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1.UVOD 
 

Veliki dio fenotipskih varijacija unutar iste vrste može se pripisati polimorfizmu jednog 

nukleotida ( eng. single nucleotide polymorphisms, SNP), promjeni jedne baze koja se 

pojavljuje u frekvenciji većoj od 1% unutar populacije. Kod ljudi se oko 90% varijacija 

sekvenci može pripisati SNP-ovima (Brookes i sur., 1999). SNP-ovi najčešće upućuju na 

promjenu jedne baze u DNA među pojedincima. Testovi koji otkivaju ovakve razlike 

općenito mogu otkriti mala umetanja ili delecije jedne ili nekoliko baza (Krawczak i sur., 

1992). Različiti SNP-ovi imaju različite učinke na organizam. Neki SNP-ovi uzrokuju 

promjene u regulaciji i funkciji različitih proteina što može dovesti do razvoja bolesti i 

uzrokovati različite fenotipe organizama. SNP-ovi postoje u cijelom genomu pa tako i u 

kodirajućim regijama, kao i izvan kodirajućih regija. SNP-ovi izvan kodirajućih regija mogu 

se pojaviti u međugenskim sekvencama, intronskim regijama i povezanim nekodirajućim 

regijama kao što su promotori i vezna mjesta za transkripcijske faktore. Geni se razlikuju 

prema udjelu varijacija koje sadrže, posebno u kodirajućoj regiji (Cargill i sur., 1999; 

Halushka i sur., 1999). Procjenjuje se kako ima oko 10-30 milijuna SNP-ova u ljudskom 

genomu ili prosječno jedan na svakih 100-300 baza. Razne metode su korištene za otkrivanje 

ovakvih područja kao što su hibridizacijski testovi, pirosekvenciranje, denaturirajuća 

gradijent gel elektroforeza. Sinonimni SNP-ovi dovode do razvoja različitih fenotipova i 

ljudskh bolesti kao što su shizofrenija i srpasta anemija. SNP-ovi utječu na razlike između 

pojedinaca jer imaju utjecaj na promotorsku aktivnost, tj. na gensku ekspresiju, stabilnost 

mRNA i na učinkovitost translacije ( Lohrer i sur., 2000). Proučavanje SNP-ova koristi se za 

fenotipizaciju i u farmakogenetici kako bi se otkrila povezanost SNP-ova s odgovorima 

organizma na lijekove (Zilfalil, 2005; Kayser, 2015). 

 

2. OSNOVNI DIO 

 

2.1. Struktura nukleotida 

  

DNA i RNA imaju velike kemijske strukturne sličnosti. U njihovoj primarnoj strukturi, obje 

su linearni polimeri građeni od monomera zvanih nukleotidi. Stanične RNA molekule mogu 

biti duge od sto do nekoliko tisuća nukleotida, dok su stanične DNA molekule duge nekoliko 

tisuća miliona nukleotida. DNA i RNA molekule građene su od 4 različita nukleotida, a svi 
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nukleotidi imaju zajedničku strukturu koja uključuje fosfatnu skupinu vezanu 

fosfodiesterskom vezom na pentozu koja je vezana glikozidnom vezom za organsku bazu. U 

RNA, pentoza je riboza, dok je u DNA deoksiriboza (Slika 1). DNA sadrži timin, a RNA 

uracil što predstavlja razliku između baza DNA i RNA, dok su baze adenin, gvanin i citozin 

pronađene u obje molekule. Adenin i gvanin su purinske baze, a citozin, timin i uracil 

pirimidinske baze. U nukleotidima, 1' ugljikov atom šećera je povezan s dušikom na devetoj 

poziciji purina (N9) ili na prvoj poziciji pirimidina (N1). Stanične i izvanstanične tekućine u 

organizmima sadrže male koncentracije nukleozida građenih od baze i šećera bez fosfata. 

Nukleotidi su, dakle, nukleozidi koji imaju jednu, dvije ili tri fosfatne skupine. Kada se 

nukleotidi polimeriziraju tvoreći nukleinske kiseline, hidroksilna skupina vezana za 3' 

ugljikov atom šećera jednog nukleotida stvara vezu s fosfatom drugog nukleotida uklanjajući 

molekulu vode (Lodish i sur., 2000). 

