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1. UvOD

1.1. Romi

1.1.1. Pregled povijesti Roma

Romi su transnacionalna manjina rasprostranjena u Europi i manjim dijelom u
Sjevernoj i Juznoj Americi. Smatra se da su njihovi preci napustili podru¢je danasnje sjeverne
Indije prije oko 1500 godina (Mendizabal i sur. 2012) i stigli u Bizantsko carstvo prije 900 do
1100 godina (Fraser 1992). Postoje¢e populacije Roma u Europi formirane su ranim
postupnim migracijama s Balkana u ostatak Europe zavrsenima do 15. stolje¢a (Slika 1)
zajedno s tri recentnija zamjetna vala migracija: prvim nakon ukidanja ropstva u Rumunjskoj
krajem 19. stolje¢a, drugim iz Jugoslavije u 1960-ima i 1970-ima te tre¢im u 1990-ima iz
istoéne Europe zbog politicko ekonomske situacije (Hancock 1987; Fraser 1992; Liégeois

1994; Reyniers 1995). 1z Europe dio je Roma emigrirao u Sjevernu te Juznu Ameriku.
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Slika 1. Dolazak i migracije Roma u Europi. Preuzeto i prilagodeno prema
www.shahidhussainraja.com.



Zbog nedostatka pisanih izvora, teSko je donositi zakljuc¢ke o njihovom podrijetlu i
migracijama. Mnoga lingvisticka istrazivanja utvrdila su da romski jezici svoje korijene
imaju u jezicima koji se govore na prostoru Indije. Mnogobrojne posudenice iz perzijskog i
armenijskog jezika potvrduju da su se Romi zadrzali u Perziji i Armeniji. Nakon dolaska u
Bizantsko carstvo, na prostor Europe usli su preko Trakije 1 zadrzali se na Balkanu, §to je

takoder ostavilo traga u romskom jeziku.

1.1.2. PoloZaj i rasprostranjenost Roma danas

Smatra se da Roma u svijetu danas zivi izmedu 12 i 15 milijuna, od toga u Europi
izmedu 8 i 10 milijuna. Prema procjenama Vije¢a Europe, drzava s najveé¢im apsolutnim
brojem Roma je Turska (oko 2 750 000), a slijede ju Rumunjska, Ruska Federacija,
Bugarska, Madarska te Spanjolska (Council of Europe 2012, Slika 2).
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Slika 2. Broj pripadnika romske populacije u Europi (Council of Europe 2012).

Zajednicu Roma c¢ini mozaik jezika, religija i obi¢aja. Nazivi romskih skupina
mnogobrojni su i sloZeni te najce$¢e opisuju zanimanje, neko geografsko ili povijesno
obiljezje.

Rije¢ ,,Rom* dolazi od romskog ,,fom* ili ,,;rom* §to znaci muz ili muSkarac. Romski
jezik nije jedinstven ve¢ ga Cine razliciti dijalekti koji svi spadaju u skupinu indoarijskih
jezika, koji pripadaju indoeuropskoj skupini jezika. Sedam dijalekata je dovoljno razli¢ito da

bi ih se smatralo zasebnim jezicima. NajviSe govornika imaju balkanski, vlaski i sinte jezik
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(Lewis i sur. 2016). Vec¢ina Roma, dakako, govori i jezik drzave u kojoj Zive. Postoje i jezici
koji su mjesavina jezika okoline i romskog vokabulara te se nazivaju para-romskim.

Odnosi vecinskog stanovniStva, ne-Roma, prema Romima tijekom povijesti su
nazalost Cesto bili obiljezeni stigmatizacijom i diskriminacijom. Izmedu 14. i 19. stoljeca vise
od polovice europskog romskog stanovniStva bilo je porobljeno u Rumunjskoj. Romi su bili
progonjeni, zabranjivalo im se koristenje romskog jezika, posjedovanje dobara i1 trgovanje.
Netom prije i za vrijeme Drugog svjetskog rata bili su odvodeni u koncentracijske logore i
sustavno ubijani.

Usprkos pozitivnim pomacima u drugoj polovici 20. stolje¢a u vidu rasta svijesti i
tolerancije, i danas je dio Roma u zna¢ajno nepovoljnijem polozaju od veéinske populacije.
Iskljuceni su iz ekonomskog, druStvenog i politickog Zivota. U usporedbi s vecinskim
stanovniStvom, Romi ¢e$¢e zive u siromastvu, provode manje vremena u obrazovnom
sustavu te zive bez pristupa pitkoj vodi i bez pristupa sustavu opskrbe elektriénom energijom.
Takoder ¢esce boluju od kroni¢nih bolesti, imaju otezan pristup zdravstvenoj zastiti te se teze

zaposljavaju.

1.1.3. Romi u Hrvatskoj

Romi se u Hrvatskoj prvi put spominju 1362. u trgovackom spisu iz Dubrovnika.
Desetak godina kasnije (1373. godine) spominju se i u Zagrebu, gdje su trgovci, krojaci i
mesari. U Dubrovniku zive u Gruzu i ve¢ krajem 14. i u 15. stolje¢u formiraju srodnicke
zadruge koje se bave tradicionalnim romskim zanatima i glazbom. 1500. godine Romi se
spominju u predgradu Sibenika. O stvarnom broju i polozaju Roma u Hrvatskoj tijekom 16. i
17. stoljeca, malo je podataka. Cigani, sviraci, spominju se u Hrvatskoj 1671. godine. U
Medimurju se Romi spominju 1688. godine, u Legradu koji tada administrativno pripada
Medimurju. Velike romske skupine dolaze u Hrvatsku tijekom 19. stolje¢a iz Rumunjske
nakon ukinuca ropstva (pravamanjina.gov.hr).

Prema podacima DrZavnog zavoda za statistiku u Republici Hrvatskoj je u 2011.
godini popisano 16.975 pripadnika romske nacionalne manjine, $to ¢ini 0.4% ukupnog
hrvatskog stanovnistva i predstavlja kontinuiran rast sve od popisa 1971. Medutim, ti se
podaci ne mogu smatrati egzaktnima jer znacajan broj Roma nije ni obuhvacen takvim
popisom zbog neposjedovanja identifikacijskih dokumenata i Zivota u nelegaliziranim

naseljima. S druge strane, mnogi se ne Zele izjasniti kao Romi. Stoga se procjenjuje se da je



stvaran broj Roma u Hrvatskoj izmedu 30 000 1 40 000. Najvise Roma zivi na podrucju

Medimurske, Osjec¢ko-baranjske i Sisa¢ko-moslavacke Zupanije te Grada Zagreba (Slika 3).

1-3%
3-5%
5-10%
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Roma in Croatia
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Slika 3. Romi u Hrvatskoj prema najnovijem popisu stanovnistva. Preuzeto s ,,Roma
of Croatia 2011 census* korisnika MirkoS18 pod licencom CC BY-SA 3.0.

