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1. UVOD 

 

Farmakoterapija je grana farmakologije koja proučava primjenu lijekova u terapijske 

svrhe, pri čemu se treba voditi računa o svojstvima lijekova (npr. djelotvornost, podnošljivost, 

put primjene, način izlučivanja, učestalost doziranja, cijena) i o osobinama bolesnika (npr. 

dob, spol, vjerojatnost trudnoće, etničko podrijetlo i genetske odrednice) (MSD priručnik). U 

svome se radu farmakoterapeuti koriste spoznajama iz farmakodinamike, grane koja istraţuje 

promjene koje lijek radi tijelu, i farmakokinetike, koja prati kako tijelo reagira na prisutnost 

neke aktivne tvari, poput lijeka, otrova ili nutrijenta (Verbanac i Stepanić 2013). 

Farmakokinetika, konkretno, proučava apsorpciju kemijskog spoja u krv, njegovu raspodjelu 

(distribuciju) po tjelesnim tekućinama i tkivima, metabolizam i izlučivanje lijeka i njegovih 

potencijalnih metabolita (ekskreciju). 

 

1.1. Farmakogeni 

 

Farmakogeni ili ADME geni (akronim od eng. Absorption, Distribution, Metabolism 

and Excretion) su geni koji kodiraju za proteine uključene u farmakokinetiku lijekova u 

organizmu. Najčešće se radi o proteinima koji sudjeluju u metaboličkim putevima lijekova; 

enzimima, staničnim glasnicima i receptorima. U različitim se populacijama javljaju različite 

vrste genskih varijanti pojedinih ADME gena s različitim učestalostima, koje mogu utjecati na 

kvalitetu i brzinu odgovora na lijek unešen u organizam. Prema odgovoru na lijek, osobe 

moţemo fenotipski podijeliti na loše (od eng. poor), srednje (od eng. intermediate), normalne 

(od eng. extensive) te izuzetno brze (od eng. ultrarapid) metabolizatore. Spoznaja o tome 

kakav metabolički fenotip pokazuje nositelj odreĎenog genotipa vaţna je za pravilno 

doziranje i primjenu lijeka jer pomaţe u poboljšanju efikasnosti i smanjenju rizika pojave 

neţeljenih nuspojava. 

 

1.1.1. CYP geni 

 

U skupinu farmakogena pripada superfamilija hemoproteina citokroma P540 (CYP, od 

eng. cytochrome P450), koja predstavlja najvaţniju skupinu enzima faze 1 u metabolizmu 

lijekova. Reakcije faze 1 su nesintetske, odnose se na cijepanje molekule (oksidacija, 

redukcija, hidroliza), odnosno na stvaranje nove ili modificiranje već postojeće funkcijske 
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skupine. CYP proteini oksidiraju velik broj endogenih tvari i ksenobiotika, uključujući više od 

90% svih kliničkih lijekova (Zhou i sur. 2009). Prisutni su u svim domenama i carstvima 

ţivota, čak i u virusima (Lamb i sur. 2009). Kod ljudi su proteini CYP primarno membranski 

proteini smješteni na unutarnjoj membrani mitohondrija ili na endoplazmatskom retikulumu. 

Opisano je 57 funkcionalnih gena i više od 58 pseudogena koji zajedno čine 18 porodica i 43 

podporodice citokroma P450 (Fuselli i sur. 2010). CYP2D6 je najviše i najčešće istraţivan 

gen te jedan od najvarijabilnijih gena CYP (Fuselli i sur. 2010; Gaedigk i sur. 2017). 

 

1.1.1.1. Gen CYP2D6  

 

Gen CYP2D6 smješten je na dugom kraku kromosoma 22 (22q13.2), dugačak je 9,7 

kb, čita se s negativnog (-) lanca i kodira protein citokrom P450 2D6. Sastoji se od 9 egzona s 

otvorenim okvirom čitanja od 1491 parova baza koje kodiraju 497 aminokiselina (Kimura i 

sur. 1989). Iako je prvenstveno eksprimiran u jetri, čini samo 2% do 8% svih jetrenih 

citokroma P450, ali je odgovoran za metabolizam pribliţno 25% najčešće propisanih kliničkih 

lijekova koji se metaboliziraju u jetri čovjeka (Zhou i sur. 2009) adicijom ili uklanjanjem 

funkcionalnih grupa procesom hidroksilacije, demetilacije ili dealkilacije. TakoĎer se visoko 

eksprimira u području središnjeg ţivčanog sustava (CNS, od eng. central nervous system) pa 

su razne studije istraţivale povezanost proteina CYP2D6 sa poremećajima središnjeg 

ţivčanog sustava poput Parkinsonove bolesti, demencije s Lewy tijelima i Alzheimerove 

bolesti što je kasnije i potvrĎeno (Halling i sur. 2008). Pai i suradnici su dokazali da je alelna 

varijanta gena CYP2D6 eksprimirana u aktivnom obliku u ljudskom mozgu dajući 

funkcionalni enzim koji je aktivan u metabolizmu kodeina i odgovoran za pretvorbu kodeina 

u morfin (Pai i sur. 2004). Koristeći psihološke testove i mjereći brzinu metaboliziranja 

(hidroksiliranja) antihipertenziva debrisokvina, dokazana je povezanost izmeĎu proteina 

CYP2D6 i ponašanja: sporo metabolizirajuće osobe (PM) su bile sklonije tjeskobi i slabije 

socijalizirane u odnosu na osobe koje normalno metaboliziraju (EM) debrisokvin (Llerena i 

sur. 1993). Nadalje, u mozgu samoubojica je, u odnosu na osobe umrle prirodnom smrću, 

utvrĎena 10x češća prisutnost više od dvije kopije aktivnih gena CYP2D6 (duplikacija), što se 

povezalo s ultrabrzim metabolizmom antidepresiva (iz skupine selektivnih inhibitora ponovne 

pohrane serotonina) kojima su depresivne osobe bile liječene (Bertilsson 2010; Träskman i 

sur. 1981). 

Protein CYP2D6 uključen je u metabolizam velikog broja lijekova koji djeluju na 

središnji ţivčani sustav te lijekova koji sluţe za prevenciju kardiovaskularnih bolesti 
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(Michalets 1998; Rendic 2002; Zhou i sur. 2009) poput antidepresiva, antipsihotika, 

neuroleptika, selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina, opioida te antiaritmika i β-

blokatora. TakoĎer, pridonosi oksidaciji nekoliko antihistaminika (Nakamura i sur. 1996; 

Yumibe i sur. 1995, 1996), uključen je u metabolizam nekih anti-HIV (Erickson i sur. 1999) 

te anti-malarijskih agenata (Diaz i sur. 2008; Li 2002), metabolizira prokarcinogene supstance 

i neurotoksine, koristi hidroksitriptamine i neurosteroide kao endogene supstrate, a vaţan je i 

za metabolizam biljnih alkaloida, toksikanata, herbicida, pesticida te različitih štetnih tvari iz 

okoliša (Wang i sur. 2009). Osim toga, CYP2D6 metabolizira i razred lijekova, odnosno 

droga, zvanih amfetamini (metamfetamin, 3,4-metilenedioksimetamfetamin i 3,4-

metilenedioksietilamfetamin) čija je funkcija povisiti količinu norepinefrina, serotonina i 

dopamina u mozgu pa se stoga često zlouporabljaju (Kreth i sur. 2000; Lin i sur. 1997; Segura 

i sur. 2005; Wang i sur. 2009). 

Gen CYP2D6 je visoko polimorfan u ljudskoj populaciji te je prijavljeno više od 100 

alelnih varijanti unutar ovog gena (Gaedigk i sur. 2017). MeĎu najčešće genske varijacije 

gena CYP2D6 spadaju polimorfizmi jednog nukleotida (SNP, od eng. single nucleotide 

polymorphism), a slijede ih kratke insercije i delecije (in/del), dugačke delecije te duplikacije 

čitavog gena. Najčešći funkcionalni polimorfizam je točkasta mutacija u kodirajućoj regiji 

gena koja rezultira supstitucijom aminokiseline što zatim utječe na katalitičku aktivnost, 

stabilnost enzima i specifičnost supstrata. Prema tome, kombinacija polimorfizama uzrokuje 

povećanu ili smanjenu aktivnost enzima CYP2D6, odnosno, pojedinci koji posjeduju 

odreĎene alelne varijante pokazat će normalnu ili smanjenu funkciju, dok će drugi biti 

nefunkcionalni (Teh i Bertilsson 2012). Dosadašnja su istraţivanja utvrdila postojanje 7 alela 

gena CYP2D6 s normalnom funkcijom, 11 alela sa smanjenom funkcijom, 26 nefunkcionalnih 

alela te mnogo funkcionalno nedeterminiranih (Teh i Bertilsson 2012). Promjena broja kopija 

varijanti (CNVs, od eng. copy number variations) takoĎer ima ulogu u funkciji enzima 

CYP2D6. Ukoliko su prisutne više od 2 kopije normalnih varijanti alela gena CYP2D6, 

enzimska aktivnost proteina CYP2D6 će biti povećana. Sukladno opisanim genskim 

varijantama, visoko polimorfna priroda gena CYP2D6 rezultira s četiri metabolička fenotipa: 

kompletnom odsutnošću enzimske aktivnosti te smanjenom, normalnom ili povećanom 

aktivnošću. Null aleli ne kodiraju za funkcionalni protein pri čemu izostaje enzimska 

aktivnost te su oni odgovorni za loš, sporometabolički PM (od eng. poor metabolizer) fenotip. 