 

Slika 1. Struktura nukleotida (Izvor: web 1) 

 

  

2.2. Tipovi SNP-ova 

 

Važnost otkrivanja SNP-ova leži u njihovom doprinosu otkrivanja bolesti. Neki SNP aleli su 

zapravo DNA sekvence koje uzrokuju razlike u genskoj funkciji i regulaciji pa direktno 

doprinose razvoju bolesti. Međutim, većina SNP-ova ima malu ili nikakvu ulogu u razvoju 

bolesti. Oni su obično genski markeri koji se mogu koristiti za otkrivanje funkcionalnih SNP-

ova. SNP-ovi postoje u cijelom genomu. Različiti tipovi SNP-ova mogu promijeniti 

regulaciju i ekspresiju proteina. Neki SNP-ovi su polimorfizmi na mjestima za izrezivanje i 
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rezultiraju različitim proteinima, a razlikuju se u egzonima koje sadrže (Krawczak i sur., 

1992). Neki SNP-ovi nalaze se u promotorskoj regiji te je dokazano kako utječu na regulaciju 

i ekspresiju proteina (Ligers i sur., 2001). SNP-ovi mogu biti povezani s drugim SNP-ovima 

te mnogi od njih u ezgonskim, intronskim i ostalim regijama, mogu biti povezani s nekom 

bolesti ili fenotipom, iako i samo jedan može izravno utjecati na fenotip.  Oni SNP-ovi koji se 

nalaze unutar kodirajućih regija mogu se svrstati u dvije grupe: sinonimni (eng. synonymous ) 

ili „tihi“ i nesinonimni (eng. nonsynonymous). SNP-ovi u kodirajućoj regiji koji mijenjaju 

prepisan kodon tako da je različita aminokiselina umetnuta u polipeptid nazivaju se 

nesinonimnim SNP-ovima. Zbog pojave sparivanja krivih baza i redundancije u genskom 

kodu, neki sinonimni SNP-ovi u kodirajućim regijama ne dovode do promjene u 

aminokiselinama. Pojam „tihi“ SNP navodi da takva promjena nukleotida nema posljedicu na 

molekularnoj, staničnoj ili fiziološkoj razini (Lohrer i sur., 2000).  

 

2.3. Broj SNP-ova 

 

Postoje podaci o broju mjesta koja se razlikuju između dva slučajno odabrana homologna 

kromosoma. Takva različita mjesta uzrokuju nukleotidnu raznolikost. Raznolikost nukleotida 

je korisna za uspoređivanje varijabilnosti uzduž kromosomske regije ili unutar populacije 

(Hartl i sur., 1997). Mnogi SNP-ovi otkriveni su na mjestima preklapanja krajeva BAC (eng. 

bacterial artificial chromosome) klonova korištenih za sastavljanje ljudskih genoma. Kada 

BAC klonovi dolaze od različitih jedinki ili različitih kromosoma iste jedinke, broj u 

razlikama između dva kromosoma u prosjeku iznosi 1/1331 mjesta unutar DNA sekvence. 

Uzevši u obzir da je svaki čovjek heterozigot s ukupno 3,2 milijarde baza, jedna razlika 

pojavljuje se na svaku 1331 bazu. Posljedica toga je ukupno 2,4 milijuna različitih baza na 

svim kromosomima.  

Kada se dva kromosoma uspoređuju, mogu imati istu bazu na nekom mjestu na DNA 

iako je to mjesto polimorfno u populaciji. Broj mjesta DNA koja variraju u populaciji ne 

mogu biti procijenjena samo brojeći različita mjesta između dva kromosoma. Broj različitih 

mjesta na DNA će se povećati ispitivanjem većeg broja pojedinaca te će točan broj ovisiti o 

raspodjeli frekvencije alela za SNP, ali i brojni SNP-ovi biti će propušteni. Na primjer, uzorci 

od 10 kromosoma imaju 97% vjerojatnosti uključivanja oba alela za SNP kada je minimalna 

frekvencija alela (eng. minor allele frequency, MAF) najmanje 20% u populaciji. Međutim, 

kada je MAF najmanje 1%, vjerojatnost za uključivanje oba aela za SNP iznosit će 59% 
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(Kruglyak i Nickerson, 2001). Tako mali uzorci će propustiti brojne SNP-ove s uobičajenim 

alelima, stoga i većinu SNP-ova s rijetkim alelima. Na temelju teorije i promatrane stope od 

1/1331 razlike na dva kromosoma, procjenjuje se kako broj SNP-ova kod ljudi s MAF-om 

iznad 1% iznosi 11 milijuna (Kruglyak i Nickerson, 2001).  