Kao i u ostatku Balkana, u Hrvatskoj zive balkanski Romi te vlaski Romi koji govore
rumunjskim jezikom, a nazivaju se Bajasi. Balkanski Romi ili oni koji govore balkanskim
dijalektima romskog jezika potjecu od ranijih doseljenika koji su se naselili u podru¢jima
juzno od Dunava, unutar granica Otomanskog carstva. Preci vlaskih Roma presli su Dunav i
naselili se u povijesnim rumunjskim knezevinama, Vlaskoj, Transilvaniji i Moldaviji. Jedan
dio potomaka tih vlaS8kih Roma danas govori novo-vlaske dijalekte romskog jezika, a drugi
dio govori arhai¢nim dijalektima rumunjskog jezika (Martinovi¢ Klari¢ 2009). Medu
Bajasima razlikujemo Munc¢ane i Erdeljane. Munc¢ani u Hrvatskoj veéinom Zive u Baranji,
pravoslavne su vjeroispovijesti 1 govore muncanskim dijalektom. Erdeljani ve¢inom Zive u
Medimurju, katolicke su vjeroispovijesti i govore erdeljskim dijalektom. Populaciju Roma
koja zivi u Zagrebu i okolici ve¢inom ¢ine balkanski Romi koji govore Romani chib, a
nesluzbeno se nazivaju ,,Cibasi“. Bez obzira na navedene razlike, Bajasi su u Hrvatskoj

jedinstvena skupina koja se razlikuje od Roma ,,Cibasa‘.


https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=25775621

1.1.4. Geneticka istraZivanja romskih populacija

Kljuéno istrazivanje koje je neupitno potvrdilo indijske korijene Roma jest
istrazivanje uniparentalnih polimorfizama nerekombinirajuce regije kromosoma Y (NRY, od
eng. non-recombining region of Y chromosome) i mitohondrijske DNA (mtDNA) koje su
proveli Gresham i suradnici 2001. godine. Proucilo se 14 definiranih romskih skupina od
kojih je svaka endogamna u odnosu na ostale. Azijska NRY haplogrupa H1a-M82 bila je
prisutna u svih 14 proucavanih skupina te gotovo kod polovice analiziranih muskaraca
(44.8%). Kod cetvrtine analizirane populacije 1 u svih 14 skupina uo€ena je mitohondrijska
haplogrupa M koja je takoder azijskog podrijetla. Ograni¢ena varijabilnost ovih dviju
nasljednih linija potvrduje da se mala grupa osnivaa odvojila od jedinstvene etnicke
populacije na indijskom potkontinentu. Takoder je utvrdeno da geografska udaljenost
romskih populacija ne odrazava njihovu geneticku povezanost, ¢ak i kad populacije zive u
medusobnoj blizini. Kod europskih populacija nalazimo upravo suprotnu pojavu. Geografska
udaljenost ima vecu ulogu u genetskoj strukturi od kulture i jezika.

Provedena su istrazivanja pet autosomno-recesivnih bolesti (Morar i sur. 2004) u
populacijama Roma. Mutacijski probir ukazao je na visoku ucestalost nositelja mutacija
unutar skupina, u rasponu od 5% do 16%. Ovako visoke ucestalosti pokazatelj su jakog

ucinka utemeljitelja.

1.1.5. Geneticka istraZivanja Roma u Hrvatskoj

Dosad je provedeno nekoliko populacijskih analiza triju romskih populacija s
podrucja Hrvatske, ponajvise u posljednjih desetak godina. U istrazivanju Pokupci¢ iz 2012.
analizirano je 15 autosomnih mikrosatelitnih lokusa i 16 mikrosatelitnih lokusa kromosoma
Y populacija Roma nastanjenih u Baranji, Medimurju te Zagrebu i okolici. Mikrosateliti su
sljedovi repetitivne DNA u kojima se odredeni uzorak (otprilike 2-5 parova baza) ponavlja
veci broj puta, obi¢no od 5 do 50. Pojavljuju se na mnogo mjesta u genomu i Cesto se
oznacavaju kao STR (eng. short tandem repeats). Koriste se u odredivanju srodstva (najcesce
ocinstva), forenzickim istraZzivanjima i1 populacijskoj genetici za utvrdivanje sli¢nosti izmedu
grupa i jedinki na temelju broja ponavljanja sljedova na analiziranim lokusima. Utvrdena je
veca geneticka raznolikost triju romskih populacija iz Hrvatske u odnosu na ostale romske

populacije, nego na europske vecinske populacije, kao i manja geneticka raznolikost u



.....

Slovacke. Usporedbom s indijskom populacijom, uoCena je najveca geneticka sli¢nost s
kastama Balmiki i Iyengar, ukazujuéi na visoku zastupljenost parentalne indijske zalihe gena.

Istrazivanjem ocinskih linija dviju romskih populacija, onih iz Baranje i Medimurja,
utvrdeno je da je najzastupljenija haplogrupa Hla, koja proizlazi iz ancestralne indijske
zalihe gena (Martinovi¢ Klari¢ i sur. 2008) i njezina zastupljenost je rezultat dugotrajne
izolacije i endogamije. Druga najzastupljenija haplogrupa jest E3b1-M78, usvojena dolaskom
u Europu ali ista nije pronadena u veéinskih populacijama Balkana. Za vrijeme ranog boravka
na Balkanu i ropstva u Rumunjskoj u manjoj su mjeri usvojene ostale prisutne europske
haplogrupe J2, R1a, 11, R1b1b2, G i I2a.

Analizom majéinskog nasljeda u hrvatskih Bajasa utvrdena je zastupljenost
mitohondrijskih haplogrupa X2 i U3 koje ukazuju na bliskoisto¢ne migracijske puteve Roma.
Pripadnost haplogrupi M ukazuje na indijske korijene vlaskih Roma, kojima pripadaju i
Bajasi (Perici¢ Salihovi€ i sur. 2011).

U istrazivanju Baresi¢ iz 2013. analizirano je 7 mikrosatelitnih lokusa kromosoma X
na ukupno 189 pripadnika triju romskih populacija. Unutar populacija, najve¢a homogenost
uocena je u populaciji Roma iz Medimurja, a najveca heterogenost u Roma iz Zagreba.
Utvrdeno je da je u¢inak utemeljitelja bio najsnazniji unutar medimurske populacije Roma u
usporedbi s ostale dvije. Rezultati analize vezanosti gena pokazuju da je stupanj neravnoteze
vezanosti gena takoder najsnazniji u medimurskoj populaciji Roma, a najmanji je u populaciji
Roma iz Zagreba. Interpopulacijske analize pokazale su da su romske populacije iz Zagreba i
Baranje najsli¢nije, a najmanje su sliéne one iz Baranje i Medimurja. Populacija iz
populacija Baranje 1 Zagreba nije statisticki znacajna. Takoder je utvrdeno da populacija
Roma u Medimurju po stupnju izoliranosti iskazanom putem neravnoteze vezanosti gena
spada u skupinu izrazito izoliranih populacija, dok su populacije Roma iz Baranje i Zagreba

manje izolirane.



1.2. CYP2B6

1.2.1. Citokrom P450

Citokromi P450 (CYP, od eng. cytochrome P450) ¢ine superobitelj hemoproteina
prisutnih u svim domenama i carstvima zivota, kao i u virusima (Lamb i sur. 2009). P450
dolazi od valne duljine pri kojoj reducirani oblik enzima u kompleksu s ugljikovim
monoksidom doseze apsorpcijski maksimum mjeren spektrofotometrijski. Poznato je vise od
200 000 razli¢itih proteina CYP. To su veéinom terminalne oksidaze u lancu prijenosa
elektrona. Najcesc¢a reakcija katalizirana ovim enzimima je monooksigenazna reakcija, poput
insercije jednog atoma kisika u alifatsko mjesto organskog supstrata (RH) dok se drugi atom
kisika reducira do vode: RH + O2 + NADPH + H* — ROH + H,O + NADP* . Mnoge
reakcije hidroksilacije takoder trebaju pomo¢ ovih enzima.

Ljudski proteini CYP su prvenstveno membranski proteini. Nalaze se u unutarnjoj
membrani mitohindrija ili na endoplazmatskom retikulumu. Metaboliziraju velik broj
endogenih i egzogenih tvari. Neki su vrlo specifi¢ni pa metaboliziraju samo jedan supstrat
dok drugi mogu katalizirati mnostvo razli¢itih reakcija. Prisutni su u veéini tkiva i igraju
vazne uloge u sintezi i metabolizmu hormona, sintezi kolesterola te metabolizmu vitamina D.
Takoder metaboliziraju potencijalno toksi¢ne tvari, lijekove i droge. Opisano je 57 gena i vise
od 59 pseudogena koji zajedno c¢ine 18 obitelji i 43 podobitelji citokroma P450
(http://drnelson.uthsc.edu/human.P450.table.html).