Izuzetno visoka aktivnost enzima CYP2D6 rezultat je pak genske duplikacije funkcionalnih 

alela (Zhou i sur. 2008). U Tablici 1 su prikazane najčešće varijante alela s opisanom 

funkcijom te metaboličkim fenotipom enzima (Teh i Bertilsson 2012).
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Tablica 1. Varijante nekih alela CYP2D6 te njihova funkcija i utjecaj na metabolički fenotip 

enzima 

Varijanta alela Funkcija alela Metabolički fenotip 

CYP2D6*1 normalna (divlji tip) normalan  

CYP2D6*2 normalna  normalan 

CYP2D6*3 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*4 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*5 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*6 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*7 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*8 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*9 smanjena srednje brz 

CYP2D6*10 smanjena srednje brz 

CYP2D6*11 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*12 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*13 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*14 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*15 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*17 smanjena srednje brz 

CYP2D6*19 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*20 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*21 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*27 normalna normalan 

CYP2D6*29 smanjena srednje brz 

CYP2D6*31 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*33 normalna  normalan 

CYP2D6*35 normalna  normalan 

CYP2D6*38 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*40 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*41 smanjena srednje brz 

CYP2D6*42 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*48 normalna normalan 

CYP2D6*53 normalna normalan 

CYP2D6*68 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*92 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*100 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6*101 nefunkcionalan usporen 

CYP2D6 duplikacija povećana izuzetno brz 
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1.2.  Izolirane populacije 

  

 Ljudske skupine koje su tijekom evolucijske povijesti fizički (zemljopisno), povijesno 

ili socio-kulturno bile odvojene (npr. jezikom, društvenim, religijskim ili drugim praksama), 

odnosno, kod kojih je postojala neka prepreka izmjeni njihovih gena s drugim populacijama 

nazivaju se izoliranim ili zatvorenim populacijama, odnosno izolatima (Anagnostou i sur. 

2017). Takve populacije obično su veličinom manje, a kako je već prilikom nastanka izolata 

bio ograničen broj osnivača, vlastitu evoluciju započinju s ograničenom količinom genetske 

varijacije koja se odraţava na heterozigotnosti i genskoj raznolikosti (Crow i Kimura 1970; 

Nei 1987). Nadalje, kod njih su, u odnosu na „otvorene“ populacije, prisutni veća razina 

sroĎivanja (od eng. inbreeding), češći genetički drift i manja učestalost rekombinacije u 

varijacijama meĎu pojedincima. Navedene osobitosti izolata mogu posluţiti kao jedinstveni 

genetski potpis izolacije odreĎene populacije značajke kojeg bi bile pojava novootkrivenih 

alela kao i različite učestalosti ostalih alela u odnosu na okolne većinske populacije (Jobling 

2004). Jedan od primjera takvih izoliranih populacija su Romi. 

 

1.2.1. Romi kao primjer izolirane populacije 

 

 Romi su najveća na svijetu transnacionalna manjina koja broji oko 15 milijuna ljudi, 

uglavnom rasprostranjena u Europi te manjim dijelom u Sjevernoj i Juţnoj Americi. Primjer 

su populacije izolirane stoljećima dugom sociokulturnom izolacijom od „neromske“ 

populacije.  

Lingvistička i genetska istraţivanja su smjestila romske korijene na Indijski poluotok 

te se pretpostavlja da je prvi val njihovih predaka napustio područje današnje sjeverozapadne 

Indije otprilike izmeĎu 5. i 10. stoljeća (Mendizabal i sur. 2012). Slijedilo ih je nekoliko 

populacijskih migracijskih valova da bi preko središnje Azije, Bliskog Istoka i područja 

današnje Turske (Anatolije) u 11. stoljeću stigli su na područje Balkana (Fraser 1992). Iako je 

većina romskih populacija postupno nastavila migrirati dalje diljem Europe i svijeta u 

nekoliko valova migracija, manji dio Roma je ostao na području Balkana, a njihovi potomci 

su očuvali tradiciju i formirali grupe koje danas zovemo Balkanskim Romima. Većina 

romskog stanovništva nastavila se kretati prema sjevernoj i zapadnoj Europi, dok je manji dio 

prešao rijeku Dunav i nastanio područje današnje Rumunjske gdje je ubrzo porobljen kako bi 

radili u rudnicima. Sredinom 19. stoljeća, nakon ukidanja ropstva u Rumunjskoj, ti tzv. Vlaški 
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Romi, zvani i Romi Bajaši, migrirali su u Hrvatsku, Srbiju, MaĎarsku, druge balkanske 

prostore, kao i u druge dijelove Europe (Fraser 1992).  

Kulturu Roma čini mozaik jezika, religija, običaja i vjerovanja drugih naroda. 

Tradicionalno su nomadski narod pa su usvajali elemente sredine u kojoj bi se zadrţali duţe 

vrijeme. Njihov jezik pripada indijskoj grani jezika koji se zbog nomadskog načina ţivota 

ipak promijenio te dobio velik broj stranih riječi. Što se tiče religije, vrlo su nejedinstveni jer 

ima pravoslavnih kršćana, katolika, muslimana, ali i pripadnika drugih vjeroispovjesti s 

obzirom da najčešće prihvaćaju dominantnu religiju sredine u kojoj se nalaze (Fraser 1992). 

 Smatra se da je u Europi početkom 2000. godine ţivjelo izmeĎu 4 i 9 milijuna, a da 

danas ţivi izmeĎu 8 i 10 milijuna romskog stanovništa. Drţava s najvećim apsolutnim brojem 

Roma je Turska s oko 2,75 milijuna romskih stanovnika, a slijede je Rumunjska, Rusija, 

Bugarska, MaĎarska te Španjolska, prema procjenama Vijeća Europe iz 2012. godine.  

  

1.2.2. Romi u Hrvatskoj 

 

Prema posljednjem popisu stanovništva iz 2011. godine, u Hrvatskoj ţivi 16.975 

Roma (Popis stanovništva 2011). MeĎutim, prema nesluţbenim podacima Ureda za ljudska 

prava i prava nacionalnih manjina Vlade Republike Hrvatske koji se temelje na procjenama 

Vijeća Europe iz 2013., u Hrvatskoj ţivi 30.000 do 40.000 pripadnika romske nacionalne 

manjine (Nacionalna strategija za uključivanje Roma, za razdoblje od 2013. do 2020. godine). 

Smatra se da je do diskrepancije izmeĎu sluţbenih podataka i stvarnog broja Roma u 

Hrvatskoj došlo stoga što velik dio Roma nije bio obuhvaćen popisom stanovništva ―  mnogi 

se nisu ţeljeli izjasniti kao Romi, a neki nemaju identifikacijske dokumente i ţive u 

nelegaliziranim naseljima. Najviše Roma u Hrvatskoj ţivi na području MeĎimurske ţupanije 

koju slijede Grad Zagreb te Osječko-baranjska, Sisačko-moslavačka i Brodsko-posavska 

ţupanija.  

 Balkanski Romi potječu od ranijih doseljenika koji su se naselili unutar granica 

Otomanskog carstva, juţno od Dunava te govore Romani chib jezikom i često se nazivaju 

„Čibašima“. Uglavnom ţive u Gradu Zagrebu i okolici. Za razliku od njih, Bajaši, grupa 

Roma koja je migrirala s područja Rumunjske (Vlaški Romi) govori novo-vlaškim dijalektima 

romskog jezika te arhaičnim dijalektima rumunjskog jezika – njihov se jezik zove ljimba 

d`bjaš. Dio Bajaša koji ţivi u Baranji naziva se Munćanima („brdski“) te su pravoslavne 
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vjeroispovjesti. Bajaši koji nastanjuju MeĎimurje su katoličke vjeroispovjesti te se nazivaju 

Erdeljanima („šumski“).  

 

 

1.2.3. Genetička istraživanja Roma u svijetu i Hrvatskoj 

 

 U romskim je populacijama često prisutna velika reproduktivna izolacija, što je 

posljedica endogamije, odnosno vrlo strogih pravila koja odreĎuju mogućnost sklapanja 

brakova. Često dolazi do situacije da pripadnici iste skupine unutar koje je dozvoljeno 

sklapanje braka ţive geografski udaljeno, nekad čak i u drugoj drţavi, ali da je poţeljniji taj 

partner jer pripada istoj romskoj skupini, nego li netko iz druge romske skupine iz neposredne 

blizine (Martinović Klarić i sur. 2009). Najveća raznolikost javlja se upravo na Balkanu, gdje 

se nalaze romske populacije s jasno definiranim društvenim granicama (Gresham i sur. 2001).  

2001. godine Gresham i suradnici istraţivali su genetičku povezanost 14 prethodno 

dobro definiranih, endogamnih romskih skupina analizom uniparentalnih markera (kromosom 

Y i mitohondrijska DNA). U svim je proučavanim europskim romskim skupinama bila 

prisutna haplogrupa H1a-M82 kromosoma Y čija je prevalencija u ukupnom uzorku bila 

44,8%, kao i haplogrupa M mitohondrijske DNA s prevalencijom od 26,5%, pri čemu su obje 

specifične za azijske populacije. To istraţivanje potvrdilo je indijske korijene romskih 

populacija. 

U istraţivanju provedenom na uzorku Roma Republike Hrvatske analizirana je 

mitohondrijska DNA kod 384 Roma Bajaša s dvije lokacije: Baranje i MeĎimurja. Visoka 

zastupljenost mitohondrijskih haplogrupa X2 i U3 u hrvatskih Bajaša ukazuje na bliskoistočne 

migracijske puteve Roma, a pripadnost haplogrupi M potvrĎuje indijske korijene (Peričić 

Salihović i sur. 2011). 

Analizom očinskih linija dviju populacija hrvatskih Bajaša utvrĎena je najveća 

zastupljenost haplogrupe H1a u obje populacije. Distribucija romskih H1a haplotipova 

kromosoma Y usporeĎena je s „neromskim“, azijskim haplotipovima te je utvrĎeno da romske 

populacije najčešći haplotip dijele s indijskim populacijama. Druga najzastupljenija 

haplogrupa kod hrvatskih Bajaša je E1b1b1a-M78 (Martinović Klarić i sur. 2009).  

Znanje o podrijetlu i raznolikosti Roma vrlo je bitno u medicinsko-genetičkim 

istraţivanjima s obzirom da se genetski razlikuju od „neromskih“ populacija. 



8 

1.2.4. Istraživanja farmakogena kod Roma u svijetu i Hrvatskoj  

 

Istraţivanja ADME gena u romskim populacijama su rijetka. S obzirom da izolirane 

populacije obično imaju jedinstven genetički profil, vaţno je determinirati njihov obrazac 

ADME gena u kontekstu globalne raznolikosti (Hatzikotoulas i sur. 2014).  

