 7. i 8. graficki prikazuju rezultate genotipizacije za istrazivane polimorfizme CYP1A2

gena.

0,62 6,15

Slika 6. Analiza lokusa rs2069514. Zelena boja oznacava genotip A:G, plava genotip G:G, crna

negativnu kontrolu bez kalupa DNA, a ruzi¢asta genotip koji se ne moze ocitati.
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Slika 7. Analiza lokusa rs2069526. Zelena boja oznacava genotip G:T, plava genotip T:T, crna

negativnu kontrolu bez kalupa DNA, a ruZi¢asta genotip koji se ne moZe ocitati. Ovaj lokus je

polimorfan.
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Slika 8. Analiza lokusa rs762551. Zelena boja oznacava genotip C:A, plava genotip A:A, crvena
genotip C:C, crna negativnu kontrolu bez kalupa DNA, a ruZzi¢asta genotip koji se ne moze

oCitati. Ovaj lokus je polimorfan.
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4.2. Analiza podataka

4.2.1. Intra-populacijska analiza

4.2.1.1. Romske populacije Hrvatske

U tablici 6. prikazane su ucestalosti alela i genotipova unutar tri romske populacije. Analizirana

su 3 SNP-a, rs2069514, rs2069526 i rs762551 te je utvrdeno kako su rs2069526 i rs762551

polimorfni u sve tri populacije, dok se kod SNP-a rs2069514 samo kod jednog pripadnika Roma

s Balkana javlja alel A. Takoder je vidljivo da je alel T znanto ucestaliji od alela G kod SNP-a

rs2069526, a da su oba alela podjednako zastupljena kod SNP-a rs762551.

Tablica 6. Ucestalosti alela i genotipa u populacijama Roma u Hrvatskoj.

Baranja | Med | Balkan | Baranja | Med | Balkan | Ukupno
broj ucestalost
G:G 111 102 91 1,0000 | 1,000 | 0,9891 | 0,9964
genotip
A:G 0 0 1 0 0 0,0109 | 0,0036
rs2069514
222 204 182 1,0000 | 1,000 | 0,9945 | 0,9980
alel
A 0 0 1 0 0 0,0055 | 0,0018
G:T 7 6 6 0,0630 | 0,0588 | 0,0652 | 0,0623
genotip
T.T 104 96 86 0,9369 | 0,9412 | 0,9347 | 0,9376
rs2069526
G 7 6 6 0,0315 | 0,0294 | 0,0326 | 0,0312
alel
T 215 198 178 0,9684 | 0,9706 | 0,9674 | 0,9688
A:A 23 11 39 0,2072 | 0,1078 | 0,4239 | 0,2463
genotip | C:A 66 56 39 0,5956 | 0,5490 | 0,4239 | 0,5228
rs762551 C:.C 22 35 14 0,1981 | 0,3431 | 0,1522 | 0,2311
A 112 78 117 0,5045 | 0,3824 | 0,6358 | 0,5076
alel
110 126 67 0,4955 | 0,6176 | 0,3641 | 0,4924
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Tablice 7., 8 i 9. prikazuju rezultate utvrdivanja Hardy-Weinbergove ravoteze. Vrijedost p
predstavlja statistiCku znacajnost u razlikama izmedu odekivanog i opaZenog broja
heterozigota. Analizom je utvrdeno da svi polimorfni SNP-ovi, (rs2069526 i rs762551) slijede
Hardy-Weinbergovu ravnotezu. SNP rs2069514 je monomofran kod Roma iz Baranje i

Medimurja, a kod balkanskih roma se javlja samo jedan heterozigot.

Tablica 7. Hardy-Weinbergova ravnotezZa za polimorfizme gena CYP1A2 u romskoj populaciji Baranje

Baranja Broj genotipova Ho He Vrijednost p
rs2069514 Lokus je monomorfan
rs2069526 111 0,0630 0,0678 0,9429
rs762551 111 0,5956 0,5550 0,1369

Ho — uocena heterozigotnost; He — o¢ekivana heterozigotnost

Tablica 8. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfizme gena CYP1A2 u romskoj populaciji

Medimurja
Medimurje Broj genotipova | Ho | He | Vrijednost p
rs2069514 Lokus je monomorfan
rs2069526 102 0,0588 0,0582 0,9543
rs762551 102 0,5490 0,4818 0,2606

Ho - uocena heterozigotnost; He - ocekivana heterozigotnost

Tablica 9. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfizme gena CYP1A2 u romskoj populaciji Balkana

Balkan Broj genotipova Ho He Vrijednost p
rs2069514 92 0,0109* - _
rs2069526 92 0,0652 0,99 0,9986

rs762551 92 0,4239 0,4260 0,7916

Ho - uocena heterozigotnost; He - ocekivana heterozigotnost
*zbog izrazito niske ucestalosti heterozigota HWE nije racunat

U Tablici 10. prikazane su ucestalosti haplotipova u trima romskim populacijama (Baranja,
Medimurje i Balkan). Haplotip GTA je medu najbrojnijima u svim populacijama tj. 47,29 % u

Baranji, 35,29% u Baranji i 59,78% na Balkanu. GTA haplotip ima najvecu ucestalost na
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Balkanu, dok u Baranji (49,55%) i Medimurju (61,76%) najvecu ucestalost ima haplotip GTC.

Na Balkanu je pronaden i jedan uzorak s haplotipom ATA.