1.2.2. CYP2B6 kao farmakogen

CYP2B6 ¢ini od 2% do 10% svih citokroma P450 u jetri covjeka. CYP2B6 je takoder
eksprimiran u mozgu i igra bitnu ulogu u metabolizmu lijekova i droga koji djeluju na
sredi$nji ziv€ani sustav te u neuroloskim nuspojavama odredenih lijekova (Thorn i sur 2010).
Odgovoran je za metabolizam 4% od najée$¢ih 200 lijekova te je visoko inducibilan
lijekovima i ostalim ksenobioticima (Code i sur. 1997). Ekspresija CYP2B6 mRNA je visoko
varijabilna medu pojedincima, za §to je odgovorna razliCita regulacija transkripcije te

nasljedna geneticka varijabilnost. Opisan je velik broj varijanti gena koje Cesto jako variraju u



zastupljenosti kod razli¢itih etnickih skupina (Zanger i sur. 2007). CYP2B6 ima visoki
stupanj homologije sa pseudogenom CYP2B7P1 koji moze interferirati kod genotipizacije.

Transkripcija CYP2B6 regulirana je jezgrinim receptorima PXR i CAR Kkoji aktiviraju
transkripciju vezuéi se za proksimalni responzivni element PREM (oko 1.7 kb uzvodno od
mjesta pocetka transkripcije) te distalni responzivni element XREM (oko 8.5 kb uzvodno od
mjesta pocetka transkripcije) u promotoru CYP2B6. Mnoge tvari koje CYP2B6 metabolizira
ujedno i poticu njegovu transkripciju preko spomenutih receptora. To su, na primjer,
ciklofosfamid, fenobarbital, i rifampicin.

Polimorfizmi transportera ksenobiotika te enzima koji ih metaboliziraju doprinose
Sirokoj 1 nasljednoj varijabilnosti u odgovoru na lijekove. Klinicki koriSteni supstrati
CYP2B6 ukljucuju citostatike (ciklofosfamid), lijekove protiv HIV-a (efavirenz i nevirapin),
antidepresive (bupropion), antimalarike (artemisinin), anestetike (propofol) i sinteticke
opioide (metadon). S preko 100 opisanih SNP-ova, CYP2B6 jedan je od najvarijabilnijih gena
CYP kod ljudi. Varijacije ukljuéuju nesinonimne i tihe promjene te promjene u promotorskim
I intronskim regijama. Mnoge od njih su neravnotezno vezane te utje¢u na pojavu razli¢itih
haplotipova sa Sirokim spektrom posljedica, uklju¢ujué¢i nul-alele, alele s djelomi¢no
smanjenom ekspresijom ili funkcijom te alele s pojacanom aktivno$¢u. Mnogi od tih
polimorfizama su rijetki, ali uéestalosti nekih prelaze i 50%, s uocljivim razlikama izmedu
etnickih skupina (Klein i sur. 2005).

Ekspresija gena i funkcija proteina CYP2B6 izrazito varira interindividualno te
intraindividualno, §to utje¢e na nepredvidive koncentracije ksenobiotika i njihovih metabolita
u organizmu, te naposljetku na nepredvidive reakcije organizma na lijekove. Dosad su
farmakogenetic¢ki ucinci dokazani na primjeru efavirenza, lijeka protiv HIV-a (Owen i sur.
2006). Obecavajuci rezultati dobiveni su u istrazivanjima raznih drugih lijekova, ali

farmakogenetika CYP2B6 u klini¢koj primjeni jos je u fazama istrazivanja.

1.2.3. Polimorfizmi CYP2B6

Do sada su opisana 53 haplotipa, 28 alela i mnogo SNP-ova bez dodijeljenih
haplotipova. Podrobnije su opisani haplotipovi relevantni za ovaj rad. Detaljni prikaz svih

haplotipova prikazan je u Tablici 1.



bijelim slovima na crnoj pozadini. Zelenom je bojom oznaceno 6 od 7 polimorfizama prouc¢avano u
ovom radu. E: ekson; I: intron; UTR: netranslatirajuca regija; Broj rs: referentni broj polimorfizma.

Tablica 1. Dijagram s objavljenim haplotipovima CYP2B6. Nesinonimne promjene prikazane su
Preuzeto i prilagodeno prema Zanger i sur. 2007.

Jrgvd|  Tietizes)|  6svl] O
- 1580 vSvT| <
w a9Lyd (| o
AesvN| eoeTTzest|  ser] <
) 6T/z61851| 621 O
o 18zvd|  seoorOSE| zser| o
w NT6EI| 99S6/6S€51| ¢/1T| +
doisgzed| e60L60vESI[  zeTr| ©
) Joged| €o0s9zvesi| 9001 ©
187€l| 66v66€875)| €86
© 96| ©
© TTed| cees9vsesi|  eg6| ©
W S90€L 116] ©
" 6voTzzels)|  €z8] o <
= vweeLcesl| 8| © <
i ¥zom|  eveerzesi| 8l <
w 46525 12| O
< ovotzzztsl|  9v9| O
sv9| O
186TN| 98T6/09€s)| €65 —
[ Heto|  viesvees|  o1s) ©
189T1| 6es9509¢€s|  €0s| O
" 6Tveosysi|  ssy| O o
= 8Tveosysl|  ssy| O 9
| Ooviu| ovoesises|  emv| o &
w 36€DM| ssotesersd| Sty < 8
~ Tve6Lzes)| 6otrEE| < 2
3665| (v80909€s)|  967| ©
zd| tweerzes| otz ©
AGvW|  vBvEOESES]|  9€T| <
l d6zd|  9//v8TvEs) 98| o (SN
m Sezd| voT9zGEES! s8] o <«
= o82a| 586086€€S! e8] <« [CHU)
Socl| reseseees) o < - -
Jzzd|  60sz6185) v9[ O -
1120 9| « -
38| =
165 <
ToTzosysI| oSz | —
esotzzets)|  £si|
108 ©
& ootcosysi| 9811 ©
> gvotzLzis)| veal-| <
in s/ovsoes)|  9svi-|
7s9TzseTs)|  8LS1-| O
15900851 8L1-| <
8v8l-| ©
T9zz96Ts)| u61-| O
[or4r4d B
©
< ©
) B 2 w < | S < @ < @ < o < @
gl 2 R BEREEEEEEE R R b BRI El] Rl B R R B R R B S R R R R R R R R
= m o K T 9
<<




CYP2B6*8:415A>G (K139E, rs12721655)

Do sada je opisan u malim frekvencijama i veze se uz smanjenu aktivnost enzima.

CYP2B6*4:785A>G (K262R, rs2279343)

Ovaj SNP javlja se u tri haplotipa (aleli *4, *6 1 *7) te je pronaden u svim populacijama, s
frekvencijama alela izmedu 20% i 60% (Lang i sur. 2001). Istrazivanja in vivo pokazuju da
ova zamjena lizina argininom dovodi do povecane aktivnosti s bupropionom, nikotinom i
efavirenzom kao supstratima. Ovaj haplotip je doveden u vezu s toksi¢nosti ciklofosfamida

kod oboljelih od leukemije s transplantiranim hematopoetskim stanicama (Rocha i sur. 2009).

CYP2B6*18:983T>C (1328T, rs28399499)

Pojavljuje se s frekvencijom 8% kod populacije afriCkog podrijetla te nije zabiljezen u
drugim populacijama. Zamjena hidrofobne aminokiseline polarnom dovodi do naruSavanja
strukture a-heliksa u kojem se nalazi izoleucin. VezZe se uz smanjenu ekspresiju proteina te je
naden kod oboljelih od HIV-a s visokim koncentracijama efavirenza u plazmi. Pronadena je
znacajna povezanost ove mutacije i poviSene koncentracije nevirapina u krvi (Mhandire i sur.

