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Geni ADME su skupina gena koji nose informaciju za proteine uklju¢ene u apsorpciju, distribuciju,
metabolizam i ekstrakciju lijekova, toksina i drugih kemijskih tvari iz okolisa. Kod nekih pacijenta
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1. Uvod

U ljudskoj populaciji radi nekih okolnosti ili vlastitim izborom manje skupine ljudi budu u
privremenoji ili trajnoj izolaciji u odnosu na druge ljude. 1zolacija kroz mnogo generacija, rezultira
genomom s razli¢itim karakteristikama u odnosu na okolnu populaciju. Romi su jedan primjer
populacije sa stoljetnom reproduktivnom (endogamija) i drustveno-kulturnom izolacijom koja se
javlja i u krajevima Hrvatske. Najveca su i najraSirenija etni¢ka, transnacionalna manjina veli¢ine
oko 15 milijuna ljudi diljem svijeta, ve¢inom u Europi, podrijetlom sa indijskog potkontinenta od
prije oko 1500 godina. Rascijepkana u mnogo manjih grupa, kao aglomerat subpopulacija,
zadrzavajuci svoju zatvorenost prema vecinskim populacijama u zemljama u kojima se javlja.
Romska populacija karakterizirana je izrazenim uc¢inkom utemeljitelja. Romska poplacija Hrvatske
podjeljena je na tri subpopulacije: balkansku (obuhvacéa zagrebacko podrucje), medimursku i

baranjsku (Stojanovi¢ Markovic¢, 2022).

Ucinkovitost, doziranje i pojava nuspojava pri terapiji odredenim lijekom povezana je s
varijantama specifi¢nih gena vezanih uz apsorpciju, distribuciju, metabolizm i eliminaciju lijekova
ADME gena.( od eng. Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion). Jedan od temelja
individualnog odgovora na neki lijek je u polimorfizmu ovih gena koje svrstavamo u skupinu
farmakgena, a opsezno su proucavani ve¢inom na populaciji europskog podrijetla u cilju doprinosa

klini¢koj praksi radi sigurnosti lijeka i primjene u u€inkovitoj dozi.

U Hrvatskoj su, najvise u sklopu nekoliko projekata u kojima je sudjelovao Institut za
antropologiju u Zagrebu, radena su terenska istraZivanja 1 prikupljani uzorci krvi od pripadnika
populacije Roma s podruc¢ja Zagreba (Balkanski Romi) te Baranje i Medimurja (Vlaski Romi ili
Romi Bajasi). Provedena su brojna istrazivanja o polimorfizmima ADME- gena sa aspekta
njihovog znacaja u klini¢koj praksi vezano uz osjetljivosti na odredene bolesti, predispoziciju i za
odredeni metabolizam nekog lijeka 1 time terapiju prikladnom vrstom i1 dozom lijeka, ali i sa
gledista izrazite povezanosti s etnickom pripadnosti 1 geografske rasprostranjenosti, ¢ime se
objaSnjava poloZaj izolirane populacije ili one sastavljene od razli¢itih skupina predaka u odnosu
na okolno veéinsko stanovniitvo (Skarié-Juri¢ i sur. 2018). Otkrivanje novih varijanti nekog
farmakogena koji mijenja djelovanje farmakoproteina korisno je u farmakoterapiji pri odabiru

prikladnog lijeka u u¢inkovitoj dozi.



2. Farmakogeni

Tijekom primjene farmakoterapije u pojedinih pacijenata zamijecen je razliciti odgovor na
istu vrstu i dozu lijeka. Neki lijekovi kod jednih djeluju brze, kod drugih sporije ili uzrokuju vise
ili manje nuspojava, nekada i smrt. Postavlja se pitanje da li je neki lijek u¢inkovit za odredenu
osobu i u kojoj dozi daje najbolji rezultat bez ozbiljnih nuspojava. Individualni specifi¢ni
varijabilni odgovor organizma na lijek, promjena uc¢inkovitosti, optimalna doza i toksic¢nosti lijeka
postaju izazovi u farmakoloskoj terapiji (Katara, Yadav, 2019).

Farmakokinetika lijeka odreduje kako ¢e se on apsorbirati, distribuirati, metabolizirati i
izluciti iz bioloSkog sustava. Provodi se specificnim proteinima ili grupom proteina kodiranim od
strane gena nazvanih farmakogeni (PGx geni) (Katara, Yadav, 2019). Farmakogenetika obuhvaca
i Stetna djelovanja lijekova, otrova i drugih kemijskih tvari i faktora okolisa, uz interes za geneticki
polimorfizam i fenotip osobe odreden enzimima ukljuéenim u metabolizam lijekova. Razvoj
tehnologije omogucio je pristupanje genomu i farmakogenomici daju¢i pozornost utjecaju
varijabilnosti gena i njihovih proteina na farmakologiju lijekova, individualnom odgovoru na neki
lijek 1 izboru najdjelotvornijeg lijeka u uc¢inkovitoj dozi bez uzrokovanja ozbiljnih nuspojava za
pojedinca (Katara, Yadav, 2019). Farmakogenomika time postaje znaCajna sastavnica

personalizirane medicine.

Farmakogeni ili ADME- geni povezuju se sa osjetljivos¢u na neke bolesti i odgovoru na
lijekove, te specifi¢cnom distribucijom medu ljudskom populacijom (Tomas i sur., 2017). Ovi geni
kodiraju proteine (enzime, prenosioce i receptore) uklju¢ene u metaboli¢ke puteve i tako utjecu na
farmakokinetiku i farmakodinamiku lijekova u organizmu. Polimorfizam gena modificira
odgovore organizma na odredeni lijek s obzirom na kretanje lijeka u tijelu, njegovo
metaboliziranje, interakciju sa ciljem, djelovanje i pojavu altergijske reakcije u organizmu (Katara,
Yadav, 2019). Najvec¢i dio ADME- gena pripada porodici CYP P-450 koja kodira metabolicke
izoenzime ukljucene u biotransformaciju vec¢ine ksenobiotika (70-80% svih lijekova u klinickoj

uporabi).

Kao glavni uzroci varijabilnosti farmakogena pokazali su se polimorfizam jednog nukleotida
(SNP, od eng.Single Nucleotid Polymorphism) (Katara, Yadav, 2019) i varijacija broja kopija gena
(CNV, od eng.- Copy Number Variation) (Katara, Yadav, 2019). Njihova prisutnost u regulacijskoj

regiji farmakogena moze uzrokovati varijabilnost genske ekspresije, do¢im nesinonimni
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polimorfizam u kodiraju¢oj regiji moze promijenti strukturnu konformaciju proteina, stvarajuci
varijabilnost koli€ine i stabilnosti proteinskog produkta (Katara, Yadav, 2019), a u enzimima
konformacijske promjene koje utjeu na funkciju i konstantu brzine enzimatske reakcije (Katari,
Yadow, 2019).

Jedna od klasifikacija farmakogena je grupiranje u Cetiri kategorije s obzirom na funkciju njihovih
proteina (Katara, Yadav, 2019):

a)  enzimi faze | metabolizma
Metaboliziraju lijekove kroz nesintetske reakcije poput oksidacije i redukcije. Dominiraju enzimi
iz obitelji CYP450 (CYP2C9, CYP2D6, CYP2C19 i CYP3AD5) koji kataliziraju dodavanje ili

uklanjanje vodika, mijenjajuci time njihov naboj (Katara, Yadav, 2019).

b)  enzimi faze Il metabolizma

Metaboliziraju lijekove konjugiranjem endogenih konjugiraju¢ih molekula na spojeve sa
promijenjenom polarnosti.
Enzimi faze | i 1l prisutni najvise u jetri, gastrointestinalnom sustavu, bubrezima i dr. Ubrzavaju
lak§im za izluCivanje iz tijela putem zuci ili urina (Katara, Yadav, 2019). Varijacijom ovih gena
mijenja se struktura njihovih enzimatskih produkata i konstanta brzine reakcija koje kataliziraju u

procesu metaboliziranja lijeka (Katara, Yadav, 2019), sto utjee na izlu¢ivanje lijeka iz tijela.

C)  prenosioci

Nalaze se na povrsini stanice, specificni su za supstrat i zaduZeni za prijenos biotika i
ksenobiotika preko membrane. Njihova raspodjela u tijelu odreduje doseg i specificnu
koncentraciju lijeka (Katari, Yadav, 2019). Varijacije u ovim genima mijenjaju brzinu transporta,
priljev 1 odlijev lijeka, njegovu koncentraciju, ucinkovitost i moguénost povecanja nuspojava

(Katara, Yadav, 2019).



d)  modifikatori
Oni mijenjaju ekspresiju drugih ADME gena ili utjeu na biokemiju ADME- enzima (Tomas i sur.,
2017).

U literaturi se spominje i skupina ciljeva za lijekove (od eng. drug targets) koji su ve¢inom
proteinske biomolekule. Nesinonimni polimorfizam njihovih gena mijenja proteinsku strukturu sto
moze dovesti do promjene fizikalno-kemijska svojstva, promjenu afiniteta vezanja na lijek i time
odgovor organizma na primjenu lijeka (Tomas i sur., 2017). Udio pojedinih kategorija ADME gena

prikazan je na Slici 1.