Kod maĎarskih (Sipeky i sur. 2013), portugalskih (Pimenoff i sur. 2012) i španjolskih 

Roma (Teixeira i sur. 2015) istraţivani su polimorfizmi gena CYP2C19. Rezultati ovih 

istraţivanja otkrivaju da se kod Roma, u odnosu na neromske populacije, aleli koji sporo 

metaboliziraju lijekove javljaju rjeĎe, a aleli povezani s brzo metabolizirajućim fenotipom 

češće, što treba uzeti u obzir prilikom propisivanja lijekova u svrhu prevencije štetnih 

posljedica. Razlike u učestalosti alela i haplotipova klinički bitnih farmakogena kod Roma 

pronaĎene su i kod gena CYP2C9 (Sipeky i sur. 2009), gena CYP2B6 i CYP2D6 (Weber i sur. 

2015), gena SLCO1B1 (Nagy i sur. 2015), gena VKORC1 (Sipeky i sur. 2009) te gena PON1 i 

P2RY12 (Janicsek i sur. 2015). 

U Republici Hrvatskoj kod romske su populacije istraţivani aleli i haplotipovi gena 

CYP2B6 (Tomas i sur. 2017) i CYP2C19  (Zajc Petranović i sur. 2018). Rezultati su pokazali 

razlike u učestalosti nekih od istraţivanih alela izmeĎu romske populacije Hrvatske i ostalih 

populacija s kojima su usporeĎivani (1000 Genomes populacije i populacija Republike 

Hrvatske). TakoĎer, nedavno su objavljeni rezultati analize 95 klinički relevantnih 

farmakogenomičkih markera (iz 31 gena s popisa ADME gena) odgovornih za metabolizam 

lijeka i štetne rekacije; usporedbom hrvatskih Roma i 20 populacija s popisa 1000 Genomes, 

utvrĎeno je da su Romi genetički različiti od ostalih populacija s kojima su usporeĎeni, kao i 

da se pozicioniraju blizu europskih i juţnoazijskih populacija (Škarić-Jurić i sur. 2018). 

 

.  
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1.3. Metode sekvenciranja 

 

Sekvenciranje DNA je metoda kojom se utvrĎuje redoslijed nukleotida u molekuli 

DNA. Početci sekvenciranja vode u sedamdesete godine 20. stoljeća kada su dobivene prve 

sekvence DNA korištenjem metoda temeljenih na dvodimenzionalnoj kromatografiji 

(Raghavendra i Pullaiah 2018). No, proces sekvenciranja postaje lakši i brţi 1977. godine kad 

se prvi put javljaju Maxam-Gilbert metoda te Sangerova metoda koje se temelje na 

fluorescenciji (Olsvik i sur. 1993). 1990. godine je započet najveći projekt u području 

sekvenciranja pod nazivom “Ljudski genom”. Cilj projekta bio je odrediti sekvence 

nukleotidnih baznih parova koje izgraĎuju ljudsku DNA te identificirati i mapirati sve gene 

ljudskog genoma sa fizikalnog i funkcionalnog gledišta. Iako je rezultat prve faze 

sekvenciranja ljudskog genoma objavljen 11 godine nakon početka projekta (International 

Human Genome Sequencing Consortium 2001), trebalo je još 2 godine da se u potpunosti 

završi taj projekt te je potpuna genomska sekvenca objavljena 2003. godine (International 

Human Genome Sequencing Consortium 2004). Nakon toga sekvenciranje genoma je postalo 

puno brţe i jeftinije jer su razvijene nove, drugačije metode nazvane metode sekvenciranja 

sljedeće generacije (NGS, od eng. Next Generation Sequencing). Od 1995. godine do danas 

sekvenciran je genom 330 različitih organizama.  

Metoda sekvenciranja često se koristi u dijagnostici rizika od nasljednih bolesti, te je 

ujedno jedina metoda kojom se mogu otkriti novonastale mutacije. Ovom se metodom moţe 

detektirati promjena dijela gena ili genoma kod potomka u odnosu na predke ili, ukoliko je 

promjena naslijeĎena od predaka, moţe se korištenjem statističkih metoda utvrditi obrazac 

nasljeĎivanja u obitelji (autosomno ili vezano uz spol).  

 

1.3.1. Sangerovo sekvenciranje 

 

Frederick Sanger je 1977. godine osmislio i predstavio novu metodu sekvenciranja, 

baziranu na terminaciji sinteze lanca (od eng. chain-termination method). U procesu 

replikacije DNA, DNA polimeraza u rastući lanac ugraĎuje nukleotide (deoksinukleotid, 

dNTP) komplementarne lancu kalupu. MeĎutim, ukoliko se u DNA umjesto prirodnog 

nukleotida, deoksinukleotida, ugradi dideoksinukleotid (2,3-dideoksinukleotid trifosfat, 

ddNTP) kojem na 3’ kraju nedostaje hidroksilna skupina što onemogućava stvaranje 

fosfodiesterske veze, nakon njega se više neće moći ugraĎivati nukleotidi te će replikacija 
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rastućeg lanca biti završena. Ovakvo što je moguće jer DNA polimeraza ne razlikuje dNTP od 

ddNTP-a te se u rastući lanac DNA u bilo kojem trenutku moţe ugraditi ddNTP. Za svaku od 

baza gvanin (G), citozin (C), timin (T) ili adenin (A) postoji odgovarajući ddNTP. Da bi se 

moglo “pročitati” koji je ddNTP prekinuo sintezu i posljednji se ugradio u rastući lanac, bilo 

je potrebno razdvojiti rekacije. Svaka od 4 reakcije mora sadrţavati DNA kalup, DNA 

polimerazu, radioaktivno ili fluorescentno obiljeţene početnice, deoksinukleotide (dGTP, 

dCTP, dTTP i dATP) te jedan od dideoksinukleotida (ddGTP, ddCTP, ddTTP ili ddATP). S 

obzirom na to da u jednoj reakciji ima milijarde molekula DNA, do prekida sinteze moţe doći 

u bilo kojem trenutku pa nastaje jako velik broj molekula, odnosno fragmenata različite 

duljine (Sanger i sur. 1977). Fragmenti nastali u 4 reakcije se razdvajaju na gelu te se 

vizualiziraju pomoću UV svjetla ili autoradiografijom. Sekvencu je moguće očitati iz uzoraka 

4 odvojenih reakcija na gelu, počevši od najmanjeg (najkraćeg) fragmenta. 

Zbog visoke efikasnosti i niske radioaktivnosti, Sangerovo sekvenciranje je 

prihvaćeno kao primarna metoda “prve generacije” sekvenciranja (Liu i sur. 2012). Nakon 

godina improvizacije i usavršavanja, tvrtka Applied Biosystems proizvela je prvi ureĎaj za 

sekvenciranje (AB370) koji koristi kapilarnu elektroforezu. To je pridonijelo brzini i točnosti 

metode pa je u vrlo kratkom vremenu nova metoda zamijenila klasičnu metodu po Sangeru. 

Korištenje četiri ddNTP-a označena različitim fluoroforima s različitim emisijskim valnim 

duljinama omogućilo je optičko očitavanje sekvence u samo jednoj reakciji. Pomoću 

kapilarne elektroforeze razdvajaju se fragmenti DNA nastali u reakciji, laseri prepoznaju 

fluoroforom obiljeţeni ddNTP u lancu DNA, a računalni program interpretira podatke i 

iscrtava elektroferogram sa obojenim vrhom u kojem svaka boja predstavlja slovo u 

nukleotidnom slijedu (Sanger i sur. 1977). 

 

1.3.2. Sekvenciranje sljedeće generacije (NGS): Illumina 

 

Zbog potrebe za većom brzinom i učinkovitošću sekvenciranja tijekom projekta 

sekvenciranja ljudskog genoma, razvile su se nove tehnike nazvane metodama sekvenciranja 

sljedeće generacije. Postoji nekoliko prednosti NGS metoda u odnosu na Sangerovu. Način 

pripreme uzoraka uključuje biblioteku DNA pripremljenu u nekom staničnom sustavu pa više 

nije potrebno klonirati DNA, moguće je sekvencirati više milijuna uzoraka istovremeno te 

nije potrebno razdvajanje fragmenata elektroforezom na gelu. Osim što omogućuje 

sekvenciranje velikog broja fragmenata u kratkom vremenu, NGS je i znatno jeftiniji i 

pristupačniji pa je uporaba omogućena i manjim, kliničkim laboratorijima. 
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Većina sustava NGS temelji se na principu sekvenciranja sintezom. Tvrtka Solexa je 

2006. godine predstavila novi sustav (Illumina) čiji se rad bazira na tri osnovna koraka: 

umnaţanju, sekvenciranju i analizi. DNA se fragmentira i denaturira pa se dodaju adapteri 

pomoću kojih se fragmenti prikvače na čvrstu površinu da bi se mogli umnoţiti. Dolazi do 

posebnog premošćujućeg PCR-a (od eng. bridge amplification) te nastaju amplikoni, na tisuće 

kopija nastalih od jedne molekule na koje se spajaju specifične početnice da bi omogućile 

početak sinteze, odnosno sekvenciranja i očitavanja sekvence. MeĎutim, nukleotidi koji se 

koriste u sintezi na 3' kraju su označeni fluorescentnom bojom i imaju odcjepljivi privjesak 

koji onemogućava ugradnju sljedećem nukleotidu pa se otopina koja sadrţi modificirane 

fluorescentno označene nukleotide dodaje u ciklusima. Nakon što je jedan od nukleotida 

ugraĎen, ureĎaj ga detektira na temelju fluorescencije te slijedi odcjepljivanje fluorescentnog 

privjeska i ispiranje podloge što omogućava ugradnju novog nukleotida u sljedećem ciklusu 

(Liu i sur. 2012).  

Illumina omogućava očitavanje velikih količina podataka u kratkom vremenu, do 100 

milijuna očitanja po jednom procesu pa je to danas jedna od najčešće korištenih tehnika 

sekvenciranja.  
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

 

 Glavni cilj ovog istraţivanja je potvrditi postojanje novih mutacija u genu CYP2D6 

detektiranih metodom Next Generation Sequencing (Illumina) provjerom rezultata primjenom 

Sangerovog sekvenciranja. 