2015).

CYP2B6*28:1132C>T (R378X, rs34097093)
SNP dovodi do prekida translacije te nastaje nefunkcionalni protein. Takoder se veze uz

visoke koncentracije efavirenza kod ljudi koji primaju antiretrovirusnu terapiju.

CYP2B6*9:516G>T (Q172H. rs3745274)

Frekvencija ovog alela u vecini populacija kre¢e se od 22% do 38%. VeZe se uz smanjenu
ekspresiju i aktivnost CYP2B6 u jetri (Lang i sur. 2001). Kod terapije efavirenzom, veze se
uz nuspojave koje djeluju na srediSnji ziv€ani sustav zbog povisene koncentracije lijeka u

plazmi. SNP je u vecini slucajeva marker alela *6 koji se javlja u ve¢im frekvencijama.

rs7260329, G>A, intron 8
Pokazano je da CYP2B6 prolazi kroz razne oblike alternativnog izrezivanja (Lamba i sur.
2003). Funkcionalna vaznost mnogih od njih jo$ nije poznata 1 zahtijeva daljnje istraZivanje.

Pretpostavka je da ¢e razliCito izrezane varijante enzima biti slabije aktivne.
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CYP2B6*2:64C>T (R22C, rs8192709)
U ovom haplotipu zamjena arginina cisteinom uklanja pozitivni naboj s hidrofobnog
membranskog sidra. Nivo aktivnosti u jetri heterozigota sli¢nu su divljem tipu. Homozigoti

nisu istrazeni (Lang i sur. 2001).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je istrazivanja utvrditi kako ucinak utemeljitelja, izolacija 1 endogamija te
migracije utje¢u na raspodjelu alela gena CYP2B6 odgovornog za metabolizam ksenobiotika.

Izmedu ostalog, ocekuje se:

e utvrditi uCestalost alela na lokusima prikazanim u Tablici 2

e odrediti ucestalost genotipova

e utvrditi jesu li uCestalosti alela i genotipova u Hardy-Weinbergovoj ravnoteZzi
e utvrditi jesu li lokusi u trima populacijama neravnotezno vezani

e utvrditi postoji li statisti¢ki znacajna razlika izmedu analiziranih romskih populacija

Tablica 2. Popis 7 promatranih lokusa gena CYP2B6.

Referentni broj lokusa Supstitucija Promjena aminokiseline
rs12721655 A>G K139E
rs2279343 A>G K262R
rs28399499 T>C 1328T
rs34097093 CT R378X
rs3745274 G>T Ql72H
rs7260329 G>A - (intron)
rs8192709 T R22C
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Uzorak

Za istrazivanje sU koriSteni uzorci izolirane DNA 440 pripadnika populacije Roma s
podrucja Zagreba, Baranje i Medimurja. DNA je izolirana iz krvi koja je prikupljena tijekom
antropoloskih i epidemioloskih istrazivanja romskog stanovniStva koje je proveo Institut za
antropologiju u suradnji s drugim institucijama Republike Hrvatske. U daljnjem tekstu uzorci
iz Zagreba obiljezeni su kao ,,Balkan jer se jo$ nazivaju i balkanskim Romima, za razliku od
Roma iz Baranje i Medimurja koji pripadaju vlaskim Romima, to jest Bajasima. Broj uzoraka

iz svake pojedine populacije naveden je u Tablici 3.

Tablica 3. Broj analiziranih uzoraka po populacijama

Populacija Broj
Baranja 132
Medimurje 129
Balkan 179
Ukupno 440

3.2. Osnovne kemikalije i uredaji

Osnovne kemikalije 1 uredaji koriSteni za genotipizaciju uzoraka dani su u Tablici 4 1
Tablici 5.

Tablica 4. Osnovne kemikalije koriStene u genotipizaciji uzoraka

Kemikalije Proizvodac

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

Univerzalne probe Bioline SsoAdvanced™ Supermix Bio-Rad Laboratories
NeobiljeZzene pocetnice i probe BHQplus Biosearch Technologies
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Tablica 5. Uredaji koristeni u izvedbi istrazivanja. PCR: Polymerase chain reaction.

Uredaji Douglas Scientific
NEXAR (uredaj za toplinske cikluse)

SOELLEX (vodena kupelj PCR)

ARAVYA (skener za fluorescenciju)

3.3. Postupak genotipizacije

Uzorci su genotipizirani u komercijalnom laboratoriju metodom KASP (eng.
Kompetitive Allele Specific PCR genotyping system). To je metoda bazirana na
kompetitivnom PCR-u, to jest, PCR-u specificnom za alele koji omoguéuje bialelno
odredivanje SNP-a te insercije i delecije na istrazivanim lokusima. KASP Kkoristi tri
komponente (Slika 4): DNA koja ¢e se umnoziti, KASP mjesavinu koja se sastoji od dvije
pocetnice forward specificne za SNP od interesa i jedne pocetnice reverse te KASP master
mixa koji sadrzi kazetu FRET (eng. fluorescence resonant energy transfer) i polimerazu Taq

u puferskoj otopini.

Mijesavina KASP Master mix KASP sy enE
Pocetnice forward specificne za alel ! Q' ' Q'
Y P 1 r
J N
alel 1 5 "|'3= 51713
-~ — e
- C
5 3 || =
alel 2 | -
I A
5 3F — -
o - — =
Pocetnica reverse 3 5 3 5
3 5
£ Kalup DNA (uzorak) 3
EEEEEEEEEEEEEI INEEEEEEEEEEEE
3 =

|: GIT :|

Slika 4. Komponente metode KASP. Preuzeto i prilagodeno prema www.lgcgroup.com.

U prvom ciklusu PCR-a, jedna od pocetnica forward specificnih za alel veze se za

kalup DNA i zajedno s pocetnicom reverse umnozava pocetnu DNA. Pocetnica forward ima
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na svom 5’ kraju jedinstven slijed nukleotida koji se umnozava u drugom i svakom idu¢em
koraku reakcije. Na taj nacin koncentracija slijeda specificnog za alel raste svakim ciklusom.
Fluorescentno obiljezeni dio kazete FRET komplementaran je toj sekvenci te se veze za nju,
oslobadajuci fluorofor od utiSivaca i emitirajuci fluorescentni signal. Koriste se dvije razliite
pocetnice forward te dva razlic¢ita fluorofora da bi se moglo razlikovati homozigotni i
heterozigotni genotip. U prvom Ce se slucaju emitirati jedan fluorescentni signal, u suprotnom

oba. Detaljni prikaz lan¢ane reakcije polimerazom dan je na slici 5.

15



Denaturirani kalup i komponente prianjanja: prvi ciklus PCR-a

Alel 2 - potetnica se ne elongira

e A

c
L C S —————

U prvom ciklusu PCR-a, jedna od pofetnica specifiénih za alel prianja na kalup
DNA i zajedno s potetnicom reverse umnozava ciljanu regiju

Sintetizira se komplement pofetnice specifitne za alel - drugi ciklus PCR-a

I FITTTTTTTIITTI I T LTI T I I IT I ITT]
JilLLLJ.'J.IJ.IJ.IJ.IJ.IJ.GuI_U_l_IIIII||||||

Veze se potetnica reverse, produlji se te ¢ini komplement jedinstvenog slijeda
nukleotida specifiénog za alel

Detekcija signala - treci ciklus PCR-a

% L TTTTOTrNITrATrIAT IO TOATr

U daljnjim ciklusima PCR-a, koncentracije slijeda specifiénog za alel rastu.
Fluorescentno ohiljezeni dio kazete FRET komplementaran je tom slijedu te se veize
za njega, oslobadajudi fluorofor od utiSivaga i emitirajuci fluorescentni signal

Slika 5. Lancana reakcija polimeraze koriStena u ovom istrazivanju. Preuzeto i prilagodeno
prema www.lgcgroup.com.
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Nakon lancane reakcije polimerazom, dobiveni fluorescentni signali moraju se
interpretirati kako bi se odredio broj homozigota i heterozigota. Fluorescentni signali se
vizualiziraju na Kartezijevom grafickom prikazu, gdje je na osi x najceS¢e prikazana
fluorescencijska vrijednost boje FAM, a na osi y fluorescencija boje HEX za svaki uzorak.
FAM i1 HEX su zasti¢ena imena boja koriStenih u metodi KASP.

