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POPIS KRATICA
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1. UvOD

1.1. Cagalj

Cagalj (Canis aureus) pripada porodici Canidae (psi), podred Caniformia, redu
Carnivora (mesojedi). Visoko je prilagodljiva vrsta i oportunist. StaniSte mu se proteze od
Afrike do juzne Europe, Bliskog istoka i Azije (Moehlman 1983, Sillero-Zubiri i sur. 2004)
(Slika 2). Jedna je od najmanje istrazenih vrsta iz porodice pasa u Europi (Arnold i sur. 2012).
Zlatni ¢agalj (Canis aureus), ili samo ¢agalj, najsjevernija je i najéesca od 3 vrste ¢aglja (C.
adustrus, C. mesomelas, C. aureus). Spada u mesojede srednje veli¢ine. Zivotinje u
jugoistocnoj Europi i maloj Aziji pripadaju podvrsti C.a. moreoticus, koja je jedna od
najvecih podvrsta ¢aglja na svijetu s tijelom od 120-125 cm i kilazom od 10-13 kg kod oba
spola. Jedino je sjevernoafricka podvrsta C.a. lupaster malo veca, ali podataka za tu regiju je
malo (Ferguson 1981). Boja krzna varira, od crvene, do zlatno smede 1 srebrnkaste. Postoje

individualne varijacije u boji krzna i raspodjeli pruga, posebno na glavi i vratu (Slika 1).

Slika 1. Cagalj ( preuzeto iz Giannatos G. 2004)

Rasprostranjenost caglja u Europi dinami¢na je kroz proslost i uklju¢uje promjene u
gustoci, brojnosti i distribuciji (Krystufek i sur. 1997). Populacija ¢agljeva prolazi kroz tri

razdoblja: razdoblje dramati¢nih padova brojnosti (do 1960.), oporavak (1960. i 1970.) i
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ekspanziju (od rane 1980. do danas). Uzrok brze ckspanzije ¢aglja (1980. do danas) su
rapidne sjeCe prirodnih Suma i sadnja razbacanih crnogoricnih Suma, koje su guste i
nepregledne, a pogodne kao skloniSte ovoj vrsti. Takoder, sSmanjenje populacije vuka (Canis
lupus) omogucuje ¢aglju zauzimanje i Sirenje na podrucja u kojima je vuk prirodno obitavao.
Ujedno, izobilje hrane s farmi u obliku animalnog otpada pruza ovim oportunistima dobre
uvjete za zivot kao i prestanak upotrebe otrovnih mamaca koji su se koristili u redukciji broja

Cagljeva (Spassov 1989, Genov i Vassilev 1991).
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Slika 2. Geografska rasprostranjenost ¢aglja (preuzeto s [UCN 2014)

Cagalj se pojavljuje u sjevernoj i istoénoj Africi, jugoisto¢noj Europi, Srednjem Istoku
i juznoj Aziji sve do Burme i Tajlanda (Slika 2). U Europi je rasprostranjen u male i rasprSene
populacije, najcesce uz obale Sredozemnog i Crnog mora te Balkanskog poluotoka (Demeter i
Spassov 1993, Krystufek i sur. 1997). Na tim podrué¢jima ¢agalj je gotovo istrijebljen tijekom
Sezdesetih godina prosloga stolje¢a zbog smanjivanja stanista i koriStenja otrovnih mamaca,
jer je smatran S$tetoCinom i prijenosnikom bjesnoc¢e (Spassov 1989). Unato¢ Sirokoj
rasprostranjenosti, malo je kvantitativnih podataka o gusto¢i i distribuciji agljeva (Sillero-
Zubiri i sur. 2004). Procjene brojnosti i distribucije ove vrste nisu provodene. lzvjesca Cesto

potjecu iz lokalnih lovackih Casopisa, koja su veé¢inom anegdotna i nepotvrdena od strane
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znanstvene zajednice (KryStufek i sur. 1997). U takvim izvje$¢ima, teSko je razlikovati

zalutale Zivotinje 1 stvarne uspostavljene populacije na nekom podrucju (Zachos i sur. 2009).

1.1.1. Cagalj u Izraelu

Pad bioloske raznolikosti u Izraelu prije svega je posljedica ubrzanog razvoja, rasta
broja stanovni$tva i uniStavanja staniSta, $to sve doprinosti najve¢em problemu u ocuvanju
ove vrste - fragmentiranje stanista (Gabbay 1997). Stovise, brojne populacije divljih Zivotinja
zive izvan zasti¢enih podrucja i onemoguceno im je prirodno kretanje preprekama kao §to su
ceste, naselja 1 umjetne barijere. Sukobi izmedu ljudi 1 Zivotinja nastaju zbog smanjenja
stani$ta 1 zavr$avaju trovanjima, Zrtvama prometa i drugim ¢imbenicima koji predstavljaju
dodatne prijetnje mnogim vrstama, ukljucujuéi divlje pse i ¢agljeve (Yom-Tov i Mendelssohn
1988).

U proslosti se upravljanje divljim psima u lIzraelu provodilo kroz uporabu otrova
(Mendelssohn 1972). 1964. godine pokrenut je veliki program istrebljenja ¢aglja uporabom
otrova, pod pokroviteljstvom Odjela za zastitu bilja Ministarstva poljoprivrede, smatraju¢i ga
glavnim rezervoarom bjesnoée. To je rezultiralo gotovo potpunim istrebljenjem caglja u
Izraelu. Velika redukcija veli¢ine populacije se naziva jo$ i prolazak kroz "usko grlo" (eng.
bottleneck), §to moze rezultirati niskim razinama geneti¢ke varijabilnosti (Leberg 1992). U
velikim populacijama, frekvencija vecine alela stabilna je kroz duzi vremenski period
(England i sur. 2003). Male, izolirane i fragmentirane populacije gube geneticku raznolikost
tijekom vremena zbog genetickog drifta i parenja zivotinja u bliskom srodstvu (Chevolot i
sur. 2008).

The Israel Nature and Parks Authority donosi i provodi zakon koji stiti divlje vrste i
tako brojnost cagljeva u Izraelu raste do prvotnih razina. lIpak, na poljoprivrednim
povr§inama, Cagljevi se smatraju Steto¢inama jer uniStavaju opremu za navodnjavanje i
ubijaju domace zivotinje (Nemtzov i King 2002). To je, zajedno S ograni¢enim zivotnim
prostorom, kao posljedicom rasta ljudske populacije, dovelo do sukoba cagljeva i ljudi.
vrsta. Njihova sposobnost prilagodbe antropogenim promjenama omogucila im je proSirenje

na juzne dijelove lzraela, iako nikada prethodno nisu obitavali u pustinjskom okolisu



(Nemtzov i King 2002)(Slika 3). Rasprsivanje neke vrste djeluje kao vazno sredstvo za
povecanje genetiCke varijabilnosti medu divljim populacijama Zivotinja (Frankham i sur.

2002).

Slika 3. Geografska rasprostranjenost ¢aglja u Izraelu i okolnim drZzavama (preuzeto s IUCN
2014)



1.3. Glavni sustav tkivne podudarnosti

Glavni sustav tkivne podudarnosti (MHC) je skup povrSinskih molekula ¢ija je
funkcija vezanje peptidnih fragmenata patogena i prikazivanje istih na povrsini stanice kako
bi ih T stanice prepoznale. Time imaju srediSnju ulogu u razvoju humoralnog i odgovora
posredovanog stanicama, odredivanju histokompatibilnosti donora za presadivanje organa i
podloznost jedinke autoimunim bolestima. Geni koji kodiraju MHC determinante locirani su
na kratkoj ruci kromosoma 6 i izuzetno su polimorfni (Slika 4) (Kelley i sur. 2005).
Zapanjujuci primjer raznolikosti MHC sustava je ¢ovjek, kod kojeg je do danas pronadeno

gotovo tisuéu jedinstvenih alela u skupinama HLA 11 HLA II (Robinson i sur. 2011).

Chromosome 6

HLA Gene Complex _] I\I
DQ DR Q2922332 - A
S3F° $7%
HLA Class Il Region HLA Class 11l Region HLA Class | Region

Slika 4. Genska mapa HLA regije (preuzeto iz Sweeten i Bray-Ward 2011)

MHC geni organizirani su u regije koje kodiraju tri skupine molekula. Skupine |
MHC gena kodiraju glikoproteine koji se nalaze na povrSini gotovo svih stanica s jezgrom.
Njihova glavna uloga je prikazivanje peptidnog antigena citotoksi¢nim T limfocitima (Tc
stanice). Skupine Il MHC gena kodiraju glikoproteine prisutne na stanicama koje prikazuju
antigen (makrofagi, dendriticke stanice i B stanice), gdje obradene peptide antigena prikazuju
pomoc¢nickim T limfocitima (Th stanice). Skupine IIIl MHC gena generalno kodiraju razlicite
proteine koji imaju imunoloSku funkciju, ukljucujuéi proteine komplementa (C2,C4),

tumorski faktor nekroze (TNF) i proteine toplinskog Soka (Hsp70) (Kuby 2000). Raznolikost
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MHC-a bitna je za prezivljavanje vrste jer omogucava prepoznavanje, a time i obranu od
sirokog spektra patogena. Ta raznolikost nastala je pod utjecajem selekcije, pa MHC geni

sluze kao biljezi za proucavanje adaptivne evolucije populacija i vrsta (Sommer 2005).

Kod ljudi postoje tri gena Il skupine glavnog sustava tkivne podudarnosti; DP, DQ i
DR te dva pomoc¢na gena; DM i DO, koji kodiraju za molekule koje pomazu pri spajanju
MHC 1l molekule i antigenskog peptida. Prvi su heterodimeri koji se nalaze na povrSini
stanica i prikazuju peptide antigena, a potonji su citoplazmatski oligomeri koji su ukljuceni u
transport 1 vezanje peptida antigena. Skupine II MHC molekula sadrze dva razlicita
polipeptidna lanca, 33-kDa a lanac i 28-kDa B lanac, koji su povezani nekovalentnim vezama.
Molekule se sastoje od vanjske domene, transmembranskog segmenta i citoplazmatskog sidra
(Slika 5) (Kuby 2000). HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR i HLA-DM sastoje se od o i 3 lanaca, a
HLA-DO tvori heterotetramer koji se sastoji od dva o i dva B lanca (Slika 5). Klasicne MHC
Il determinante sastavljaju se u ER u kompleks s nepromijenjenim lancem (li), koji ih
stabilizira i sprjeava prerano vezanje peptida antigena (Kelley i sur. 2005). Skupine Il MHC
gena organizirane su u seriju egzona i introna koje zrcale strukturu domene o i  lanaca. Oba
gena, o i B, koji kodiraju skupine II MHC molekula, imaju vode¢i egzon, al i B1 egzon,

transmembranski egzon te jedan ili viSe citoplazmatskih egzona (Kuby 2000).