Modifier
(24)

Phase Il
(68)

Slika 1. Udio ADME gena po kategorijama (Phase I-enzimi faze | metabolizma, Phase Il-enzimi faze Il
metabolizma, Transporter-prenosioci, Modifer-modifikatori). Preuzeto i prilagodeno s

http://pharmaadme.org/joomla/index.php?option=com_content&task=view&id=16&Itemid=5
dana 30.07.2022.

Nadena su 32 najvaznija gena pripadnika genskih obitelji ABC, CYP1, CYP2, CYP3, GST,
NAT, SLC15, SLC22, SLCO, SULT, UGT1, UGT2 i dr sa ulogom u metabolizmu lijekova
(http://pharmaadme.org/joomla/index.php?option=com_content&task=view&id=12&Itemid=27
). U razli¢itim populacijama na svim zemljopisnim regijama javljaju se razliCite vrste genskih
varijanti pojedinin ADME- gena koji kodiraju proteine izmijenjenih aktivnosti i time razlicite
kvalitete i brzine odgovora na lijek koji osoba unese u organizam. Varijante alela ADME gena
javljaju se s razliitom ucestalosti medu populacijama (Katara, Yadav, 2019) pri ¢emu je razliciti
zemljopisni uzorak varijacija odraz proslog evolucijskog procesa (Tomas i sur, 2017). Unutar
populacija pojedinci takoder pokazuju znacajnu razliku metaboliziranja lijekova radi njihovog
heterogenog podrijetla. Frekvencije distribucije varijanti temeljena na frekvenciji rjedeg alela

MAF, od eng. minor allele frequency), klasificiraju varijante u one uobicajene (>1% MAF), rijetke
3 y ] y
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varijante (<1%MAF) i vrlo rijetke varijante (<0,1% MAF) (Katara, Yadav, 2019). Osim znacajne
uloge uobicajnih varijanti kod varijabilnog odgovora na lijekove, novija istrazivanja otkrila su
vaznu ulogu rijetkih varijanti gena PG-Xx na funkcionalnu varijabilnost i odgovor pojedinca na lijek
(Katara,Yadav, 2019). Spoznaja o tome kakav metabolicki fenotip pokazuje nositelj odredenog
genotipa vazna je za pravilnu primjenu i doziranje odredenog lijeka.

U cilju smanjivanja rizika od ozbiljnih nujspojava povezanih sa odredenim lijekovima,
prilagodavanja doze lijeka koji pacijent koristi ili preporuka drugog lijeka postoji mogucnost
farmakogenetickog testiranja pacijenata na prisutne varijante odredenih farmakogena, PGx-

biomarkera.

3. lzolirane populacije na primjeru Roma

Populacija u biologiji oznacava skupinu jedinki iste vrste koja nastanjuje odredeni prostor,
moze se slobodno medusobno razmnoZavati, odnosno izmjenjivati geneticki materijal, te koja
ima fertilno potomstvo. Jedinke u populaciji pokazuju varijacije u fenotipovima i genotipovima,
pri cemu specifi¢ne ucestalosti alela 1 genotipova definiraju geneticku strukturu neke populacije.
Temelj geneticke strukture populacije su raznolikost (polimorfizmi, heterozigotnost-

homozigotnost) i distribucija alela u populaciji (Soli¢, 2005).

Osnovana od strane uglavnom malog broja pojedinaca, izolirana populacija zapocinje svoju
evoluciju ograni¢enom zalihom gena 1 manjim brojem genskih varijacija koja se odrazava na
heterozigotnosti 1 genetickoj raznolikosti (Crow 1 Kimura 1970). Radi nemoguénosti prenosenja
novonastalih mutacija na druge populacije (nedostatak toka gena) i dugog razdoblja geneticke
izolacije, prisutna je veca razina srodivanja tijekom kojega se moze dogoditi geneti¢ki pomak i
manja ucestalost rekombinacije medu pojedincima. To rezultira razlikama u ucestalosti alela u

odnosu na veéinsku poplaciju u okolini, ali i pojavom novih alela (Zuni¢, 2019).

Uzroci izolacije mogu biti nastanjivanje nove, udaljene zemljopisne lokacije (geografska
izolacija), primjena nove kulturne prakse (sociokulturni uzroci), novog jezika, plemenskog ili
nacionalnog identiteta, religije (Rudan, 2006). Posljedica izolacije je ograni¢eni broj haplotipova,
koji govori o visokoj razini neravnoteze vezanosti gena (eng. linkage disequilibrium, LD) buduci

da ograni¢ena veli¢ina populacije ne dopusta onu ucestalost rekombinacije koja je prisutna u
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velikoj populaciji. Mali broj jedinki u ishodis$noj populaciji uz pojavu genetickog pomaka u
narednim generacijama dovodi do nestanka nekih genetskih osobina i pojave drugih, pa je genom

izoliranih populacija homogeniji od genoma kozmopolitskih populacija (Lacy, 1997).

Istrazivanja genetski izoliranih ljudskih populacija pokazala su se korisnima pri mapiranju
gena za rijetke monogenske bolesti, kao i boljem razumijevanju podloge kompleksnih,
poligenetskih bolesti (Capocasa i sur., 2013). NajceS¢e koriSteni pokazatelji geneticke
varijabilnosti neke populacije su polimorfni biljezi poput SNP-a i mikrosateliti (eng. Short
Tandem Repeats, STR), dok se pri istrazivanju evolucijske proslosti populacije, njezine
zemljopisne raspodjele, utjecaja prirodnog odabira, mutacija i drugih ¢imbenika koji djeluju na
ucestalost alela primjenjuje analiza neravnoteze vezanosti gena, LD. Visoka razina neravnoteze
vezanosti gena u ovim populacijama pripisuje se manjem broju generacija rezultirajuci

smanjenom rekombinacijom.

Romi pripadaju skupini transnacionalnih izolata buduci da se radi o izoliranoj populaciji bez
vlastite drzave koja je Siroko zemljopisno rasprostranjena, ali je sacuvala izoliranost zbog
sociokulturnih obrazaca ponasSanja (Baresi¢, 2013), npr. obicaja endogamije. Endogamija je pojava
u kojoj pripadnici neke populacije traze partnera isklju¢ivo unutar vlastite skupine. Na temelju
povijesnih 1 lingvistickih istrazivanja izvorna romska populacija smjesta se u Indiju (Baresic,
2013), u sjeverozapadne pokrajine Dardistan i Kafiristan (Baresi¢, 2013) odakle se seli u nekoliko
migracijskih valova u drugom polovici prvog tisuc¢ljeca. Prve skupine kre¢u preko Afganistana,
dolaze u Perziju u 9. stoljecu i nastavljaju do obala Kaspijskog jezera gdje se dijele u dvije velike
skupine: sjevernu koja krec¢e prema Rusiji 1 juZznu koja prolazi duz rije¢nih tokova Eufrata, Tigrisa,
preko Bliskog istoka do Sirije 1 Egipta (Baresi¢, 2013). Dio juzne skupine se odvaja i kre¢e prema
sjeverozapadnoj Africi i Spanjolskoj (Romi Gitani) (Baregi¢, 2013), dok ¢e najveéi dio Roma
prolaziti Anatoliju, Bospor i do¢i na Balkan i Europu izmedu 11. i 12. stolje¢a (Baresi¢, 2013).
Otuda se Sire po svim dijelovima Europe pri ¢emu najveci dio Roma naseljava podrucje Balkana
gdje 1 danas Zive. Drugi dio populacije nastavlja se seliti prema zapadnoj i sjevernoj Europi, a tre¢i
dio populacije prelazi Dunav i naseljava pokrajine Vlasku, Moldaviju i Transilvaniju radi ¢ega ih
danas nazivamo ,,VlaSki Romi*“ (Baresi¢, 2013). Tijekom narednih 500 godina Vlaski Romi

prolaze razdoblje ropstva te 1856. godine bivaju oslobodeni i u nekoliko valove sele se prema



zapadu. Tada u podrucja velikih rijeka doseljavaju Romi Bajasi koji govore arhai¢nim rumunjskim

jezikom budu¢i da u razdoblju ropstva nisu smjeli koristiti vlastiti romski jezik (Baresi¢, 2013).

Dugotrajno razdoblje ropstva utjeCe na druStveni ustroj vlaskih Roma pa se prvotno
homogena populacija raspada na mnogo manjih podgrupa koje se s vremenom medusobno
razlikuju po nacinu zivota, obi¢ajima i druStvenom ustroju s izrazitom endogamijom, §to se
odrazava u promjeni njihove genetiCke strukture i znaCajnom medusobnom genetiCkom
razlikovanju danasnjih skupina vlaskih Roma (Baresi¢, 2013). Zadnji val iseljavanja Roma tijekom

20 st., u zemlje zapadne Europe i Ameriku uzrokovan je ekonomskim razlozima (u Baresi¢, 2013).

Procjenjuje se da danas u svijetu zivi oko 15 milijuna Roma od ¢ega se najveci broj nalazi u
Europi (12 milijuna) i to zemljama jugoisto¢ne Europe. Najvise Roma zivi redom u Rumunjskoj,
Bugarskoj, Spanjolskoj, Madarskoj, Slovackoj, Srbiji, Francuskoj, Ceskoj, Makedoniji, Grékoj,
Italiji 1 dr. Prema zastupljenosti u odnosu na vecinsku populaciju, Romi su najzastupljeniji u
Makedoniji, Bugarskoj, Slovackoj, Rumunjskoj, Madarskoj, Srbiji i dr. (Tonkovi¢, 2017). Radi
neizjaSnjavanja Roma oko pripadnosti svome narodu prilikom popisivanja stanovniStva, najéesce
zbog straha od diskriminacije ili progona (entomimikrija), javlja se veliko neslaganje izmedu

sluzbenih brojki 1 procjena stvarnog broja romskog stanovnistva u nekoj drzavi.