Geni se razlikuju prema udjelu varijacija koje sadrže, osobito u kodirajućoj regiji. 

Dvije velike studije su proučavale SNP-ove u malim područjima oko gena, uključujući 

egzone i introne (Cargill i sur., 1999; Halushka i sur., 1999). Broj pronađenih SNP-ova po 

genu kretao se od 0 do 50. Cargill i suradnici (Cargill i sur., 1999) su ustanovili da na 106 

gena postoji 1851 baza s prosječno 114 kopija unutar svakog gena. Nadalje, uočili su 

pojavljivanje jednog SNP-a na svakoj 348. bazi s prosjekom od 5 SNP-ova po genu. 

Halushka i suradnici (Halushka i sur., 1999) uočili su u 2527 baza na 75 gena u 148 kopija po 

genu i pronašli stopu SNP-a od 1/242 mjesta s prosjekom od 10 SNP-a po genu. Ova razlika 

u prosječnim brojevima SNP-ova po genu može biti objašnjena tako što je u drugoj studiji 

ispitan veći broj baza u više jedinki s više raznolikosti u kojoj je više varijabilan skup gena.   

 

2.4. Otkrivanje SNP-ova 

 

2.4.1.  TaqMan test 

 

TaqMan SNP genotipizacijski test izvodi se uz upotrebu ABI Prism 7900HT sustava za 

sekvenciranje (ABI Prism 7900 Sequencing Detection System). TaqMan test zove se još i 5' 

nukleazni alel diskriminirajući test. Test zahtjeva par početnica i dvije različito definirane 

TaqMan MGB (eng. minor groove binder, MGB) probe. Dva nedavno razvijena testa 

omogućila su hibridizaciju baziranu na alelnoj diskriminaciji tijekom PCR-a bez potrebe za 

odvajanjem ili ispiranjem. Alelne diskriminacije upotrebljavamo za genotipizaciju točkastih 

mutacija. TaqMan test koristi 5' nukleaznu aktivnost Taq DNA-polimeraze. TaqMan test 

omogućuje brz i jednostavan način otkrivanja SNP-ova. MGB probe sadrže fluorescentne 

boje za otkivanje specifičnih SNP-ova. Najveća prednost testa 5' nukleazne reakcije je 

potpuna homogenost. Rezultati su dobiveni jednostavnim mjerenjem fluorescencije završne 

reakcije. Isključujući post-PCR proces, sposobnost razlikovanja alela pomoću fluorogenih 

proba reducira vrijeme testa, isključuje troškove rada i nabave za PCR reakcije, smanjuje 

rizik od kontaminacije i minimalizira izvore pogreške. Test ima osjetljivost PCR-a tako da je 
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nužna  minimalna količina genomske DNA. Ovom metodom moguće je otkriti 250 000 SNP-

ova svakog dana (Livak i sur., 1995).  

Korištenjem 15 flourogenih proba ova metoda (Slika 2) kombinira umnažanje 

specifičnih odsječaka pomoću PCR i detekciju u jednom jedinom koraku. U ovoj metodi, 

koju su prvi opisali Holland i sur., (Holland i sur., 1991; Holland i sur., 1992), hibridizacijska 

proba koja je uključena u lančanu reakciju polimeraze cijepa se 5’ nukleaznom aktivnošću 

Taq DNA polimeraze samo u slučaju kada se umnaža ciljana sekvenca probe. 

 

Slika 2. 5' Nukleazna reakcija (Web 2) 

Fluorogena proba koju su prvi sintetizirali Lee i suradnici (Lee i sur., 1993), sastoji se 

od oligonukleotida označenih s fluorescentnom obilježavajućom bojom (eng. reporter) i 

prigušujućom bojom (eng. quencher) koji se nalaze na suprotnim stranama probe. U intaktnoj 

probi, blizina prigušujuće boje smanjuje fluorescencijski signal koji daje obilježavajuća boja, 

kao rezultat energetskog transfera Förster-tipa (eng. Förster-type enery transfer, FRET) 

(Förster, 1948). Cijepanje flourogene probe tijekom PCR-a oslobađa obilježavajuću boju i 

uzrokuje povećanje intenziteta njezine fluorescencije. ABI Prism 7900HT sustav za 

sekvenciranje mjeri porast fluorescencije tijekom ciklusa PCR-a, detektirajući akumulaciju 