Tablica 10. Ucestalost haplotipova gena CYP1A2 u romskim populacijama Hrvatske

. . Broj .
Popul Hapl I
opulacija aplotip haplotipova Ucestalost
Baranja GTA 105 0,4729
GTC 110 0,4955
GGA 7 0,0315
Medimurje GTA 72 0,3529
GTC 126 0,6176
GGA 6 0,0294
Balkan GTA 110 0,5978
GTC 67 0,3641
GGA 6 0,0326
ATA 1 0,0054

Haplotipovi su translatirani u zvjezdastu nomenklaturu te je ucestalost zvjezdastih alela

prikazana u Tablici 11., dok je ucestalost zvjezdastih diplotipova prikazana u Tablici 12. U

romskim populacijama se uocava razlika u ucestalosti zvjezdastih alela, u populaciji Roma iz

Baranje i Medimurja je najucestaliji *1A dok je kod balkanskih Roma najucestaliji alel *1F. Kod

sve tri romske populacije najucestaliji je diplotip *1A,*1F.
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Tablica 11. Ucestalost zvjezdastih alela u populacijama Roma Hrvatske

Zvjezdasti alel Balkan Baranja Medimurje
*1A broj 67 110 126
ucestalost 0,3641 0,4955 0,6176
*1F broj 110 105 72
ucestalost 0,5978 0,4730 0,3529
*1IKW broj 6 7 6
ucestalost 0,0326 0,0315 0,0294
*1L broj 1 0 0
ucestalost 0,0054 0,0000 0,0000

Tablica 12. Ucestalost zvjezdastih diplotipova u populacijama Roma Hrvatske

Zvjezdasti diplotip Balkan Baranja | Medimurje
*1A,*1A broj 14 22 35
ucestalost 0,1522 0,1982 0,3431
*1A,*1F broj 38 59 51
ucestalost 0,4130 0,5315 0,5
*1A,*1JIKW broj 1 7 5
ucestalost 0,0109 0,0631 0,0490
*1F,*1F broj 33 23 10
ucestalost 0,3587 0,2072 0,0980
*1F,*JKW broj 5 0 1
ucestalost 0,0543 0,0000 0,0098
*1F,*1L broj 1 0 0
ucestalost 0,0109 0,0000 0,0000
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4.2.1.2. Europske populacije

U Tablici 13. prikazane su ucestalosti haplotipova u populacijama europskog podrijetla

Utvrdeno da je u svim istrazivanim populacijama najucestaliji haplotip GTA, Cija se ucestlost

krec¢e u rasponu od 70,2 do 56,4%. GTC je drugi po redu po ucestalosti u ovim populacijama.

Tablica 13. Ucestalost haplotipova gena CYP1A2 u populacijama zemalja Europe

Populacija Haplotip hapli rtc::) ova Ucestalost
CEU GTA 139 0,7020
GTC 54 0,3232
GGA 1 0,0051
ATA 4 0,0202
FIN GTA 119 0,6010
GTC 61 0,3081
GGA 11 0,0556
ATA 7 0,0353
GBR GTA 126 0,6923
GTC 49 0,2692
GGA 5 0,0274
ATA 2 0,0110
TSI GTA 121 0,5654
GTC 81 0,3785
GGA 7 0,0327
ATA 5 0,0234
IBS GTA 135 0,6310
GTC 77 0,3598
GGA 0 0,0000
ATA 2 0,0103

U populacijama Europe (Tablici 14.) uocava se sli€nost u ucestalosti zvjezdastih alela, u svim

populacijama najucestaliji je zvjezdasti alel *1F. U svih populacija najucestaliji diplotip je

*1F,*1F, dok je u Spanjolaca (IBS) najuéestaliji *1A,*1F. (Tablica 10.)
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Tablica 14. Ucestalost zvjezdastih alela u populacijama Europe

Zvjezdasti alel CEU GBR FIN IBS TSI
Broj 54 49 61 77 49
*1A
Ucestalost 0,2727 0,2692 0,3081 0,3598 0,2692
Broj 139 126 119 135 126
*1F
Ucestalost 0,7020 0,6923 0,6010 0,6308 0,6923
Broj 1 5 11 0 5
*1JKW
Ucestalost | 0,00501 0,0275 0,0556 0 0,0275
Broj 4 2 7 2 2
*1L
Ucestalost 0,0202 0,0110 0,0354 0,0093 0,0110
Tablica 15. Ucestalost zvjezdastih diplotipova u populacijama Europe
Zvjezdasti diplotip CEU GBR FIN IBS TSI
*1A,*1A broj 8 8 11 15 8
ucestalost | 0,0808 | 0,0879 | 0,1111 | 0,1402 | 0,0879
*1A,*1F broj 38 30 32 46 30
ucestalost | 0,3838 | 0,3297 | 0,3232 | 0,4299 | 0,3297
*1A,*1JKW broj 0 2 3 0 2
ucestalost | 0,0000 | 0,0220 | 0,0303 | 0,0000 | 0,0220
*1A,*1L broj 0 1 4 1 1
ucestalost | 0,0000 | 0,0110 | 0,0404 | 0,0093 | 0,0110
*1F,*1F broj 48 46 39 44 46
ucestalost | 0,4848 | 0,5055 | 0,3939 | 0,4112 | 0,5055
*1F,*JKW broj 1 3 7 0 3
udestalost | 0,0101 | 0,0330 | 0,0707 | 0,0000 | 0,0330
*1F,*1L broj 4 1 2 1 1
udestalost | 0,0404 | 0,0110 | 0,0202 | 0,0093 | 0,0110
*1JKW,*1L broj 0 0 1 0 0
udestalost | 0,0000 | 0,0000 | 0,0101 | 0,0000 | 0,0000
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4.2.1.3. Populacije juzne Azije

U Tablici 16. prikazane su ucestalosti haplotipova u populacijama Juzne Azije. Analizom je

utvrdeno da je u svim zemljama JuZzne Azije takoder najucestaliji haplotip GTC, jedino kod

populacije Bengalaca u BangladeSu (BEB) ucestalost haplotipa GTC jednaka je ucestalosti

haplotipa GTA iiznosi 42,44%.