Specifični ciljevi su : 

1. Provjera rezultata dobivenih metodom NGS primjenom Sangerovog sekvenciranja 

na uzorku DNA Roma; 

2. UtvrĎivanje učestalosti alela i genotipova na polimorfnim analiziranim lokusima te 

prevalencije tih alela u romskim populacijama; 

3. Prijava novootkrivenih mutacija u dbArchive;  

4. Provjera utjecaja tri nove mutacije na funkcionalnost proteina CYP2D6 

korištenjem softvera Protein Variant Effect Analyzer. 
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1.  Uzorak 

 

 U istraţivanju je korišten dio uzoraka DNA izolirane kod 440 pripadnika populacije 

Roma s područja Baranje, MeĎimurja i Zagreba. Uzorci su prikupljeni tijekom antropoloških i 

epidemioloških istraţivanja romskog stanovništva koje je proveo Institut za antropologiju, a 

DNA je izolirana iz krvi metodom isoljavanja (Miller i sur. 1988). Prilikom prikupljanja 

uzoraka, sudionici su potpisali informirani pristanak kojim potvrĎuju dobrovoljno davanje 

krvi u svrhu istraţivanja, a samo istraţivanje je odobrilo Etičko povjerenstvo Instituta za 

antropologiju. 

 

3.2.  Sekvenciranje gena CYP2D6 metodom sekvenciranja sljedeće generacije 

 

Sekvenciranjem gena CYP2D6 metodom sekvenciranja novih generacija (Next 

Generation Sequencing, NGS) u komercijalnom laboratoriju na instrumentu IlluminaMiSeq 

kod 141 ispitanika pronaĎene su 3 nove mutacije u genu na poloţajima 42.130.042, 

42.129.276 i 42.129.127 (GRCh38). Učestalosti genotipova detektiranih metodom NGS-a 

prikazane su u Tablicama 2, 3 i 4. Učestalosti pojedinih alela izračunate su ispod tablica 

metodom direktnog brojanja.  

 

Tablica 2. Analiza sekvence gena CYP2D6 kod 323 ispitanika metodom NGS na lokaciji 

42.130.042 (mutacija 1) 

Genotip Broj jedinki 

Učestalost 

genotipova 

Nepročitani 222 68,7% 

A/A 100 31,0% 

G/G 1 0,3% 

Ukupno 323 100,0% 

 

 Broj alela A = 200 

 Broj alela G = 2 

 Ukupan broj pročitanih alela = 202 
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 Učestalost alela A = 99,00% 

 Učestalost alela G = 0,99% 

 

Tablica 3. Analiza sekvence gena CYP2D6 kod 323 ispitanika metodom NGS na lokaciji 

42.129.276 (mutacija 2) 

Genotip Broj jedinki 

Učestalost 

genotipova 

G/G 184 57,0% 

G/T 124 38,4% 

T/T 15 4,6% 

Ukupno 323 100,0% 

 

Broj alela G = 492 

Broj alela T = 154 

Ukupan broj alela = 646 

 

Učestalost alela G = 76,16% 

Učestalost alela T = 23,84% 

 

Tablica 4. Analiza sekvence gena CYP2D6 kod 323 ispitanika metodom NGS na lokaciji 

42.129.127 (mutacija 3) 

Genotip Broj jedinki 

Učestalost 

genotipova 

C/C 322 99,7% 

C/T 1 0,3% 

Ukupno 323 100,0% 

   

Broj alela C = 645 

Broj alela T = 1 

Ukupan broj alela = 646 

 

Učestalost alela C = 99,85% 

Učestalost alela T = 0,15%  
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3.3.  Provjera rezultata sekvenciranja metodom NGS korištenjem metode Sangerovog 

sekvenciranja 

 

3.3.1.  Odabir uzoraka za Sangerovo sekvenciranje 

 

S obzirom na potrebu validacije postojanja novootkrivenih mutacija detektiranih 

metodom NGS-a, dio uzoraka je provjeren metodom Sangerovog sekvenciranja.  

Metodom slučajnog odabira za provjeru novonastale mutacije 1 Sangerovom metodom 

odabrana su 2 uzorka genotipa A/A i 1 uzorak genotipa G/G (mutacija). Nadalje, s obzirom na 

to da sekvenciranje u području mutacije 1 nije uspjelo kod 222 uzorka, metodom slučajnog 

odabira za Sangerovo sekvenciranje je odabrano još 25 prvotno neuspjelih uzoraka. 

Istom su metodom slučajnog odabira za provjeru mutacije 2 Sangerovom metodom odabrani 

jedan uzorak za koji je metodom NGS-a utvrĎen genotip G/G, dva uzorka genotipa G/T i 

jedan uzorak genotipa T/T. S obzirom na to da je dio gena CYP2D6 koji je umnoţen metodom 

lančane reakcije polimerazom radi provjere na sekvenceru obuhvaćao i mutaciju 2 i mutaciju 

3 (meĎusobno udaljene 149 nukleotida), jednim PCR produktom po uzorku bilo je moguće 

provjeriti obje NGS metodom novootkrivene mutacije. Tako da je jedina osoba za koju je 

NGS-om utvrĎeno da je heterozigot C/T za novootkrivenu mutaciju 3, ujedno bila i kontrola 

za provjeru novootkrivene mutacije 2 jer je ta osoba bila homozigot G/G. 

 

 

3.3.2.  OdreĎivanje koncentracije DNA (Qubit) 

 

 Spektrofotometrijsko odreĎivanje koncentracije nukleinskih kiselina temelji se na 

fotoelektričnom mjerenju apsorbancije svjetla pri valnim duljinama od 260 nm i 280 nm. 

Prilikom mjerenja koriste se fluorescentne boje koje se veţu za DNA da bi se pospješilo 

spektrofotometrijsko odreĎivanje njene koncentracije s obzirom da je apsorbancija direktno 

propocionalna količini DNA, odnosno količini boje koja se za nju veţe.  

Prilikom odreĎivanja koncentracije DNA u odabranim uzorcima korišten je Qubit® 3.0 

fluorimetar te pripadajući komercijalni kit Qubit® dsDNA BR Assay Kit, korišten prema 

uputama proizvoĎača. Kit se sastoji od Qubit® dsDNA BR reagensa koji sadrţi fluorescentne 

boje za vezanje na DNA, Qubit® dsDNA pufera, Qubit® dsDNA standarda 1 (c(DNA) = 0 

ng/µL) i Qubit® dsDNA standarda 2 (c(DNA) = 100 ng/µL). Kemijski sastavi reagensa i 

pufera zaštićeni su autorskim pravima. Pripremljena je Qubit radna otopina otapanjem 
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Qubit® dsDNA BR reagensa u Qubit® dsDNA puferu u omjeru 1:200. Zatim su pripremljene 

dvije otopine standarada potrebnih za kalibraciju ureĎaja otapanjem 10 µL svakog standarda u 

190 µL radne otopine. Nakon kalibracije ureĎaja, uzorci su pripremljeni za mjerenje tako da 

se u Eppendorf tubice koje su sadrţavale 199 µL radne otopine dodalo po 1 µL svakog 

uzorka. Nakon odreĎivanja koncentracije DNA u uzorcima, pripremljena su razrjeĎenja tako 

da konačna koncentracija DNA u uzorku bude 25 ng/µL. 

 

3.3.3.  Odabir specifičnih početnica za umnažanje fragmenata gena CYP2D6 metodom 

lančane reakcije polimerazom 

 

Prebrojavanjem nukleotida u FASTA sekvenci gena CYP2D6 utvrĎeno je da su 

novootkrivene mutacije 1 i 2 udaljene 766 nukleotida, a novootkrivene mutacije 2 i 3 udaljene 

149 nukleotida. Stoga je odlučeno da se metodom PCR umnoţe dva fragmenta gena CYP2D6: 

jedan fragment unutar kojega se nalazi lokus novootkrivene mutacije 1 te drugi fragment 

unutar kojega se nalaze lokusi novootkrivenih mutacija 2 i 3. 

 

Odabrane su i naručene specifične početnice (Macrogen) za odabrane fragmente.  

 

Početnice korištene za umnaţanje fragmenta gena CYP2D6 veličine 350 nukleotida unutar 

kojeg se nalazila nova mutacija 1 bile su sljedeće: 

 

Forward_1    5' TGAGTGCCGTTTAAATCACG 3' 

 Reverse_1    5' CTTGTCAAGCCAGGATCACC 3' 

 

Početnice korištene za umnaţanje fragmenta gena CYP2D6 veličine 874 nukleotida unutar 

kojeg su se nalazile novootkrivene mutacija 2 i mutacija 3 bile su sljedeće: 

 

Forward_2    5' GCCCATCACCCAGATCCT 3' 

 Reverse_2    5' CACGGCTTTGTCCAAGAGA 3' 

 

 

FASTA sekvenca gena CYP2D6 s označenim početnicama i mutacijama prema NCBI: 

 

42130906-42126499 Homo sapiens chromosome 22, GRCh38.p12 Primary Assembly
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ATAAGGGAAGGGTCACGCGCTCGGTGTGCTGAGAGTGTCCTGCCTGGTCCTCTGT