PCR produkata u realnom vremenu (eng. real-time PCR, RTPCR), izravno u PCR 

reakcijskim jažicama. SNP se nalazi u drugoj trećini probe. Prilikom hibridizacija probe i 

ciljane DNA sekvence, obilježavajuća boja se otpušta i pojačava fluorescentni signal 

(Borodina i sur., 2004). 
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2.4.2. Pirosekvenciranje  
 

Pirosekvenciranje je metoda sekvenciranja u stvarnom vremenu temeljena na pretvorbi 

pirofosfatnih skupina, otpuštenih tijekom produljenja DNA, u mjerljivo svjetlo. Ovaj proces 

oslanja se na činjenicu da je dobiveno svjetlo direktno proporcionalno i reflektira nukleotide 

umetnute u DNA djelovanjem DNA-polimeraze u bilo kojem trenutku. Stoga, znanstvenici 

mogu proučavati od jedan do sto nukleotida svakog DNA produkta. Postupak se može 

podijeliti u tri glavna koraka. Prvo, željena regija genoma mora biti umnožena PCR-om. Ovo 

je ključni korak za pirosekvenciranje jer pouzdanost i reproducibilnost ove tehnike značajno 

ovisi o kvaliteti i količini PCR produkta. Drugo, PCR produkt pretvoren je u jednolančane 

DNA (eng.single-stranded DNA, ssDNA) fragmente kojemu je pridružena sekvencijska 

početnica. Treće, specifični nukleotidi su dodani na početicu ssDNA u odabranom 

redoslijedu. Kada je dodan nukleotid na 3' kraju sekvencijske početnice, pirofosfatna skupina 

biva oslobođena te ju enzim sulfurilaza pretvara u ATP, kojeg enzim luciferaza koristi za 

proizvodnju svjetlosti, kasnije zabilježenu CCD kamerom (Margulies i sur., 2005). U 

međuvremenu, apiraza eliminira višak nukleotida i priprema smjesu za dodatak idućeg 

nukleotida. Pirosekvenciranje je posebno raznoliko za SNP-genotipiziranje. Kako su 

neobrađeni podaci jednostavno sekvencirani podaci u stvarnom vremenu željene regije, 

pirosekvenciranje se može koristiti za genotipizaciju ne samo dvoalelskih polimorfizama, već 

i polimorfizama tri alela i manjih insercija/delecija. Također se koristi za otkrivanje regija s 

nedostatkom heterozigotnosti, alelskih varijacija u ekspresiji gena te metilacije DNA (Hillier 

i sur., 2008) 

2.4.3. Denaturirajuća gradijent gel elektroforeza  

 

Deneturirajuća gradijent gel elektoforeza (eng. denaturing gradient gel electrophoresis, 

DGGE) koristi se na principu u kojem dvolančana DNA molekula ima jedinstvenu stopu 

denaturacije koja je temeljena na specifičnom sastavu nukleotida u DNA sekvenci (Fisher i 

sur., 1983). U denaturirajućem okolišu, lanci DNA će se razdvojiti u izoliranim regijama koje 

se nazivaju „domene taljenja“. Temperatura na kojoj se to događa naziva se „temperatura 

taljenja“. Razlike u opsegu denaturacije domena taljenja mogu se zabilježiti korištenjem 

akrilamid gel elektroforeze (Myers i sur. 1988). Urea i formamid su dodani akrilamidnom 

gelu kako bi se stvorio okoliš pogodan za denaturaciju, te mijenjajući njihove koncentracije 

možemo proizvesti velik raspon denaturacije. Elektroforeza na stalnoj temperaturi od 60 °C 

također pomaže u denaturaciji DNA molekula. Kada denaturacija DNA molekula počne, 



7 
 

njihova mobilnost u akrilamidnom gelu bit će promijenjena. Molekule s najvećim opsegom 

denaturacije migrirat će sporije nego manje denaturirane molekule. Razlike u mobilnosti 

rezultirat će time da će DNA molekule zauzeti različit položaj na gradijentnom gelu i moći 

ćemo ih prikazati kao odvojene trake. DGGE koristimo u analizi DNA molekula duljine od 

100 do 1000 parova baza. Veći fragmenti najčešće se mogu odvojiti korištenjem 6-8% 

akrilamidnog gela, dok manji traže gel s većim postotkom akrilamida, do 12% kako bi 

usporili mobilnost DNA i povećali denaturirajuće uvjete. U praksi DGGE se koristi za 

pronalazak SNP-ova.  Jednako je pogodan za pronalazak polimorfizama koji se pojavljuju 

samo na jednom mjestu u DNA sekvenci i za pronalazak polimorfizama raširenih po cijelom 

egzonu (Knapp, 2009). 