3.1. Romi u Hrvatskoj

Na podrucju Hrvatske Romi se prvi puta spominju u Dubrovniku 1362. godine, dok ve¢ 1373.
godine postoji zapis o njihovom boravku na podrucju grada Zagreba. Romi danas prisutni u
Hrvatskoj, s obzirom na seobene obrasce i dijalekte romskog i/ili rumunjskog jezika, pripadaju
dvjema osnovnim skupinama. Tako imamo Vlaske Rome (Bajasi, Curari, Kalderasi i dr.) i

Balkanske Rome (Lovari, Kaloperi, Cergasi i dr.).

Vlaski Romi obuhvacaju sve skupine koje su tijekom svoje povijesti bile podvrgnute ropstvu
u biv§im rumunjskim kneZevinama. Iz tih podrucja ve¢ u 17 stoljecu dolaze prve vece skupine na
prostor Hrvatske, naseljavaju¢i nizine uz rijeke Savu, Dravu i Dunav. Njihovi potomci govore

starovlaskim dijalektom romskog jezika. U sljedecem valu, nakon potpunog ukinuca ropstva u



Rumunjskoj 1856. godine, u nase krajeve dolaze skupine poput Roma BajaSa ¢iji jedan dio
potomaka govori novovlaske dijalekte romskog jezika, a drugi, veéi dio prestaje govoriti romski
jezik i govori arhai¢ni starorumunjski jezik ljimba d’bjas (Baresi¢, 2013) koji ima tri dijalekta.
Bajasi iz Medimurja govore erdeljskim dijalektom, oni iz Baranje govore baranjski muntenski, dok
Bajasi s podrucja Siska, Kutine i Slavonskog Broda govore ludarski muntenski. Morfoloska 1
fonoloska istrazivanja ovih dijalekata pokazuju da su baranjski i ludarski muntenski medusobno

sli¢ni, dok se erdeljski dijalekt od njih znacajno razlikuje (Baresi¢, 2013).

Balkanski Romi potjecu od prvih doseljenika na Balkan, koji se naseljavaju unutar granica
Otomanskog carstva oko 11. stolje¢a (Baresi¢, 2013). Govore balkanskim dijalektima romskog

jezika romani chib.

3.2. AntropoloSka i epidemioloska istrazivanja Roma

Prostorna, ekonomska, politicka i kulturna marginalizacija radi vrijednosnog sustava, obicaja
i stavova koji se ne mogu uklopiti u nacin zivota europskog stanovniSta odrazavaju se na
antropoloskoj i epidemioloskoj razini. Prostorna stabilizacija Roma na periferijama gradova ili sela
bez osnovne urbane infrastrukture u lo§im stambenim i nehigijenskim uvjetima Zivota, u teSkom
siromastvu i niskog obrazovnog statusa ocituje se u njihovom loSem zdravstvenom stanju i kratkom
zivotnom vijeku. Gledajuéi epidemioloski, romska populacija se moZe smatrati izuzetno ranjivom
jer nosi geneti¢ki rizik u smislu visoke razine reproduktivne izoalcije od populacije koja ju
okruzuje S§to povecava mogucnost specificnog genetickog sastava (povecana ucestalost za
populaciju specifi¢nih alela 1 povecane frekvencije homozigotnih genotipova kao posljedica
genetickog pomaka i srodivanja) i rizik okolisa (niska socioekonomska razina, utjecaj tradicije i
na¢in zivota koji ugrozava zdravstveno ispravna ponaSanja, nomadski stil Zivota sa
niskodohodovnim zanimanjima bez formalnog zaposlenja i sustava socijalne sigurnosti) (Skari¢-

Juri¢ i sur., 2007).

Rezultati istrazivanja Skari¢-Juri¢ i sur. (2007) radenog na odrasloj populaciji Roma Bajasa
s podrucja isto¢ne (Baranja) i sjeverozapadne (Medimurje) Hrvatske ukazali su na prehrambeni

status ove populacije oCitovan prosjecnim BMI za osobe do 35 godina, nakon Cega se javlja



prevalencija gojaznosti sa rastu¢im trendom kod starije populacije. S druge strane, 7% pojedinaca
bilo je pothranjeno s naglaskom na zensku populaciju. Istrazivanja prehrambenih navika Roma
Bajasa iz Baranje pokazala su neredovitost u obrocima i njihovom nekvalitetnom sastavu (mnogo
zivotnjske masti, kave i1 alkohola) pa se moze pretpostaviti povezanost nezadovljavajuceg
prehrambenog statusa i nezdravih prehrambenih navika sa siromastvom ove populacije Roma (Zajc
1 sur., 2006). Pusenje kao dio tradicionalnog ponasanja Roma bilo je prisutno u 70 % ispitanika
bez obzira na spol. Reproduktivni status zena Roma Bajasa ukazao je na njihovu visoku prosje¢nu
plodnost, rano udavanje (16,8 godina) i radanje mnogo djece po Zeni (3,9) za razliku od zena iz
op¢e populacije Hrvatske (1,5). Usporedno, zapazen je visoki stupanj induciranih pobacaja, kao
glavnih regulatora poroda, narocito u skupini starijih Zena. Izjavljena prevalencije hipertnezije i
KOPB-a u istoj populaciji bila je manja od stvarne prevalencije tih bolesti radi niskog postotka
zdravstvenih pregleda. Hipertenzija se javljala viSe u Zena starije populacije s naglaskom na pet
puta vecu zastupljenost u Baranji nego u Medimurju. Procjena prevalencije faktora rizika od
kardiovaskularnih bolesti u odraslih osoba romske zajednice na ruralnim podru¢jima Hrvatske,
uzimajuéi u obzir klasni¢ne fenotipove rizika za kardiovaskularne bolesti, pokazala je visoke
faktore rizika za kardiovaskularne bolesti u odnosu na op¢u populaciju Hrvatske, narocito kod Zena
(gojaznost i razina triglicerida) zajedno sa trendom visoke razine BMI u mlade populacije (18-34
godina) (Zeljko 1 sur., 2013). KOPB kao bolest javljao se trostruko viSe u Baranji, unato¢ nizeg
udjela pusaca nego u Medimurju $to ukazuje utjecaj okolisa na podrucju obitavanja (onecisS¢enja,
dim, prasina) i/ili utjecaja genetickih ¢imbenika, respiratornih infekcija i stresa. U obje regije Zene
su imale viSe izrazene psihosomatske simptome. Rezultati su pokazali opée nepovoljno
zdravstveno ponasanje koje uz loSe Zivotne uvjete dovelo do homogene raspodjele zdravstvenih

problema u cijeloj populaciji.



4, Istrazivanja farmakogena u romskoj populaciji Hrvatske

Romi predstavljaju znanstveni i klinicki izazov s obzirom na njihovo indijsko podrijetlo,
fragmentaciju populacije i mrezu cCesto endogamnih podskupina. Njihova trajna izolacija
doprinjela je ocCuvanju njihovog temeljnog genetskog fonda sa odredenim karakteristikama

naspram okolnih veéinskih poulacija (Skari¢-Juri¢ i sur. 2018).

Malo je dostupnih radova o prevalenciji varijanti ADME gena u romskoj populaciji. U studiji
Skarié-Juri¢ i sur. na Institutu za antropologiju u Zagrebu istraZivala se pozicija koju zauzimaju
hrvatski Romi s obzirom na svjetsku varijaciju u 95 lokusa u 31 ADME genu. Koristili su se podaci
iz prikupljenih uzoraka nekoliko hrvatskih regija s najveéim brojem stanovnika romske
nacionalnosti, podaci 20 svjetskih populacija u 5 veliki regija navedenih u popisu projekta 1000
Genoma (Faza 3) obogaceni sa podacima pronadenim sustavnim pretrazivanjem literature zajedno
sa dodanim podacima iz publikacija koje citiraju neke od 95 istrazivanih SNP-ova u ovih 20

svjetskih populacija (Skarié¢-Juri¢, 2018).

Prikupljeni uzorci bili su genotipizirani KASP metodom, izracunate su ucestalosti manjeg
alela (eng. minor allele frequencies- MAF) za 95 ADME genskih lokusa u populaciji hrvatskih
Roma i usporedivane s MAF vrijednostima istih genskih lokusa u 20 svjetskih populacija. Matrica
genetiCke udaljenosti populacija radena je prema metodi Masatoshi Nei-a i podvrgnuta
aglomerativnoj hijerarhijskoj metodi grupiranja UPGMA na softveru Phylip v3.697. Proveden je
statistiCki test korelacije izmedu matrica genetskih 1 geografskih udaljenosti (Mantelov test) 1
izraCunata geografska udaljenosti izmedu analiziranih populacija. Odnos geneticke varijacije i
geografske udaljenosti ovih populacija analiziran je pozitivnim odnosom izmedu matrica njihove

geneticke 1 geografske udaljenosti.