Tablica 16. Ucestalost haplotipova gena CYP1A2 u populacijama JuZzne Azije.

. . Broj Y
Populacija Haplotip haploti:)ova Ucestalost
BEB GTA 73 0,4244
GTC 73 0,4244
GGA 9 0,0523
ATA 17 0,0988
GIH GTA 81 0,3932
GTC 98 0,4757
GGA 15 0,0728
ATA 12 0,0582
ITU GTA 78 0,3824
GTC 93 0,4559
GGA 22 0,1078
ATA 11 0,0539
PIL GTA 78 0,4063
GTC 88 0,4583
GGA 11 0,0573
ATA 15 0,0781
STU GTA 68 0,3333
GTC 103 0,5049
GGA 10 0,0490
ATA 23 0,1127

U populacijama JuZne Azije najucestaliji zvjezdasti alel je *1A. (Tablica 17.), dok je najucestaliji

diplotip *1A,*1F (Tablica 18.)

Tablica 17. Ucestalost zvjezdastih alela u populacijama Juzne Azije

Zvjezdasti alel BEB STU GIH ITU PJL

*1A broj 73 103 98 93 88
ucestalost 0,4244 0,5049 0,4757 0,4559 0,4583

*1F broj 73 68 81 78 78
ucestalost 0,4244 | 0,3333 | 0,3932 | 0,3824 | 0,4063

*1IKW broj 9 10 15 22 11
ucestalost 0,0523 | 0,0490 | 0,0728 | 0,1078 | 0,0573

*1L broj 17 23 12 11 15
ucestalost 0,0988 | 0,1127 | 0,0583 | 0,0539 | 0,0781

27



Tablica 18. Ucestalost zvjezdastih diplotipova u populacijama Juzne Azije

Zvjezdasti diplotip BEB STU GIH ITU PIL
*1A,*1A broj 16 28 24 23 20
ucestalost | 0,1860 | 0,2745 | 0,2330 | 0,2255 | 0,2083
*1A,*1F broj 26 29 36 31 32
utestalost | 0,3023 | 0,2843 | 0,3495 | 0,3039 | 0,3333
*1A,*1IKW broj 5 5 8 11 7
ucestalost | 0,0581 | 0,0490 | 0,0777 | 0,1078 | 0,0729
*1A,*1L broj 10 13 6 5 9
udestalost | 0,1163 | 0,1275 | 0,0583 | 0,0490 | 0,0938
*1F,*1F broj 19 12 19 18 20
utestalost | 0,2209 | 0,1176 | 0,1845 | 0,1765 | 0,2083
*1F,*JKW broj 4 5 3 7 4
utestalost | 0,0465 | 0,0490 | 0,0291 | 0,0686 | 0,0417
*1F,*1L broj 5 10 4 4 2
utestalost | 0,0581 | 0,0980 | 0,0388 | 0,0392 | 0,0208
*1JKW, *LIKW broj 0 0 1 1 0
utestalost | 0,0000 | 0,0000 | 0,0097 | 0,0098 | 0,0000
*1JKW, *1L broj 0 0 2 2 0
utestalost | 0,0000 | 0,0000 | 0,0194 | 0,0196 | 0,0000
*11,*1L broj 1 0 0 0 2
utestalost | 0,0116 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0208

4.2.1.4. Populacije isto¢ne Azije

U Tablici 19. prikazane su ucestalosti haplotipova u populacijama Istocne Azije. Analizom je
utvrdeno da se ucestalost haplotipovima u Isto€noj Aziji razlikuje od populacije do populacije.
U trima populacijama najvecu ucestalost ima haplotip GTC, a to su Han Kinezi iz Pekinga (CHB),
JuZni Han Kinezi (CHS) i Japanci (JPT ). Haplotipi ATC i GGC ne pojavljuju se u populacijama Dai
Kineza (CDX), Japanaca (JPT) i Kinh Vijetnamaca (KHV). U populaciji Han Kineza iz Pekinga (CHB)
ne pojavljuje se samo haplotip GGC, a u populaciji Juznih Han Kineza (CHS) pojavljuju se svi

haplotipi.
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Tablica 19. Ucestalost haplotipova gena CYP1A2 u populacijama Isto¢ne Azije.

Populacija Haplotip Broj haplotipova Ucestalost
CDX GTA 62 0,3333
GTC 45 0,2419
GGA 15 0,0806
ATA 64 0,3441
CHB GTA 55 0,2670
GTC 73 0,3544
GGA 21 0,1020
ATA 55 0,2670
ATC 2 0,0097
CHS GTA 62 0,2952
GTC 73 0,3476
GGA 17 0,0810
ATA 56 0,2667
ATC 1 0,0048
GGC 1 0,0048
JPT GTA 68 0,3269
GTC 83 0,3990
GGA 9 0,0433
ATA 48 0,2308
KHV GTA 67 0,3383
GTC 52 0,2626
GGA 22 0,1111
ATA 57 0,2879

U tablici 20. vidljivo je da najucestaliji zvjezdasti alel varira medu populacijama Istocne Azije,

ali i da je u svim populacijama najmanja ucestalost *1JKW alela. Najucestaliji diplotip u svim

populacijama je *1A,*1F, osim u Dai Kineza (CDX) gdje je najucestaliji *1F,*1L te u Kinh

Vijetnamaca (KHV) gdje je naucestaliji diplotip *1A,*1L (Tablica 21.).
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Tablica 20. Ucestalost zvjezdastih alela u populacijama Istocne Azije