Class II molecule

Peptide-binding
clefi

B-microglobulin

Slika 5. Struktura skupine I MHC gena (preuzeto iz Kuby 2000)



Budu¢i da prikazuju antigene CD4+ T stanicama, MHC Il molekule izravno su
ukljucene u regulaciju odgovora imunolos$kog sustava. Stoga ne iznenaduje da je za
uravnotezenu funkciju imunolo§kog sustava potrebna precizna kontrola MHC Il ekspresije

gena, koja se odrzava na razini transkripcije (Kelley i sur. 2005).



1.4. Dosadasnja istrazivanja MHC sustava porodice Canidae

U centru paznje dosada$njih MHC istrazivanja porodice pasa pretezito su bili vuk
(Canis lupus) i pas (Canis familiaris). Koliko je meni poznato, nikakva istrazivanja 0

raznolikosti MHC gena na ¢agljevima (Canis aureus) do danas nisu objavljena.

Arbanasi¢ i sur. (2012) koriste¢i metodu kloniranja i sekvenciranja, istrazuju geneticku
raznolikost i evolucijski razvoj egzona 2 skupine Il MHC DLA-DRB1, DQA1 i DQB1 genau
77 jedinki hrvatskog vuka (Canis lupus). U radu identificiraju 13 DRB1, 7 DQA1 i 11 DQB1
izrazito razli¢ita alela, i1 13 DLA-DRB1/DQA1/DQB1 haplotipa. Zaklju¢uju da su DRBI1 i
DQBI1 aleli pod veé¢im selekcijskim pritiskom, dok DQA1 pokazuje znakove umjerene

selekcije.

Seddon i Ellegren (2002) objavljuju rad u kojem istrazuju utjecaj drifta i selekcije na
MHC raznolikost europskog vuka (Canis lupus). Pronalaze 9 DQA, 10 DQB i 17 DRB1
sekvenci egzona 2 i usporeduju rezultate sa sekvencama sjevernoamerickih vukova i pasa.
Relativno velik broj skupine Il alela eksprimirani su i kod europskih i sjevernoamerickih

vukova, §to ukazuje na povijesno veliku populaciju.

Seddon i Ellegreen (2004) istrazuju razinu raznolikosti na tri lokusa MHC klase Il
skandinavske populacije vukova, koja je prirodno rekolonizirana genetickim doprinosom
Cetiri susjedne populacije vukova. U skandinavskoj populaciji vukova, dva alela su pronadena
za svaki lokus i distribucija alela je kompatibilna s njihovom povezanosti u dva haplotipa.
Promjene u razini heterozigotnosti tijekom vremena, pod utjecajem rekolonizacije, pokazuju
efekt novih alela dolaskom imigrantskih vukova. 15 DRB1, sedam DQA i 10 DQBL1 alela
determinirani su kod cetiri susjedne vucje populacije, sa znatnim udjelom u svim

populacijama.

Lightner K. J. (2009) donosi izvjestaj 0 kariotipskoj i alelnoj raznolikosti izmedu 10
vrsta koje pripadaju porodici pasa. Donosi da je od 2006. tipizirano 90 alela za DLA-DRBL1,
22 za DLA-DQAL i 54 za DLA-DQBL. Zbog visoke razine polimorfizma, koji su znak zdrave

populacije, predvida otkrivanje jos vise alela.



Kennedy L. J. (2007) koristi metodu sekvenciranja kako bi karakterizirala DLA alele
klase II 175 uzoraka vuka. Ujedno koristi podatke 1856 uzoraka pasa, pokrivajuéi 85 razlicitih
pasmina europskog podrijetla. U radu identificira 28 novih haplotipa, od kojih su 2 haplotipi
na tri lokusa i mnogi su DLA-DQA1/DQB1 haplotipi koji su identificirani i kod pasa. Tri
DLA-DRB1, osam DLA-DQAL i sest DLA-DQB1 alela prepoznatih kod pasa identificirani
su i kod vukova. Prema podacima istrazivanja zakljucuje da su preci europskih i azijskih
vukova imali drugaciju gensku zalihu koja se izravno ocituje u DLA alelima prisutnim u

pasminama pasa.

Kennedy L. J. i sur. (2011) identificiraju cetiri DLA-DRB1, dva DLA-DQAL1 i pet
DQBI1 alela kod ugrozenog etiopskog vuka (Canis simensis). Jedna je od najrijedih vrsta pasa,
s manje od 500 jedinki. Bjesnoca je uzrok izumiranja populacije. Rad se bavi usporedivanjem
frekvencije haplotipova 18 jedinki i njihovog titra antitijela poslje cijepljenja, koji pokazuje
da je samo jedan haplotip povezan sa smanjenim odgovorom na cjepivo. Znanstvenici
zakljuéuju da etiopski vukovi imaju dovoljnu MHC varijabilnost kako bi osigurali opstanak

vrste.

Galaverni M. i sur. (2013) proucavaju varijabilnost tri gena MHC klase 11 (DRBI,
DQAL, DQBI) iz 94 uzorka talijanskog vuka. Unato¢ efektu "uskog grla" (eng. bottleneck),
izolaciji i redukciji populacije na manje od 100 jedinki, talijanski vuk pokazuje izuzetnu
MHC varijabilnost od 6 do 9 alela po lokusu, ukljuc¢ujuéi dva nedavno opisana alela na DRB1
lokusu. MHC sekvence pokazuju znakove selekcijskog pritiska u proslosti, ali bez dokaza o

trenutnoj selekciji.



1.5. Cilj istrazivanja

Osnovni cilj ovog diplomskog istrazivanja je utvrditi razinu raznolikosti DQA, DQB i
DRB gena skupine Il glavnog sustava tkivne podudarnosti u uzorku od 30 jedinki Caglja
(Canis aureus) iz lzraela. Sekundarni cilj je dokazati djelovanje i prisutnosti prirodne

selekcije na analizirane MHC lokuse.

Budu¢i da je ovo prvo ovakvo istrazivanje provedeno na Cagljevima, opéi cilj je
proSirivanje znanja o MHC raznolikosti unutar divljih vrsta iz porodice pasa (Canidae) i

adaptivnoj evoluciji ¢agljeva na podrucju Izraela.
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2. MATERIJAL | METODE

2.1. Uzorci

Za izradu ovog diplomskog rada koristio sam 30 uzoraka Cagljeva dobivenih od dr. sc.
Kahila Bar-Gal iz Koret School of Veterinary Medicine u Izraelu. Uzorci su bili vrhovi uske
¢aglja (Canis aureus) s krznom. Uzorcima smo prije izolacije DNA skalpelom odstranili
dlake.

2.2. lzolacija DNA

DNA iz uzoraka izolirali smo pomoc¢u komercijalnog paketa Wizard Genomic DNA
Purification Kit-a od Promege, prema protokolu proizvodaca. Prvi korak u izolaciji DNA je
da u svaku 1,5 ml epruvetu, prethodno oznacenu oznakom uzorka, odpipetiramo 60 pl 0.5 M
EDTA otopine pH 8.0 i 250 pl Nuclei Lysis Solution. Komadi¢ uzorka veli¢ine otprilike zrna
rize koji je prethodno o¢is¢en od krzna i usitnjen skalpelom, stavljamo u ohladenu otopinu.
Potom epruvetu vorteksiramo i centrifugiramo 10 sekundi. Nakon centrifugiranja, u epruvetu
dodajemo 9 pl proteinaze K (20mg/ml) 1 snazno vorteksiramo jednu minutu. Epruvetu
inkubiramo na 55 °C preko noéi uz povremeno mijesanje. Sutradan, nakon $to su se uzorci
ohladili na sobnu temperaturu, centrifugiramo 10 sekundi i dodajemo 100 pl Protein
Precipitation Solution. Potom snazno vorteksiramo 20 sekundi i uzorke stavljamo na +4 °C na
5 minuta. Nakon hladenja uzorke centrifugiramo 4 minute na 14.000 rpm. Bijeli talog su
proteini koji su se nataloZili, a DNA je u supernatantu. Uzimamo novi set 1,5 ml epruvetica u
koje pipetiramo 300 pl 100% etanola te dodajemo supernatant iz prethodnog koraka. Pazljivo
mijeSamo sadrzaj okretanjem epruvetica. Sadrzaj potom centrifugiramo 1 minutu na 14.000
rpm i dekantiramo supernatant u otpad, dok DNA ostaje u talogu. Dodajemo 300 pl 70%
etanola te epruvete pazljivo mijeSamo okretanjem. Centrifugiramo ponovno 1 minutu na

14.000 rpm i odstranjujemo supernatant pipetiranjem. Tubice potom otvaramo, preokre¢emo
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na Cisti filter papir i suSimo na sobnoj temperaturi 15 minuta. Posljednji koraci su dodavanje
100 pl DNA Rehidration Solution, inkubiranje uzoraka na +4 °C preko noéi i pohranjivanje

na istoj temperaturi u hladnjaku. Time je nasa izolacija ukupne DNA iz uske ¢aglja dovrsena.