Rezultati su pokazali zamjetno odvajanje klastera s populacijama u kontinentalnoj naspram
oto¢ne regije pri cemu su klasteri europskih 1 juznoazijskih populacija dali najmanju genetsku
udaljenost prema populaciji Roma u Hrvatskoj. To govori o grupiranju Roma unutar europskih
populacija i genetickoj relativnoj blizini s juznoazijskim populacijama, unato¢ njihovoj znac¢ajnijoj
geografskoj udaljenosti. Geneticka udaljenost Roma 1 istocnoazijskih 1 ameri¢kih populacija
daleko je veca, a najveca je ona sa africkim populacijama makar su geografski blize nego azijsko

podru¢je (Skari¢-Jurié i sur. 2018).
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Slika 2. Geneticka udaljenost izmedu hrvatskih Roma i 20 svjetskih populacijau odnosu na
njihovu geografsku udaljenost. Legenda: 1=Finska: 2=Italija; 3=Sanjolska; 4=UK; 5=Banglades;
6= Indija; 7=Pakistan; 8= Sri Lanka; 9=Kolumbija; 10=Meksiko; 11=Peru; 12=Puerto Rico;
13=Gambia; 14=Kenija; 15=Nigerija; 16=Siere Leone; 17= Japan: 18=Kina-Dai; 19=Kina-Han;
20=Vijetnam. Preuzeto iz Skarié-Jurié¢ i sur. 2018.

Takoder, Skari¢-Juri¢ i sur. koristili su MAF podatke za 95 lokusa ADME gena u 21
populaciji (uklju¢uju¢i Rome Hrvatske) i populacijski orjentiranu analizu glavnih komponenti
(eng. Principal Component Analysis-PCA) koja sustavno prepoznaje temeljne varijable ili glavne
komponente (PC) koje najbolje razlikuju skup podataka za stvaranje dijagram rasprSenosti s
prikazom grupiranja 21 populacije u odnosu na prve dvije glavne komponene i genskim lokusima
s najve¢im vrijednostima rezultata faktora. Nadeno je Sest glavnih vrijednosti (PC) koji €ine 76,4%
ukupne objasnjene varijance i pokazuju geneti¢ke odnose medu populacijama. PC1 (28,4% ukupne
varijance) odvaja Cetiri afriCke zemlje od ostalih, PC2 (20,9% ukupne varijance) odvaja Cetiri

isto¢noazijske zemlje, a PC3 (10,8% ukupne gentske varijance) odvaja juzne Azijate od europsko-
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americkog klastera. Romi iz Hrvatske posrednici su u odnosu na Europljane i juzne Azijate. PC4
0s (8,54% ukupne varijance) odvaja Amerikance od europsko-romske skupine i stavlja populaciju
Roma na vrh pozitivnog pola osi. PC5 (¢ini 4,3% ukupne varijance) razlikuje europske zemlje, a

PC6 (&ini 3,5% ukupne varijance) isto¢noazijske populacije (Skari¢-Juri¢ i sur. 2018).

Kako bi se istrazilo klasteriranje SNP-ova u gore navedene 21 populacije u cilju otkrivanje
lokusa koji definiraju klastere populacije dobivene u populacijskoj PCA, radila se geneticki
orijentirana analiza glavnih komponenti (eng. Gene-oriented Principal Component Analysis
(gPCA) u cilju trazenja najznacjanijih (kontinentalnih) SNP-ova klju¢nih ADME lokusa. Dobivena
je komponenta gPC1 (objasnjava 77% varijance), koja nije specifi¢na za populaciju za razliku od
gPC2 (9,3% vrijednosti) i gPC3 (6,1% ukupne vrijednosti). Kombinacijom populacijskog i
genskog pristupa dobiva se dijagram rasprSenosti koji prikazuje grupiranje 21 populacije na
temelju prve dvije glavne komponente PCA temeljene na populaciji i lokusa s najveéim rezultatima
faktora dobivenih s gPCA (gPC2 i1 gPC3). Izdvajaju se tri klastera; africki (AFR), isto¢noazijski
(EAS) i zajednicki juznoazijski, europski i americki (SAS, EUR i AMR). Africki i isto¢noazijski
klasteri povezani su ADME genima s najvi$im vrijednostima faktora za gPC2 i gPC3, pri ¢emu su
se 154149117 (SLCO1B3) 1 rs2242480 (CYP3A4) pokazali izraziti africki lokusi, a SNP tri NAT2
gena i SNP (rs9923231) od VORC1 gena kao isto¢noazijski lokusi (Skari¢-Juri¢ i sur. 2018).

Dodatno, ova studija razaznala je Sest SNP lokusa gena ADME koji najistaknutije razlikuju
kontinentalne skupine, $to proSiruje nase znanje o globalnoj varijaciji ADME. To su: VKORC1
(rs9923231), SLCO1B3 (rs4149117), CYP3A4 (rs2242480) i NAT2 (rs1208, rs1801280 i
rs1799929).

Jedan od Sest SNP lokusa koji stvara razliku kontinentalne grupe od ostalih je SNP rs9923231
u genu VKORC1 (vazan u doziranju i toksi¢nosti varfarina i dr. lijekova). Ovaj gen ima najvece
MAF vrijednosti medu svjetskim populacijama i odreduje africke i isto¢noazijske kontinentalne
klastere. Njegove MAF vrijednosti kod Roma Hrvatske usporedive su sa europskim populacijama

1 vece su od vrijednosti njihovih predaka iz juZznoazijskih populacija.

SNP lokus rs2242480 gena CYP3A4 (vazan za metaboliziranje veéeg broja lijekova,
steroidinih hormona) pokazuje znacajne razlike u MAF izmedu afirckih i neafrickih populacija.
Njegova ucestalost u romskoj populaciji (0,3012) je veca nego u ostalim europskim populacijama

i sukladna je ucestalosti juznoazijskih poplacija.
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Lokus rs4149117 in SLCO1B3 genu odvaja africki klaster, pri ¢emu G je alel SNP- lokusa
rs4149771 ovog gena dvostruko ¢es¢i u neafrickoj populaciji za razliku od africke, pri ¢emu Romi
iz Hrvatske imaju najnizu MAF vrijednost u Europi. Njegov protein ima funkciju prenosioca

velikih nepolarnih lijekova i hormona u jetri.

NAT2 je jedan od najpolimorfnijih ADME gena za enzim s funkcijom u metabolizmu
ksenobiotika. Znac¢ajno je da se njegove varijante razlikuju medu razli¢itim populacijama, a obrasci
genetske diferencijacije povezani su s geografijom. MAF vrijednosti tri NAT2 lokusa (rs1208,

rs1801280, and rs1799929) kod Roma nalaze se unutar vrijednosti europskih populacija.

Mutacija u CYP1A1 genu na lokusu rs1048943 (Ile462Val) izraZzena u juznoamerickoj
populaciji, znatno je niza unutarskih europske populacije $to je utvrdeno i kod Roma u Hrvatskoj.
Razlike izmedu maksimalnih i minimalnih MAF vrijednosti (delta vrijednosti) za navedenih 95
SNP-ova u 21 populaciji pokazale su da hrvatski Romi imaju najvece razlike MAF vrijednosti
medu ovim populacijama u 10 SNP-ova; rs1128503 (ABCB1), rs1902023 (UGT2B15), rs12248560
(CYP2C19*17), rs1799853 (CYP2C9), rs3758581 (CYP2C19), rs10509681 (CYP2C8*3),
rs1138272 (GSTP1), rs8192709 (CYP2B6), and rs34059508 (SLC22Al) (i uz najvise MAF
vrijednosti za rs28371725 (CYP2D6)). Romi imaju najmanje MAF vrjednosti za rs4149117
(SLCO1B3) (i uz najmanje MAF vrijednosti za rs28399433 (CYP2A6)).

Zakljuceno je da je populacija Roma smjeStena unutar europskog klastera i bliska je
Jjuznoazijskim populacijama. Melegh 1 suradnici (2017) otkrili su smjestaj Roma na PCA (cline)
izmedu europljana i juZnoazijaca, bliZze europljanima. Na temelju analize SNP lokusa nadeno je 10
ekstremnih MAF vrijednosti, pri ¢emu je uofena znaajna razlika od europske populacije na

lokusima gena podobitelji CYP2C i CYP2D gena.

Istarazivanja ADME polimofrizama u romskoj populaciji na 3 SNP lokusa u genu CYP2B6
(Tomas i sur., 2017), 4 SNP lokusa u MDR1 genu (Spikey i sur., 2011) i 2 SNP lokusa u genu
SLCO1B3 (Nagy i sur.,2015) potvrdili su razlikovanje romske populacije na tim lokusima od
geografski bliskih vec¢inskih populacija, ali i od indijanskih populacijama. Rezultati su u skladu sa
strogim pravilima grupne endogamije, reproduktivne izolacije i specifi¢ne prakse stupanja u spolne

odnose 1 1zolacije tijekom posljednjih nekoliko stoljeca.

Nekoliko lokusa sa izvanuobi¢ajnim MAF vrijednostima u romskoj populaciji navedeni su u

bazi znanja farmakogenomike (Pharmacogenomics Knowledgebase, PharmGKB) pri ¢emu dva
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lokusa oznacena su razinom 1A kao jaki dokazi: rs1799853 (CYP2C9) za odredivanje doze
varfarina i rs12248560 (CYP2C19) za odredivanje doze, u¢inkovitosti i toksi¢nosti klopidogrela.
Potonji je takoder oznacen kao razina 2A (vrlo vazan farmakogen) za farmakokinetiku citalprama
ili escitaloprama. Takoder rs10509681 (CYP2C8) oznacen je kao razina 2A za farmakokinetiku
rosiglitazona i rs1902023 (UGT2B15) kao razina 2B (umjereni klini¢ki dokaz) za lorazepam ili
oksazepam (www.pharmagkb.org).

