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Abstract

One of the most important population phenomena, which
shaped the current gene pool of the Roma population is
the founder effect. In addition to the primary effect, secondary
and tertiary founder effect played an important role in diffe-
rent Roma subpopulations. This article reports partial results
of the population study of frequencies of mutations that cause
rare diseases in Roma population in Slovakia. The Roma
settlement in the village Svinia in the district of PreSov in
eastern Slovakia is inhabited by approximately one thousand
Roma. According to oral tradition, a single Roma couple and
their offspring were the founders of the village. Extremely
high frequencies was observed for the c¢.1400C>T mutation
in SLC22A12 gene causing rare autosomal recessive disease
renal hypouricaemia. In other communities the same mutati-
on was found in a much lower rate, comparable to the general
Roma population in Slovakia. The high frequency of this mu-
tation in Svinia is probably due to secondary founder effect,
the mutation was therefore present in one of the founder family
members. Roma constitute a genetic isolate, which is internally
differentiated to more or less isolated groups with a prominent
role of secondary or tertiary founder effect in the sub-populati-
ons. When determining the frequency of mutations and the risk
of rare diseases in the Roma ethnic group, it is necessary to take
into account these specific features when selecting population
sample and to be very careful in generalizing the results to the
entire population.
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Uvod

Viaceré analyzy DNA dokazuju, Ze priblizne pre 1000 rokmi
odisla z Indie skupina predkov Romov, ktora mala obmedzenu
velkost’ (cca 1000 jedincov) a pochadzala z jednej Specifickej
kasty alebo skupiny. Tato migracia mala charakter silného efek-
tu zakladatel’a, pri ktorom mala skupina jedincov dalo neskor
zaklad celej romskej populacii. Primarny efekt zakladatel'a je
pricinou obmedzenej genetickej diverzity a homogénneho za-
kladu dediénych ochoreni (Gresham et al., 2001; Kalaydjieva
et al., 2005).

Mnoh¢ mutacie sposobujuce zriedkavé ochorenia pritomné
v inych eur6pskych populacii v nizkych frekvenciach u Romov
uplne absentuju a iné st naopak pritomné v ovel'a vyssich frek-
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venciach. Navyse, v poslednych desatrociach bolo objavenych
nickol’ko mutécii ,,privatnych® pre Rémov, teda takych, kto-
ré sa nachadzaju vyluéne v genofonde Romov, napr. mutacia
spdsobujuca ochorenia Charcot Marie Tooth 4D a 4G, heredi-
tarna neuropatia s kongenitalnou kataraktou a facialnou dys-
morfiou, pletencova svalova dystrofia typu 2C a mnohé d’alsie
(Kalaydjieva et al., 2005).

Priblizne v 13. storo¢i sa migrujuca populacia Romov prvy-
krat rozdelila na mensie skupiny. Toto, a nasledné pocetné roz-
Clenenia na viac ¢i menej izolované subpopulacie boli pozna-
menané silnym sekundarnym efektom zakladatel'a a dali zaklad
sucasnej podobe europskych Romov, ktori st Specifickou etnic-
kou skupinou zlozenou z geneticky réznorodych subizolatov.
Pri formovani mensich skupin Rémov, osidl'ovani jednotlivych
oblasti a vytvarani osad hral casto dolezitu tlohu terciarny efekt
zakladatel'a (Kalaydjieva et al., 2005).

Sekundarny a terciarny efekt zakladatel'a st pric¢inou roz-
dielnej frekvencie variantov DNA v genofonde jednotlivych
rémskych subizolatov.

Ciel

Tento ¢lanok podava ciastkové vysledky populacnej studie
frekvencii mutacii sposobujucich zriedkavé ochorenia v rém-
skej populécii na Slovensku. Cielom vyskumu je vyselekto-
vat’ mutacie, ktoré st pre romske etnikum Specifické alebo by
sa u nich mali vyskytovat’ vo vyssej frekvencii a stanovit’ ich
frekvenciu v§eobecne u Romov na Slovensku aj v jednotlivych
subizolatoch. Clanok podava priklad odhalenia extrémne vyso-
kého vyskytu mutacie sposobujicej zavazné dedicné ochorenie
v konkrétnej romskej osade.

Metodika

V osade v obci Svinia v okrese PreSov na vychodnom
Slovensku zije priblizne tisic Romov. Podl'a Gstneho podania
obyvatel'ov obce boli zakladateI'mi osady jeden rémsky par
a jeho potomstvo. Matri¢né zaznamy obce Svinia (analyzované
D. Scheffelom, 2009) potvrdzujt, ze vel'ka Cast’ reprodukénej
populécie obce su priamymi potomkami tejto rodiny.