 

2.5. Varijacije u ljudskoj DNA 

 

Ljudska populacija pojavila se prije otprilike 100 000-200 000 godina u Africi i od tamo se 

raširila po ostatku svijeta (Tishkoff i sur., 1996). Prvotna populacija bila je polimorfna te na 

temelju toga većina populacija iz svih dijelova svijeta dijeli polimorfizme od naših 

zajedničkih predaka. Na primjer, sve populacije su varijabilne za gen za ABO krvnu grupu 

(Barbujani i sur., 1997). Dvoje ljudi iz populacije gotovo je potpuno različito kao dvoje 

nasumičnih ljudi iz cijelog svijeta. Mutacije su nastale u populacijama otkako su se ljudi 

proširili svijetom, prema tome neke su mutacije karakteristične za pojedine populacije. 

Varijacije koje se rijetko pojavljuju, najčešće su nastale nedavno i veća je mogućnost da se 

pojavljuju samo u nekim populacijama (Nickerson i sur., 1998; Rieder i sur., 1999). 

Uobičajene varijacije su u velikom broju slučajeva česte u svim populacijama. Samo mali 

postotak varijacija je uobičajen u jednoj populaciji, a rijedak u drugoj. Najčešća razlika među 

populacijama je primjerice da varijacija ima frekvenciju od 20% u jednoj populaciji, a 30% u 

drugoj.  Veliko preklapanje krugova sugerira kako  sve populacije sadrže najčešće istu 

varijaciju (Slika 3). Mala nepreklopljena regija je važna za populacijsku razliku u podložnosti 

bolesti, ali čak i tada nije moguće da će svi članovi populacije dobiti neku bolest. Najveća 

razlika kod rizika za nastanak bolesti je između pojedinaca neovisno o populaciji, a ne među 

populacijama. 
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Slika 3. Shematski prikaz ljudske varijacije (Kwok i sur., 2003) 

 

2.6. Raspodjela SNP-ova 

 

Razumijevanje raspodjele SNP-ova zahtijeva razumijevanje procesa na razini kromosoma i 

razini populacije. Neutralna teorija populacijske genetike pruža modele koji predviđaju 

očekivanu distribuciju SNP alelnih frekvencija i frekvencija haplotipa (Hartl i sur., 1997). 

Ovi modeli korisni su za usporedbu s podacima prikupljenim promatranjem kako bi odbacili 

zaključke koji nisu točni i odredili koji parametri, kao npr. veličina populacije, su 

najdosljedniji s podacima. Također, korisni su i za pronalaženje tipova selekcije koji se mogu 

pojaviti u određenim regijama kromosoma. Procesiranje na razini kromosoma je od iznimne 

važnosti za frekvenciju SNP alela (eng. SNP allele frequencies), a neravnoteža o stopi 

frekvencija alela nam govori o stopi mutacija. Iako SNP-ovi općenito imaju nisku stopu 

mutacija, CpG nukleotidi su visoko mutabilni; oni čine samo 1-2% sekvence, ali 25-30% 

SNP-ova (Halushka i sur., 1999; Templeton i sur., 2000; Wang i sur., 1998). Osim CpG 

nukleotida, postoje drugi tipovi žarišnih točkastih mutacija koje mogu utjecati na frekvenciju 

SNP-ova (Templeton i sur., 2000). SNP-ovi koji nastaju od ponavljajućih mutacija mogu 

ponekad biti na funkcionalno važnim mjestima i tako pridonositi opasnosti od oboljenja. 