Zvjezdasti alel CHS CDX KHV JPT CHB
*1A broj 73 45 52 83 73
ucestalost 0,3510 0,2419 0,2626 0,3990 0,3578
*1F broj 62 62 67 68 55
ucestalost 0,2981 0,3333 0,3384 0,3269 0,2696
*1JKW broj 17 15 22 9 21
ucestalost 0,0817 0,0806 0,1111 0,0433 0,1029
*1L broj 56 64 57 48 55
ucestalost 0,2692 0,3441 0,2879 0,2308 0,2696

Tablica 21. Ucestalost zvjezdastih diplotipova u populacijama Isto¢ne Azije

Zvjezdasti diplotip CHS CDX KHV JPT CHB
*1A,*1A broj 11 6 5 17 13
ucestalost | 0,1048 | 0,0645 0,0505 0,1635 0,1262
*1A,*1F broj 26 16 18 27 18
ucestalost | 0,2476 | 0,1720 0,1818 0,2596 0,1748
*1A,* LKW broj 6 6 5 5 9
ucestalost | 0,0571 | 0,0645 0,0505 0,0481 0,0874
*1A,*1L broj 18 11 19 17 18
ucestalost | 0,1714 | 0,1183 0,1919 0,1635 0,1748
*1A,ATC® broj 0 0 0 0 2
ucestalost | 0,0000 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0194
*1A,GGC* broj 1 0 0 0 0
ucestalost | 0,0095 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
*1F,*1F broj 6 10 10 9 8
ucestalost | 0,0571 | 0,1075 0,1010 0,0865 0,0777
*1F,*JKW broj 5 4 12 2 4
ucestalost | 0,0476 | 0,0430 0,1212 0,0192 0,0388
*1F,*1L broj 19 22 17 21 17
ucestalost | 0,1810 | 0,2366 0,1717 0,2019 0,1650
*1JKW,*1JKW | broj 1 0 1 0 0
ucestalost | 0,0095 | 0,0000 0,0101 0,0000 0,0000
*1JKW,*1L broj 4 5 3 2 8
ucestalost | 0,0381 | 0,0538 0,0303 0,0192 0,0777
*1L,*1L broj 7 13 9 4 6
ucestalost | 0,0667 | 0,1398 0,0909 0,0385 0,0583
*1L,ATC* broj 1 0 0 0 0
ucestalost | 0,0095 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*haplotipovi koji se nisu mogli translatirati
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4.2.2. Inter-populacijske analize

Fisherov exact test je koristen za testiranje razli¢itosti izmedu populacija unutar analiziranih
populacijskih skupina, ako i za uspordbu skupina medusobno prema ucestalosti zvjezdastih
alela. Utvrdeno je da se jedino europske populacije statistic¢ki znacajno razlikuju u ucestalosti
zvjezdastih alela (p = 0.002), dok se romske populcije (p = 0.8272) medusobno ne razlikuju,
kao ni azijske populacije (juznoazijske populacije p = 0.0979, isto¢noazijske populacije p =

0.3506). Usporedbom populacijskih skupina utvrdeno je da se sve medusobno statisticki

znacajno razlikuju (Tablica 22).

Tablica 22. Statisticke znacajnosti Fisherovog exact testa usporedbe populacijskih skupina u ucestalosti

zvjezdstih alela

Usporedivane populacijske skupine

p vrijednost

Romske populacije u Hrvatskoj vs Europske populacije 0,0049

Romske populacije u Hrvatskoj vs JuZnoazijske populacije <0,0001
Romske populacije u Hrvatskoj vs Isto¢noazijske populacije <0,0001
Europske populacije vs JuZnoazijske populacije <0,0001
Europske populacije vs IstoCnoazijske populacije <0,0001
JuZnoazijske populacije vs IstoCnoazijske populacije <0,0001

Distribucija zvjezdastih alela koja dovodi do ovako velike razlike u ucestalostima izmedu

populacijskih skupina prikazana je na Slici 9.
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Slika 9. Graficki prikaz kumulativne ucestalosti zvjezdastih alela u istraZivanim populacijama




Populacije su medusobno usporedene pomocu genetickih udaljenosti izracunatih na temelju
Cestalosti haplotipova (Tablica 23). Geneticke udaljenosti su vizualizirane pomoc¢u metode
multidimenzijskog skaliranja (Slika 10.) te se uoCava geografska strukturiranost zbog
grupiranja pojedinih populacijskih skupina. Romska populacija Hrvatske nisu grupirane vec je
vidljivo da je skupina Balkanskih Roma najsli¢nija Europskim populacijama, Romi iz Baranje
su smjesteni izmedu Europljana i populacija juzne Azije dok je populacija Roma iz Medimurja

u potpunosti odvojena.
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Tablica 23. Matrica genetickih udaljenosti temeljenih na ucestalosti haplotipova

Balkan | Baranja | Medimurje BEB GIH ITU PJL STU CHB CDX CHS JPT KHV CEU FIN GBR IBS TSI

Balkan 0,0000

Baranja 0,0260 | 0,0000
Medimurje | 0,1087 | 0,0223 0,0000

BEB 0,0139 | 0,0180 0,0667 0,0000

GIH 0,0206 | 0,0037 0,0342 0,0009 | 0,0000

ITU 0,0190 | 0,0105 0,0471 0,0024 | 0,0000 | 0,0000

PJL 0,0173 | 0,0076 0,0444 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000