GCCTGGTGGGGTGGGGGTGCCAGGTGTGTCCAGAGGAGCCCATTTGGTAGTGAG

GCAGGTATGGGGCTAGAAGCACTGGTGCCCCTGGCCGTGATAGTGGCCATCTTCC

TGCTCCTGGTGGACCTGATGCACCGGCGCCAACGCTGGGCTGCACGCTACCCACC

AGGCCCCCTGCCACTGCCCGGGCTGGGCAACCTGCTGCATGTGGACTTCCAGAAC

ACACCATACTGCTTCGACCAGGTGAGGGAGGAGGTCCTGGAGGGCGGCAGAGGT

GCTGAGGCTCCCCTACCAGAAGCAAACATGGATGGTGGGTGAAACCACAGGCTG

GACCAGAAGCCAGGCTGAGAAGGGGAAGCAGGTTTGGGGGACGTCCTGGAGAA

GGGCATTTATACATGGCATGAAGGACTGGATTTTCCAAAGGCCAAGGAAGAGTA

GGGCAAGGGCCTGGAGGTGGAGCTGGACTTGGCAGTGGGCATGCAAGCCCATTG

GGCAACATATGTTATGGAGTACAAAGTCCCTTCTGCTGACACCAGAAGGAAAGG

CCTTGGGAATGGAAGATGAGTTAGTCCTGAGTGCCGTTTAAATCACGAAATCGAG

GATGAAGGGGGTGCAGTGACCCGGTTCAAACCTTTTGCACTGTGGGTCCTCGGGC

CTCACTGCTCACCGGCATGGACCATCATCTGGGAATGGGATGCTAACTGGGGCCT

CTCGGCAATTTTGGTGACTCTTGCAAGGTCATACCTGGGTGACGCATCCAAACTG

AGTTCCTCCATCACAGAAGGTGTGACCCCCACCCCCGCCCCACGATCAGGAGGCT

GGGTCTCCTCCTTCCACCTGCTCACTCCTGGTAGCCCCGGGGGTCGTCCAAGGTTC

AAATAGGACTAGGACCTGTAGTCTGGGGTGATCCTGGCTTGACAAGAGGCCCTGA

CCCTCCCTCTGCAGTTGCGGCGCCGCTTCGGGGACGTGTTCAGCCTGCAGCTGGC

CTGGACGCCGGTGGTCGTGCTCAATGGGCTGGCGGCCGTGCGCGAGGCGCTGGTG

ACCCACGGCGAGGACACCGCCGACCGCCCGCCTGTGCCCATCACCCAGATCCTGG

GTTTCGGGCCGCGTTCCCAAGGCAAGCAGCGGTGGGGACAGAGACAGATTTCCG

TGGGACCCGGGTGGGTGATGACCGTAGTCCGAGCTGGGCAGAGAGGGCGCGGGG

TCGTGGACATGAAACAGGCCAGCGAGTGGGGACAGCGGGCCAAGAAACCACCTG

CACTAGGGAGGTGTGAGCATGGGGACGAGGGCGGGGCTTGTGACGAGTGGGCGG

GGCCACTGCCGAGACCTGGCAGGAGCCCAATGGGTGAGGCTGGCGCATTTCCCA

GCTGGAATCCGGTGTCGAAGTGGGGGGCGGGGACCGCACCTGTGCTGTAAGCTC

AGTGTGGGTGGCGCGGGGCCCGCGGGGTCTTCCCTGAGTGCAAAGGCGGTCAGG

GTGGGCAGAGACGAGGTGGGGCAAAGCCCTGCCCCAGCCAAGGGAGCAAGGTG

GATGCACAAAGAGTGGGCCCTGTGACCAGCTGGACAGAGCCAGGGACTGCGGGA

GACCAGGGGGAGCATAGGGTTGGAGTGGGTGGTGGATGGTGGGGCTAATGCCTT

CATGGCCACGCGCACGTGCCCGTCCCACCCCCAGGGGTGTTCCTGGCGCGCTATG

GGCCCGCGTGGCGCGAGCAGAGGCGCTTCTCCGTGTCCACCTTGCGCAACTTGGG

CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGAGCAGTGGGTGACCGAGGAGGCCGCCTGCCTTTG
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TGCCGCCTTCGCCAACCACTCCGGTGGGTGATGGGCAGAAGGGCACAAAGCGGG

AACTGGGAAGGCGGGGGACGGGGAAGGCGACCCCTTACCCGCATCTCCCACCCC

CAGGACGCCCCTTTCGCCCCAACGGTCTCTTGGACAAAGCCGTGAGCAACGTGAT

CGCCTCCCTCACCTGCGGGCGCCGCTTCGAGTACGACGACCCTCGCTTCCTCAGG

CTGCTGGACCTAGCTCAGGAGGGACTGAAGGAGGAGTCGGGCTTTCTGCGCGAG

GTGCGGAGCGAGAGACCGAGGAGTCTCTGCAGGGCGAGCTCCCGAGAGGTGCCG

GGGCTGGACTGGGGCCTCGGAAGAGCAGGATTTGCATAGATGGGTTTGGGAAAG

GACATTCCAGGAGACCCCACTGTAAGAAGGGCCTGGAGGAGGAGGGGACATCTC

AGACATGGTCGTGGGAGAGGTGTGCCCGGGTCAGGGGGCACCAGGAGAGGCCAA

GGACTCTGTACCTCCTATCCACGTCAGAGATTTCGATTTTAGGTTTCTCCTCTGGG

CAAGGAGAGAGGGTGGAGGCTGGCACTTGGGGAGGGACTTGGTGAGGTCAGTGG

TAAGGACAGGCAGGCCCTGGGTCTACCTGGAGATGGCTGGGGCCTGAGACTTGTC

CAGGTGAACGCAGAGCACAGGAGGGATTGAGACCCCGTTCTGTCTGGTGTAGGT

GCTGAATGCTGTCCCCGTCCTCCTGCATATCCCAGCGCTGGCTGGCAAGGTCCTA

CGCTTCCAAAAGGCTTTCCTGACCCAGCTGGATGAGCTGCTAACTGAGCACAGGA

TGACCTGGGACCCAGCCCAGCCCCCCCGAGACCTGACTGAGGCCTTCCTGGCAGA

GATGGAGAAGGTGAGAGTGGCTGCCACGGTGGGGGGCAAGGGTGGTGGGTTGAG

CGTCCCAGGAGGAATGAGGGGAGGCTGGGCAAAAGGTTGGACCAGTGCATCACC

CGGCGAGCCGCATCTGGGCTGACAGGTGCAGAATTGGAGGTCATTTGGGGGCTA

CCCCGTTCTGTCCCGAGTATGCTCTCGGCCCTGCTCAGGCCAAGGGGAACCCTGA

GAGCAGCTTCAATGATGAGAACCTGCGCATAGTGGTGGCTGACCTGTTCTCTGCC

GGGATGGTGACCACCTCGACCACGCTGGCCTGGGGCCTCCTGCTCATGATCCTAC

ATCCGGATGTGCAGCGTGAGCCCATCTGGGAAACAGTGCAGGGGCCGAGGGAGG

AAGGGTACAGGCGGGGGCCCATGAACTTTGCTGGGACACCCGGGGCTCCAAGCA

CAGGCTTGACCAGGATCCTGTAAGCCTGACCTCCTCCAACATAGGAGGCAAGAA

GGAGTGTCAGGGCCGGACCCCCTGGGTGCTGACCCATTGTGGGGACGCATGTCTG

TCCAGGCCGTGTCCAACAGGAGATCGACGACGTGATAGGGCAGGTGCGGCGACC

AGAGATGGGTGACCAGGCTCACATGCCCTACACCACTGCCGTGATTCATGAGGTG

CAGCGCTTTGGGGACATCGTCCCCCTGGGTGTGACCCATATGACATCCCGTGACA

TCGAAGTACAGGGCTTCCGCATCCCTAAGGTAGGCCTGGCGCCCTCCTCACCCCA

GCTCAGCACCAGCACCTGGTGATAGCCCCAGCATGGCTACTGCCAGGTGGGCCCA

CTCTAGGAACCCTGGCCACCTAGTCCTCAATGCCACCACACTGACTGTCCCCACTT

GGGTGGGGGGTCCAGAGTATAGGCAGGGCTGGCCTGTCCATCCAGAGCCCCCGT

CTAGTGGGGAGACAAACCAGGACCTGCCAGAATGTTGGAGGACCCAACGCCTGC
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AGGGAGAGGGGGCAGTGTGGGTGCCTCTGAGAGGTGTGACTGCGCCCTGCTGTG

GGGTCGGAGAGGGTACTGTGGAGCTTCTCGGGCGCAGGACTAGTTGACAGAGTC

CAGCTGTGTGCCAGGCAGTGTGTGTCCCCCGTGTGTTTGGTGGCAGGGGTCCCAG

CATCCTAGAGTCCAGTCCCCACTCTCACCCTGCATCTCCTGCCCAGGGAACGACA

CTCATCACCAACCTGTCATCGGTGCTGAAGGATGAGGCCGTCTGGGAGAAGCCCT

TCCGCTTCCACCCCGAACACTTCCTGGATGCCCAGGGCCACTTTGTGAAGCCGGA

GGCCTTCCTGCCTTTCTCAGCAGGTGCCTGTGGGGAGCCCGGCTCCCTGTCCCCTT

CCGTGGAGTCTTGCAGGGGTATCACCCAGGAGCCAGGCTCACTGACGCCCCTCCC

CTCCCCACAGGCCGCCGTGCATGCCTCGGGGAGCCCCTGGCCCGCATGGAGCTCT

TCCTCTTCTTCACCTCCCTGCTGCAGCACTTCAGCTTCTCGGTGCCCACTGGACAG

CCCCGGCCCAGCCACCATGGTGTCTTTGCTTTCCTGGTGAGCCCATCCCCCTATGA

GCTTTGTGCTGTGCCCCGCTAGAATGGGGTACCTAGTCCCCAGCCTGCTCCCTAGC

CAGAGGCTCTAATGTACAATAAAGCAATGTGGTAGTTCCAA 
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3.3.4.  Lančana reakcija polimerazom 

 

Lančana reakcija polimerazom (PCR) je metoda kojom se umnoţavaju fragmenti 

molekule DNA u nekoliko koraka ovisnih o promjeni temperature. Ciljni dio molekule DNA 

koji se ţeli umnoţiti odreĎuje se pomoću para specifičnih početnica komplementarnih 

krajevima fragmenta od interesa, od kojih se jedna veţe u 5'-3' smjeru (eng. forward), a druga 

u 3'-5' smjeru (eng. reverse). Vezanje početnica na DNA kalup pokretač je serije reakcija u 

kojima enzim DNA polimeraza na temelju jednolančanog kalupa sintetizira novi 

komplementarni lanac dodavanjem komplementarnih gradivnih blokova DNA, 

deoksiribonukleotida (dNTP-ova). Jedan PCR ciklus sastoji se od 3 glavna koraka (Slika 1): 

denaturacije na 95°C u trajanju od 30 s pri kojoj dolazi do razdvajanja dvaju 

komplementarnih lanaca molekule DNA, zatim prijanjanja, odnosno komplementarnog 

vezanja specifičnih početnica (eng. annealing) uslijed sniţavanja temperature na 55-60°C 

tijekom 30-60 s, te elongacije pri 72°C oko 3 min tijekom koje DNA polimeraza sintetizira 

novi komplementarni lanac dodavanjem gradivnih blokova, komplementarnih dNTP-ova. 