Uzorak koji je homozigotan za alel koji detektira boja FAM emitirat ¢e samo
fluorescenciju FAM. Tocka na grafickom prikazu nalazit ¢e se blize osi x, oznacavajuci
signal FAM i izostanak signala druge boje (plave tocke na Slici 6). Uzorak koji je
homozigotan za alel koji detektira boja HEX emitirat ¢e samo fluorescenciju HEX te ¢e se
tocka na grafickom prikazu nalaziti blize osi y, oznacavajuci signal HEX i izostanak signala
druge boje (crvene toc¢ke na Slici 6). Heterozigotni uzorak emitirat ¢e oba signala, i to upola

manje jednog i drugog u odnosu na homozigotne uzorke. Tocke na grafickom prikazu nalaze

se u centru (zelene tocke na Slici 6).

Genotip Y:Y
1.00
0.80
) Genotip X:Y
T,
o 0.60
o
c
8
o 0.40
o
3
[TH
0.20
NTC
Genotip X:X
0.00 T T
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Fluorescencija FAM

Slika 6. Grafic¢ki prikaz klastera genotipova detektiranih metodom KASP.
Plave tocke prikazuju homozigote za alel X, detektirane FAM-om.
Crvene tocCke prikazuju homozigote za alel Y, detektirane HEX-om.
Zelene tocke prikazuju heterozigote koji sadrze i alel X i alel Y.

Crne tocke prikazuju kontrolni uzorak bez kalupa DNA.

Preuzeto i prilagodeno prema www.lgcgroup.com.
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3.4. Analiza podataka dobivenih genotipizacijom

Podaci su statisticki obradeni pomocu programima Arlequin ver. 3. 5.
(cmpg.unibe.ch/software/arlequin35/Arlequin35.html) i Haploview  ver. 4. 2.
(www.broadinstitute.org/haploview). Arlequin je besplatan program koji pruza $iroki spektar
osnovnih metoda i statistickih testova za dobivanje informacija o genetskim i demografskim
karakteristikama populacija. Koristen je za odredivanje ucestalosti alela sedam lokusa gena
CYP2B6 te zatim za utvrdivanje jesu li ucestalosti alela u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi.
Takoder je koriSten za odredivanje Statisticke znacajnosti u razlici ucestalosti genotipova
izmedu populacija Exact testom, te za odredivanje stupnja neravnoteze vezanja, LD (eng.

linkage disequilibrium).

Pomocu programa Haploview takoder je odredeno postoji li neravnoteza vezanja
izmedu lokusa. Haploview je besplatan bioinformaticki softver koji nudi mnogo moguénosti
za analizu haplotipova, neravnoteze vezanja i mnogih drugih karakteristika genetickih

podataka.
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4. REZULTATI

Analizirano je sedam lokusa gena CYP2B6 kod 440 pripadnika romske populacije u
Hrvatskoj, od kojih su 132 osobe bile iz Baranje, 129 iz Medimurja te 179 iz Zagreba. Za
analizu su koristeni uzorci DNA izolirane iz krvi koja je prikupljena tijekom antropoloskih i
epidemioloskih istrazivanja romskog stanovniStva koje je proveo Institut za antropologiju u
suradnji s drugim institucijama Republike Hrvatske. Provedene su statisticke analize
temeljene na raspodjeli alela i genotipova istrazivanih polimorfizama gena CYP2B6, koji ima

iznimnu vaznost u metabolizmu ksenobiotika.
U tablicama 6 i 7 prikazane su ucestalosti alela te genotipova unutar tri romske
populacije. Od sedam analiziranih lokusa, Cetiri su polimorfna (rs2279343, rs3745274,

rs7260329 i rs8192709), a tri su monomorfna (rs12721655, rs28399499, rs34097093).

Tablica 6. Ucestalosti alela u populacijama Roma u Hrvatskoj.

SNP Alel Baranja UE:;:;::\tuij!zla Balkan
A 1 1 1
rs12721655 G 0 0 0
A 0.70 0.83 0.75
rs2279343 G 0.30 0.17 0.25
T 1 1 1
rs28399499 C 0 0 0
C 1 1 L
rs34097093 T 0 0 0
74 . 7
rs3745274 $ 8_26 8_?2 8_22
G 0.76 0.65 0.54
rs7260329 A 0.24 0.35 0.46
C 0.82 0.81 0.95
rs8192709 = 018 0.19 0.05
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Tablica 7. Ucestalosti genotipova u populacijama Roma u Hrvatskoj (%).

. Ucestalost genotipova
SNP Genotip Baranja | Medimurje | Balkan
AA 100 100 100
rs12721655 AG 0 0 0
GG 0 0 0
AA 48,8 70,2 56,1
rs2279343 AG 43,3 25,8 37,6
GG 7,9 4,0 6,4
TT 100 100 100
rs28399499 TC 0 0 0
cC 0 0 0
cC 100 100 100
rs34097093 CT 0 0 0
TT 0 0 0
GG 54,2 75,2 61,2
rs3745274 GT 39,7 24,8 34,3
TT 6,1 0 4,5
GG 56,2 44,3 32,0
rs7260329 GA 39,2 41,0 45,5
AA 4,6 14,8 22,5
cC 66,7 63,2 91,1
rs8192709 CT 30,3 36,0 8,4
1T 3,0 0,8 0,6

Tablice 8, 9 i 10 prikazuju rezultate utvrdivanja Hardy-Weinbergove ravnoteze, te je

utvrdeno da su svi istraZivani lokusi u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi.

Tablica 8. Hardy-Weinbergova ravnoteza u promatranoj romskoj populaciji Baranje.

Broj genotipova ‘ Ho | He | Vrijednost p

rs12721655 Lokus je monomorfan

rs2279343 127 0.433 0.418 0.831
rs28399499 Lokus je monomorfan

rs34097093 Lokus je monomorfan

rs3745274 131 0.397 0.386 0.822
rs7260329 130 0.392 0.369 0.632
rs8192709 132 0.303 0.299 1
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Tablica 9. Hardy-Weinbergova ravnoteza u promatranoj romskoj populaciji Medimurja.

Broj genotipova Ho | He \ Vrijednost p
rs12721655 Lokus je monomorfan
rs2279343 125 0.256 0.281 0.338
rs28399499 Lokus je monomorfan
rs34097093 Lokus je monomorfan
rs3745274 126 0.246 0.217 0.214
rs7260329 123 0.407 0.457 0.237
rs8192709 126 0.357 0.305 0.072

Tablica 10. Hardy-Weinbergova ravnoteza u promatranoj romskoj populaciji Balkana.

Broj genotipova Ho He Vrijednost p

rs12721655 Lokus je monomorfan

rs2279343 172 0.378 0.379 1
rs28399499 Lokus je monomorfan

rs34097093 Lokus je monomorfan

rs3745274 177 0.345 0.341 1
rs7260329 177 0.458 0.497 0.293
rs8192709 178 0.084 0.091 0.331
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U tablicama 11, 12 i 13 prikazana je vezanost lokusa unutar triju populacija. Donji

lijevi trokut tablice prikazuje vrijednost p. Ukoliko je ona manja od 0,05, smatra se da su

lokusi neravnotezno vezani.