STU 0,0408 | 0,0146 0,0334 0,0032 | 0,0008 | 0,0068 | 0,0000 | 0,0000

CHB 0,1560 | 0,2167 0,2989 0,0972 | 0,1438 | 0,1342 | 0,1240 | 0,1269 | 0,0000

CDX 0,0877 | 0,1125 0,1650 0,0349 | 0,0611 | 0,0564 | 0,0492 | 0,0475 | 0,0144 | 0,0000

CHS 0,0840 | 0,1112 0,1666 0,0333 | 0,0609 | 0,0570 | 0,0482 | 0,0473 | 0,0135 | 0,0000 | 0,0000

JPT 0,0630 | 0,0774 0,1258 0,0158 | 0,0382 | 0,0394 | 0,0268 | 0,0241 | 0,0354 | 0,0020 | 0,0006 | 0,0000

KHV 0,1119 | 0,1670 0,2451 0,0656 | 0,1038 | 0,0934 | 0,0879 | 0,0944 | 0,0000 | 0,0053 | 0,0049 | 0,0224 | 0,0000

CEU 0,0136 | 0,0906 0,2146 0,0460 | 0,0711 | 0,0653 | 0,0608 | 0,0935 | 0,1430 | 0,1003 | 0,0941 | 0,0811 | 0,1040 | 0,0000

FIN 0,0027 | 0,0571 0,1549 0,0202 | 0,0371 | 0,0302 | 0,0305 | 0,0572 | 0,1162 | 0,0690 | 0,0653 | 0,0544 | 0,0779 | 0,0026 | 0,0000

GBR 0,0124 | 0,0892 0,2121 0,0459 | 0,0684 | 0,0601 | 0,0597 | 0,0934 | 0,1421 | 0,0990 | 0,0938 | 0,0832 | 0,1015 | 0,0000 | 0,0001 | 0,0000

IBS 0,0000 | 0,0321 0,1208 0,0190 | 0,0293 | 0,0308 | 0,0238 | 0,0478 | 0,1670 | 0,0979 | 0,0927 | 0,0680 | 0,1232 | 0,0117 | 0,0071 | 0,0136 | 0,0000

TSI 0,0000 | 0,0201 0,0942 0,0070 | 0,0137 | 0,0135 | 0,0101 | 0,0300 | 0,1460 | 0,0773 | 0,0738 | 0,0520 | 0,1039 | 0,0181 | 0,0046 | 0,0176 | 0,0000 | 0,0000
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Slika 10. Vizualizacija genetickih udaljenosti metodom multidimenzijskog skaliranja
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5. Rasprava

Romi su transnacionalna manjina koja zZivi u Europi, te u Sjevernoj i Juznoj Americi. Romsko
drustvo se slijedom raznih povijesnih, kulturoloskih i socijalnih ¢imbenika dijeli u grupe, a
grupe mogu biti odredene vlastitim dijalektom, religijom, zanimanjima i tradicijom
(Kalaydjieva i sur. 2001a, Kalaydjieva i sur. 2001b). Antropolozi i etnolozi su uocili povezanost
organizacije dru$tva Roma s jatima u Indiji. Zivot u odvojenim grupama doveo je do
endogamije tj. pronalazenje spolnog partnera iskljucivo unutar vlastite grupe pa samim time i
do smanjene genske raznolikost. Cjelogenomska analiza SNP —ova kod europskih Roma
potvrduje njihovu izrazitu populacijsku substrukuturiranost s visokom razinom

homozigotnosti, to je posljedica ucestalog srodivanja Roma (Mendizabal i sur. 2013).

Ucinkovitost lijekova i nuspojave na lijekove povezane su sa specificnim varijantama gena koji
utjeCu na apsorpciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju lijekova (ADME). Njihova
polimorfna priroda je osnova za individualni odgovor na lijeCenje lijekovima, zajedno s nizom
¢imbenika kao Sto su spol, dob, tjelesna tezina, istodobni lijekovi, zdravstveno stanje, razina
komorbiditeta (Skarié-Juri¢ i sur. 2018.) Objavljene su brojne studije o polimorfizmima ADME
povezanih gena. Genske varijacije u ADME genima razlikuju se unutar i izmedu populacija te
imaju vazan utjecaj na farmakokinetiku lijekova (Wilson i sur. 2001). ADME geni su vrlo
opsezno proucavani zbog svoje klinicke vaZznosti, ali u manjim, posebice izoliranim,

populacijama, takvi podaci su prilicno oskudni.

Istrazivanja izoliranih populacija, posebno Roma, Baska i stanovnika otocja Orkney ukazala su
na njihovu znacdajnu genetsku razli¢itost u ucestalostima alela SNP-ova koji se nalaze u CYP2C
i CYP2D genskim skupinama u odnosu na opc¢u europsku populaciju (Pimenoff i sur. 2012).
IstraZzivanja ADME polimorfizama u romskoj populaciji — 3 SNP lokusa u CYP2C9 genu (Sipeky i
sur. 2013) i 4 SNP lokusa u MDR1 genu (Sipeky i sur. 2013) - potvrduju da se romska populacija
znadajno razlikuje od geografski bliske veéinske populacije, ali i od indijskih populacija.
Smanjena genska raznolikost mozZe imati razli¢ite posljedice koje ukljucuju i odgovor na

lijekove.

Provedeno je vec nekoliko istraZivanja ADME gena u romskim populacijama Hrvatske.