Prosječna PCR reakcija odvija se u 30 do 35 ciklusa. 

 

Slika 1. Prikaz jednog ciklusa PCR reakcije u 3 koraka : 1) denaturacija, 2) prijanjanje 

specifičnih početnica, 3) elongacija  

(Preuzeto i prilagoĎeno iz https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction) 

dNTP 

specifična 

početnica  

DNA kalup 
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3.3.4.1.  Optimizacija metode lančane reakcije polimerazom 

 

Prije početka umnaţanja ţeljenih fragmenata gena CYP2D6, izvršena je optimizacija 

metode, odnosno, utvrĎene su optimalne temperature prijanjanja početnica. Odabrana su 3 

probna uzorka. Pripremljena je reakcijska smjesa (Tablica 5) za 6 puta po 3 uzorka i 

negativnu kontrolu pri čemu su korištene početnice za umnaţanje fragmenta koji sadrţi 

mutaciju 1. Uzorci su zatim naneseni u Eppendorf tubice i stavljeni u ureĎaj za toplinske 

cikluse (Biometra) i to tako da su po tri uzorka i negativna kontrola zajedno smješteni u jedan 

stupac. UreĎaj je programiran tako da je reakcija komplementarnog spajanja početnica u 

svakom stupcu provedena na različitoj temperaturi u rasponu od 53°C do 60°C: 53,2°C, 

54,4°C, 56,1°C, 57,7°C, 59,3°C i 60,0°C. Nakon provedenog umnaţanja DNA fragmenta 

metodom lančane reakcije polimeraze, uzorci su naneseni na agarozni gel da bi se 

elektroforezom provjerilo na kojoj je temperaturi PCR reakcija bila najuspješnija.  

 

Tablica 5. Sadrţaj reakcijske smjese za jednu PCR reakciju 

Komponenta smjese 

Volumen 

u µL 

5x HOTFIREPol
®

 

Blend Master Mix 4 

Početnica forward 0,3 

Početnica reverse 0,3 

DNA 2 

H2O 13,4 

Ukupno 20 

 

PCR reakcija odvijala se prema sljedećem programu: 

95 °C 12 min 

95 °C 15 s      

53,2 – 60.0 °C 30 s           30x                

72 °C 1 min 

72 °C 8 min 

4 °C ∞ 
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Provjerom uzoraka umnoţenih metodom PCR na agaroznom gelu (Slika 2) 

ustanovljeno je da se uzorci najuspješnije umnaţaju na temperaturi od 57,7°C pa je radi 

dodatne provjere postupak ponovljen s većim brojem uzoraka na temperaturama od 57,7°C i 

58,0°C. Odabrana je konačna temperatura od 57,7°C za umnaţanje fragmenta koji sadrţi 

mutaciju 1.  

 

Slika 2. Rezultat gel elektroforeze prilikom optimizacije metode 

  

 

3.3.4.2.  Umnažanje uzoraka metodom lančane reakcije polimerazom 

 

Metodom PCR umnoţeno je 33 odabranih uzoraka od kojih je 28 umnoţenih 

fragmenata koji sadrţe novopronaĎenu mutaciju 1 te 5 umnoţenih fragmenata koji sadrţe 

novopronaĎene mutacije 2 i 3. Sastav reakcijske smjese prikazan je u Tablici 5 za odabrane 

uzorke i negativnu kontrolu koja je umjesto DNA sadrţavala vodu radi provjere onečišćenja 

reakcijske smjese.  

53,2°C     54,4°C      56,1°C  

57,7°C     59,3°C      56,0°C  

57,7°C 

58,0°C 

M M 

M 
M 



23 

PCR reakcija za umnaţanje fragmenta koji sadrţi mutaciju 1 odvijala se prema sljedećem 

programu: 

95 °C 15 min 

95 °C 15 s      

57,7 °C 30 s           30x                

72 °C 40 s 

72 °C 7 min 

4 °C ∞ 

 

PCR reakcija za umnaţanje fragmenta koji sadrţi mutacije 2 i 3 odvijala se prema sljedećem 

programu: 

95 °C 15 min 

95 °C 15 s      

58 °C 30 s           30x                

72 °C 40 s 

72 °C 7 min 

4 °C ∞ 

 

Za izradu PCR reakcijskih smjesa korišten je komercijalni kit 5x HOT FIREPol
®

 Blend 

Master Mix sa 10 mM MgCl2 (Solis BioDyne) koji sadrţi: 

- HOT FIREPol
®
 DNA polimerazu 

- Proofreading enzim 

- 5x Blend Master Mix pufer čiji je sastav zaštićen autorskim pravima 

- 10 mM MgCl2 

- 1 mM svakog dNTP-a 

- BSA (albumin iz goveĎeg seruma) 

 

3.3.5.  Provjera umnoženih fragmenata gel elektroforezom 

 

Nakon provedenih PCR reakcija, provjera je li došlo do umnaţanja ţeljenih 

fragmenata izvršena je elektroforezom na agaroznom gelu. Metoda se temelji na razdvajanju 

nukleinskih kiselina i drugih nabijenih molekula u gelu prema veličini. Kretanje molekula 

uzrokuje nastanak električnog polja izmeĎu dviju elektroda. Jaţice s uzorcima nalaze se na 

negativnoj katodi kako bi se negativno nabijene DNA molekule kretale prema pozitivnoj 
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anodi, prilikom razdvajanja manje molekule se kreću brţe, a veće molekule se kreću sporije. 

Razdvajaju se umnoţeni fragmenti DNA te se njihove veličine utvrĎuju prema markeru 

poznatih veličina. Da bi vizualizacija DNA bila moguća, u gel se dodaje interkalirajuća boja.  

Pripremljen je 2%-tni agarozni gel prema protokolu. U 80 mL 1xTris-acetat-EDTA 

pufera (TAE, 40 mM Tris-acetat i 1 mM EDTA, pH=8,0) dodano je 1,6 g agaroze te je 

otopina zagrijavana u mikrovalnoj pećnici dok se agaroza u potpunosti nije otopila. Zatim je u 

otopinu dodano 3 µL boje SYBR® Safe (Invitrogen) za vizualizaciju molekula, nakon čega je 

izlivena u kalup i ostavljena u mraku dok nije polimerizirala.  

Uzorci su naneseni na gel zajedno s markerom odgovarajućih veličina te je provedena 

elektroforeza pri naponu od 80 V tijekom 30 minuta. Gel je vizualiziran na UV 

transiluminatoru te je potvrĎeno da su umnoţeni ţeljeni fragmenti uzoraka. 

 

3.4.  Priprema sekvencijske reakcije i sekvenciranje Sangerovom metodom 

 

 Uspješno umnoţeni uzorci očišćeni su od preostalih početnica i neugraĎenih 

nukleotida korištenjem komercijalne enzimske mješavine ExoSAP-IT
TM

 For PCR Product 

Clean-Up (Affymetrix
TM

) koja se sastoji od enzima egzonukleaze I (ExoI) i alkalne fosfataze 

iz škampa (SAP, od eng. Shrimp Alkaline Phosphatase). U 10 µL PCR produkta dodano je 4 

µL enzimske mješavine ExoSAP-IT te je stavljeno u PCR ureĎaj za toplinske cikluse prema 

uputstvima proizvoĎača enzima. 

 

Reakcija za pročišćavanje oba umnoţena fragmenta odvijala se prema sljedećem programu:

 37°C 15 min 

 80°C 15 min 

 4°C ∞ 

 

U pripremi sekvencijske reakcije PCR produkata korišten je komplet Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) prema protokolu proizvoĎača. 

Za oba fragmenta, umnoţena metodom PCR, prireĎene su po dvije sekvencijske reakcije: 

jedna s forward, a druga s reverse početnicom. Za pripremu sekvencijskih reakcija korištene 

su iste početnice kao i za umnaţanje fragmenata metodom PCR. Sadrţaj jedne sekvencijske 

reakcije prikazan je u Tablici 6. Sekvencijske reakcije stavljene su u ureĎaj za toplinske 

cikluse.  
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Sekvencijske reakcije odvijale su se prema sljedećem programu, u skladu s uputama 

proizvoĎača za Big Dye 3.1: 

 96°C 5 min 

 96°C 10 s 

 50°C 5 s  30x 

 60°C 4 min 

4°C ∞ 

 

Tablica 6. Sadrţaj jedne sekvencijske reakcije 

Komponenta smjese 

Volumen 

u µL 

Big Dye 3.1 1 

Početnica  0,3 

H2O 1,7 

DNA 2 

Ukupno 5 

 

 

Sekvencijski produkti su zatim pročišćeni za sekvenciranje korištenjem komercijalnog 

kompleta BigDye® XTerminator™ Purification Kit prema protokolu proizvoĎača. Navedeni 

se komplet sastoji od otopina SAM™ i XTerminator™ i koristi radi uklanjanja neugraĎenih 

fluorescentno obiljeţenih nukleotida koji mogu stvarati probleme prilikom procesa 

sekvenciranja i kapilarne elektroforeze uzoraka.  

Sekvencijskim produktima volumena 5 µL dodano je još 5 µL dH2O do ukupnog 

volumena 10 µL te su prebačeni na sekvencijsku pločicu sa 96 jaţica. U svaku jaţicu sa 

sekvencijskim produktom dodano je 45 µL SAM otopine, a zatim 10 µL prethodno 

vorteksirane otopine Xterminator. Tako prireĎene reakcije na sekvencijskoj pločici stavljene 

su na vorteks na 35 Hz pri sobnoj temperaturi u trajanju od 30 minuta. Nakon završene 

pripreme uzoraka za sekvencijsku reakciju, pločica je stavljena u ureĎaj za sekvenciranje, 

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Za sekvenciranje su korišteni polimer POP7 i 

pufer 10xEDTA. Duţina korištenih kapilara bila je 50 cm. 
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3.5.  Analiza podataka dobivenih sekvenciranjem  

  

Podaci su obraĎeni u programu SeqScape v3.0 koji rezultate kapilarne elektroforeze 

identificira kao sljedove nukleotida i prikazuje u obliku elektroferograma „poravnane“ s 

referentnim slijedom gena CYP2D6. Očitane sekvence usporeĎene su s očitanjima rezultata 

dobivenih sekvenciranjem novih generacija, NGS (Illumina). 