Međutim, takvi SNP-ovi su manje informativni markeri za asocijativnu analizu jer su manje 

povezani s drugim SNP-ovima. Regije s manje rekombinacija u pravilu imaju manji broj 

genetičkih varijacija, što je pronađeno na primjeru ljudi, miševa i muha (Begun i sur., 1992; 

Nacham i sur., 1997; Nacham i sur. 1998). Pretpostavlja se da ovo odražava povijest 
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selektivnih odabira za povoljne alele ili čišćenja selekcije od štetnih alela (Charlesworth i 

sur., 1995). Distribucija broja krivo sparenih baza među nasumičnim pojedincima nam govori 

o pojavi fenomena "bottleneck" u populaciji (Rogers i sur., 1992). Usporedbom omjera 

sinonimnih i nesinonimnih promjena u genu unutar populacije s omjerom sinonimnih i 

nesinonimih promjena ustaljenih među vrstama daje nam informacije o tipu selekcije koja je 

djelovala na genetičku varijaciju gena. Dokazi za selekciju koji se protive varijaciji u genu 

pojavljuju se kada postoji višak sinonimnih ustaljenih promjena, a dokaz za ravnotežnu 

selekciju i očuvanje varijacije u populaciji očitava se kada postoji višak nesinonimnih 

ustaljenih promjena (McDonald i sur., 1991). Demografski događaji, kao promjene u veličini 

populacije, utječu na sve genomske regije, dok selektivni događaju utječu na određene 

genomske regije. Usporedbom genomike populacije, gdje je uzorak varijabilnosti uspoređen 

među vrstama, pružit će uvid u funkciju gena i procesa koji utječu na varijaciju (Hudson i 

sur., 1987). 

 

2.7. Uloga SPN-ova u razvoju bolesti 

 

Uzrok učestalih bolesti poput raka, moždanog udara, srčanih bolesti, šećerne bolesti, 

shizofrenije i srpaste anemije leži u genskim poremećajima, ali i u okolišnim čimbenicima. 

Cilj pronalaska ovih mutiranih gena jest razumijevanje procesa kojim dolazi do razvoja ovih 

bolesti kako bi se predvidjeli, spriječili ili na pravilan način liječili. S obzirom da populacija 

dijeli većinu genskih varijacija, pretpostavlja se da su bolesti uzrokovane varijacijama koje su 

učestale u populaciji (Chakravarti i sur., 1999; Collins i sur., 1997; Lander i sur., 1996). 

Povezivanje SNP-ova s kompleksnim bolestima nije jednostavno. Za početak, gleda se 

genska podloga bolesti, odnosno koliko je gena zahvaćeno bolešću, relativni doprinos, alelna 

frekvencija i interakcija između gena te genske razlike između kontrolne i zahvaćene skupine 

(Jorde i sur., 2000). Istraživači često koriste SNP-ove s manjim frekvencijama od najmanje 

20%. SNP aleli koji utječu na gensku funkciju obično imaju manji prosjek frekvencija od 

alela drugih SNP-ova. Tehnologija nije još dovoljno jeftina za studije koje bi genotipizirale 

tisuće pojedinaca za preko sto tisuća SNP-ova u cijelom genomu kako bi vidjeli koje su 

varijacije najbliže povezane s fenotipom neke bolesti (Rish i sur., 1996). Jedna od metoda za 

povećanje učinkovitosti korištenja SNP-ova u otkrivanju bolesti je određivanje haplotipova. 

Nedavne studije su pokazale kako je većina genoma organizirana u blokove haplotipova koji 

su zajednički svakoj regiji kromosoma (Rieder i sur., 1999). Samo nekoliko SNP-ova će biti 
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dovoljno za obilježavanje ovih blokova haplotipova i ispitivanje povezanih bolesti. Ovakve 

strukture bloka olakšavaju identifikaciju regije kromosoma povezane s bolešću. Međutim, 

nakon što odredimo koji je blok povezan s bolesti, otkrivanje koji su geni i varijacije u bloku 

povezane s funkcionalnim uzrokom postaje teško upravo zbog snažnog udruženja SNP-ova 

unutar jednog bloka (Goldstein i sur., 2001). Veliki blok može sadržavati mnogo gena, manji 

blok s duge strane može imati samo jedan gen, što je jako važno za razumijevanje procesa 

nastanka bolesti. Jednom kada mali blok s udruženim SNP-ovima biva povezan s nekom 

bolesti, statistička analiza podbacuje jer ne može se ustvrditi koji su SNP-ovi uzroci bolesti, a 

koji su samo povezani, ali ne i zaslužni za razvoj bolesti (Reich i sur., 2001). 