Analiziran je farmakogeneticki profil CYP2C19 u tri skupine hrvatskih Roma te je u 40% Roma
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(¢ak 53,1% u baranjskoj skupini). ocekivan je brzi metabolizam (u odnosu na divlji tip) lijekova
koje metabolizira CYP2C19 Rezultati su pokazali da genetski profil CYP2C19 treba uzeti u obzir
u moduliraju¢oj farmakoterapiji u romskoj populaciji (Zajc Petranovic i sur., 2018.). Takoder,
provedena su i istrazivanja gena CYP2D6 kojima je pokazano kako se Hrvatski Romi razlikuju
od europske i azijske populacije u akumulaciji globalno rijetkih SNP-ova te da demografska
povijest utje¢e na varijacije SNP-a u romskoj populaciji (Stojanovi¢ Markovic¢ i sur., 2022).
Provedeno je i istrazivanje gena NATI1 i NAT2 te je utvrdena znacajno razlic¢ita distribucija
haplotipova gena NAT2 i posljedi¢nih fenotipova izmedu tri istraZivane romske skupine Sto je
vjerojatno rezultat genetskog odstupanja zbog razli¢ite demografske povijesti i sociokulturne
izolacije. Najveda ucestalost sporih acetilatora u balkanskim Romima u usporedbi sa svjetskom
populacijom ¢ini ih sklonijima razvoju nuspojave na lijekove povezane s NAT genom, nego sto
je slucaj u drugih populacija (Stojanovi¢ Markovic¢ i sur., 2022). Analizirani su i polimorfizmi
gena ABCB1 koji na globalnoj razini, rezultati ukazuju na izolaciju prostornom udaljenosti,
zanimljivo je da i rezulati ovog istrazivanja takoder pokazju geogrfsku strukturiranost.
Analizirani polimorfizmi ABCB1 svakako ukazuju i na genetsku posebnost romske populacije
(Zajc Petranovic¢isur., 2019). Tomas i suradnici proucavali su varijabilnost gena CYP2B6 unutar
genetski specificne hrvatske romske populacije i usporedili su rezulatate sa svjetskim
populacijama. Ova studija pruza podatke o nekoliko polimorfizama CYP2B6 u romskoj
populaciji i ukazuje na potrebu sustavnog istraZivanja najvaznijih varijanti farmakogena u ovoj

velikoj, transnacionalno izoliranoj populaciji diljem svijeta.

IstraZzivanje romske populacije u Hrvatskoj od velike vaZznosti jer varijacija u frekvencijama
alela polimorfnih farmakogena medu razli¢itim etni¢kim skupinama moze biti odgovorna za
ozbiljne nezeljene reakcije na lijekove ili promijenjene djelotvornosti velikog broja lijekova.
Zbog navedenog u ovom radu su istrazivani polimorfizmi gena CYP1A2 Ciji je enzim odgovoran
je za 95% primarnog metabolizma kofeina (Kalow i sur., 1993), a cjelogenomske asocijacijske
studije i meta analize su potvrdile vezu izmedu polimorfizama gena CYP1A2 i konzumacije kave
(Cornelis i sur., 2011, Sulem i sur., 2011, Amin i sur., 2012, Guessou i sur., 2012). Takoder je
utvrdeno da pusenje potice aktivnhost CYP1A2 enzima te da pusSenje modificira metabolizam
kofeina koji je odreden varijantama CYP1A2 gena. Poznato je da u romskoj populaciji postoji
dugogodis$nja tradicija ispijanja kave i puSenja. U dosadasnjim istrazivanjima je utvrdeno da je

medu Romima u Hrvatskoj 70% pusaca koji su s tom navikom zapoéeli u ranoj mladosti (Skari¢-
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Juri¢isur., 2007) sto ukazuje na vaznost istraZivanja CYP1A2 gena u romskoj populaciji. Izrazito
dobro metabolizirajuc¢i aleli ovog gena kod teskih pusaca mogu imati za posljedicu
neodgovarajuéi terapijski ucinak lijeka Sto potvrduje potrebu utvrdivanja genskog profila

CYP1A2 kod Roma.

CYP1A2 iznimno je polimorfan gen Cije varijacije utjeCu na aktivnost enzima. CYP1A2 dio je
citokroma P450, te Cini priblizno 13% svih CYP proteina. Gen CYP1A2 nalazi se na kromosomu
15 zajedno s CYP1A1 i veliCine je 7,8 kb te sastoji od 7 eksona i 6 introna. Eksoni od 2 do 6 u
potpunosti su sacuvani u genima ortolognih osoba, miSeva, Stakora i zeceva, Sto bi moglo
znaciti da upravo ti eksoni imaju klju¢nu ulogu u katalitickoj aktivnosti spomenutih enzima.
Otkriveno je viSe od 40 polimorfizama gena CYP1A2. CYP1A2 visoko je eksprimiran te
inducibilan u jetri, mozgu, plu¢ima, probavnom sustavu i gusteraci. Dokazano je da se u
kombinacijama s drogama ili u kombinaciji s pusSenjem mijenja odgovor samog enzima

(Ghotbi, 2008).

Polimorfnost CYP1A2 gena je najizrazenija u intronskim varijantama na koje otpada 47,26% od
ukupnih polimorfnih mjesta. Zatim slijedi 3' UTR varijanta koja se pojavljuje u puno manjoj
mjeri, 16,30%. Odmah nakon njih slijede missense varijanta s ucestalos¢u od 16,01%. Ostale
varijante su puno rjede varijante kodirajucih slijedova (8,43%), sinonimne varijante (7,05%),
pomaci u okviru Citanja (1,14%), intronske varijante u podruéju izrezivanja (1,00%)

(www.ensembl.org)

Vedina polimorfizama unutar ovog gena je vrlo rijetka, ali za neke je utvrdeno da mijenjaju
aktivnost enzima te su zbog toga predmet farmakogenetickih istrazivanja. U sluzbenoj
farmakogenetickoj nomenklaturi postoji 41 zvjezdasti alel koji su zapravo haplotipovi nastali
kombinacijom 39 SNP-a (www.pharmvar.org). U ovom radu su analizirana tri polimorfizma
koja su uklju¢ena u farmakogenticku nomenklaturu. Genotipizirana su tri lokusa gena CYP1A2;
rs2069514, rs2069526 i rs762551. Analizom 3 populacija Roma Hrvatske utvrdeno da su sva 3
lokusa polimorfna. Takoder je vidljivo da su rs2069526 i rs762551 polimorfni u sve tri

populacije.