 

 

3.6.  Softver PROVEAN 

 

 PROVEAN (akronim od eng. Protein Variation Effect Analyzer) je softver koji 

predviĎa utječu li novootkrivene mutacije ili in/del polimorfizmi na supstituciju aminokiselina 

i eventualnu promjenu biološke funkcije proteina.  

 

PROVEAN web posluţitelj trenutno koristi verziju PROVEAN v1.1.3, a softveru je moguće 

pristupiti preko web stranice: http://provean.jcvi.org/index.php 

 

Odabrana je opcija PROVEAN Genome Variants  Human da bi se provjera utjecaja 

odreĎene mutacije na protein ispitala na čovjeku. Program zahtjeva unos lokacije nukleotida 

prema GRCh37 genome assembly sustavu pa je potrebno prenijeti podatke iz sustava GRCh38 

u sustav GRCh37 te navesti originalni nukleotid i pronaĎenu varijantu čitano sa + lanca DNA. 

Prema GRCh38, novootkrivene su mutacije smještene na nukleotidima 42.130.042 (mutacija 

1), 42.129.276 (mutacija 2) i 42.129.127 (mutacija 3), a prema sustavu GRCh37 nalaze se na 

sljedećim lokusima: 

 

GRCh37: 

mutacija 1 – 42.526.044  

mutacija 2 – 42.525.278  

mutacija 3 – 42.525.129  

 

U PROVEAN je potrebno unijeti sljedeće podatke odvojene zarezom: redni broj kromosoma, 

nukleotid prema GRCh37 sustavu, originalni nukleotid te pronaĎenu varijantu. 

http://provean.jcvi.org/index.php
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Unešeni su sljedeći podaci:  22,42526044,T,C 

22,42525278,C,A 

22,42525129,G,A 
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4. REZULTATI 

 

Analizirana su 3 lokusa unutar gena CYP2D6 kod 323 pripadnika romske populacije u 

Hrvatskoj. Rezultati NGS-a usporeĎeni su s dobivenim rezultatima Sangerovog sekvenciranja. 

 

Kod analize mutacije 1 na lokaciji 42.130.042 (GRCh38), od 323 uzorka 

sekvenciranih metodom NGS-a, reakcija nije uspjela kod 222 osobe, kod jedne je osobe 

zabiljeţen genotip G/G, a kod preostalih je 100 osoba utvrĎen genotip A/A. Provjerom dijela 

rezultata dobivenih metodom NGS-a na sekvenceru koji radi po principu Sangerovog 

sekvenciranja, utvrĎeno je da ta jedna osoba nije homozigot za genotip G/G, već za genotip 

A/A, a da su preostali ponovljeni uzorci (N=2), prvotno očitani metodom NGS-a kao A/A 

genotip, bili jednako očitani i metodom po Sangeru. Nadalje, metodom sekvenciranja po 

Sangeru sekvencirano je i 25 uzoraka osoba koje su prethodno bile neuspješno sekvencirane 

metodom NGS-a; utvrĎeno je da su sve osobe nositelji genotipa A/A. Na slici 3 prikazana je 

sekvenca ispitanika očitana metodom NGS-a, a na slici 4 očitana metodom po Sangeru. Crnim 

pravokutnikom označen je proučavani lokus. 

 

 

Slika 3. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom NGS-a i očitanog u računalnom 

programu Integrative Genomics Viewer. Na lokaciji 1.291 (chr22:42.130.042) očitan je 

nukleotid G, a u referentnoj sekvenci je nukleotid A. 
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Slika 4. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom po Sangeru korištenjem forward 

početnice i očitanog u računalnom programu SeqScape v3.0. Na 865 nukleotidu umnoţenog 

fragmenta očitan je nukleotid A. 

 

Na slici 5 je prikazana sekvenca dijela gena CYP2D6 jednog ispitanika uspješno očitana 

metodom po Sangeru, a čije sekvenciranje nije uspjelo metodom NGS-a.  

 

Slika 5. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom po Sangeru korištenjem forward 

početnice i očitanog u računalnom programu SeqScape v3.0. Proučavani lokus nalazi se 

izmeĎu 210. i 220. nukleotida sekvenciranog fragmenta, nukleotid A u fragmentu TCAGG.  

 

 

Analizom mutacije 2 na lokaciji 42.129.276 (GRCh38), od 323 uzorka sekvencirana 

metodom NGS-a, kod 184 osobe je utvrĎen genotip G/G, kod 124 je osobe utvrĎen 

heterozigotni genotip G/T, a kod preostalih 15 osoba utvrĎen je genotip T/T. Za provjeru 

mutacije G>T sekvenciranjem po Sangeru odabrana su dva uzorka genotipa G/G, dva uzorka 
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genotipa G/T te jedan uzorak genotipa T/T. Uzorci osoba koje su prema NGS-u bile nositelji 

genotipa G/G isti su rezultat pokazale i nakon sekvenciranja po Sangeru. MeĎutim, rezultati 

sekvenciranja po Sangeru su pokazali da su osobe koje je NGS označio kao nositelje 

genotipova G/T i T/T ustvari nositelji genotipa G/G. Na slikama 6 i 7 prikazane su sekvence 

heterozigota G/T i homozigota T/T očitane metodom NGS-a, dok su na slikama 8 i 9 

sekvence očitane metodom po Sangeru koje pokazuju da su obe osobe nositelji genotipa G/G. 

Crnim pravokutnikom označen je proučavani lokus. 

 

 

Slika 6. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom NGS-a i očitanog u računalnom 

programu Integrative Genomics Viewer. Na lokaciji 2.057 (chr22:42.129.276) očitano je 50% 

nukleotida T i 50% nukleotida G (heterozigot), a u referentnoj sekvenci je nukleotid G. 
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Slika 7. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom NGS-a i očitanog u računalnom 

programu Integrative Genomics Viewer. Na lokaciji 2.057 (chr22:42.129.276) očitan je 

nukleotid T, a u referentnoj sekvenci je nukleotid G. 

 

 

 

Slika 8. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom po Sangeru korištenjem reverse 

početnice i očitanog u računalnom programu SeqScape v3.0. IzmeĎu 250. i 260. nukleotida 

očitan je nukleotid C, posljednji u sekvenci TGGTCTCC. 

 

 

 

Slika 9. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom po Sangeru korištenjem forward 

početnice i očitanog u računalnom programu SeqScape v3.0. IzmeĎu 140. i 150. nukleotida 

očitan je nukleotid G, posljednji u sekvenci ACTGCGG. 

 

 

Analizom mutacije 3 na lokaciji 42.129.127 (GRCh38), od 323 uzorka sekvenciranih 

metodom NGS-a, kod jedne je osobe utvrĎen heterozigotni genotip C/T, a kod preostalih je 

osoba utvrĎen homozigotni genotip C/C. Za provjeru mutacije C>T sekvenciranjem po 

Sangeru odabran je jedan uzorak novopronaĎenog heterozigota i 4 uzorka genotipa C/C. 

Rezultati sekvenciranja potvrdili su da osoba koju je NGS označio kao nositelja genotipa C/T 

zaista i jest nositelj genotipa C/T. Na slici 10 prikazana su očitanja metodom NGS za osobu 

koja je nositelj heterozigotnog genotipa C/T, a na slici 11 potvrĎena očitanja Sangerovim 

sekvenciranjem prikazana pomoću programa SeqScape v3.0. Crnim pravokutnikom označen 

je proučavani lokus. 



 

32 

Za proučavani lokus na slici 11 vide se 2 vrha (pika) različitih boja jedan ispod drugog, što 

znači da je program prepoznao dva nukleotida: plavo obojani C i crveno obojani T.  

 

 

 

Slika 10. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom NGS-a i očitanog u računalnom 

programu Integrative Genomics Viewer. Na lokaciji 2.206 (chr22:42.129.127) kod 

heterozigota je očitano 50% nukleotida T i 50% nukleotida C. 

 

 

 

Slika 11. Prikaz dijela gena CYP2D6 sekvenciranog metodom po Sangeru korištenjem 

forward početnice i očitanog u računalnom programu SeqScape v3.0. Na poloţaju 1780 

očitani su nukleotidi C i T. 
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S obzirom na to da je novootkrivena mutacija 3 potvrĎena sekvenciranjem po Sangeru, 

provjeren je utjecaj te mutacije na funkcionalnost proteina CYP2D6 korištenjem softvera 

Protein Variant Effect Analyzer (PROVEAN). UtvrĎeno je da se novootkrivena mutacija 

nalazi u protein-kodirajućoj regiji, no kako dovodi do sinonimne (od eng. synonymous, 

antisense), odnosno tihe supstitucije, ovom promjenom nukleotida ne dolazi do zamjene 

aminokiseline odnosno do promjene strukture proteina.  

Novootkrivena mutacija 3, odnosno, postojanje T alela na poziciji 22:42.129.127 je 

potvrĎeno metodom Sangerovog sekvenciranja. Prevalencija ovog alela u romskom uzorku 

iznosi 0,155%. (1/646=0,001548).  
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5. RASPRAVA 

 

Gen CYP2D6 spada u skupinu gena ADME, farmakogena, koji sintetiziraju proteine 

uključene u apsorpciju, distribuciju, metabolizam i ekskreciju lijekova u organizmu. Jedan je 

od najčešće istraţivanih CYP gena kod ljudi te je odgovoran za metabolizam pribliţno 25% 

najčešće propisanih kliničkih lijekova; antidepresiva, antipsihotika, neuroleptika, opioida, 

antiaritmika, β-blokatora i drugih. TakoĎer je visoko polimorfan u ljudskoj populaciji, a meĎu 

najčešće mutacije spadaju SNP-ovi te kratke insercije i delecije. Ukoliko se polimorfizmi 

nalaze u kodirajućoj regiji gena, moţe doći do supstitucije aminokiseline, što moţe imati 

negativan učinak na fenotip jer dolazi do promjene strukture proteina, stabilnosti enzima i 

specifičnosti vezanja supstrata. Nalazi brojnih istraţivanja pokazuju da interindividualne 

razlike u populaciji ADME gena pokazuju izraţene geografske i etničke varijacije. 