2.3. Lancana reakcija polimerazom

Lancana reakcija polimerazom ili PCR (eng. polymerase chain reaction) metoda je
koriStena pri izradi ovog diplomskog rada kako bi umnozili odsjecke genomske DNA
molekule ¢aglja koji sadrze egzon Il DQA, DQB i DRB lokusa MHC sustava. Prije samog
PCR-a uzorci su razrijedivani 10x (9 ul DNA Rehidration Solution i 1 pl DNA) i 100x (99 pl
DNA Rehidration Solution i 1 pl DNA). Za PCR su koriStene specificne pocetnice iz
literature koje su razvijene za istrazivanje MHC lokusa u pasa i vukova. Za PCR koristimo i
komercijalni komplet HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen) i HotStarTag PLUS DNA
Polymerase (Qiagen). Oba kompleta sadrze vodu bez RNAze i Taq PCR master mix (sastoji
se od Qiagen PCR pufera, dNTP-ova i Tag DNA polimeraze). Komplet HotStarTaq PLUS
dolazi jo$ i sa CoralLoad bojom koju dodajemo u volumenu od 1/10 volumena konacne
otopine za PCR. Dodajemo ju samo kod malih volumena (8 ul i 10 pl), buduéi da kod velikih
volumena koje radimo za sekvenciranje (40 ul), boja smeta pri obradi (purifikaciji i
sekvenciranju uzoraka). Za provjeru uspjesnosti PCR amplifikacije i ugradnje inserta u
plazmid nakon molekularnog kloniranja (poglavlje 2.6.) raden je PCR u ukupnom volumenu
od 8 ili 10 pl. Nakon prvotne provjere, za umnazanje svakog lokusa odredene jedinke u svrhu
sekvenciranja raden je PCR u ukupnom volumenu od 40 pl. Kod umnaZanja za svrhe
molekularnog kloniranja raden je PCR u ukupnom volumenu od 20 pl. Pola volumena kod
svih PCR reakcija zauzimao je master mix, a uzorci (otopina DNA) su zauzimali od 1 pl (mali
volumeni) do 4 pl (veliki volumen). Pocetnice su dodavane u volumenu da im konacna
koncentracija u otopini za PCR bude 0,2 uM, a preostali dio volumena reakcijske otopine
zauzimala je voda bez RNAze. Koristili smo jedan set starih pocetnica iz rada doc. Arbanasic¢
na vukovima (Arbanasi¢ i sur. 2012). Takoder smo dizajnirali po dvije pocetnice za svaki
lokus (predznak GJ) i DQBRS3. Za izradu novih pocetnica Koristili smo stranicu Ensembl

Genome Browser-a (http://www.ensembl.org/index.html) i na temelju intronskih sekvenci
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pse¢eg genoma konstruirali intronske pocetnice koje umnazaju egzonske regije koje

sekvenciramo.

Pocetnice za umnazanje egzona Il lokusa DLA-DQAL:

1. par pocéetnica (Wagner i sur. 1996):

DQAIn1: TAAGGTTCTTTTCTCCCTCT
DQAIN2: GGACAGATTCAGTGAAGAGA

2. par pocetnica (ovaj rad):

GJDQAF1: GCCTAAAGACTGTGCCAAGGA
GJDQARL: AGTTTTCAGATGGGGGAGGA
3. par pocetnica (ovaj rad):

GJIDQAF2: TGCCCACAGTTTGTTCTGTC

GIDQAR2: TCAAGGAACATGGTATGGGAGT

Pocetnice za umnaZzanje egzona Il lokusa DLA-DQB1.:

1. par pocetnica (Wagner i sur. 1996):
DQB1BT7: CTCACTGGCCCGGCTGTCTC
DQBR3: ACCTGGGTGGGGAGCCCG

2. par pocetnica (ovaj rad):

GJDQBF1: CCTTCCCTGGATGAAGGCAG
GJDQBR1: CTGCTGAGAAGGCAGAGGG
3. par pocetnica (ovaj rad):

GJIDQBF2: GAGGCCTTCAGGTTTCTCGG
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GJDQBR2: GGGCATGAGCCTCGGAAG

Pocetnice za umnazanje egzona Il lokusa DLA-DRBL1:

1. par pocetnica (Kennedy 1 sur. 2005, Wagner i sur. 1996):
DRBF: GATCCCCCCGTCCCCACAG

DRBI1R: TGTGTCACACACCTCAGCACCA

2. par pocetnica (0vaj rad):

GJDRBF1: CCAGCGGAGGAAACACGAAT

GJDRBR1: ACACTCCTGAAATCGGGCTCT

3. par pocetnica (ovaj rad):

GJDRBF2: GAGGAAACACGAACCGTGGGT
GJDRBR2: TCCTCACTTGTACCGGCTCG

Pocetnice su bile u koncentraciji od 5 UM kao radne otopine.

2.4. Elektroforeza

Za dokazivanje uspjesnosti PCR reakcije i prisutnosti DNA molekula u otopinama
malog (8 i 10 pl) i velikog volumena (40 ul) radimo elektroforezu na 1% agaroznom gelu.
Kako bi odsjecci DNA bili vidljivi, nakon otapanja agaroze, a prije izlijevanja u kalup, u gel
stavljamo SYBR® Safe (Invitrogen) boju u omjeru 1 pl boje na 10 ml gela. Kada se gel
ohladi, uzorak DNA mijesamo s puferom za nanoSenje uzoraka u gelu u omjeru 1:1 i
dodajemo u jazice. Naposljetku, elektroforeza se odvija pri stalnom naponu od 90 do 100 V,
400 mA u trajanju od 20 do 30 minuta. Nakon zavrsetka elektroforeze gel stavljamo pod UV

lampu, promatramo rezultate i biljezimo ih u laboratorijski dnevnik.
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Slika 6. Izgled agaroznog gela nakon elektroforeze pod UV osvjetljenjem. Vrpce predstavljaju

umnozene odsjeCke DQA lokusa duljine oko 500 pb za sljede¢e uzorke: 13 uzoraka (Ca580,
Cab91, Ca653, Ca705, Ca732, Ca733, Ca743, Ca748, Ca755, Ca756, Ca776, Ca779 i Ca781)
redom u jazicama od broja 1 do 13, pozitivna kontrola (K+, uzorak Ca578), negativna
kontrola (K-) i DNA ljestve (B). Uzorci u jazicama 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 9,10 i 12 uspjes$no Su se

amplificirali PCR metodom. Za uzorke u jazicama 8,11 i 13 PCR amplifikacija nije uspjela.
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2.5. Sekvenciranje

DNA uzorci svih jedinki sekvencirani su nakon uspjesnog PCR-a i elektroforeze
(egzoni 2 DLA-DQA1, DLA-DQB1, DLA-DRB1). Plazmidi su sekvencirani nakon uspjesnog
molekularnog kloniranja (poglavlje 2.6). Za izradu ovog diplomskog rada koristen je
Macrogen-ov servis za uslugu sekvenciranja (www.macrogen.com), kojem se sjediSte za
Europu nalazi u Amsterdamu u Nizozemskoj. Svi su uzorci prvotno popisani i imenovani, te
naruceni uslugom "Standard sequencing single Regular". Za sekvenciranje koristene su one
iste specifi¢ne pocetnice kao i kod PCR-a (poglavlje 2.3.). Koristili smo i dodatne usluge
prociscavanja ili purifikacije DNA uzoraka te sinteze i pohrane na 3 mjeseca specificnih
pocetnica za svaki lokus. Uzorke smo veéinom sekvencirali iz samo jednog smjera, a ako bi
sekvenca bila neuredna ili za potpuniju sliku sekvence, dodatno bi sekvencirali iz drugog

smjera.

2.6. Molekularno kloniranje

Pri izradi ovog diplomskog rada koristili smo metodu molekularnog kloniranja. Svrha
ove metode je razdvajanje gametnih faza alela heterozigotnih jedinki za koje pretpostavljamo
da imaju nove, do tada nepoznate alele, odnosno onih jedinki ¢ije gametne faze ne mozemo
razdvojiti pomocu SeqScape programa i knjiznice poznatih alela. Prema rezultatima
sekvenciranja DQB lokusa uzorka Ca578 pretpostavili smo da bi se moglo raditi 0 novim

alelima, te smo taj uzorak podvrgnuli molekularnom kloniranju.

Molekularno kloniranje provedeno je komercijalnim kompletom pGEM®-T Easy
Vector System (Promega). Metoda se zasniva na tome da odsjecak DNA (insert) koji je
predmet istrazivanja ugradujemo u bakterijski plazmid (vektor ili nosac) koji se potom unosi u
bakterijsku stanicu te se taj fragment umnaza prirodnom reprodukcijom bakterija i time
umnazamo (kloniramo) svoj DNA odsjecak od interesa. Odabir klonova koji nose ugradenu

DNA vrsi se na dvije razine zbog specificnog svojstva pGEM® -T plazmida, koji sadrzi gen
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za rezistenciju na ampicilin i laktozni operon te dolazi ve¢ pocijepan na mjestu lacZ gena

gdje bi se insert ili DNA odsjecak trebao vezati:

1. razina odabira: U hranjivi gel na krutim hranjivim podlogama dodan je antibiotik
ampicilin. Plazmid koji ugradujemo u bakterije s DNA od interesa nosi otpornost bakterija na
antibiotik ampicilin. Samo ¢e bakterije koje su u potpunosti usvojile plazmid rasti na

hranjivim podlogama.