Nedavna $tudia potvrdzuje nerovnomerni geografic-
ka a etnickt distribticiu mutacii v géne SLC22A12. Mutécie
c.1245 1253del a ¢.1400C>T boli pritomné v populdcii Ces-
kych a slovenskych Romov v neocakavane vysokych frekven-
ciach (Gabrikova et al., 2015). Na zéaklade tohto zistenia sme
mutécie zaradili do skriningovej §tadie vyskyt viacerych mu-
tacii sposobujtcich zriedkavé ochorenia v romskej populacii
na Slovensku.

V obci Svinia s priblizne 1000 romskymi obyvatel'mi sme
mutaciu ¢.1400C>T analyzovali na reprezentativnej vzor-
ke 58 nepribuznych jedincov. VSetci ucastnici boli infor-
movani o charaktere a vyzname vyskumu a pred odberom
vzorky podpisali informovany suhlas. Gendémova DNA
bola odizolovana z bukalneho steru pomocou komeréného
kitu (MO BIO). Mutacia ¢.1400C>T bola detegovana pria-
mym Sangerovym sekvenovanim exénu 9 génu SLC22A12.
Primery (forward: CATCTCCCTCTTGTGTGGTC, reverse:
CTCTGCTTCCGCCTCTGT) boli navrhnuté pomocou softvé-
ru Primer3 (Whitehead Institute) a produkované firmou Sigma
Aldrich. Komponenty PCR: 7,5ul GoTAq Hot Start Colourless
Master Mix (Promega), 2x 0,75 ul primer (10 uM), 50ng tem-
platova DNA. Parametre PCR: 96°C Smin, 35 cyklov 96°C 30s
—60°C 30s — 72°C 45s, 72°C 7min. Precistenie reakcie prebeh-
lo enzymaticky pridanim 1 pl FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/uL, Thermo Scientific) a 0,5 ul Exonuclease
I (20U/ul, Thermo Scientific), a inkubaciou pri 37°C 15 min
a 85°C 15 min. Sekvenacna reakcia bola prevedend pouzitim
sekvenac¢ného kitu BigDye v3.1 (Applied Biosystems) podla

12



Ceska antropologie 66/1, Olomouc, 2016

instrukcii vyrobcu s pouzitim rovnakych primerov ako pri PCR.
Vzorka bola nasledne precistena komerénym kitom GenElute
PCR Clean-Up Kit (Promega) podla protokolu vyrobcu.
Kapilarna elektroforéza bola prevedena pomocou genetické-
ho analyzatora 3500 DNA Analyzer (Applied Biosystems).
Vysledky boli analyzované softvérom Sequencing Analysis
Software (Applied Biosystems).

Na zaklade poctu homozygotnych a heterozygotnych je-
dincov vo vzorke bola vypocitana frekvencia genotypov a alel
v skumanej osade. Nasledne boli za podmienky zachovania
Hardy-Weinbergovej rovnovahy (v danom lokuse je vzorka
v rovnovahe) uréené ocakavané frekvencie genotypov a o¢aka-
vané pocCty jedincov s jednotlivymi genotypmi.

Vysledky a diskusia

Renalna hypourikémia je zriedkavé dedi¢né ochorenie cha-
rakterizované naruSenou reabsorpciou uratov oblickami s na-
slednymi zavaznymi komplikaciami, ako je urolitidza, nefroli-
tidza a akutne poSkodenie obli¢iek. Doposial’ je opisanych asi
150 pripadov pacientov, u ktorych ochorenie spdsobuje muta-
cia v géne SLC22A12. Vicsina z nich ma azijsky povod (Iwai
et al., 2004), mutacie vSak boli zistené aj u pacientov z inych
krajin a etnickych skupin (Bhasin et al., 2014; Dinour et al.,
2011; Tasic et al., 2011).

U Roémov bola pritomnost’ mutacie v géne SLC11A12 prvy-
krat pozorovana u ¢eskych Romov v r. 2013 (Stiburkova et al.,
2013). V naslednej stadii (Gabrikova et al., 2015) bola urce-
na frekvencia mutacii v tomto géne u Ceskych aj slovenskych
Romov. U slovenskych Romov bola v obzvlast vysokej frek-
vencii 5,56% pritomna mutacia ¢.1400C>T.

Genotypovanie mutacie c¢.1400C>T bolo uskutoc¢nené
na vzorke 58 réomskych obyvatelov obce Svinia. Vysledky
opisuje tabulka 1. Az 23 jedincov bolo nositeImi mutacie
v heterozygotnom stave. Rendlna hypourikémia je dedend
autozomalne recesivne a heterozygotni jedinci, teda nositelia
jednej kopie mutacie, su bez priznakov ochorenia. U jedné-
ho jedinca bola muticia detegovana v homozygotnom stave,
teda v dvoch kopiach a u tohto jedinca je vysoky predpoklad
rozvinutia ochorenia. Z frekvencie mutacii boli ur¢ené ocaka-
vané frekvencie genotypov. Pri pocte obyvatel'ov osady 1000
je predpokladany pocet jedincov homozygotnych pre mutaciu
¢.1400C>T (u ktorych je vysoké riziko ochorenia) 17. Podl'a
nasich vedomosti v§ak u obyvatel'ov osady doposial’ ochorenie
nebolo diagnostikované.