4.1. Citokrom P450 (CYP)

Citokrom P450 je superporodica hemoproteina sa enzimskim djelovanjem kao
monooksigenaze, oksidaze 1 peroksidaze, ¢ak i1 u reakcijama redukcije (Bozina, Bradamante,
Lovri¢, 2009), ukljucenih u sinezu i metabolizam Sirokog spektra spojeva (Estabrook, 2003). Samo
ime govori o nekoliko njihovih znacajki; vezani su za membranu (cito), sadrze hem kao pigment,
vezanjem ugljikovog monoksida imaju apsorpcijski maksimum pri 450 nm tijekom
spektrofotometrijske analize (Reichhart, Feyereisen, 2000). CYP proteini kao metabolicki
1izoenzimi ve¢inom kataliziraju oksidativne reakcije, umetanje atoma iz molekularnog kisika u
supstrat, tj. tipi¢nu aktivacijsku fazu (ili fazu I), pri ¢emu koriste elektrone s NAD(P)H za
kataliziranje aktivacije molekularnog kisika dovode¢i do regiospecificnog i stereospecificnog
oksidativnog napada na veliki broja supstrata (Reichhart, Feyereisen, 2000). U monooksigenaznoj
reakciji odvija se umetanje jednog atoma kisika na alifatsko mjesto organskog supstrata (RH) dok
se drugi atom kisika reducira do vode: RH + O, + NADPH + H* — ROH + H>0 + NADP",
Porijeklo citokrom P450 superporodie je kod prokariota prije pojave eukariota i nakupljanja
molekularnog kisika u atmosferi (Reichhart, Feyereisen, 2000). U prokariota dolaze kao topljivi
proteini, dok su u eukariota ve¢inom vezani na endoplazmatski retikulum ili unutarnju membranu
mitohondrija uglavnom hepatocita (Lozi¢, Rimac, Boji¢, 2016). Fizioloski supstrati ukljuc¢uju
steroide, masne Kkiseline, prostaglandine, leukotriene i biogene amine, dok su ksenobiotski
supstrati- tvari stranih organizmu- ksenobiotika (gré. xenos- stran, bios- zivot) lijekovi, biljni

toksini 1 otrovne kemikalije iz okoliSa (Bozina, Bradamante, Lovri¢, 2009).

Njihova aminokiselinska sekvenca jako je raznolika radi intenzivne duplikacije gena, dok

struktura ostaje konzervirana (konzervirani Cys kao peti ligand vezivanja Zeljeza u hemu zadrzava
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se tijekom evolucije (Reichhart, Feyereisen, 2000)). CYP superporodicu se dijeli na tri velike
skupine. Prva skupina ukljuc¢uje CYP porodicu 5 do 51 s visokim afinitetom za endogene supstrate,
koji su ostali dobro ocuvani tijekom evolucije. Druga skupina ukljucuje CYP obitelji 1 do 3, koje
imaju manji afinitet za supstrate i manje su evolucijski oCuvane. Tre¢a skupina ukljucuje obitelj
CYP 4 koja metabolizira masne kiseline, srodne supstrate i neke ksenobiotike (Bozina,
Bradamante, Lovri¢, 2009). Poznato je vise od 200 000 razlicitih proteina CYP. Klasifikacija P450
superobitelji gena temelji se na aminokiselinskoj sekvenci njihovih proteina, filogenetskom
kriteriju i organizaciji gena. Na korijen CYP nastavlja se broj obitelji (grupa proteina sa vise od
40% sli¢nosti u aminokiselinskoj sekvenci), slovo obitelji (vise od 55% sli¢nosti aminokiselina) 1
brojem za gen (Reichhart, Feyereisen, 2000). Poznato je 57 gena i vise od 59 pseudogena koji
ukupno ¢ine 18 porodica i 43 podporodica citokroma P450
(http://drnelson.uthsc.edu/human.P450.table.html).

Najvazniji genski polimorfizmi za metabolizam lijekova nalaze se u CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, and CYP3A4/5 i mogu utjecati na neuspjeS$nost terapije ili rezultirati ozbiljnim
nuspojavama. Geni Kkoji kodiraju za CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1l i CYP2El su medu
najodgovornijima su za biotransformaciju kemijskih tvari naroCito metabolicku aktivaciju

prekarcinogena, uz dokaz povezanosti genskog polimorfizma 2016.
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Slika 3. Udio citokroma P450 u reakcijama oksidacija i redukcija na temelju broja reakcija
koje kataliziraju pojedini enzimi (Skracenice: P45- citokrom P450, AKR-aldo-keto reduktaze,
FMO-flavinmonooksigenaze, MAO-monoaminoksidaze). Preuzeto i prilagodeno od Lozi¢,
Rimac, Boji¢, 2016.

4.1.1. CYP2B6 kao farmakogen

Citokrom P4502B6 je eksprimiran u jetri, manjim dijelom u plu¢ima, te u mozgu gdje ima
vaznu ulogu u metabolizmu lijekova gdje je zasluzan za neuroloske nuspojave nekih lijekova) i
metabolizam droga (Turpeinen, Zanger, 2012). Pripada enzimima Faze I ¢ine¢i 5% svih citokroma
koji sudjeluju u reakcijama oksidacije i redukcije (Lozi¢, Rimac, Boji¢2016). Odgovoran je za
metabolizam oko 4% od 200 najkoristenijih lijekova (Zanger, Klein, 2013). Visoko je inducibilan
lijekovima (fenobarbiton, fenitoin, rifampin (Lozi¢, Rimac, Boji¢, 2016)) 1 drugim ksenobioticima.
Njegovi su supstrati artemisinin, bupropion, ciklofosfamid, efavirenz, ifosfamid i metadon (Lozi¢,

Rimac, Boji¢, 2016).

Transkrpcija ovog gena regulirana je jezgrinim receptorima PXR 1 CAR koji se vezu za
proksimalni element odgovora PREM (oko 1.7 kb uzvodno od mjesta pocetka transkripcije) te
distalni element odgovora XREM (oko 8.5 kb uzvodno od mjesta pocetka transkripcije) u
promotoru CYP2B6 i aktiviraju transkripciju. Ekspresija CYP2B6 mRNA je visoko varijabilna kod

pojedinaca, pri ¢emu mnoge tvari koje su metabolizirane s CYP2B6 preko receptora opet poticu
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gensku transkirpciju (Kuhanec, 2017). Gen CYP2B6 sa 53 opisana haplotipa i 28 alela, i vise od
100 opisanih SNP-ova slovi za jednog od najpolimorfnijih ADME gena kod ljudi (Hedrich, Hassan,
Wang, 2016). Nalazi se zajedno sa pseudogenima CYP2D7P i CYP2D8P na kromosomu 22g13.1
(Markovi¢, Stojanovi¢ 1 sur., 2022). Varijacije gena obuhvacaju promjene u promotorskim i
intronskim regijama, tihe i nesinonimne promjene, ¢esto neravnotezno vezane i odgovorne za
pojavu razlicitih haplotipova poput nul-alela, alela s djelomi¢no smanjenom ekspresijom ili
funkcijom, te alele s pojacanom aktivno$¢u (Kuhanec, 2017). Neki polimorfizmi gena imaju
ucestalost ve¢u od 50% 1 razlikuju se izmedu etnickih skupina. Varijabilnosti enzima koji
metaboliziraju ksenobiotike i transportere ksenobiotika utjeCe na Siroki raspon nasljednih
varijabilnosti odgovora na lijekove. Funkcija proteina CYP2B6 i ekspresija njegovog gena variraju
izmedu osoba 1 u unutar osobe §to utjece na nemogucénost predvidanja koncentracije ksenobiotika

i njihovih metabolita u organizmu i time na nepredvidive reakcije organizma na lijekove.

Supstrati CYP2B6 proteina koriSeni su klini¢koj praksi i obuhvacaju lijekove protiv HIV-a
(efavirenz i nevirapin), citostatike (ciklofosfamid), antidepresive (bupropion), antimalarike

(artemisinin), anestetike (propofol) i sinteti¢ke opioide (metadon) (Kuhanec, 2017).