Tablica 11. Neravnoteza vezanosti lokusa u promatranoj romskoj populaciji Baranje.

rs12721655 | rs2279343 | rs28399499 | rs34097093 | rs3745274 | rs7260329 | rs8192709
rs12721655 8 8 8 8 8 8
rs2279343 1 X 0| maors| 2s7s0n| 255995
rs28399499 1 1 8 8 8 g
rs34097093 1 1 1 8 8 g
rs3745274 1 0 1 1 Seaor6 | 223477
rs7260329 1 0.310 1 1 0.0003 iiizﬁgi
rs8192709 1 0 1 1 0 0.028

Tablica 12. Neravnoteza vezanosti lokusa u promatranoj romskoj populaciji Medimurja.

rs12721655 | rs2279343 | rs28399499 | rs34097093 | rs3745274 | rs7260329 | rs8192709
rs12721655 8 8 8 8 8 8

-170. -291. -229.51
rs2279343 1 8 8 -223.22? -229.323 -242.20?
rs28399499 1 1 8 8 8 g
rs34097093 1 1 1 8 8 g
153745274 1 0 1 1 Sra0es | atems

-259.2

rs7260329 1 0.004 1 1 0 -232.622
rs8192709 1 0 1 1 0 0

22




Tablica 13. Neravnoteza vezanosti lokusa u promatranoj romskoj populaciji Balkana.

rs12721655 | rs2279343 | rs28399499 | rs34097093 | rs3745274 | rs7260329 | rs8192709
rs12721655 8 8 8 8 8 8
1 X o| G5resr| aonosa| asssss
rs28399499 1 1 8 8 8 g
rs34097093 1 1 1 8 8 g
53745274 1 0 1 1 Sea20 | 13381
rs7260329 1 0 1 1 0 35?21333
rs8192709 1 0.353 1 1 0.367 0.001

Na Slici 7 prikazani su rezultati utvrdivanja neravnoteze vezanosti dobiveni pomocu

programa Haploview. Rezultati ukazuju na statisticki zna¢ajnu neravnotezu vezanja izmedu

lokusa u sve tri populacije.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz neravnoteze vezanosti izmedu lokusa dobiven pomocu programa

Haploview. a) Baranja, b) Medimurje i ¢) Balkan.
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U Tablici 14 prikazane su ucestalosti haplotipova romskih populacija u Hrvatskoj.
Navedeni haplotipovi iz Baranje odnose se na kombinaciju lokusa rs8192709, rs3745274 i
152279343, tim redoslijedom. Haplotipovi iz Medimurja predstavljaju lokuse rs3745274 i
rs2279343, jednako kao i haplotipovi iz Zagreba.

Tablica 14. Ucestalosti haplotipova romskih populacija u Hrvatskoj dobivene pomocu
programa Haploview. Baranja: rs8192709, rs3745274 i rs2279343. Medimurje: rs3745274 i
rs2279343. Zagreb: rs3745274 i rs2279343.

Populacija | Broj haplotipova | Haplotip | Ucestalost
CGA 0.529
Baranja A CTG 0.258
TGA 0.177
CGG 0.030
GA 0.837
Medimurje 3 TG 0.123
GG 0.040
GA 0.752
Balkan 3 TG 0.216
GG 0.032

U Tablici 15 prikazano je jesu li razlike ucestalosti genotipova izmedu populacija
statisti¢ki znacajne. Vrijednosti manje od 0,05 potvrduju da su razlike ucestalosti genotipova

statisticki znacajne.

Tablica 15. Statisticka znacajnost u razlici ucestalosti genotipova izmedu populacija odredena
testom Exact.

Baranja Medimurje
Medimurje | 0.016+-0.003
Balkan 0.000+-0.000 0.000+-0.000
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5. RASPRAVA

Gen CYP2B6 jedan je od najvarijabilnijih gena CYP kod ljudi. Mnoge mutacije su
neravnotezno vezane te utjeu na pojavu razli¢itih haplotipova sa Sirokim spektrom
posljedica. Ucestalosti alela ovoga gena u posljednjih se nekoliko godina istrazuju
prvenstveno u kontekstu antiretrovirusne terapije, to jest, lijeka efavirenza. Efavirenz je
kljucna komponenta terapije protiv HIV-a ¢ije koncentracije u plazmi direktno ovise o
aktivnosti proteina CYP2B6. Pretjerana aktivnost CYP2B6 u osobe koja prima ovaj oblik
antiretrovirusne terapije moze dovesti do preniskih koncentracija lijeka u organizmu, dok
nedovoljna aktivnost uzrokuje nagomilavanje lijeka u plazmi i neZeljenih posljedica.
poput nesanice, vrtoglavice, anksioznosti, depresije, poremecaja paméenja i koncentracije te
mnogih drugih (Treisman i Soudry 2016).

Najvise je podataka o ucestalostima alela CYP2B6 dostupno za europske populacije,
dok su upravo populacije u kojima se javlja najveéi rizik od infekcije HIV-om (populacije
Afrike, Azije te Amerikanaca porijeklom iz Afrike) najslabije istrazene (Lamba i sur. 2003).
lako su podaci nepotpuni, sugeriraju postojanje razlika od klini¢ke vaznosti, 0sobito u
populacijama s poveéanim rizikom infekcije HIV-om.

U ovom su istrazivanju analizirani Romi, populacija porijeklom iz Indije s
jedinstvenom genetickom povijeséu. Manja skupina ljudi napustila je Indiju prije oko 1500
godina i putovala kroz Aziju i Bliski istok da bi naposljetku naselila Europu, poglavito
isto¢nu Europu i Balkanski poluotok. Tijekom svoje burne proslosti Romi su se rascjepkali na
mnogo manjih grupa i zadrzali zatvorenost prema vecéinskim populacijama zemalja u kojima
zive. Populacije Roma odlikuju se izraZenim u€inkom utemeljitelja, a snazan utjecaj na
njihovu geneticku strukturu ostavile su i reproduktivna izoliranost i endogamija. Stoga u
istrazivanju gena ¢ija varijabilnost znacajno varira izmedu populacija o¢ekujemo rezultate u

skladu s navedenim karakteristikama.
Analizom ucestalosti alela sedam lokusa gena CYP2B6, utvrdeno je da su Cetiri

polimorfna (rs2279343, rs3745274, rs7260329 i rs8192709), a tri monomorfna (rs12721655,
rs28399499, rs34097093).
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Lokus rs12721655, kao kod analiziranih romskih populacija (Tablica 6), monomorfan
je u svim svjetskim populacijama (Slika 8). Male iznimke postoje jedino u subpopulacijama
osoba africkog podrijetla koje zive na jugozapadu Sjedinjenih Americkih Drzava i osoba
zapadnoeuropskog 1 sjevernoeuropskog podrijetla koje zive u saveznoj drzavi Utah, gdje je

nadeno 1% mutiranog alela (ensembl.org).

EUR

AMR EAS SAS
» A 100% > A 100% + A 100%
R i) » - o
G: 0% ." A 100% . A 100% G: 0% “ G: 0%

Slika 8. Uc¢estalosti rs12721655 u svijetu. AFR: Afrika, AMR: Amerika, EAS: istona Azija,
EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Preuzeto s www.ensembl.org.

Lokus rs2279343 je polimorfan u svim analiziranim romskim populacijama (Tablica
6). Ucestalosti mutiranog alela iznose 30% u Baranji, 17% u Medimurju te 25% u Zagrebu,
dok u ostatku svijeta, s izuzetkom juzne Azije, iznose izmedu samo 3% i 6% (Slika 9).
Cinjenica da sve tri romske populacije Hrvatske imaju na ovom mijestu mnogo veéu
ucestalost mutacije od svjetskog prosjeka, a dvije od tri vecu i od juzne Azije ukazuje na
povezanost romskih populacija s juznoazijskim. Ovaj se polimorfizam povezuje s pove¢anom
ekspresijom proteina (Zanger i Klein 2013), a time i aktivno$¢u. Tomaz i suradnici (2015) su
utvrdili da postoji korelacija izmedu uspjeha u prestanku pusenja kod osoba koje primaju
terapiju bupropionom. Osobe s genotipom AG ili GG imale su zna¢ajno losije rezultate jer se

bupropion krace zadrzavao u njihovom organizmu te je bio u nizim koncentracijama.