2.7.1. Srpasta anemija 

 

Srpasta anemija (drepanocitoza) je nasljedna hemoglobinopatija u kojoj je glavni poremećaj 

sinteza hemoglobina pa dolazi do stvaranja abnormalnog hemoglobina S, HbS. Fiziološki i 

odrasli hemoglobin A, sastoji se od četiri hema i po dva α i β globinska lanaca. Raspodjela i 

organizacija aminokiselina u tim peptidnim lancima važna je i konačna, te omogućuje 

pravilan oblik hemoglobina, samim time i eritrocita koji kao takav može nesmetano primati i 

otpuštati kisik. Srpasta anemija je posljedica zamjene glutaminske kiseline s valinom na 6. 

položaju β-lanca. Uobičajan kodon na DNA sekvenci je CTC komplemenaran kodonu GAG 

za amnokiselinu glutamat. Na mutiranom DNA lancu pojavljuje se SNP u CAC kodonu 

komplementaran kodonu GTG za amanokiselinu valin. (Slika 4). Molekule HbS se nakon 

otpuštanja kisika polimeriziraju. Takvi su polimeri teško topljivi i dolazi do njihovog 

nakupljanja, zbog čega eritrociti poprimaju oblik srpa. Navedeno pogoduje agregaciji 

eritrocita u cirkulaciji uz posljedično začepljenje malih krvnih žila i hemolize (Gamulin i sur., 

2011). 

Srpasta anemija je bolest koja se pojavljuje u homozigota s mutacijom gena β-globin, dok su 

heterozigoti samo nositelji bolesti koja se u njih klinički ne očituje. Bolest se najčešće 

pojavljuje u crnaca, no može se pojaviti i u Arapa, Grka i Talijana (Damjanov i sur., 2014). 
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Slika 4. Srpasta anemija je posljedica zamjene glutaminske kiseline s valinom  (Web 3) 

 

2.7.2. Shizofrenija  

 

Shizofrenija je kompleksna neurološka bolest koja je posljedica disfunkcije frontalnog i 

temporalnog režnja. Pored otkrivenih 108 genskih lokusa specifičnih za shizofreniju, 

izračunavanjem sume rizika za pojavu bolesti, uključujujući utjecaj svih pojedinačnih SNP-

ova, bilo je objašnjeno svega 7% rizika. Shizofrenija je visoko nasljedna bolest i oko 80% 

varijacija fenotipa uvjetovano je genskim faktorima (Glazier i sur., 2002) . Iako je 

kompliciran multifaktorijalnom prirodom bolesti, genski temelji za nastanak shizofrenije 

počinju biti jasniji. Neurotransmisija glutamata, proces usko vezan uz shizofreniju (uz mnoge 

druge bolesti) reguliran je metabotropnim glutamatnim receptorima (GRM). Aktivacija grupe 

GRM-a, sastavljene od GRM2 i GRM3, upravlja sinaptičkom razinom glutamata. Sinonimni 

SNP unutar GRM3 prvi je SNP za koji je dokazana poveznica s nastankom shizofrenije 

(Egan i sur., 2004).   

 

2.8. Fenotipizacija pomoću SNP-ova 

 

SNP-ovi utječu na ekspresiju i regulaciju proteina što dovodi do različitih fenotipova 

organizama. Ta činjenica predstavlja novi način forenzičkih istraživanja. Forenzička DNA 

fenotipizacija odnosi se na predviđanje izgleda nepoznatih donora uzoraka, nestalih osoba, 

počinitelja zločina izravno preko biološkog materijala pronađenog na mjestu zločina. 

Rezultati  forenzičke DNA fenotipizacije mogu pružiti tragove koji vode do nepoznate osobe 
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koja se ne može identificirati preko postojećeg DNA profila u bazi podataka. Ova primjena 

DNA označava bitno drugačiju forenzičku upotrebu genetičkog materijala. Trenutno, grupno 

specifične pigmentacijske osobine se već mogu predvidjeti pomoću DNA s velikom 

sigurnošću, dok su druge fenotipske osobine još pod genetičkim istraživanjem. TaqMan test 

dao je rezultate kako postoji 90483 SNP-ova koji imaju različite alelne frekvecije kod četiri 

populacije, europsko-američka, afričko-američka, kineska i japanska. Alelna frekvencija 

kineske i japanske populacije imaju međusobno više sličnosti nego s frekvencijom druge 

dvije populacije (Kidd i sur., 2006). Forenzička DNA fenotipizacija je obećavajuća kod malih 

skupina potencijalnih počinitelja koji odgovaraju fenotipskim karakteristikama koje se preko 