4.1.1.1. Polimorfizmi gena CYP2B6 u populaciji Roma Hrvatske

Tomas i sur. analizirali su sedam SNP lokusa gena CYP2B6 (rs8192709, rs12721655,
rs3745274, rs2279343, rs28399499, rs34097093 i rs7260329) iz ukupno 439 uzorka DNA uzetih
od tri supbopulacije hrvatskih Roma. Tri lokusa (rs12721655, rs28399499 i rs34097093) pokazala
su se monomorfnim sukladno njihovoj globalnoj distribuciji ucestalosti, dok su ostali polimorfni
lokusi bili u Hardy-Weinberg ravnotezi $to je neocekivano buduc¢i da se HW ravnoteza postize
zadovoljenim uvjetima nasumicnog izbora partnera, beskonacno velikih populacija bez migracija,
mutacija i selekcija, Sto nije sluc¢aj kod romskih populacija - malih i rascjepkanih s izrazenom
edogamijom. Polimorfni lokusi pokazali su znacajne razlike u tri romske subpopulacije s obzirom
na raspodjelu ucestalost alela i genotipova; npr. lokus rs8192709 gdje je MAF vrijednost u
balkanskoj subpopulaciji 5%, a u baranjskoj (18%) 1 medimurskoj subpopulaciji (19%) ili lokus
1$7260329 u kojem je MAF vrijednost najveéa u populaciji balkanskih Roma (45%) (Tomas i sur.,
2017). U sve tri subpopulacije lokus rs3745274 bio je u neravnotezi vezanja (eng. linkage

disequilibrium) s lokusom rs2279343.
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U radu Kuhanec, 2017, utvrdeno je neravnotezno vezanje pojedinih parova lokusa ovog gena.
Tako je od 21 para lokusa u populaciji baranjskih Roma 5 parova bilo neravnotezno vezano, u
medimurskih Roma 6 parova, a balkanskih Roma 4 para. U sve tri populacije tri para lokusa;
1s7260329 1 rs8192709, rs7260329 1 rs3745274 te rs3745274 1 rs22793433 pokazali su znacajno
neravnotezno vezivanje. Neravnoteza vezivanja nastala je zbog veée zatvorenosti romske
populacije s obzirom na endogamiju, pri ¢emu je balkanska populacija Roma zbog povijesti
otvorenosti ka neograni¢enom kretanju i slobodi imala drugacjiu demografsku povijest, vidljivu u
najmanjoj neravnotezi vezanja u cijeloj romskoj populaciji. Nadeno je zajednicko nasljedivanje
istog dijela genoma (rs3745274 i rs2279343) u balkanskoj i medimurskoj subpopulaciji ¢ineci
haplotip CYP2B6*6 (Kuhanec, 2017).

Razlike ucestalosti genotipova izmedu tri subpopulacije odredene testom Exact statisticki su
Znacajne te se uocava vece razlikovanje balkanske subpopulacije od baranjske i medimurske nego
li njih dvije medusobno (Kuhanec, 2017) radi razlicite demografske i migracijske povijesti
balkanske populacije. Postupno i dugotrajno dijeljenje orginalne populacije na subpopulacije
dovelo je do genetskog pomaka, a njihova endogamiija i zatvorenost smanjuje gensku raznolikost

i povecava medusobne razlike.

Analizom sekvence nukleotida, broja i ucestalosti svakog od sedam razli¢itih haplotipova s
obzirom na sedam SNP lokusa CYP2B6 gena u ukupnom uzorku i u tri subpopulacije pokazalo je
pet prevladavajuci haplotipova zastupljenih u sve tri subpopulacije sa razli¢itom ucestalosti ( 33%,

31%, 20%, 13%, i 3%) (Tomas, 2017).

Prevodenjem haplotipova (iskljucujuéi rs7260329) u nomenklaturu ,,zvjezdice* odredenu sa
tri polimorfna lokusa smjesStena na prvom, tre¢em i ¢etvrtom mjestu u haplotipovima, dobivaju se
aleli i genotipovi ,,zvjezdice* (Tomas, 2017). U farmakogenetici se koristi specifi¢na nomenklatura
za haplotipove koji odstupaju od referentne sekvence odnosno divljeg tipa. Nomenklatura je vezana
uz procjenu fenotipova vezanih u metabolizam odredenih lijekova iz genotipa. KoriStenjem
programa Phase uo¢ava se prisutnost tri uobi¢ajna alela (*1 ,*6,*2) koja ¢ine 96,7% svih alela.
Budu¢i da u veéine istrazivanih uzoraka nije naden rjedi alel na istraZivanim lokusima, najucestaliji
zvjezdasti alel je divlji tip CYP2B6*1 (63,7%) koji dominira u balkanskom subpopulacijom
(70,5%). Slijede ga aleli CYP2B6*6, CYP2B6*2 i CYP2B6*4 (20,2, 12,8 i 3,3%) (Tomas, 2017).
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Haplotip CYP2B6*6 definiran je rjedim alelima lokusa rs3745274 i rs2279343 koji su u
neravnotezi vezivanja kod populacije Roma. Karakteriziraju ga dvije nesinonimne promjene,
516G>T (Q172H, ekson 4) te 785A>G (K262R, ekson 5) (Kuhanec, 2017). Rjedi alel lokusa
rs3745274 povezan je nizom klinickih napomena vezano uz doziranja i toksi¢nosti efavirenza i
nepirvapina u terapiji HIV-a, terapiji metadonom, anesteziji, transplataciji i dr. (Tomas, 2017).
Zabiljezena je veza s slabijom ekspresijom i aktivnos¢u enzima za efavirenz i bupropion (Desta i

sur 2007).

Haplotip CYP2B6*2, je treci po ucestalosti, definiran je rjedim alelom rs8192709 ¢ija je MAF
medu najvisima u svijetu (osobito kod baranjskih i medimurskih Roma) (Tomas, 2017). Za ovaj
alel postoje indikacije povecanog rizika hemoragicnog cistitisa prilikom lijecenja ciklosfamidom
u terapiji leukemije transplatacijom hematopoetskih mati¢nih stanica (Gadel, Friedel, Kharasch,
2015). Takoder, povecava metabolizam efavirenza u terapiji HIV pacijenata (Swaminathan i sur.,
2011).

Haplotip CYP2B6*4 definiran je rjedim alelom lokusa rs2279343 podjednako rasporedenim
u romskoj populaciji, sli¢nih znacajki kao CYP2B6*6 s obzirom na lijekove (Tomas, 2017).
Najveca ucestalost njegovog genotipa GG nalazi se u juznoazijskoj populaciji, dok je ona u

romskoj populaciji Hrvatske sli¢na kao i u europskim populacijama (~4%) (Tomas, 2017).

4.1.2. CYP2D6 kao farmakogen

Gen CYP2D6 sastoji se od 9 eksona s otvorenim okvirom ¢itanja od 1491 parova baza koje
kodiraju 497 aminokiselina, smjeSten je na dugom kraku kromosoma 22 (22q13.2), dugacak je 9,7
kb, ¢ita se s negativnog (-) lanca i kodira protein citokrom P450 2D6 (Kimura i sur. 1989).
Eksprimira se u jetri i podru¢ju srediSnjeg ziv€anog sustava gdje je utvrdena povezanost sa
Parkinsonovom bolesti, Lewyjevim tijelima i Alzheimerovom bolesti (Halling i sur. 2008),
ponaSanjima i samoubojstvima (10x veca prisutnost vise od dvije kopije aktivnih gena CXP2D6
(Bertilsson,2010). Protein CYP2D6 odgovoran je za eliminiranje vise od 21% klinicki koriStenih
lijekova (Saravanakumar i sur., 2019) i1 ukljuen u metabolizam lijekova za prevenciju
kardiovaskularnih bolesti i lijekova koji djeluju CNS (eng. central nervous system): B blokatora,

antiaritmika neuroleptika, antidepresiva, antipsihotika, opioida i dr. (Zhou i sur. 2009),
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metabolizam prokarcinogenih tvari, neurotoksina, biljnih alkaloida , herbicida, pesticida i droga
amfetamina (Wang i sur. 2009). Gen CYP2D6 je visoko polimorfan u ljudskoj populaciji (vise od
100 alelnih varijanti) $to pridonosi interindividualnoj varijabilnosti katalitiCke aktivnosti CYP2D6

enzima.

Definirane su 4 fenotipske klase CYP2D6 enzima: slabe, srednje, normalne i ultrabrze
metabolizatore (Stojanovi¢, Markovi¢ i sur. 2022). Kod osoba s istim genotipom aktivnost ovog
enzima moze varirati nekoliko puta radi razli¢ite regulacije transkripcije CYP2D6 gena.
(Stojanovi¢, Markovi¢ i sur., 2022). Kao varijacije gena CYP2D6 dolaze SNP-ovi, kratke insercije
i delecije (in/del), dugacke delecije, duplikacije Citavog gena. Funkcionalni polimorfizam
obuhvaca tockaste mutacije u kodiraju¢oj regiji, zamjenu aminokiselina 1 utjecaj na aktivnost,
stabilnost 1 specifi¢nost enzima. Kombinacija svih polimorfizama tj. prisustvo odredenih alelnih
metabolicka fenotipa; kada enzim nece biti aktivan (kodira ga null aleli), aktivnost mu je smanjena,

normalno ili povecana ( vise od dvije kopije normalnih varijanti alela gena CYP2D6).