AFR AMR EAS FIN NFE
* A 94% » A 97% * A 97% * A 96% » A 96%
G: 6% G: 3% G: 3% G: 4% G 4%
SAS
» A B82%
G: 18%

Slika 9. Ucestalosti rs2279343 u svijetu. AFR: Afrika, AMR: Amerika, EAS: isto¢na Azija,
FIN: Finska, NFE: populacija Europe bez Finske, SAS: juzna Azija. Preuzeto s
www.ensembl.org.

Lokus rs28399499 je monomorfan u svim analiziranim populacijama u ovom
istrazivanju (Tablica 6). Ovaj rezultat ne odskace od svjetskih populacija, gdje je lokus

takoder monomorfan u svim subpopulacijama isto¢ne Azije, Europe te juzne Azije, ali se
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mutacija javlja s ucestalosti alela 1% kod stanovnika Amerike te ucestalosti 8% kod
stanovnika Afrike (Slika 10). Pronadena je znaajna povezanost ove mutacije i poviSene
koncentracije nevirapina u krvi (Mhandire i sur. 2015). te je vecina dostupnih podataka
dobivena iz populacija Afrike s obzirom na povecanu ucestalost mutiranog alela te poveéani
rizik od infekcije HIV-om (Paganotti i sur. 2015, Oluka i sur. 2015) i ukazuje na nedovoljnu
aktivnost CYP2B6.

AFR AMR EAS EUR SAS
A+ T 025 » T 09% o Caoros o
“ . C 8o “ . O 1% . » T 100% . » T:100% . » T:100%

Slika 10. Ucestalosti rs28399499 u svijetu. AFR: Afrika, AMR: Amerika, EAS: isto¢na Azija,
EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Preuzeto s www.ensembl.org.

Lokus rs34097093 takoder je monomorfan u svim analiziranim populacijama u ovom

istrazivanju (Tablica 6), kao i u svim svjetskim populacijama (Slika 11).

AFR AMR FIN
» o 100% » 2 100% o 100% » o 100% o 100%
* T 0% * T 0% * T 0% * T 0% * T 0%
SAS
» C:100%
* T 0%

Slika 11. Ucestalosti rs34097093 u svijetu. AFR: Afrika, AMR: Amerika, EAS: isto¢na Azija,
FIN: Finska, NFE: populacija Europe bez Finske, SAS: juzna Azija. Preuzeto s
www.ensembl.org.

Lokus rs3745274 je polimorfan u svim analiziranim romskim populacijama (Tablica
6). Ucestalosti mutiranog alela T iznose 26% u Baranji, 12% u Medimurju te 22% u Zagrebu,
Sto je najblize populacijama iz Europe 1 istocne Azije (Slika 12). Ova mutacija veZe se uz
poviSenu koncentraciju nevirapina u krvi (Mhandire i sur. 2015), §to moZe dovesti do
neuropsihijatrijskih smetnji. Mhadire i suradnici (2015) su utvrdili da je koncentracija
nevirapina znacajno visa ukoliko je osoba homozigot za navedeni lokus. Ova mutacija je
proucavana i1 u kontekstu metaboliziranja ciklofosfamida (Veal i1 sur. 2016). Utvrdeno je da
prisutnost ve¢ i jednog mutiranog alela utje¢e na koncentraciju ciklofosfamida u plazmi.
Stoga bi kod ovih terapija u romskoj populaciji trebalo obracati pozornost na navedena

otkrica i pristupati individualno svakom pacijentu.
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AFR AMR EAS EUR SAS

‘ » T:37% ' * T:37% ‘ » T1:22% ‘ * T:24% ‘ * T:38%

G 63% G: 63% G:78% G: 76% G 62%

Slika 12. Ucestalosti rs3745274 u svijetu. AFR: Afrika, AMR: Amerika, EAS: isto¢na Azija,
EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Preuzeto s www.ensembl.org.

Lokus rs7260329 je polimorfan u svim analiziranim romskim populacijama (Tablica
6). Ucestalosti mutiranog alela A iznose 24% u Baranji, 35% u Medimurju te 46% u Zagrebu.
Ovo je promjena koja se nalazi u osmom intronu gena CYP2B6 te je takoder znacajno
povezana s povecanim koncentracijama efavirenza u plazmi (Meng i sur. 2015), pokazujuci

da varijacije u izrezivanju takoder utje¢u na aktivnost CYP2B6.

AFR AMR EAS EUR SAS

) e ‘ » A 36% ' » A 42% ‘ » A 32% ‘ » A 36%

G 88% G: 64% G: 58% G: 68% G 64%

Slika 13. Ucestalosti rs7260329 u svijetu. AFR: Afrika, AMR: Amerika, EAS: isto¢na Azija,
EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Preuzeto s www.ensembl.org.

Lokus rs8192709 je polimorfan u svim analiziranim romskim populacijama (Tablica
6). Ucestalosti mutiranog alela T iznose 18% u Baranji, 19% u Medimurju te 5% u Zagrebu.
Nivo aktivnosti u jetri heterozigota sli¢nu su divljem tipu. Homozigoti nisu istrazeni (Lang i
sur. 2001). Opcenito je ovaj polimorfizam slabo istrazen. Analizirane romske populacije
Baranje i Medimurja u ovom radu imaju mnogo vecu ucestalost mutiranog alela od svih
svjetskih populacija te od romske populacije iz Zagreba. Ovaj rezultat ne iznenaduje jer Romi
koji Zive na podru¢ju Medimurja i Baranje dijele sli¢niju demografsku proslost u odnosu na
Rome s podru¢ja Zagreba. Visoke vrijednosti ucestalosti ovog polimorfizma mogu se

objasniti u¢inkom utemeljitelja i endogamije.

AFR AMR EAS EUR SAS
\ R \ TR \ TR \ YRR \ TR
» C:96% » C 96% » C 95% » C 94% » C:96%

Slika 14. Ucestalosti rs8192709 u svijetu. AFR: Afrika, AMR: Amerika, EAS: istona Azija,
EUR: Europa, SAS: juzna Azija. Preuzeto s www.ensembl.org.
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Utvrdeno je da su svi polimorfni lokusi raspodijeljeni u skladu s Hardy-
Weinbergovom ravnotezom. Hardy-Weinbergova ravnoteza je postignuta ako su, izmedu
ostalog, zadovoljeni sljede¢i uvjeti: izbor partnera je nasumican, populacije su beskona¢no
velike te nema migracija, mutacija ni selekcija. Romske populacije su male i rascjepkane te

se odlikuju izrazenom edogamijom stoga je ovaj rezultat pomalo neocekivan.

Demografska povijest i struktura populacije utje¢u na neravnotezu vezanja (LD). U
populacijskim izolatima poput romskih populacija, neravnoteza vezanja izrazenija je nego u
velikim, otvorenim populacijama. Genski pomak je takoder izraZeniji u manjim populacijama
te 1 on utjeCe na neravnotezu vezanja.