2. razina odabira: Kako bi prepoznali u kojim kolonijama plazmid sadrzi odsje¢ak DNA od
interesa, vr§imo takozvanu “plavo-bijelu selekciju”. Na podlogu dodajemo x-gal (modificirana
galaktoza), kao supstrat f-galaktozidaze i IPTG kao induktor laktoznog operona. Plazmid
sadrzi lacZ gen koji kodira za jednu podjedinicu enzima B-galaktozidaze ¢iji je supstrat x-gal.
Aktivnim djelovanjem enzima supstrat se razgraduje i daje plavo obojeni produkt, odnosno
plavo obojene kolonije. Mjesto prekida plazmida na koje se veze insertna DNA od interesa je
unutar lacZ gena za galaktozidazu. Kako je plazmid pocijepan na jednom mjestu, on nije
cirkularan ve¢ linearan, a DNA koja je predmet istrazivanja spaja dva kraja plazmida u
cirkularnu molekulu. Stoga, ukoliko je plazmid zatvoren bez ugradenog DNA odsjecka i gen
za galaktozidazu je funkcionalan i cjelovit, enzim ¢e djelovati na supstrat (x-gal) i uslijed te
aktivnosti kolonije ¢e se obojiti plavo. Nasuprot tome, ugradivanjem DNA odsjecka u
plazmid, gen za enzim ¢e biti nefunkcionalan, budu¢i da je pocijepan na mjestu gdje se
ugradio DNA odsjecak. Slijedom toga, i enzim ¢e biti nefunkcionalan, nece djelovati na
supstrat iz podloge i kolonije ¢e biti bijele. Prije molekularnog kloniranja PCR produkt smo
procistili pomoc¢u komercijalnog paketa Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). Nakon PCR postupka u reakcijske tubice s PCR produktom dodan je isti volumen
otopine za vezanje na membranu (Membrane Binding Solution). Sastavljamo ciste tubice za
skupljanje od 2 ml u koje stavljamo kolone za proc¢is¢avanje (SV Minicolumn). Odpipetiramo
otopinu PCR produkta u kolonu za proc¢is¢avanje i inkubiramo na sobnoj temperaturi 1
minutu. Potom centrifugiramo kolonu na 14.000 rpm 1 minutu. Nakon centrifugiranja
teku¢ina je odlivena i kolonu ispiremo sa 700 pl otopine za ispiranje (Membrane Wash
solution) u koju je prethodno dodan etanol. Ponovno centrifugiramo na 14.000 rpm 1 minutu i
bacamo tekucinu iz tubica za sakupljanje. Korak ponavljamo dodaju¢i 500 pl otopine za
ispiranje 1 centrifugiramo na 14.000 rpm 5 minuta. Bacamo teku¢inu 1 kolone centriguramo 1
minutu s otklopljenom centrifugom kako bi ostaci etanola isparili. Kolonu prebacujemo u

novu, Cistu 1.5 ml tubicu i dodajemo 20 pl vode bez nukleaze i inkubiramo na sobnoj
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temperaturi 1 minutu. Potom centrifugiramo na 14.000 rpm 1 minutu. Kolone bacamo, a u

tubicama je nasa pro¢iséena DNA. Pohranjujemo je na 4°C do sljedeéeg koraka.

Prvi dan raden je postupak ligacije, odnosno ugradivanja Zeljenog DNA segmenta
(inserta) u plazmid. Ugradnja je omoguéena time $to je plazmid prekinut i na krajevima ima
dodan timin, dok veéina termostabilnih polimeraza koje se koriste za PCR na kraj produkta
dodaje adenin. Prvo je insert (egzon 2 DQB lokusa) umnozen PCR-om. Potom
elektroforezom provjeravamo uspjesnost PCR-a, a zatim produkt PCR reakcije pro¢is¢avamo
(purificiramo), kako je objasnjeno u prethodnom odlomku. Da bi ligacija bila optimalna,
utvrdujemo koli¢inu PCR produkta koju dodajemo u reakcijsku smjesu. Koli¢ina ovisi o
veli¢ini odsjecka, a prihvatljivi su omjeri inserta i vektora (plazmida) od 8:1 do 1:8.
Elektroforezom PCR produkta zajedno s nekom DNA poznate koncentracije i njihovom
usporedbom pod UV svjetlom mozemo pretpostaviti koncentraciju PCR produkta. Za
racunanje odgovaraju¢e kolicine PCR produkta u ligacijskoj reakciji, koristimo se

jednadzbom:

masa vektora (ng) X duljina odsje¢ka (kb) insert
X molarni omjer = masa inserta (ng)
duljina vektora (kb) vektor

Proizvoda¢ komercijalnog paketa za molekularno kloniranje preporucuje molarni omjer 3 : 1,
pri ¢emu je koncentracija vektora 50ng/ul, veli¢ina vektora 3kb, a odsjeCak kojeg

namjeravamo Kklonirati dug je oko 300 parova baza (0.3kb), te iz toga slijedi:

50 ng vektora X 0.3kb odsjecka 3
X = 16ng inserta
3 kb vektora 1

Nakon odredivanja potrebnog volumena PCR proizvoda za ligacijsku reakciju,
pripremamo ligacijsku smjesu. Osnovne komponente su pGEM® -T plazmid, PCR produkt,
T4 DNA ligaza i pufer za brzu ligaciju (Rapid Ligation Buffer). Uz standardnu reakciju,
postavljamo pozitivnu i negativnu kontrolu ligacije. U epruvetu od 0,2 mL za standardnu

reakciju pipetiramo 1 pul pGEM® -T plazmida, 1 ul T4 DNA ligaze, 5 ul pufera za brzu
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ligaciju, prociS¢eni PCR proizvod i vode bez nukleaze do kona¢nog volumena (10 ul). Za
pozitivnu kontrolu uzimamo novu epruvetu od 0,2 ml i umjesto PCR proizvoda dodajemo 2
pl kontrolnog inserta, a kod negativne kontrole ne dodajemo ni PCR proizvod niti kontrolni

insert. Ligacijske smjese spremamo u hladnjak preko noéi na 4°C.

Drugog dana radena je transformacija bakterija ligacijskom smjesom. Bakterije koje
koristimo su JM109 Escherichia coli i nose naziv visoko kompetentne, $to podrazumjeva da
su obradene s ciljem da mogu primiti plazmid (podlozne transformaciji). Bakterije obradene u
tu svrhu kupujemo, zahtjevne su po pitanju ¢uvanja te se zbog osjetljivosti ¢uvaju na -70°C i
funkcionalne su nekoliko mjeseci. Pripremamo po dvije petrijeve zdjelice za 30 ml hranjive
podloge za svaku ligacijsku reakciju (ukupno 6 petrijevih zdjelica). LB medij koji smo
koristili za hranjivu podlogu pravimo po uputama proizvodaca: po litri medija dodajemo 5 g
Bacto® -yeast extract-a, 5 g NaCl, 10 g Bacto® -trypton-a, 1L vode i koliko je protrebno
NaOH do pH vrijednosti od 7,0. Nakon toga dodajemo 15g agara na 1L medija i
autoklaviramo prije dodavanja u petrijeve zdjelice. Nakon autoklaviranja hladimo medij na
50°C i dodajemo ampicilin do kona¢ne koncentracije od 100ug/mL. Dodajemo 30-35 mL
medija u petrijeve zdjelice i pustamo da se medij skrutne. Na medij dodajemo 100 pl 100mM
IPTG-a i 20ul 50mg/mL X-Gal-a i razmazujemo po povrSini LB krutog medija. Ostavljamo
30 minuta na 37°C kako bi se IPTG i x-gal apsorbirao u medij. Nakratko centrifugiramo
ligacijske tubice od prethodnog dana. Pipetiramo 2l svake ligacijske reakcije u nove sterilne
1.5 ml epruvete koje su na ledu. Potom vadimo zamrznute JM109 E.coli bakterije i stavljamo
ih na ledenu kupelj na 5 minuta kako bi se odmrznule. Pazljivo mijeSamo bakterije nakon
odmrzavanja i dodajemo po 50pl stanica u svaku tubicu sa 2ul ligacijske reakcije. Pazljivo
mijesamo sve reakcije i ostavljamo na ledu 20 minuta, a potom 45 sekundi u vodenu kupelj na
42°C, zatim ponovno na led 2 minute. Taj temperaturni $ok izaziva primanje plazmida u
bakterije. U tubice zatim dodajemo 950 pl teku¢eg LB medija, pa potom inkubiramo 1.5 sati
na 37°C uz stalno mijesanje od 150 rpm. Tekuéi LB medij pripremamo isto kao prethodno
opisani kruti LB medij, samo bez dodavanja 159 agra. Nakon 1.5 sati inkubacije iz svake
reakcijske tubice pipetiramo 100 upl na po dvije prethodno pripremljene LB/X-
Gal/ampicilin/IPTG petrijeve zdjelice, pa ih sve inkubiramo 24 sata na 37°C.

Sljede¢i dan presadujemo bijele kolonije u teku¢i medij s ciljem dodatnog
umnozavanja bakterijskih kolonija, a time i specificnog inserta DNA Kkojeg istraZzujemo.
Prethodno oznacavamo 10 epruveta od 15 ml za svaki uzorak, u koje pipetiramo 5 ml tekuceg

LB medija. Potom s petrijevih zdjelica skupljamo bijele kolonije ezom i stavljamo jednu
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koloniju po epruveti. Pri tome nastojimo ne zahvatiti vise kolonija. Epruvete se inkubiraju uz

treSnju od 200 rpm preko no¢i na 37°C.

Posljednji korak je izolacija plazmida iz bakterija i proci§¢avanje. Postupak se zasniva
na tome da razaramo bakterijsku stanicu kako bismo dobili plazmid izdvojen od ostatka
bakterijske DNA. Drugi dio obuhvaéa prociS€avanje izdvojenog plazmida i slican je
procis¢avanju PCR produkta. Postupak radimo s komercijalnim paketom Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega). U prvom koraku epruvete iz prethodnog
koraka koje sadrze bakterije centrifugiramo 5 minuta na 2000 rpm. Odlijevamo supernatant i
epruvetu suSimo na filter papiru. Potom u epruvete pipetiramo 250 pl otopine za resuspenziju
stanica (Cell Resuspension Solution) i cijeli sadrzaj (280 pI) pipetiramo u nove oznacene
epruvete od 1,5ml. Dodajemo 250 ul otopine za lizu stanica (Cell Lysis Solution) u svaku
epruvetu te pazljivo mijeSamo okretanjem tubica 4 puta. Ponavljamo prethodni korak
dodavaju¢i 10 pl otopine alkalne proteaze (Alkaline Protease Solution), okretanjem 4 puta.
Nadalje, pipetiramo 350 pl otopine za neutralizaciju (Neutralization Solution) i mijeSamo 4
puta. Tada sve epruvete centrifugiramo 10 minuta na 14.000 rpm i pripremamo nove kolone i
epruvetice od 1,5ml. Nakon centrifuge odlijevamo supernatant u kolonu i centrifugiramo 1
minutu na 14.000 rpm. Potom vadimo kolonu, izlijevamo otopinu iz epruvete i vracamo
kolonu u epruvetu. Pipetiramo u kolonu 750 pl otopine za ispiranje (Column Wash Solution),
centrifugiramo 1 minutu na 14.000 rpm i ponavljamo postupak izlijevanja otopine iz epruvete.
Zatim ponavljamo prethodni korak sa 250 pl otopine za ispiranje i centrifugiramo 2 minute na
14.000 rpm. Bacamo epruveticu s otopinom i uzimamo novu 1,5ml tubicu u koju stavljamo
kolonu. Pipetiramo 50 pl vode bez nukleaze u kolonu i centrifugiramo 1 minutu na 14.000
rpm, nakon ¢ega bacamo kolonu, a epruvetu s plazmidom spremamo na 4°C ako ide odmah

na sekvenciranje ili -20°C ako spremamo na duZe vrijeme.