Lokus rs2069514, za razliku od romskih populacija Hrvatske, polimorfan je u svim svjetskim
populacijama. U populacijama Roma Hrvatske lokus je monomorfan u Roma Baranje i

Medimurja, dok se kod samo jednog pripadnika Roma Balkana javlja alel A.
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Lokus rs2069526, isto kao i u populacijama Roma Hrvatske, polimorfan je i u svim svjetskim
populacijama. Alel T znatno je ucestaliji od alela G kod SNP-a rs2069526. Najvecu ucestalost

alela G uo¢avamo kod pripadnika Afrike te ona iznosi 12%.

Lokus rs762551 polimorfan je u svim populacijama Roma Hrvatske i svim populacijama svijeta.
Oba alela su pojednako zastupljena u romskim populacijama Hrvatske i vecini svjetskim

populacija, dok u Amerikanaca je alel A (76%), znatno ucestaliji od alela C (24%).

Sva tri lokusa slijede Hardy-Weinbergovu ravnotezu. Ispitivanjem ucestalosti haplotipova
utvrdeno je da GTA (59,78%) haplotip ima najveéu uclestalost na Balkanu, dok u Baranji
(49,55%) i Medimurju (61,76%) najvecu ucestalost ima haplotip GTC. Na Balkanu je pronaden
i jedan uzorak s haplotipom ATA, sto ukazuje na veliku razli¢itost od populacija Isto¢ne Azije
gdje se haplotip ATA pojavljuje s prosjecnom ucestaloS¢u od 29,14% Populacija Balkanskih
Roma najvecu sliénost pokazuje s populacijama Europe Cija je ucestalost GTA alela u prosjeku
63,83%, a populacije Roma iz Baranje i Medimurja sa populacijama Juzne Azije gdje je
najucestaliji haplotip GTC (46,38%). Haplotipovi su translatirani u zvjezdastu nomenklaturu te
je moguce razlikovati 4 zvjezdasta alela, *1A, *1F, *1L, te kombinaciju alela *JKW.
Raspodjelom ova Cetri alela uocene su razlike u ucestalosti izmedu populacija Roma iz Baranje
i Medimurja je najucestaliji *1A dok je kod balkanskih Roma najucestaliji alel *1F. Kod sve tri
romske populacije najucestaliji je diplotip *1A,*1F. U Europskim populacijama najucestaliji je
zvjezdasti alel *1F. U svih populacija najucestaliji diplotip je *1F,*1F, dok je u Spanjolaca (IBS)
najucestaliji *1A,*1F. Moze se uoditi sli¢nost izmedu izmedu balkanskih Roma i Spanjolaca. U
populacijama Juzne Azije najucestaliji zvjezdasti alel je *1A. Dok je najucestaliji diplotip
*1A,*1F, Sto takoder pokazuje sli¢nost sa balkanskim Romima. najucestaliji zvjezdasti alel u
populacijima Isto¢ne Azije varira, ali je u svim populacijama najmanja ucestalost *1JKW alela.
Najucestaliji diplotip je *1A,*1F, osim u Dai Kineza (CDX) gdje je najucestaliji *1F,*1L te u Kinh
Vijetnamaca (KHV) gdje je naucestaliji diplotip *1A,*1L, te iz tog razloga pokazuju najmanje

sli¢nosti s populacijama Roma u Hrvatskoj.

IstraZzivanja varianti CYP1A2 gena nisu Cesta, te se uglavnom provode istovremeno s
odredivanjem utjecaja polimorfizama na aktivnost enzima radi eventualne promjene u
metabolizu lijekova. Mutacija koja je do danas najviSe istrazena je mutacija u intronu 1 (C>A)
na poziciji 734 nizvodno od mjesta inicijacije transkripcije (rs762551) prema zvjezdastoj

nomenklaturi oznadena kao CYP1A2*1F (http://www.imm.ki.se/CYPalleles/). Navedena
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mutacija je pokazala utjecaj na inducibilnost aktivnosti CYP1A2 kod pusaca (Sachse i sur,
1999). Nadalje, 36% veéi metabolicki omjer kafeina uocen je kod *1F/*1F genotipa u
usporedbi s *1F/*1A genotipom. IstraZivanja pokazuju da CYP1A2*1F predstavlja visoko
inducibilni haplotip povezan s poveéanom aktivnoS¢u CYP1A2 nakon izlaganja odredenim

inducirajuéim agensima (Nordmark i sur., 2002).