SNP-ova mogu predvidjeti tj. preko DNA uzoraka nađenih na mjestu zločina. Pod uvjetom 

dostupnosti sredstava, buduća istraživanja za bolje razumijevanje genske osnove za ljudski 

fenotip, dovest će do značajno detaljnijeg prikaza nepoznate osobe iz DNA uzorka. Ovaj 

oblik korištenja DNA materijala omogućit će bolja istraživanja kriminalnih i nestalih osoba te 

riješavanju teških slučajeva (Kayser, 2015) 

2.9. Primjena SNP-a u farmakogenskim istraživanjima 

 

Farmakogenetika je znanost koja se bavi proučavanjem utjecaja genskog sastava na odgovor 

organizma na lijekove. Ova znanost može poboljšati medicinsku praksu u individualnom 

liječenju upotrebom novih dijagnostičkih alata te spriječiti probni i pogrešni pristup u odabiru 

terapije te time smanjiti izloženost pacijenata lijekovima koji ne djeluju ili su toksični za njih. 

Proučavanje SNP-ova predstavljaju dobru podlogu u pronalasku rizika pojedinaca na različite 

bolesti i lijekove. Ključno je pronalaženje i otkrivanje zajedničkih, biološki značajnih SNP-

ova posebno onih koji su povezani s odgovorom pojedinaca na lijekove. Karakterizacija i 

pronalazak velikog broja SNP-ova je nužna prije nego što se počnu upotrebljavati kao 

genetički materijal. Većina farmakogenskih ispitivanja provedena su na heterogenim 

populacijama. Problem ovakvih istraživanja su veliki broj potrebnih pacijenata za ispitivanje, 

broj SNP-ova koji se moraju mapirati, trošak genotipizacije SNP-ova i tumačenje dobivenih 

rezultata. LD (eng. linkage disequilibrium) mapiranje je vrlo pogodno jer omogućuje procjenu 

cijeloga genoma, no brojni izazovi i ograničena mapiranja su ipak preznačajni. No 

alternativni pristup mapiranju ima prednost u odnosu na LD mapiranje. No, kako su svi 

ljudski geni otkriveni, potreba za SNP markerima se umanjuje, dok se pristup gen 

specifičnim SNP-ovima povećava. Rezultati ovih ispitivanja će pokazati značajne veze 

između genskih varijacija, uključujući SNP-ove, i odgovora na lijekove (Zilfalil, 2005). 
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3. ZAKLJUČAK 
 

SNP je novi izraz za stari koncept. Genetičari su pokušavali desetljećima pronaći genetičke 

razlike među osobama. Pomoću nedavne tehnologije za DNA sekvenciranje i otkrivanje 

razlika u jednom nukleotidu, ulazimo u razdoblje kada se sve razlike u DNA sekvenci među 

ljudima mogu pronaći. Prednost metoda, kao što su TaqMan test, pirosekvenciranje i 

denaturirajuća gel elektoforeza, je u tome što se metode izvode s visokom preciznošću. Sada 

se zna koliko SNP-ova je prisutno u ljudskom genomu, ali se ne zna funkcija svakog 

pojedinog SNP-a. Potrebne su nove metode, sredstva i znanja kako bi se otkrila brojna pitanja 

o ulozi ovakvih polimorfizama u organizmu te zašto pojedine osobe imaju određeni SNP, 

kako se nasljeđuju te na što sve utječu. Sljedeći izazov je povezati ove genetičke razlike s 

fenotipima kao što su rizik od bolesti i odgovor na različite terapije. Već je za brojne bolesti 

otkriveno kako su uzrokovane SNP-ovima pa bi sljedeća ispitivanja trebala pronaći odgovore 

kako spriječiti ove negativne pojave uzrokovane SNP-om kao što su anemija srpastih stanica 

i shizofrenija i druge bolesti. Također razvoj individualnog liječenja, otkrivanjem SNP-ova 

koji utječu na odgovor na lijekove pomoću farmakogenskih istraživanja, uvelike bi omogućio  

napredovanje biomedicine. Otkrivanje povezanosti SNP-ova s fenotipima predstavalja veliku 

budućnost za razvoj velikog broja grana znanosti. 
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