Nakon toga slijedi sekvenciranje. Sekvencira se dio plazmida koji sadrzi klonirani

DNA odsjecak. Koriste se pocetnice uobic¢ajene za PCR doti¢nog lokusa.
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2.7. Racunalna obrada podataka

2.7.1. BioEdit

Programski paket BioEdit (Hall 1999) sadrzi opcije za obradu i manipuliranje
nukleotidnim (DNA) i aminokiselinskim (proteini) slijedovima. U ovom radu BioEdit je
koriSten za vizualiziranje, a ClustalW za viSestruko poravnavanje i usporedbu dobivenih

nukleotidnih sljedova DNA.

2.7.2. SeqScape

SeqScape (Applied Biosystems) je programski paket dizajniran za analizu i detekciju
mutacija nukleinskih kiselina, tipizaciju i identifikaciju patogena i alela, potvrdu i analizu
nukleotidnih sljedova te otkrivanje i potvrdivanje polimorfizma jedne baze (SNP). Uzorak se
usporeduje s referentnim nukleotidnim slijedom genske knjiznice tako da se pazljivo promatra
elektroferogram svakog uzorka, svaki vrSak i svaka baza se usporeduje s referentnim slijedom
kako bi se potvrdila valjanost sekvenciranja. Ako uzorak nema razlika, pripada ponudenom
referentni slijed ili ga nema u knjiznici, uzorak se podvrgava molekularnom Kkloniranju. Za
osnivanje genske knjiznice u ovom diplomskom radu koristio sam alele pasa dobivene u

ranijim istrazivanjima (Lorna Kennedy, osobno priopc¢enje).
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2.7.3. MEGA

MEGA (eng. Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura i sur. 2013) je
programski paket koji omogucuje istrazivanje filogenetske povijesti i provodi molekularne
evolucijske analize. Ovaj program razvijen je u svrhu komparativnih analiza DNA i
proteinskih sekvenci koje su usmjerene na klju¢ne molekularne evolucijske obrasce gena,
genoma i vrsta kroz vrijeme. U ovom diplomskom radu programski paket MEGA koristen je
u svrhu odredivanja broja varijabilnih nukleotidnih mjesta, prosjeéne nukleotidne i
aminokiselinske evolucijske udaljenosti i broja jedinstvenih aminokiselinskih sekvenci
DQA,DQB i DRB alela. Takoder odredujemo nukleotidne i aminokiselinske supstitucije za
svaki lokus, te broj sinonimnih i nesinonimnih nukleotidnih supstitucija za svaki lokus.

Naposljetku provodimo Z-test selekcije na svakom lokusu.
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3. REZULTATI

3.1. Aleli ¢aglja

U ovom diplomskom radu izolirali smo ukupnu DNA iz 30 uzoraka uske Caglja iz
Izraela. Na DQA lokusu uspjeli smo odrediti alele 20 jedinki ¢aglja, na DQB lokusu alele 18
jedinki te na DRB lokusu alele 8 jedinki (Tablica 10). U cjelokupnom radenom uzorku nasli
smo jedan novi jedinstveni alel na DRB lokusu, pod nazivom DRB1*04802var. Zbog loseg
stanja zaprimljenih uzoraka nismo uspjeli dobiti rezultate za sva tri lokusa za svih 30 uzoraka
cak niti nakon ponovljenih PCR reakcija koriStenjem promijenjenih temperaturnih profila ili

novih pocetnica.

3.1.1. DQA lokus

Istrazio sam egzon 2 DQA lokusa koji je dug 246 parova baza. U uzorku sam pronasao
tri DQA alela od kojih jedan pripada pse¢em haplotipu. Analizirao sam samo tipi¢ne alele
Caglja, a pse¢i alel DQA1*00101 nisam uvrstio u analize, nukleotidne i aminokiselinske
ispise. Alel DQA1*00402 utvrden je ranije u populacijama etiopskog vuka i kod caglja iz
Hrvatske (Kennedy i sur. 2011, Galov i sur. neobjavljeno), a alel DQA1*00101 kod vise od
50 pasmina pasa, kojota, sjeverno-americkog vuka i europskog vuka (Seddon i Ellegren 2002,
Arbanasi¢ 1 sur 2012). Alel DQA1*03001 je tipican Cagljevski alel (do sada nije naden kod
drugih vrsta iz porodice pasa). Prvi puta je utvrden kod hrvatskih cagljeva (Galov i sur.
neobjavljeno). Ukupan broj varijabilnih nukleotidnih mjesta je 5. Pripadajué¢i nukleotidni i

aminokiselinski sljedovi pojedinih alela prikazani su u Tablicama 1 i 2.
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Tablica 1. Nukleotidni ispis DQA alela ¢agljeva (Canis aureus) iz Izraela

Ime alela Nukelotidni slijed Polozaj

DOA1*03001

—

33]

DQA1*00402 CAG TCT TAC GGT CCC TCT GGC CAG TAC ACC CAT [ 66]

DOA1*03001 ... ... ... ... ... ... GA.

NeJ
NeJ

DQA1*00402 CTG GAG AAG AAG GAA ACT GTC TGG CGG CTG CCT [132]

DOA1*03001 ... ... .. ..o oo Goo ool oo vl e ... [1l65]

DOA1*00402 GGT GCA CTG AGA AAC TTG GCT ATA ATA AAA CAA [198]

DOALI*03001 ... ... tiv it iih iee ee eee e e o.. [231]

DOA1*00402 ACT GCT GCT ACC AAT [246]

Tablica 2. Aminokiselinski ispis DQA alela ¢agljeva (Canis aureus) iz Izraela

Ime alela Aminokiselinski slijed Polozaj

DOALI*03001  ci ittt i e i E. ... [33]

DQA1*00402 LEKKETVWRL PVFSTFTSEFD PQGALRNLAI IKOQ [66]

DOA1*03001 ... o [82]
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Pronadeni aleli DQA lokusa i njihove frekvencije u istrazenom uzorku prikazani su U
Tablici 3. Frekvencija alela izracuna se tako da se nadeni broj odredenog alela u populaciji
dijeli s ukupnim brojem alela (broj alela dvostruko je veci od broja jedinki). Aleli s najve¢om
frekvencijom su DQA1*00402 (70%) i DQA1*03001 (25%), a alel s najmanjom
frekvencijom je DQA1*00101 (5%).

Tablica 3. Ucestalost DQA alela ¢aglja (Canis aureus) iz lzraela

Ime alela Ucestalost Apsolutan broj Broj homozigotnih jedinki
DQA1*00402 0,7 28 10
DQA1*03001 0,25 10 2
DQA1*00101? 0,05 2 0

4 Naznaceni alel u tablici pronaden je do sada isklju¢ivo u pasa (Seddon i Ellegren 2002,

Arbanasic¢ i sur 2012)

3.1.2. DQB lokus

Istrazio sam egzon 2 DQB lokusa koji je dug 267 parova baza. U uzorku sam pronasao
5 DQB alela od kojih jedan pripada psec¢em haplotipu. Aleli DQB1*02305 i DQB1*06801
tipi¢ni Su cagljevski aleli te su prvi puta pronadeni u populaciji hrvatskih ¢agljeva (Galov 1
sur. neobjavljeno). Alel DQB1*02301 utvrden je u populacijama sjevernoamerickog vuka,
etiopskog vuka i psa (Seddon i Ellegren 2002, Kennedy i sur. 2011). Alel DQB1*3501
prethodno je determiniran kod europskog vuka, sjevernoamerickog vuka, hrvatskog vuka i psa
(Seddon i Ellegren 2002, Arbanasi¢ i sur. 2012). Alel DQB1*00201 iskljuc¢ivo je pseéi alel
(Seddon i Ellegren 2002, Arbanasi¢ i sur. 2012). Ukupan broj varijabilnih nukleotidnih mjesta
je 29. Nukleotidni i aminokiselinski sljedovi pojedinih DQB alela prikazani su u Tablicama 4
i 5.
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Tablica 4. Nukleotidni ispis DQB alela ¢aglja (Canis aureus) iz Izraela

Ime alela Nukleotidni slijed Polozaj

DOB1*06801

H
H

[ 33]

DOB1*03501

H
H

33]

DOB1*02305 TTC ACC AAC GGG ACG GAG CGG GTG CGG CTT CTG [ 66]

DOB1*02301

—
(o))
()

—

DOB1*06801 G.G .G. AG.

—
O
O

—

DOB1*03501 G.G .G. G.. ... .0 tie i i ... C

—
O
O

—

DOB1*02305 CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC CGG GCG [132]

DOB1*02301 e RC 2y

DOB1*06801 T ey

DOB1*03501 Cee eee eee e i wee ... GAC L. ... ... [165]

DOB1*02305 TGG AAC CCG CAG AAG GAC GAG ATG GAC CGG GTA [198]

DOB1*02301 e e e eee e e eee e e eee e e [198]

DOB1*06801 e e

DOB1*03501 et e et eee e e e eee e e e ee. [231]

DOB1*02305 TAC GGG TTG GAA GAG CTC ACC TCG TTG CAG CGG [264]

DOB1*02301 et eee eee e eee wee ..o AL VTG CA. ... [264]

DOB1*06801 C.. [267]

DOB1*03501 .GA [267]
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Tablica 5. Aminokiselinski ispis DQB alela ¢aglja (Canis aureus) iz lzraela

Ime alela Aminokiselinski slijed Polozaj
DOB1*02305 DEVYQFKGEC YFTNGTERVR LLTKYIYNRE EYV [33]
DOB1*06801  ....... Foo oo, ARS..... [33]
DOBI*02301 &ttt it e e e [33]
DOB1*03501  ....... Foo oo, ARD..... H [33]
DOB1*02305 RFDSDVGEYR AVTELGRPSA EYWNPQKDEM DRV [66]
DOB1*06801  ........ ' L luoocaooo ....G..EIL E.K [66]
DOBL1*02301 ittt e e et e e e e e ce [66]
DOB1*03501 ...t i D. ....G..ELL EQR [66]
DOB1*02305 RAELDTVCRH NYGLEELTSL OQORR [89]

DOB1*06801  .......... VoL UYT. [89]

DOB1*02301 ...t i T, [89]

DOB1*03501 ...ttt v YT [89]

Pronadeni aleli DQB lokusa i njihove frekvencije u istraZzenom uzorku prikazani su u
Tablici 6. Aleli s najve¢om frekvencijom su DQB1*02305 (50%) i DQB1*06801 (27,7%), a
aleli s naymanjom DQB1*02301 (16,6%), DQB1*03501(2,8%) i DQB1*00201(2,8%).