Romi su najveća i najraširenija etnička manjina na svijetu s jedinstvenom genetičkom 

poviješću. Uniparentalno nasljeĎeni markeri (mitohondrijska DNA i kromosom Y) potvrdili 

su njihove indijske korijene, a nomadskim načinom ţivota usvojili su razne jedinstvene 

društvene i kulturološke elemente, što je, uz reproduktivnu izoliranost i endogamiju romske 

populacije, snaţno utjecalo na njihovu genetičku strukturu. Tijekom svoje prošlosti, Romi su 

se rascjepkali na mnogo manjih grupa i zadrţali zatvorenost prema populacijama uz koje su se 

nastanili. U ovom su istraţivanju analizirane romske populacije s područja Hrvatske: 

MeĎimurja, Baranje i Zagreba. 

Istraţivanje farmakogena je korisno za modulaciju farmakoterapija kod Roma jer su 

populacija s čestim i raznovrsnim zdravstvenim problemima, a kako su zatvorena populacija, 

za očekivati je da zbog genetičkog drifta i inbreedinga imaju drugačiju genetsku 

predispoziciju za metabolizam lijekova. Nadalje, ukoliko se kod izolata otkrije neka nova 

varijanta farmakogena, koja utječe na djelovanje farmakoproteina, daljnja se istraţivanja 

mogu usmjeriti na pronalazak prikladne terapije za odreĎeno zdravstveno stanje.   

U ovom radu istraţena je vjerodostojnost rezultata sekvenciranja metodom sljedeće 

generacije (NGS, Illumina) prema kojima su pronaĎene 3 nove mutacije u genu CYP2D6 kod 

141 osobe na testiranom uzorku od 323 hrvatskih Roma. Provjera je napravljena umnaţanjem 

fragmenata koji sadrţe novopronaĎene mutacije metodom lančane reakcije polimerazom te 

sekvenciranjem metodom po Sangeru, s obzirom da je Sangerovo sekvenciranje, iako skuplje 

i sporije, daleko preciznije i točnije. 
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Analizom sva tri lokusa, utvrĎeno je da je samo novopronaĎena mutacija 3 zaista 

mutacija, što je potvrĎeno i Sangerovom metodom, dok su mutacije 1 i 2 pogrešno 

interpretirane kao mutacije zbog grešaka prilikom očitavanja rezultata NGS-a.  

Mutacija 1 detektirana na lokaciji chr22:42.130.042, prema NGS-u je očitana kod 

jednog ispitanika kao nukleotid G. Sangerovim je sekvenciranjem utvrĎeno da se na toj 

poziciji nalazi nukleotid A, baš kao i kod preostalih ispitanika kod kojih je nukleotid A očitan 

metodom NGS-a potvrĎen Sangerovom metodom. Prema rezultatima Sangera, i prvotno 

neuspjeli uzorci NGS-a su očitani kao nukleotid A. UtvrĎeno je da su sve analizirane osobe za 

promatrani lokus nositelji genotipa A/A te da nije došlo do zamjene nukleotida.  

Ono što primarno upada u oči kod ovog lokusa je da kod čak 68,7% ispitanika (222 

osobe od ukupno 323) nije uspjelo umnaţanje amplikona te nije mogao biti očitan NGS-om. 

Pretpostavljamo da nije problem u lošoj kvaliteti DNA s obzirom na to da su preostala dva 

istraţivana lokusa kod svih ovih ispitanika uspješno očitana. Kod osoba kod kojih je lokus 

chr22:42.130.042 ipak uspješno sekvenciran metodom NGS-a, poravnavanjem amplikona je 

utvrĎeno da je taj lokus udaljen 20-25 nukleotida od kraja jednog, odnosno, početka idućeg 

amplikona, što je udaljenost kod koje se ne očekuje pogreška u očitavanju sekvence, što je i 

potvrĎeno resekvenciranjem po Sangeru uzoraka koje je NGS očitao kao homozigote AA. 

Pogrešno zabiljeţen homozigot GG moţe biti posljedica pogreške koja se javlja kod svih 

sekvencera: tvrtka Illumina kod svih svojih instrumenata navodi da je njihova najčešća 

greška, koja se javlja s učestalošću ≥0,1, očitavanje nepostojeće supstitucije baze (Glenn 

2011). 

 

Mutacija 2 detektirana je NGS-om na lokaciji chr22:42.129.276 kod 43% ispitanika. 

MeĎutim, unatoč tome što je sustav Illumina zabiljeţio 15 homozigota T/T i 124 heterozigota 

G/T, Sangerovim sekvenciranjem ta novootkrivena mutacija nije potvrĎena. Analizom 

elektroferograma nakon Sangerovog sekvenciranja u svim je uzorcima na ispitivanom lokusu 

detektiran nukleotid G, odnosno, sve su osobe bile homozigoti G/G. Ponovnim analiziranjem 

rezultata NGS-a, ustanovljeno je da je za navedeni lokus nukleotid T bio očitan samo u 

slučajevima kada amplikon počinje upravo tim lokusom. Kada se lokus nalazi u sredini 

pročitanog fragmenta, NGS je očitao nukleotid G, kao i u originalnoj sekvenci.  

Metoda NGS radi po principu sekvenciranja u fragmentima, amplikonima (Slika 12). 

Nukleotidi na samim krajevima amplikona, bez obzira radi li se o 5` ili 3` krajevima, se 

izrezuju prilikom poravnavanja amplikona s referentnom sekvencom („trimaju, od eng. 

trimming)  jer se pokazalo da su vrlo često pogrešno očitani (Abnizova i sur. 2011). Osim 
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toga, pokazalo se da i neka varijanta blizu granice amplikona moţe uzrokovati neusklaĎenost 

višestrukih očitanja, što u konačnici dovodi do laţno-pozitivnih ili laţno-negativnih rezultata 

(Satya i DiCarlo 2014). Ukoliko se nova varijanta pojavi blizu kraja očitanja, moţe čak 

uzrokovati da se sve baze od te varijante pa do kraja fragmenta isključe iz poravanja što je 

poznato kao čitanje baza „soft-clipping“, odnosno odsijecanje iz očitane sekvence.  

 

 

Slika 12. Tipični dizajn korišten za ciljano sekvenciranje pomoću amplikona. Ciljna regija je 

prekrivena preklapajućim amplikonima. Svaki je amplikon predstavljen početnicom forward 

(F#) i početnicom reverse (R#). (Preuzeto i prilagoĎeno iz Satya i DiCarlo, 2014) 

 

Razlog zbog kojeg je u ovom istraţivanju ipak odlučeno da se sekvencira po Sangeru 

regija gena CYP2D6 komplementarna amplikonu čiji je prvi nukleotid pokazivao novu 

mutaciju je stoga što su ispitivani uzorci Roma, izolirane populacije koja se često genetski 

razlikuje od ostalih populacija (Martinović Klarić 2009, Peričić Salihović i sur. 2011, Škarić-

Jurić i sur. 2018). Unatoč tome što je postojala velika vjerojatnost da je rezultat pogreška 

NGS-a, nismo smjeli riskirati da propustimo detektirati eventualnu novu mutaciju u ovoj 

populaciji.  

 

Mutacija 3, detektirana na lokaciji chr22:42.129.127 prema rezultatima NGS-a 

pronaĎena je kod jednog ispitanika, što je Sangerovom metodom i potvrĎeno, te smo 

izračunali da je u romskom stanovništu prisutna s prevalencijom od 0,155%. Mutacija se 

nalazi u protein-kodirajućoj regiji pa je provjeren njezin utjecaj na funkcionalnost i svojstva 

proteina. UtvrĎeno je da je mutacija sinonimna, odnosno da dolazi do tihe supstitucije gdje 

dolazi do promjene kodona, ali ne i aminokiseline što ne utječe na funkcionalnost proteina. 

Ipak, nismo mogli izvršiti jedan od postavljenih ciljeva ovog rada definiran prilikom prijave 

teme, prijavu novootkrivene mutacije u dbSNP, jer smo bili preduhitreni. Naime, utvrdili smo 

da se u bazi podataka 1000 Genomes već nalazi ova mutacija (C>T) koju je u listopadu 2018. 

godine, paralelno s prijavom teme ovog diplomskog Vijeću Biološkog odsjeka PMF-a, 
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prijavio program TOPMed (akronim od eng. Trans-Omics for Precision Medicine). U 

programu TOPMed sekvenciran je genom 125.568 osoba koje pate od bolesti srca, pluća, krvi 

i poremećaja spavanja, a mutacija je pronaĎena samo kod jedne osobe (heterozigota) na 

reverse lancu, čime prevalencija ovog alela iznosi 0,00079%  

(https://bravo.sph.umich.edu/freeze5/hg38/variant/22-42129127-G-A#variant-site-metrics , 

pristupljeno 15.1.2019). TOPMed u svojem projektu ima otprilike 60% pojedinaca ne-

europskog podrijetla uključujući azijsko, afričko i latino-američko podrijetlo, no naţalost, 

nismo imali mogućnosti provjeriti kojeg je podrijetla ispitanik u TOPMedu. 

 

 

https://bravo.sph.umich.edu/freeze5/hg38/variant/22-42129127-G-A#variant-site-metrics
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6. ZAKLJUČAK 

 

 Analizom sekvenci gena CYP2D6 na uzorku 323 pripadnika romske populacije 

Hrvatske, od tri novopronaĎene mutacije otkrivene metodom sekvenciranja nove 

generacije (NGS), sekvenciranjem metodom po Sangeru dvije mutacije nisu 

potvrĎene. 

 Mutacija C>T gena CYP2D6 na lokusu 22:42.129.127 je Sangerovim sekvenciranjem 

potvrĎena i pronaĎena u dbSNP bazi (rs1349481801). S obzirom na to da se radi o 

sinonimnoj mutaciji prilikom koje ne dolazi do promjene aminokiseline u proteinu, 

ona ne utječe na funkcionalnost proteina CYP2D6.   

 Prevalencija alela T u romskoj populaciji Hrvatske iznosi 0,155%. 

 Ovim istraţivanjem potvrĎena je tvrdnja da je Sangerovo sekvenciranje „zlatni 

standard“ u otkrivanju/potvrĎivanju novih mutacija. 
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