Nordmark i suradnici (2002) takoder su utvrdili da u¢estalost haplotipova uvelike varira ovisno
o populacijskoj pripadnosti. Na primjer, uestalost CYP1A2*1C kreée se od 0,4% do 1% kod
europljana, do 7% u Africkim populacijama ili kod Afroamerikanaca, 6-25% u Azijata. Ovaj
haplotip nije detktiran u Romskoj populaciji. U usporedbi s CYP1A2*1A, CYP1A2*1C i
CYP1A2*1K povezani su sa smanjenom aktivnos¢u CYP1A2 in vivo. CYP1A2*1F povezaje se s
povecanom aktivnos$éu zbog povecane inducibilnosti ili “hiperiducibilnosti”. Na primjer,
pusenje i velike konzumacije kofeina (=3 $alice/dan) povezuju se s viSom aktivnosti CYP1A2 (za
30-70%) u CYP1A2*1F*1F nositeljima u odnosu na CYPIA2*1A*1F i CYP1A2*1A*1A nositelje
(Tian i sur, 2019). Populacija Svedske i Koreje genotipizirane su za $est SNP-ova u CYPIA2 genu.
Odabir alela se temeljio na prijasnjim saznanjima o ekspresiji gena CYP1A2 ili aktivnosti gena.
Vecina genotipiziranih SNP-ova ima nisku polimorfnost, Sto oteZava povezivanje genotipa s
fenotipskim obiljezjima (Ghotbi, 2008). Takoder je poznato da su odredeni SNP-ovi prisutni
samo u nekim etnic¢kim skupinama gdje postoji specificna genotip/fenotip korelacija, ali je ih
je tesko potvrditi i usporediti zbog odsustva ili niske u¢estalosti unutar drugih etnickih skupina.
Jedan od primjera je CYP1A2 -3113G>A koji utjeCe na aktivnhost CYP1A2 u zdravih Kineza
nepusaca gdje homozigoti za -3113A/A imaju smanjenu aktivnost enzima usporedbi s
osobama sa -3113G/A i -3113G/G genotipovima. Ova tvrdnja nije potvrdena u istrazivanjima
provedenim na Svedanima i Koreancima, ali ni Etiopljanima i Europljanima. Sveukupna
ucestalost est SNP-ova u Svedana i Koreanaca nije pokazala nikakvu znaéajnu razliku medu
populacijama, osim za *1D alel i -3680G>A, s ve¢om ucestalo$éu u Koreanaca. Ovisno o
ucestalosti raspodjele raznih SNP-ova, podjela haplotipova razlikuje se medu populacijama

(Ghotbi, 2008).

Svi navedeni rezulati upuéuju na potrebu za detaljnom analizom ovog gena u sto vise svjetskih

populacija kako bi se utvrdila detaljna distribucija alela te korelacija genotipa i fenotipa.

Usporedbe haplotipova odnosno zvjezdastih alela u ovom radu ukazuju na vecu ucestalost

alela *1F u europskim populacijama i opadanja ucestalosti u Azijskim populacijama, dok je u
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Azijskim, prvenstveno istoCnoazijskim primjecena povedana ucestalost alela *1L Cdija
poveznost s fenotipom jos$ nije istrazena. Geneticke udaljenosti temeljene na ucestalosti
haplotipova pokazuju geografsku strukturiranost zbog grupiranja pojedinih populacijskih
skupina prema geografskom podrucju. Romska populacija Hrvatske nisu grupirane vec su
heterogena skupina Sto je u skladu s svim dosadasnjim istrazivanjima gdje je uocen utjecaj

genskog pomaka koji se u romskim populacijama odrzao zbog endogamije.
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6. Zakljucci

Od 3 analizirana SNP-a u romskim populacijama rs2069514 je monomorfan u
populaciji Roma iz Medimurja i Baranje, u ostalim istrazivanim populacijama ovaj
lokus ima nisku ucestalost.

svi istrazivani SNP-ovi su u skladu s Hardy-Weinbergovom ravnotezom.

U romskim skupinama rekonstruirana su 4 haplotipa s razli¢citom zastupljenoscu
izmedu romskih skupina.

Haplotipovi su translanirani u 4 zvjezdasta alela, *1A je najzastupljeniji u skupinama
Roma iz Baranje i Medimurja, dok je *1F najzastupljeniji kod Balkanskih Roma;
najucestaliji zvjezdasti diplotip u svim romskim skupinama je *1A, *1F.

U europskim populacijama takoder su rekonstruirana 4 haplotipa koja su prevedena
u 4 zvjezdasta alela od kojih je najucestaliji *1F, a najucestaliji zvjezdasti diplotip je
*1F,*1F.

U populacijama juzne Azije su takoder su rekonstruirana 4 haplotipa, a najucestaliji
alel je *1A, a diplotip *1A,*1F.

U populacijama istocne Azije rekonstruirano je 6 haplotipova, a zvjezdasti aleli *1A,
*1F i *1L su zastupljeni sa slicnim ucéestalostima, diplotip *1A,*1F je najucestaliji.
Sve populacijske skupine se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju prema
ucestalosti zvjezdastih alela.

Rezultati izracuna genetickih udaljenosti izmedu svih istraZivanih populacija pokazuju
grupiranje populacija prema geografskim karakteristikama dok Romske skupine
Hrvatske pokazuju najvecu heterogenost, skupina Balkanskih Roma najsli¢nija
Europskim populacijama, Romi iz Baranje su smjesteni izmedu Europljana i populacija

juzne Azije dok je populacija Roma iz Medimurja u potpunosti odvojena.
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Zivotopis

Suncica Slemensek rodena je 1.11.1997. godine u Zagrebu. Osnovnu skolu, kao i osnovnu
glazbenu Skolu zavrsila je u Kutini. U osnovnoj i srednjoj Skoli sudjelovala je na drZzavnim
natjecanjima iz biologije, geografije i matematike. Nakon zavrSene opce gimnazije Tina Ujevica
u Kutini upisala je integrirani studij biologije i kemije; nastavnicki smjer na BioloSkom odsjeku
Prirodoslovno matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Tijekom studija sudjelovala je na
Nodi biologije i Danima otvorenih vrata kemijskog odsjeka. Svoje prvo radno iskustvo stekla je
2020. godine u Laboratoriju zabave, a u travnju 2022. radila je kao zamjena nastavnice

biologije u Gimnaziji Velika Gorica.
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