Tablica 6. Ucestalost DQB alela ¢aglja (Canis aureus) iz Izraela

Ime alela Ucestalost Apsolutan broj Broj homozigotnih
jedinki
DQB1*02305 0,5 18 4
DQB1*06801 0,277 10 3
DQB1*02301 0,166 6 0
DQB1*03501 0,028 1 0
DQB1*002012 0,028 1 0

4 Naznaceni alel u tablici pronaden je do sada isklju¢ivo u pasa (Kennedy i sur. 2007, Seddon

i Ellegren 2002)
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3.1.3. DRB lokus

Istrazio sam egzon 2 DRB lokusa koji je dug 267 parova baza. Nukleotidni i
aminokiselinski sljedovi pojedinih DRB alela prikazani su u Tablicama 7 i 8. Ukupni broj
varijabilnih nukleotidnih mjesta je 17. U uzorku sam pronasao 4 DRB alela od kojih jedan
pripada psecem haplotipu. Alel DRB1*13101 prethodno je pronaden kod cagljeva u
Hrvatskoj (Galov i sur. neobjavljeno) i tipi¢an je ¢agljevski alel. DRB1*00901 pronaden je
kod ¢aglja, europskog vuka, sjevernoamerickog vuka i psa (Seddon i Ellegren 2002, Galov i
sur. neobjavljeno). DRB1*04802var je pretpostavljeni novi alel. Pretpostavljamo ga na
temelju toga §to 2 puta dolazi u razli¢itim kombinacijama alela (kod 2 jedinke). Dolazi u
kombinaciji s alelom DRB1*00901 koji je najucestaliji DRB alel (pa pretpostavljamo da nije
on taj koji je promijenjen), ve¢ da je promijenjen alel DRB1*04802 koji se kao takav ne
pojavljuje u populaciji, ve¢ njegova varijanta koja se od izvornog alela razlikuje u jednoj bazi
na 167 mjestu nukleotidnog slijeda. lzvorni alel na tom mjestu kodira za citozin, a varijanta
toga alela na tom mjestu kodira za adenin. Alel DRB1*07901 pripada pasmini psa Tibetski
terijer (Kennedy i sur. 2007).

Tablica 7. Nukleotidni ispis DRB alela ¢aglja (Canis aureus) iz Izraela

Ime alela Nukleotidni slijed Polozaj
DRB1*04802var CAT TTC TTG GAG ATG TTA AAG TCC GAG TGC TAT [33]
DRB1*13101 et eee eee ... G.oGCL oLL. GCL oo.. ... CL. 331
DRB1*00901 et eee eee o.. GooGCL oL.. .Ceoae. ol T.. [33]

DRB1*04802var TTC ACC AAC GGG ACG GAG CGG GTG CGG TTC GTG [66]
DRB1*13101 ettt eee e e e eee eee we. JTC G.. [66]
DRB1*00901 e et tee tee iee eee tee eee el JTC G.. [66]

DRB1*04802var GAA AGA TAC ATC CAT AAC CGG GAG GAG CAC GTG [99]
DRB1*13101 GAA ... C.. ... T.. ... vv. oo ... AA. G.. [99]
DRB1*00901 CAA .0 Moo 000 €oo voo c0oa coo coo B, Goo [99]

DRB1*04802var CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC CGG GCG[132]
DRB1*13101 B T R
DRB1*00901 e eee eee et eee eee eee wee WAL Lo L0 [132]

DRB1*04802var GTC ACG GAG CTC GGG CGG CCC GAC GCT GAG TAC[165]
DRB1*13101 e e iee i i e i v e o.o. JCLU[165]




DRB1*00901 .C.[165]
DRB1*04802var TGG AAC CGG CAG AAG GAG CTC TTG GAG CGG AAG[198]
DRB1*13101 Gev tvh tee eee eee wee ... JAL .G.[198]
DRB1*00901 T.. ... .. .G. ...[198]
DRB1*04802var CGG GCC GAG GTG GAC ACC TAC TGC AGA CAC AAC[231]
DRB1*13101 .C. ... [231]
DRB1*00901 .C. ... [231]
DRB1*04802var TAC GGG GTG ATT GAG AGC TTC ACG GTG CAG CGG[264]
DRB1*13101 G.. ... GGC ... [264]
DRB1*00901 G.. ... ATT ... [264]
DRB1*04802var CGA [267]

DRB1*13101 [267]

DRB1*0090 [267]

Tablica 8. Aminokiselinski ispis DRB alela ¢aglja (Canis aureus) iz Izraela

Ime alela Aminokiselinski slijed Polozaj
DRB1*04802var HFLEMLKSEC YFTNGTERVR FVERYIHNRE EHV [33]
DRB1*13101 c...VAA.. Hooooooo.. ... .H.Y .. UN. [33]
DRB1*00901 VAL L i e e .N. [33]
DRB1*04802var RFDSDVGEYR AVTELGRPDA EYWNRQKELL ERK [66
DRB1*13101 . iiiiiiis i S..Gol . .OR [66]
DRB1*00901 ..t it 28000 a0 o B [66
DRB1*04802var RAEVDTYCRH NYGVIESEFTV QRR [89]

DRB1*13101 Al (C [89

DRB1*00901 A i [89]

Pronadeni aleli DRB lokusa i njihove frekvencije u istrazenom uzorku prikazani su u

Tablici 9. Alel s najve¢om frekvencijom je DRB1*¥00901 (68,75%), a aleli s najmanjim
frekvencijama DRB1*04802var (18,75%), DRB1*13101 (6,25%) i DRB1*07901(6,25%).
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Tablica 9. Ucestalost DRB alela ¢aglja (Canis aureus) iz lIzraela

Ime alela Ucdestalost Apsolutan broj Broj homozigotnih
jedinki
DRB1*04802var 0,1875 3 0
DRB1*13101 0,0625 1 0
DRB1*00901 0,6875 11 3
DRB1*07901a 0,0625 1 0

a - Naznaceni alel u tablici pronaden je do sada iskljuc¢ivo u pasa (Kennedy i sur. 2007)

3.1.4. Haplotipovi

U populaciji sam nasao potpuni tro-lokusni DQA/DQB/DRB haplotip za 6 jedinki
(Cal60,Ca578,Ca654, Ca655, Ca697, Ca704) te dvo-lokusni DQA/DQB haplotip za 10
jedinki (Cal28, Cal47, Cal52, Ca580, Cab81, Ca653, Ca683, Ca733, Ca743, Ca756),
DQA/DRB haplotip za jedinku Cal75 i DQB/DRB haplotip za takoder jednu jedinku
(Ca736). Za 3 jedinke (Ca591, Ca732, Ca779) sam uspio sekvencirati alele samo na DQA

lokusu, a za jedinku Ca694 samo na DQB lokusu.

Uzorak Ca578 ima jedan tro-lokusni haplotip koji je naden u psa pasmine Tibetski
terijer (DQA1*00101/DQB1*00201/DRB1*07901) i drugi koji je naden u caglja
DQA1*00402/DQB1*02305/DRB1*00901 (Tablica 10). Nadalje, zanimljiva je jedinka
Ca756 koja na DQA lokusu ima tipican pseéi alel DQA1*00101 koji nikada prethodno nije
naden kod ¢aglja (Tablica 10). Nazalost, nismo uspjeli dobiti nukleotidni slijed za DRB lokus
kod ove jedinke, jer bi sekvenciranje tog lokusa dalo potpunu sliku o tome li je i ta jedinka

eventualni krizanac izmedu ¢aglja i psa.

Tro-lokusni haplotip DQA1*00402/DQB1*02305/DRB1*00901 pojavljuje se 8 puta
(66,67%) i prisutan je kod svih 6 jedinki u populaciji za koje smo uspjeli dobiti tro-lokusne
haplotipove. Jedinke Ca697 i Ca704 su homozigoti za taj haplotip. Ujedno kod hrvatskih
cagljeva to je jedan od najucestalijih haplotipova sa frekvencijom od 30% na 50 istrazivanih

jedinki (Galov i sur. neobjavljeno). Haplotip DQA1*03001/DQB1*06801/DRB1*13101
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pojavljuje se 1 puta (8,33%) i prisutan je kod jedinke Cal60. Ovaj haplotip prisutan je kod
hrvatskih cagljeva sa frekvencijom od 5% na 50 istrazivanih jedinki (Galov i sur.

neobjavljeno).

Haplotip DQA1*00101/DQB1*00201/DRB1*07901 pojavljuje se 1 puta (8,33%) i
prisutan je kod jedinke Ca578. Ovaj haplotip pripada Tibetskom terijeru (Kennedy i sur.
2007). Tro-lokusni haplotip DQA1*00402/DQB1*02301/DRB1*04802var pojavljuje se dva
puta (16,67%) kod dvije razli¢ite jedinke. Ovaj haplotip mogao bi biti tipi¢ni izraelski, jer ima
novi alel DRB1*04802var.

Dvo-lokusni DQA/DQB haplotip smo dobili kod 10 jedinki. Haplotip
DQA1*03001/DQB1*06801 pojavljuje se 7 puta (35%) i prisutan je kod 5 jedinki, a u
populaciji hrvatskog caglja pojavljuje se oko 5% (Galov i sur. neobjavljeno).
DQA1*00402/DQB1*02301 pojavlijuje se 2 puta (10%) kod 2 jedinke.
DQA1*00402/DQB1*02305 pojavljuje se 9 puta (45%) i prisutan je kod 6 jedinki te u
populaciji hrvatskog ¢aglja pojavljuje se oko 30% (Galov 1 sur. neobjavljeno).
DQA1*00402/03501 pojavljuje se 1 puta (5%), a DQA1*00101/DQB1*02301 takoder se
pojavljuje 1 puta (5%).