4.1.2.1. Polimorfizmi gena CYP2D6 u populaciji Roma Hrvatske

Do sada je opisano 113 varijanti gena CYP2D6, te velik broj SNP-ova bez dodijeljenih
haplotipova 1 zapaZene su znacajne etnicke razlike u ucestalostima funkcionalnih alela. U radu
Puljko, 2018 analizirana je varijabilnost egzona gena CYP2D6 na uzorku DNA iz krvi 323
pripadnika triju romskih subpopulacija u Hrvatskoj. Ustanovljena su 24 polimorfna lokusa i
koristenjem rezultata sekvenciranja odredena ucestalost genotipova navedenih lokusa. U svim
subpopulacijama na lokusima rs1065852, rs29001678, rs28371703, rs28371704 i rs1081003
ustanovljene ucestalosti rjedeg (mutiranog) alela (MAF vrijednosti) su manje od onih u svjetskim
populacijama, dok su na lokusima rs1058164 1 rs28371725 ustanovljene vece u€estalosti mutiranih
alela od onih u svjetskim populacijama. Na lokusima rs769258, rs17002852 i rs28371732
ucestalosti mutiranih alela su u skladu sa onima iz populacije juzne Azije Sto se podudara s
porijeklo Roma. Na lokusima rs138100349, rs368389952, rs1985842 1 rs16947 ucestalosti
mutiranih alela u populaciji balkanskih Roma znac¢ajno se razlikuje od onih iz Medimurja i Baranje

Sto se 1 o¢ekuje radi razli¢ite povijesti subpopulacija.
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Prisutnost mutacija na 24 lokusa povezana je s promjenom u metabolizmu lijekova, te one
imaju svoju farmakogeneticku vaznost za populaciju Roma. Mutacija u rs1065852 povezuje se s
metabolizmom tamoksifena i antipsihotika, mutacija rs28371703 i rs28371704 sa smanjenom
aktivnosti CYP2D6 enzima u tretmanu COS1 stanica bufuralolom kod osoba s alelom T (Kagimoto
I sur. 1990), rs16947 s promjenama u metabolizmu timolola kod osoba oboljelih od glaukoma
(Yuan i sur. 2010), mutacija rs28371725 sa smanjenom ekspresijom CYP2D6 u jetri Covjeka
(Toscano i sur (2006)) i dr.

Pomocu programa Phase dobiveno je 49 predvidenih haplotipova koji su na temelju njihovog
odstupanja od divljeg tipa CYP2D6*1 (referentne sekvence) uspjesno translatirani u njih 8 zajedno
s divljim tipom CYP2D6*1 prema nomenklaturi konzorcija Pharmacogen Variation
(www.pharmvar.org). CYP2D6*1(270T) je varijanta divljeg tipa. ali ima razli¢itu 3’ strukturu gena
zbog polimorfizma u rs29001678 (Kramer i sur. 2009), varijanta CYP2D6*46 povezana je sa
smanjenom aktivnost enzima u terapiji desmetiltamoksifenom (Muroi i sur. (2014), CYP2D6*2
povezana s promjenama u metabolizmu nekoliko lijekova (smanjena razgradnja dekstrometorfana
u zdravih osoba (Abduljalil 1 sur. 2010), povecana razgradnja paroksetina u djece s depresivnim
poremec¢ajem (Findling i sur. 2006.), pojacan metabolizam amitriptilina u posmrtnim
toksikoloskim analizama (Koski i sur. 2006), CYP2D6*18, CYP2D6*48 povezana sa smanjenim
metabolizmom bufuralola i dekstrometorfana (Sakuyama i sur. 2008), CYP2D6*35A i
CYP2D6*35B povezane sa ve¢im rizikom od bradikardije kod lijeCenja timolom u oboljelih od

glaukoma otvorenog kuta.

U subpopulacijama Baranje i Medimurja nije nadena HardyWeinbergovoj ravnoteZza na
polimorfnim lokusima rs769157652, rs4987144 i rs1081004 (program Haploview). U
subpopulaciji Balkana u neravnoteZi su lokusi rs769157652, rs4987144, rs1081004 i rs368389952.
Radi malih 1 izoliranih subpopulacija sa endogamijom, o¢ekivano je da pojedini lokusi nisu u HW

ravnotezi.

S obzirom na vezanost lokusa unutar triju romskih subpopulacija (program Haploview)
dobivena je veca neravnoteza vezanja pojedinih parova lokusa u sve tri subpopulacije; Baranje
(139 parova lokusa ), Medimurja (51 par) i Balkana (80 par). Najveca neravnoteza vezivanja u
baranjske subpopulacije nije ocekivana zbog njene manje otvorenosti i slobode kretanja, te

specificne demografske i migracijske povijesti. U svim subpopulacijama ustanovljena su 4
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haplotipa. Exact testom ustanovljena je znacajna statistiCka razlika u ucestalostima genotipova
izmedu sve tri prouc¢avane populacije Sto potvrduje njihovo razdvajanje u subpopulacije, razli¢itu

povijest i uc¢inak genetskog pomaka.

4.1.3. CYP2C19 kao farmakogen

Gen CYP2C19 nalazi se na kromosomu 10g24.1-924.3, ima devet eksona i kodira protein
CYP2C19 (490 aminokiselina) kojeg nalazimo najvise u jetrenim stanicama gdje ima ulogu u
metabolizmu oko 10% uobicajno propisivanih lijekova poput lijekova za lijeenje peptickog ulkusa
(omeprazol), konvulzija (S-mefenitoin), anksioznosti (diazepam), depresija (citalopram, imipram),
za samnjenje rizika od sréanog ili mozdanog udara radi zgrusavanja trombocita (kopidogrel) i dr.
(Zajc, Petranovic i sur. 2018). S obzirom na metaboliziranje, enzim mozemo podijeliti u 3 fenotipa:
ekstenzivni (EM), intermedijerni (IM) i slabi (PM) metabolizator. 15-20% osoba iz azijske
populacije i 3 % bijelaca su slabi metabolizatori sa smanjenom ili odsutnom aktivno$éu ovog
enzima. Do sada je opisano 113 varijanti gena CYP2C19 i veliki broj SNP-ova bez dodijeljenih
haplotipova. Najznacajnije naslijedene varijacije u genu CYP2C19 su: rs4244285 (681 G>A),
rs4986893 (636 G>A) i rs12248560 (806 C>T) vazne za odgovor enzima na supstrate i odgovaraju
alelima CYP2C19*2 (kodiraju za nefunkcionalan enzim), CYP2C19*3 (kodira za nefunkcionalan
enzim) i CYP2C19*17 alelima (povecanje transkripcije gena CYP2C19 i brzi/ultrabrzi

metabolizam lijekova) (Zajc, Petranovi¢ i sur., 2018).

4.1.3.1. Polimorfizmi gena CYP2C19 u populaciji Roma Hrvatske

Zajc, Petranovi¢ i sur. istrazivali su varijacije gena CYP2C19 u 440 uzorka DNA iz Kkrvi osoba u
tri subpopulacije Roma. Genotipizirano je 10 SNP lokusa CYP2C19 gena od kojih je sedam bilo
monomorfnih, a tri su bila polimorfna: rs12248560, rs4244285 i rs3758581. Niti u jednoj
subpopulaciji lokus rs3758581 nije bio u HW ravnotezi. Na polimorfnim lokusima pokazala se
neravnoteza vezanja izmedu lokusa rs12248560 and rs4244285 u sve tri subpopulacije. Lokus

rs12248560 je pokazao znacajnu razliku izmedu subpopulacija s obzirom na ucestalost pojedinog
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genotipa (znaCajne razlike izmedu balkanske i baranjske subpopulacije Roma dobivene Exact

testom) i ucestalosti alela ovog lokusa (T alel se pokazao ucestalijim u balkanskoj subpopulaciji).

Dobiveno je 5 haplotipova prisutnih u svim subpopulacijama s razli¢itim ucestalostima, pri
gemu y° test nije pokazao zna¢ajnu razliku u ucestalostima haplotipa izmedu subpopulacija.
Haplotip TGGGCATGTA naucestaliji je u baranjskoj, a CGGGCATGTA u medimurskoj i
balkanskoj subpopulaciji. Prevodenjem haplotipa u nomenklaturu sa ,,zvjezdicom* dobivena su tri
haplotipa temeljena na polimorfnim lokusima smje$tenim na prvom, tre¢em i 0SMom mjestu u
haplotipu. U sve tri supbopulacije najucestaliji je bio divlji haplotip CYP2C19*1 (56,6%), zatim
CYP2C19*17 (28,3%) i CYP2C19*2 (15,1%).

Ucestalost pojedinog genotipa ,,zvjezdice“ za gen CYP2C19 pokazala je najvecu
zastupljenost *1/*17 genotipa u populaciji Roma Hrvatske (33%) koji se u fenotipu pokazao kao
brzi metabolizator. U baranjskih Roma ucestalost ovog genotipa je najveca (43,2%), dok je kod
medimurskih Roma (33,6%) 1 balkanskih Roma (24,9%) ona druga po zastupljenosti iza *1/*1
genotipa za normalni metabolizam. Medimurski Romi imali su najmanju zastupljenost ultra brzog
metabolizatora s genotipom *17/*17 (3%) naspram njegovog prisustva kod baranjskih (9,9%) i
balkanski (7,9%) Roma. Pokazala se najmanja ucestalost *2/*2 genotipa, dok *3/*3 genotip koji
je vazan za farmakokinetiku CYP2C19 enzima nije bio prisutan. Ucestalost fenotipa ultrabrzog
(*17/*17) 1 brzog metabolizatora (*1/*17) u romskoj populaciji pokazuje sli¢ne vrijednosti onoj u

hrvatskoj populaciji.