Tabulka 1. Vysledky analyzy mutacie c.1400C>T u Romov
v obci Svinia

gén SLC22A12
mutacia c.1400C>T

pocet vysetrenych jedincov 58

genotypové frekvencie (wt/het/mut) 0,583/0,397/0,017
frekvencia mutovanej alely 21,55%
teoreticky pocet prenasacov v osade” 230

teoreticky pocet homozygotov v osade” 17

Pozndamka: wt — wild-type genotyp; het — heterozygotny genotyp, mut —
mutatantny genotyp, * — vypocitané za podmienky zachovania HWE (v
lokuse je vzorka v rovnovahe) a poctu obyvatelov 1000

Roémovia tvoria geneticky izolat, ktory je vnutorne diferen-
covany na viac ¢i menej izolované skupiny, s malym interpo-
pulacnym tokom genetickych informacii a s vyraznou tlohou
primarneho, sekundarneho a tercidrneho efektu zakladatela
v jednotlivych subpopulaciach. Tieto demografické vlastnosti
su pri¢inou homogénneho zakladu dedi¢nych ochoreni, pritom-
nosti unikatnych mutacii Specifickych pre Romov a rozdielnej
frekvencie variantov DNA v genofonde Rémov.
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V inych sledovanych komunitach dosahovala mutacia
¢.1400C>T omnoho nizsie frekvencie, porovnatelné s frek-
venciou stanovenou vseobecne u Romov na Slovensku, resp.
v Ceskej republike. Vysoky vyskyt mutacii v obci Svinia je
pravdepodobne zapri¢ineny sekundarnym, resp. tercidrnym
efektom zakladatel’a, mutacie teda boli pritomné u ¢lena rodi-
ny, ktora stala pri vzniku osady. Tento jav treba zohladiiovat’
v stadiach zameranych na urcenie frekvencie mutacii a vyh-
nut’ sa zovSeobecnovaniu vysledkov zistenych v malom pocte
komunit pre celu populaciu. Takyto nespravny vyber vzorky
populacie moze I'ahko vyustit’ do popisania falosne vysokého
vyskytu mutacie v populacii.

Zaver

Pri stanovovani frekvencie mutacii a rizika vyskytu zried-
kavych ochoreni u romskeho etnika je nevyhnutné zohladnit
populacné sSpecifika tejto skupiny tak pri vybere vzorky jedin-
cov ako aj pri zovSeobecnovani vysledkov pre celu populaciu.
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Sihrn

Jednym z najdélezitejSich populacnych javov, ktory formo-
val sucasny genofond romskeho obyvatel'stva je efekt zaklada-
tel'a. Okrem primérneho efektu vSak v jednotlivych subpopula-
ciach zohral vyznamnu ulohu aj sekundarny, resp. az terciarny,
efekt zakladatela. Tento prispevok podava Ciastkové predbezné
vysledky populacnej Studie frekvencii mutécii spdsobujucich
zriedkavé ochorenia v romskej populdcii na Slovensku. V osa-
de v obci Svinia v okrese PreSov na vychodnom Slovensku
zije priblizne tisic Rémov. Podl'a ustneho podania obyva-
telov obce boli zakladateImi osady jeden rémsky par a jeho
potomstvo. U rémskeho obyvatel'stva obce bola frekvencia
viacerych mutacii odlisnd od celkovej frekvencie u Romov
na Slovensku. Extrémne vysoku frekvenciu sme zaznamenali
pri mutécii ¢.1400C>T v géne SLC22A12 sposobujucich zried-
kavé autozomovo-recesivne ochorenie rendlna hypourikémia.
V inych komunitach tdto mutdcia dosahovala omnoho nizsie
frekvencie, porovnatelné s frekvenciou stanovenou vSeobecne
u Rémov na Slovensku, resp. v Ceskej republike. Vysoka frek-
vencia v obci Svinia je pravdepodobne zapri¢inena sekundar-
nym efektom zakladatela, mutacia teda bola pritomna u ¢lena
rodiny, ktory stal pri vzniku osady. Romovia tvoria geneticky
izolat, ktory je vnutorne diferencovany na viac ¢i menej izo-
lované skupiny s vyraznou tlohou sekundarneho a terciarneho
efektu zakladatel'a v jednotlivych subpopuléciach. Pri stanovo-
vani frekvencie mutdcii a rizika vyskytu zriedkavych ochore-
ni u romskeho etnika je nevyhnutné zohl'adnit’ tieto Specifika
pri vybere vzorky jedincov a byt vel'mi opatrny pri zovSeobec-
novani vysledkov pre celil populaciu.
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