Dvo-lokusne DQA/DRB haplotipove dobili smo kod jedne homozigotne jedinke
(Cal75) koja je imala haplotip DQA1*00402/DRB1*00901 i taj haplotip zastupljen je i kod
populacije hrvatskog ¢aglja (Galov i sur. neobjavljeno). Dvo-lokusni DQB/DRB haplotip
dobili smo kod jedinke Ca736 (DQB1*02301/DRB1*00901 i
DQB1*02305/DRB1*04802var) s haplotipovima koji nisu prisutni u populaciji hrvatskog

Caglja. U cetiri jedinke uspjeli smo dobiti alele za po jedan lokus (Tablica 10).
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Tablica 10. Distribucija dvo-lokusnih, tro-lokusnih haplotipova te alela DQA, DQB i DRB
lokusa po jedinkama. Svaka boja predstavlja odredeni dvo-lokusni ili tro-lokusni haplotip.

Crvenim slovima oznaceni su haplotipovi za koje pretpostavljam da su specifi¢ni za psa.

Cal47

DQA1*03001 DQB1*06801

DQA1*03001

DQA1*00101

DQA1*03001

DQB1*06801

Oznaka

jedinke Aleli DQA Aleli DQB Aleli DRB
DQA1*00402 DQB1*02301

Cal28 | DQA1*03001 DQB1*06801
DQA1*00402 DQB1*02301

DQB1*00201

DQB1*06801

DRB1*13101

DRB1*07901

Ca580
DQA1*00402 DQB1*02305
Ca581 | DQA1*00402 DQB1*02305
DQA1*00402

DQA1*03001

DQA1*00402 | DQB1*02301
DQA1*00402 | DQB1*02301 | DRB1*04802var

DRB1*04802var

DQA1*03001 DQB1*06801

Ca683 | DQA1*03001 DQB1*06801

DQB1*06801

Cab94 DQB1*06801
Ca697
Ca704
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‘ DQA1*00402 ‘ ‘

Ca732 | DQA1*00402
Ca733
DQB1*02301 | DRB1*00901

Ca736 DQB1*02305 | DRB1*04802var

DQA1*03001 | DQB1*06801
Ca743 | DQA1*03001 | DQB1*06801

DQA1*00101 | DQB1*02301
Ca756

DQA1*00402
Ca779 | DQA1*03001
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3.2. Evolucijska udaljenost

U procjenjivanju evolucijskih udaljenosti koristio sam programski paket MEGA
(Tamura i sur. 2013). Program sadrzi obilje nukleotidnih i aminokiselinskih supstitucijskih
modela od kojih predlaze najpogodniji i najefikasniji model statistickom analizom prema

maksimalnoj sli¢nosti (Maximum Likelihood) u odnosu na naSe nukleotidne i

aminokiselinske sekvence. Procjene evolucijske udaljenosti za DQA,DQB i DRB lokuse

Caglja i najprikladniji supstitucijski modeli prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. Broj pronadenih alela, duzina nukleotidne sekvence, broj varijabilnih nukleotidnih

mjesta, prosjecne nukleotidne 1 aminokiselinske wudaljenosti i1 broj jedinstvenih

aminokiselinskih sekvenci DQA,DQB i DRB alela ¢aglja (Canis aureus) iz lzraela

Nukleotidna Aminokiselinska
Lokus (broj .. . rO.J . udaljenost udaljenost Broj jedinstvenih
ronadenih Duzina | varijabilnih aminokiselinskih
P el sekvence | nukleotidni Model Model ovenci
alela) hmijesta nukleotidne aminokiselinske Sexvenci
supstitucije d susptitucije d
DQA(2) 246 5 JC 0,0206 JTIT 0,0391 2
DQB(4) 267 29 JC 0,072 JTT 0,147 4
DRB(3) 267 17 T92 0,044 JTT 0,115 3

Kratice: d, prosje¢na vrijednost srednjih udaljenosti; JC, Jukes-Cantor model supstitucije;
JTT, Jones-Taylor-Thornton model supstitucije, T92, Tamura 3 parametar
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3.3. Selekcija

Prirodna selekcija snazan je evolucijski faktor koji moze pozitivno ili negativno
djelovati na frekvenciju alela unutar populacije. Stopa sinonimnih (dS) i nesinonimnih (dN)
mutacija i njihov omjer izracunati su u svrhu odredivanja selekcijskog pritiska unutar vrste i
na istrazivanim lokusima. Pri tome smo koristili program MEGA i Nei-Gojobori metodu (Nei

I Gojobori 1986), uz Jukes-Cantor korekciju.

U slucaju neutralne evolucije nesinonimne i sinonimne supstitucije dogadaju se
podjednakom ucestalos¢u i to je nulta hipoteza ovog testa (dN=dS). Kod alternativne
hipoteze, nesinonimne supstitucije prevladavaju nad sinonimnim (dN>dS) i ako je vrijednost
p statistiCki znacajna (p<0,05), nulta hipoteza se odbacuje u Korist alternativne hipoteze

postojanja pozitivne selekcije na lokus.

Na DQB lokusu dN/dS omjer iznosi 2,33 a za DRB lokus 5,1415, te je za oba lokusa
p<0,05 (stopa nesinonimnih mutacija statisticki je znacajno veca od stope sinonimnih
mutacija). Stoga odbacujemo nultu hipotezu u korist alternativne hipoteze postojanja
pozitivne selekcije (Tablica 12). Premda je na DQA lokusu dN/dS omjer beskonacan, p >
0,05 te ne mozemo odbaciti nultu hipotezu postojanja neutralne evolucije. Drugim rije¢ima,

za lokus DQA nismo dokazali djelovanje pozitivne selekcije.

Tablica 12. Prosjec¢na stopa sinonimnih (dS) i nesinonimnih (dN) supstitucija i tip selekcije

kod ¢aglja (Canis aureus) iz Izraela

Lokus dN ds Tip selekcije P
DOA 0,0271 0 Neutralna; dN/dS= +oo 0,055
DQOB 0,0844 0,0363 Pozitivna; dN/dS= 2,33 0,0148*
DRB 0,0545 0,0106 Pozitivna; dN/dS=5,1415 0,0009*

* - statisticki znacajna p - vrijednost
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4. RASPRAVA

Geni glavnog sustava tkivne podudarnosti (MHC) kljucna su komponenta
imunoloskog sustava kod sisavaca te su i vazan molekularni marker za prac¢enje adaptivne
evolucije 1 adaptivne genetiCke raznolikosti u divljim populacijama zivotinja. Veca
raznolikost MHC gena unutar populacije povecava izglede za obranu od patogena i parazita te
stopu prezivljavanja, odnosno fitnes jedinki, Sto doprinosi znacaju istrazivanja MHC gena. U
ovom diplomskom radu prvi puta se opisuje raznolikost gena DQA, DQB i DRB skupine II
glavnog sustava tkivne podudarnosti u ¢agljeva iz Izraela. Ovo je prvo takvo imunogeneticko
istrazivanje na Cagljevima, a prethodni radovi obuhvacaju istrazivanja populacijske genetike

Cagljeva iz lzraela (Cohen i sur. 2012).

Ovim diplomskim istrazivanjem pronaSao sam 3 alela na DQA lokusu, 5 alela na DQB
lokusu i 4 alela na DRB lokusu, od kojih su neki aleli nadeni iskljucivo kod ¢aglja, a tri alela,

po jedan na svakom lokusu do danas su otkriveni samo kod psa.

Od ukupno 30 uzoraka uske ¢aglja uspjesno je izolirano i sekvencirano 20 jedinki na
DQA lokusu, 18 jedinki na DQB lokusu i 8 jedinki na DRB lokusu, $to ¢ini ukupno 92
odredena alela od mogucih 180, §to znaci da sam samo 51,11% uzoraka uspjeSno analizira0.
Za ostalih 48,89% uzoraka nisam uspio dobiti PCR produkt. Nizak postotak uspjesnosti
pokusa pripisujem lo§im uzorcima, u kojima se dogodila degradacija DNA uslijed previsoke
temperature nastale prilikom neadekvatnog transporta. Takoder, koristili smo protokol za
izolaciju DNA koja prethodno nikad nije bila testirana na takvim uzorcima. Moguc¢i razlog za
neuspjes$nost PCR amplifikacije mogao bi biti i postojanje nul-alela, odnosno postojanje

mutacije u veznom mjestu pocetnica.

Za nukleotidni slijed uzorka Ca578 na DQB lokusu nakon sekvenciranja mislio sam da
bi mogao predstavljati novi alel, s obzirom da sam naSao 2 nukleotidne razlike od alela u
knjiznici nakon obrade u SeqScape-u. Stoga sam odlu¢io taj uzorak podrvrgnuti
molekularnom kloniranju. Nakon procedure, spoznajemo da je uzorak potencijalni krizanac,
tj. da ima trolokusne haplotipove caglja i psa (Tablica 10). Taj uzorak ima jedan tro-lokusni
haplotip koji pripada Tibetskom terijeru DQA1*00101/DQB1*00201/DRB1*07901 i drugi
koji pripadaju ¢aglju DQA1*00402/DQB1*02305/DRB1*00901. Mogu¢nost krizanja izmedu

Cagljeva 1 pasa mozemo pripisati oportunisti¢koj prirodi ovih zivotinja. One vrlo cesto
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obitavaju blizu ljudskim nastambana, hrane¢i se otpadom i time smanjuju svoju potrebu za
lovom. Pri tome ¢esto dolaze u susret sa psima (Cohen i sur. 2012). Nadalje, za jedniku
Ca756 pretpostavljamo takoder da bi mogla biti krizanac izmedu ¢aglja i psa, no ne mozemo
sa sigurno$¢u tvrditi jer nismo uspjeli dobiti nukleotidni slijed DRB alela (sekvenciranje nije
bilo uspjesno). Jedinka posjeduje tipi¢an pseci alel na DQA lokusu: DQA1*00101, a ostale

alele caglja.