Pomoc¢u programa Arlequin utvrdeno je da su pojedini parovi lokusa neravnotezno
vezani (Tablice 11, 12 i 13). Od 21 para lokusa, u populaciji Roma iz Baranje 5 je parova
lokusa neravnotezno vezano. U populaciji Roma iz Medimurja neravnoteZno je vezano 6, a iz
Zagreba 4 para lokusa. 3 su se para istaknula kao znaajno neravnotezno vezani u sve tri

analizirane populacije: rs7260329 i rs8192709, rs7260329 i rs3745274 te rs3745274 i

i najbolje prouceni haplotip uz divlji tip (Slika 15). CYP2B6*6 Kkarakteriziraju dvije
nesinonimne promjene, 516G>T (Q172H, ekson 4) te 785A>G (K262R, ekson b5).
Dokumentirana je korelacija s nizom ekspresijom i aktivno$éu enzima za efavirenz i
bupropion (Desta i sur 2007). S druge strane, studije koje su proucavale metabolizam
ciklofosfamida pokazale su povecanu aktivnost enzima (Xie i sur. 2003). Dakle, razli¢iti
supstrati su metabolizirani na razli¢it nacin Sto zahtijeva daljnja istraZivanja u ovom smjeru.
Rezultat koji pokazuje da je u populaciji Roma iz Zagreba najmanji broj lokusa
neravnotezno vezan moze se objasniti razli¢itom demografskom povijes¢u ove skupine Roma
od skupina iz Medimurja i Baranje. Balkanski Romi su otvorenija populacija jer nisu bili

izlozeni dugotrajnom ograni¢enju kretanja i zabrani slobode poput vlaSkih Roma.
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Slika 15. Ucestalosti nekih haplotipova u etiri velike etnicke skupine. Na lijevoj strani,
ucestalosti alela prikazane su kao ispunjeni isjecci kruga. Na desnoj strani prikazane su
odgovarajuée promjene u aminokiselinskim sljedovima. AA: Amerikanci africkog podrijetla;
AF: osobe afri¢kog podrijetla; AS: osobe azijskog podrijetla; CA: osobe europskog podrijetla
koje obitavaju u Europi ili Sjevernoj Americi; CYP: citokrom P450. Preuzeto i prilagodeno
prema Zanger i sur. 2007.

Rezultati dobiveni pomoc¢u programa Haploview prikazani na slici 7 prikazuju
neravnoteZzu vezanja parova lokusa te dijelove genoma koji se nasljeduju zajedno. U
populaciji Zagreba i Medimurja, to je isti dio od 2 kilobaze (kb) koji definiraju rs3745274 i
rs2279343 te ¢ine haplotip CYP2B6*6. U populaciji Baranje dobiven je neocekivani rezultat
— zajedno se nasljeduje dio veli¢ine 17 kb koji redom ¢ine rs8192709, rs3745274 i
rs2279343. Poznato je da su populacije Baranje i Medimurja medusobno sli¢nije stoga je bilo

.....

imati vecu neravnotezu vezanja od populacije Roma iz Zagreba koja je otvorenija.

Testom Exact potvrdeno je da su razlike ucestalosti genotipova izmedu populacija
statisticki znacajne (Tablica 15). Postupnim i dugotrajnim razdvajanjem originalne populacije

koja je napustila Indiju na mnoStvo subpopulacija doslo je do snaznog ucinka genskog
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pomaka. Endogamija i zatvorenost populacija smanjivali su genetsku raznolikost unutar
grupa i one su sve vise diferencirale jedna od druge, stoga je ovakav rezultat o¢ekivan iako
sve populacije Roma potjecu iz jedinstvene populacije.

Dodatno, utvrdeno je da se populacija Roma iz Zagreba vise razlikuje od populacija
Baranje i Medimurja (vrijednost p je 0) nego li njih dvije medusobno (Tablica 15). Populacije
Roma iz Baranje i Medimurje su populacije Roma Bajasa, koji se jezi¢no i migracijski
razlikuju od populacije Roma koja zivi na podru¢ju Zagreba. Bajasi iz dvije navedene
populacije pripadaju vlaskim Romima, ¢iju je povijest obiljezilo viSestoljetno ropstvo u
Rumunjskoj. Tek nakon ukinuca ropstva u 19. stoljecu naselili su ove krajeve dok Romi iz
Zagreba pripadaju balkanskim Romima koji govore ,,romani chib* i naseljavaju ova podrucja
duze nego vlaski Romi. Obzirom da populacije Roma iz Baranje i Medimurja dijele istu
povijest 1 jezik, za ocekivati je da su sli¢nije medusobno nego s populacijom Roma iz

Zagreba.

Pojava visoko aktivne antiretrovirusne terapije (HAART, eng. highly active
antiretroviral therapy), koja uklju¢uje spomenute lijekove efavirenz i nevirapin, drasti¢no je
smanjila smrtnost povezanu s infekcijom HIV-om, ali varijabilnosti u ucinkovitosti i
toksicnosti lijeka i dalje predstavljaju izazov. Farmakogenetika i farmakogenomika se
razvijaju kako bi rasvijetlile utjecaj geneticke strukture pojedinaca i populacija na njihov
odgovor na antiretrovirusnu terapiju i ostale ksenobiotike. Istrazivanja u ovom podrucju jo§
su u zacecima, ali krecu se u smjeru razvitka personalizirane medicine i individualiziranih
terapija. Bitno je nastaviti prikupljati podatke o varijabilnosti gena CYP2B6 i mnogih drugih
koji ¢ine karike u lancu apsorpcije, distribucije, metabolizma i ekskrecije ksenobiotika kako
bi se pomoglo pojedincima koji primaju terapiju i dobio uvid o raspodjeli mutiranih alela u

populacijama.
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6. ZAKLJUCAK

e Analizirano je sedam lokusa gena CYP2B6 u romskim populacijama iz Baranje,
Medimurja i Zagreba. Utvrdeno je da su tri lokusa monomorfna: rs12721655,
rs28399499 i rs34097093 i Cetiri polimorfna: rs2279343, rs3745274, rs7260329 i
rs8192709.

e Kod polimorfnih lokusa, utvrdene su ucestalosti mutiranih alela. Najveca ucestalost
mutiranog alela na lokusu rs2279343 pronadena je kod populacije Roma iz Baranje, a
najmanja kod populacije Roma iz Medimurja. Na lokusu rs3745274 takoder je
najveca ucestalost polimorfizma utvrdena u populaciji Baranje, a najmanja u
populacija Medimurja. Kod populacije Roma iz Zagreba utvrdena je najvecéa
ucestalost mutiranog alela lokusa rs7260329, a najmanja kod populacije iz Baranje.
Na lokusu rs8192709 najveca ucestalost mutiranog alela nadena je kod populacije

Roma iz Medimurja, a najmanja kod populacije iz Zagreba.

e Svi su analizirani polimorfni lokusi u svim populacijama u skladu s Hardy-

Weinbergovom ravnotezom.

e Utvrdeno je da postoji neravnoteza vezanja lokusa, i to:
e u populaciji Baranje izmedu 5 od 21 para lokusa;
e u populaciji Medimurja izmedu 6 od 21 para lokusa;

e upopulaciji Zagreba izmedu 4 od 21 para lokusa.
e Testom Exact odredeno je da je razlika ucestalosti genotipova izmedu sve tri

populacije statisticki znacajna. Populacija Roma s podrucja grada Zagreba znacajnije

se razlikuje od populacija Baranje i Medimurja nego li njih dvije medusobno.
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8. ZIVOTOPIS
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Skoli sudjelovala je na drzavnim natjecanjima iz kemije 1 prve pomoc¢i. Nakon zavrSene V.
gimnazije u Zagrebu upisala je dodiplomski studij molekularne biologije na Bioloskom
odsjeku Prirodoslovno.matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, a nakon njega i
diplomski studij molekularne biologije. Tijekom studija bila je aktivni ¢lan BIUS-a, udruge
studenata biologije. Sudjelovala je na No¢i biologije, kao ¢lan radionice Zoologijskog zavoda
te kao clan sekcije Biofoto BIUS-a. Okusala se u demonstraturi iz kolegija Zoologija i ¢esto
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Diplomski studij pauzirala je u trajanju od godine dana kako bi preko studentske udruge
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