Usporedba MAF vrijednosti za lokus rs3758581 (*1) i rs12248560 (*17) hrvatskih Roma i
svjetske populacije 1000 Genoma pokazala povecane vrijednosti kod romske populacije.
Usporeduju¢i sa hrvatskim stanovniStvom, ucestalost alela *2 u Roma Hrvatske bila je slicna
(15,1% naspram 15%,0 u populaciji Hrvatske), dok je ucestalost alela *17 bila ve¢a u romskoj
populaciji (28,3%) nego kod hrvatskog stanovnistva (23,7%) s naglaskom na vece vrijednosti kod
Roma Baranje. Vise od polovine baranjske populacije Roma ima CYP2C19 enzime kao ultrabrzi i
brze metabolizatore §to je podatak znacajan za izbor prikladne terapije u odgovarajucoj dozi za
terapiju ove subpopulacije. Njezine najceS¢e bolesti su hipertenzija (13,6%), bolovi u zelucu
(20,8%), ceste glavobolje (24,85%) i tjeskoba/nesanica (16,2%), pa se preporucuje izbjegavanje

koriStenja lijekova u ¢iji se metabolizam ukljuc¢uje CYP2C19 enzim.
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4.2. Prenosioci SLC22

Prenosioci SLC22 (od Solute Carrier) su transportni proteini veé¢inom iz jetre i bubrega,
vazni u transportu mnogih lijekova, hormona, pesticida i toksina. Poznato je viSe od dvadesetak
¢lanova ovih transportera koju obuhvacaju organske kationske transportere (OCT), zwitterion /
kation transportere (OCTN) i organske anionske transportere (OAT). Djeluju na viSe nacina: a)
prijenosnici u olak$anoj difuziji u bilo kojem smjeru (OCT), b) izmjenjivaéi aniona (OAT1, OAT3
I URATL), c) kotransporteri Na+/L-karnitina (OCTN2). Ukljuceni su u apsorpciju i/ili izlu¢ivanje
lijekova, endogenih spojeva (monoaminski neurotransmiteri, kolin, L-karnitin, a-ketoglutarat,
CAMP, cGMP, prostaglandin i urat) i ksenobiotika u crijevima, jetri i /ili bubrezima i obavljaju
homeostatske funkcije u mozgu i srcu. NajvaZznija uloga odnosi se na prijenos endogenih
metabolita, malih molekula lijekova i toksina (egzogenih i endogenih) izmedu tkiva i izvanstani¢ne
tekucine kao $to je to u hepatocita ili proksimalnih tubula bubrega (Nigram, 2019). Mutacije ovih
gena prijenosnika iz porodice SLC22 mogu uzrokovati metabolicke bolesti vezane uz karnitin 1
ureate (sistemski manjak karnitina ili tubulointersticijski nefritis), promijeniti apsorpciju ili

izlu€ivanje lijeka (Koepsell, Endou 2003).

4.2.1. SLC22A1i SLC22A2 kao farmakogeni

a) SLC22A1

Nalazi se na kromosomu 6, eksprimira se u jetri, bubrezima i crijevima gdje njegov protein
SLC22A1 kao integralni membranski protein plazme ima ulogu polispecifi€énog prijenosnika
organskog kationa, vaznog za eliminaciju ne samo endogenih malih organskih kationa ve¢ i mnogih
lijekova i toksina iz okoliSa. Pripada grupi OCT1 koji su glavna grupa transportera jetre. Protein
SLC22A1 ima 544 aminokiseline (www.genecards.org) i smata se u dvanaest transmembranskih
domena. Zadatak mu je translocirati ve¢i raspon organskih kationa razli¢ite strukture i molekulske
mase (endogenih spojeva histamina, epinefrina, adrenalina, gvanidina, kolina, lijekova metformina
i kinina te modelnih spojeva 1-metil-4-fenilpiridinij (MPP), tetraetilamonij (TEA), N-
Imetilnikotinamid (NMN) (www.genecards.org). Reguliran je razli¢itim intracelularnim signalnim

putevima, ukljucujuéi inhibiciju aktivacijom protein kinaze A i endogenu aktivaciju kompleksom
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kalmodulina, kalmodulin-ovisnom kinazom 1lI, te LCK tirozin kinazom. Transport organskih
kationa inhibiran je sa dosta spojeva poput kokaina, lidokaina, antagonista NMDA (N-metil-D-
aspartatni receptor) receptora, gvanidina, atropina, cimetidina, kinina, kolina, TEA i NMN i dr.

Bolesti ukljucuju leukemiju, sindrom mikrodelecije kromosoma 17 i dr. (www.genecards.org).
b) SLC22A2

Nalazi se na kromosomu 6, eksprimira se ve¢im djelom u bubregu i moze sudjelovati u prvom
koraku reapsorpcije kationa. Nosi informaciju za protein SLC22A2 (555 aminokiselina) koji
pripada grupi OCT2 i sudjeluje u prijenosu organskih spojeva (agmatin, dopamin, noradrenalin,
serotonin, kolin, histamin, kreatinin, amantadin, memantin, akriflavin, metformin, N-1-
metilnikotinamid (NMN), tetraetilamonij (TEA), 1-metil-4-fenilpiridinij (MPP) i dr.
(www.genecards.org). Eksprimira se prvenstveno u bubregu, gdje moze sudjelovati u prvom
koraku reapsorpcije kationa. Glavna odrednica antikancerogenog djelovanja oksaliplatina i moze
pridonijeti antitumorskoj specifi¢nosti. Bolesti koje se povezuju sa SLC22A2 vezane su uz

nedostatak karnitina i pojavu limfoma (sistemski primarni i sive zone medijastala).

4.2.1.1. Polimorfizmi gena SLC22A1 i SLC22A2 u populaciji Roma Hrvatske

U radu Bolf (2021) analizirani su polimorfizmi gena SLC22A1 i SLC22A2 na uzorku DNA
iz krvi 437 pripadnika triju romskih subpopulacija u Hrvatskoj. Ustanovljeno je 5 polimorfnih
lokusa za gen SLC22A1: rs12208357, rs2282142, rs34130495, rs628031, rs34059508 dok su ostali
bili monomorfni, te jedan polimorfni lokus gena SLC22A2 rs316019 . Rezultat testiranja
polimorfnih lokusa na Hardy-Weinbergov zakon ravnoteze govore o ravnotezi na svim lokusima
osim lokusu rs12208357 kod medimurske subpopulacije i1 lokusa rs316019 u baranjske

subpopulacije.

Rekonstruirana su 6 haplotipa u baranjskoj 1 balkanskoj, te 5 haplotipova u medimurskoj
subpopulaciji. Haplotip CCGAG pokazao se medu najucestalijim u svim subpopulacijama:
balkanskoj (44,32%), baranjskoj (43,18%) 1 medimurskoj (30,16%). Najucestaliji u baranjskoj
(49,24%) 1 medimurskoj subpopulaciji(40,47%) pokazao se haplotip CCGGG, $§to je u skladu sa
najve¢om ucestalos¢u ovog haplotipa u europskim i juznoazijskim populacijama. Mjere
raznolikosti haplotipova unutar subpopulacije pokazale su najvecu raznolikost kod Roma iz
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Medimurja. Najveéa geneticka udaljenost uocena je izmedu medimurskih i baranjskih Roma, te
medimurskih i balkanskih Roma, a najmanja izmedu baranjskih i balkanskih koji su smjestene u
blizini europskih populacija, dok je medimurska subpopulacija pokazala najvecu izoliranost.
Pojedina¢nu raspodjelu alela i genotipova s promatranih lokusa gena SLC22A1 i SLC22A2 mozemo
koristiti za predvidanje potencijalnih odgovora na lijekove koje metaboliziraju proteini SLC22A1

I SLC22A2 (Bolf, 2021 i www.pharmgkb.org) u Tablici 1.
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Tablica 1. Ucestalost genotipova i alela polimorfizma nekih gena SLC22A1 i SSLC22A2, uloga
proteina i promjene fenotipa kod romske populacije u Hrvatskoj. Preuzeto i prilagodeno od Bolf,

2021 i www.pharmgkb.org.

Uloga Varijacija Varijacija Promjene MAF  Genotip Sli¢nost s
proteina alela ak fenotipa Romi Roma drugim
RH populacijama

metabolizam C>T Arg u Cys e veca T(2%) CC (95%) euroazijske
metformina i izloZenost CTIiTT
fenoterola metforminu rijetko

nuspojave kod

izlaganja

fenoterolu
metabolizam C>T Prou Leu ® povecani T (9%) CC (83%) euroazijske
metformina klirens CT (15%)

metformina (CC TT rijetko

genotipu)
metabolizam G>A Gly u Ser o povecane A(2%) GG (91%) euroazijske
O-desmetil- koncetracije GA (4%)
tramadola O-desmetil- AA nije

tramadola (AA i uocen

AG genotip)
metabolizam A>G Met u Val e povecani A (43%) GG (45%) euroazijske
imatiniba, odgovor i GA (31%)
metformina, toksi¢nost kod AA (20%)
lamotrigina terapije

imantinibom,

(GG genotip)

e povecani

odgovor na

metfromin (GG

genotip)

e smanjeni

odgovor na

lamotrigin (GG

genotip)
metabolizam G>A Gly u Met e povecéana A (5%) GG (90%) euroazijske
olanzapina izloZenost GA (8%)

olanzapinu (AG AA (vrlo

genotip) rijetko)
metabolizam T>G Ser uAla e manja kardio- 6% TT (85%) euroazijske
antraciklina i toksi¢nost kod TG (11%)
cisplatina lijecenja GG vrlo

antraciklinima rijetko

® smanjeni rizik

ototoksi¢nosti

kod lijecenja

cisplatinom
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5. Zakljudak

U pojedinoj subpopulaciji hrvatskih Roma javljaju se haplotipovi vezani uz promijenjen
metabolizma lijekova i toksina, §to govori o vaznosti uzimanja u obzir genetskog profila Roma za

ucinkovitu farmakoterapijsku praksu.
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