U ovom istrazivanju uspio sam dobiti potpuni tro-lokusni haplotip za samo 6 jedinki,
zbog nemogucénosti sekvenciranja DRB alela, koji spada medu najpolimorfnije MHC lokuse,
jer se vjerovatno dogodila mutacija na veznom mjestu pocetnica (postojanje nul-alela). Uz to,
uspjesno smo sekvencirali 10 jedinki s dvo-lokusnim DQA/DQB haplotipom. Preostale su tri
jedinke koje smo uspjeli sekvencirati samo na DQA lokusu i jedna jedinka samo na DQB
lokusu. Od tri pronadena tro-lokusna haplotipa specifi¢na za caglja dva se pojavljuju i u
populaciji hrvatskog ¢aglja. To su haplotipovi DQA1*00402/DQB1*00901/DRB1*02305 i
DQA1*03001/DQB1*06801/DRB1*13101 koji se u lzraelskoj populaciji pojavljuju s
frekvencijom od 75%, a u hrvatskog caglja oko 35% (Galov i sur. neobjavljeno).
Najvjerojatnije su da ta dva haplotipa jako stara jer su prisutna i u Europi i na Azijskom
kontinentu. Svaki predstavlja staru lozu alela, a opstaje i $iri se jer je uc¢inkovit u borbi protiv
patogena i parazita, te prilagoden na podrucje u kojem vrsta obitava. Novi tro-lokusni haplotip
DQA1*00402/DQB1*02301/DRB1*04802var pojavljuje se sa frekvencijom od 16,67% i
smatram da bi mogao biti specifi¢an za Izraelsku populaciju, odnosno za patogene i parazite

specificne za to podrucje.

Od pronadena cetiri dvo-lokusna DQA/DQB haplotipa tipicna za caglja, dva se
pojavljuju i u populaciji hrvatskog caglja. To su haplotip DQA1*03001/DQB1*06801 i
haplotip DQA1*00402/DQB1*02305 koji su u uzorku iz lzraela zastupljeni s oko 80%, a u
Cagljeva iz Hrvatske oko 35%. To su isti aleli kao i u tro-lokusnim haplotipovima i
pretpostavljamo da pripadaju starim alelima.

Aleli s najve¢om frekvencijom prikazani su u Tablicama 3, 6 i 9. Za DQA lokus to je
alel DQA1*00402 s ucestalos¢u od ¢ak 70%, za DQB to je DQB1*02305 s ucestalo$¢u od
50% i DRB1*00901 s ucestalos¢éu od 69%. Alel DQB1*02305 je do danas iskljucivo
pronaden samo kod caglja, a sva tri alela zabiljezena su u populaciji ¢agljeva u Hrvatskoj
(Galov i sur. neobjavljeno). Takoder je u istom istrazivanju Cagljeva u Hrvatskoj utvrdena
visoka ucestalost (oko 30%) alela DQA1*00402, DQB1*02305, DRB1*00901.
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Veliki broj homozigotnih jedinki na nekom lokusu ukazuje na nisku geneticku
raznolikost. U ovom istrazivanju DQA lokus pokazao se kao najmanje raznolik te je
pronadeno 12 homozigotnih jedinki (60%); 10 jedinki za alel DQA1*00402 i dvije jedinke za
alel DQA1*03001. DQB lokus sadrzi sedam homozigotnih jedinki (38,89%); Cetiri jedinke za
alel DQB1*02305 i tri jedinke za alel DQB1*06801. U DRB alelu pronadene su tri
homozigotne jedinke (37,5%); sve tri jedinke su imale alel DRB1*07901 (Tablica 10).

Najmanja polimorfnost nadena je na DQA lokusu (broj varijabilnih nukleotidnih
mjesta, evolucijska udaljenost), te ve¢a na DQB i DRB lokusima. Na DQA lokusu prosje¢na
nukleotidna udaljenost iznosi 0,0206, a prosje¢na aminokiselinska udaljenost 0,0391. Za DQB
i DRB lokus prosjecna nukleotidna udaljenost iznosi 0,072 1 0,044, dok prosjecna
aminokiselinska udaljenost iznosi 0,147 i 0,115 (Tablica 11). Ujedno, broj varijabilnih
nukletidnih mjesta veéi je na DQB i DRB lokusu u odnosu na DQA lokus. DQA lokus sadrzi
samo 5 varijabilnih mjesta, dok DQB sadrzi 29 varijabilnih mjesta, a DRB lokus 17
varijabilnih nukleotidnih mjesta. Manju polimorfnost DRB lokusa naspram DQB lokusa
mozemo objasniti malim brojem uspje$no analiziranih jedinki (8). Nadalje, svi rezultati
ukazuju na veéu polimorfnost DQB i DRB lokusa od DQA lokusa, $to potvrduje da je
varijabilnost manja na genima koji kodiraju za o lanac (DQA) nego na genima koji kodiraju
za } lanac MHC molekula (DQB, DRB), §to je otkriveno i u prijaSnjim istraZivanjima na
vukovima (Arbanasic¢ i sur. 2012). Visoke nukleotidne udaljenosti DQB i DRB alela u skladu
su s mehanizmom prednosti divergentnih alela. To je mehanizam koji omogucava jedinki koja
posjeduje sto razliCitije alele koji kodiraju MHC Il molekule posjedovanje i vece selekcijske

prednosti.

Analiziranjem selekcije, koja usporeduje relativne stope nesinonimnih i sinonimnih
mutacija (dN/dS test) pokazuje utjecaj selekcijskog pritiska na DQB i DRB lokus (Tablica
12). Na DQB lokusu dN/dS omijer iznosi 2,33 a za DRB lokus 5,1415; te je za oba lokusa
p<0,05 (stopa nesinonimnih mutacija statisticki je znacajno veca od stope sinonimnih
mutacija). Stoga odbacujemo nultu hipotezu u korist alternativne hipoteze postojanja
pozitivne selekcije. Premda je na DQA lokusu dN/dS omjer beskonacan, p>0,05 te ne
mozemo odbaciti nultu hipotezu postojanja neutralne evolucije. Drugim rije¢ima, za lokus

DQA nismo dokazali djelovanje pozitivne selekcije.

Utvrdili smo postojanje trans-specijskog polimorfizma, koji ukazuje na postojanje

balansirajuce selekcije. Postojanje trans-specijskog polimorfizma utvrdili smo zbog toga sto
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su neki od alela koji su pronadeni u ovom istrazivanju u ¢agljeva takoder pronadeni i u drugih
vrsta iz porodice pasa (u ranijim istrazivanjima). Na DQA lokusu to su aleli DQA1*00402, te
aleli DQB1*02301 i DQBI1*03501 na DQB lokusu, prijasnje nadeni kod vuka i psa
(Arbanasi¢ 1 sur. 2012). Na DRB lokusu to je alel DRB1*00901 koji je prethodno pronaden
kod ¢aglja, europskog vuka, sjevernoamerickog vuka i psa (Seddon i Ellegren 2002, Galov i
sur. neobjavljeno). Premda se odvajanje vrsta dogodilo davno, neki aleli koji su nastali prije
odvajanja vrsta odrzali su se do danas u obje vrste. U ovom slucaju odvajanje vrsta dogodilo
se prije 400 tisu¢a godina kada se ¢agalj odvojio od zajedni¢kog pretka vuka i psa (Freedman
A. H. i sur. 2014). Drugi rad navodi da se divergencija dogodila prije milijun godina
(VonHoldt M. B i sur. 2011).
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5. ZAKLJUCAK

U istrazivanom uzorku od 30 jedinki Caglja iz Izraela pronaSao sam tri alela DQA
lokusa, pet alela DQB lokusa i cetiri alela DRB lokusa. Od toga smatram da po jedan od alela
svakog lokusa pripada vrsti pas, stoga nisu bili ukljuceni u daljnje analize. Svaki od ostalih
alela tipi¢nih za Caglja (dva DQA, ¢etiri DQB i tri DRB) daje svoj jedinstveni aminokiselinski
slijed.

U istrazivanoj populaciji pronasao sam jedan novi alel kojemu sam dao oznaku
DRB1*04802var. To je varijanta alela DRB1*04802, koji se ne pojavljuje u populaciji, a koji
se od novog alela razlikuje u jednoj bazi na 167. mjestu nukleotidnog slijeda. 1zvorni alel na

tom mjestu kodira za citozin, a varijanta toga alela na tom mjestu kodira za adenin.

Svi rezultati ukazuju na vecu geneticku raznolikost DQB i DRB lokusa u odnosu na
DQA lokus. To mozemo vidjeti iz veceg broja varijabilnih nukleotidnih mjesta, vece
prosjeéne nukleotidne i aminokiselinske udaljenosti i vece stope nesinonimnih i sinonimnih

mutacija na DQB i DRB lokusu u odnosu na DQA lokus.

Jedan DQA alel, dva DQB alela 1 jedan DRB alel pronadeni u c¢aglja u ovom
istrazivanju ranije su pronadeni kod vukova i pasa. Time smo utvrdili postojanje trans-
specijskog polimorfizma, koji pak ukazuje na postojanje balansiraju¢e selekcije na

istrazivanim lokusima.

Na DQA lokusu nema dokaza o postojanju prirodne selekcije. Na DQB i DRB lokusu

genetic¢ka raznolikost nije sluc¢ajna, nego je odrzavana pozitivnim selekcijskim pritiskom.
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7. ZIVOTOPIS

Roden sam 11. veljace 1991. u Vinkovicima. Osnovnu Skolu Matija Antun Reljkovi¢
pohadao sam u Cerni. 2009. godine maturirao sam na Prirodoslovno-matemati¢koj gimnaziji
u Zupanji. Iste godine upisujem prvu godinu preddiplomskog studija odjela za biologiju
Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, a 2013. godine stjeCem zvanje sveuciliSni
prvostupnik biologije. Potom upisujem smjer eksperimentalne biologije Prirodoslovno-
matematickog fakulteta u Zagrebu, modul fiziologije i imunobiologije.

Sudjelovao sam na manifestaciji No¢i biologije 2014. godine. Dugogodi$nji interes i
fakultetsko obrazovanje omogu¢ili su mi da radim ono §to volim te me dodatno zaintrigirali

za biologiju.
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