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POPIS KRATICA:
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MHC - glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)
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TNF - tumorski faktor nekroze (engl. tumor necrosis factor)

UV - ultraljubicasta (engl. ultraviolet)

V - volt



1. UvOD

1.1 Divljasvinja

Divlja svinja (Sus scrofa) spada u red Arctiodactyla, porodicu Suidae, te rod Sus.
Potjece iz Europe i Azije. Danas se njezina raprostranjenost proteze na mnoge oceanske otoke
i sve kontinente, osim Antarktike. Groves i Grubb (1993) su grupirali Cetiri podvrste divlje
svinje, na temelju zemljopisnih i morfoloskih razlika: zapadna, indijska, isto¢na i indonezijska
podvrsta. Divlja svinja je izumrla na podru¢ju Njemacke, Egipta, Irske, Libije i Norveske, dok
je ponovo uvedena u Svedsku i Ujedinjeno Kraljevstvo. Euroazijska divlja svinja nastanjuje
razli¢ita umjerena i tropska staniSta, od polupustinja do tropskih ki$nih Suma, umjerenih

Suma, travnjaka i dzungla (IUCN 2015).

Divlje svinje mogu teziti izmedu 66 i 272 kg, dok im duljina tijela varira izmedu 153 i
240 cm. Maksimalna dob divlje svinje je 12 godina, dok joj je srednji Zivotni vijek 1 do 2
godine. Na zivotni vijek divljih svinja uvelike utjece lov (Wickline 2014). Dla¢ni pokrov
divlje svinje ¢ini gusta poddlaka ili malje, preko kojih dolazi sloj krute dlake ili ¢ekinja (Slika
1). Vrh cekinja se grana u dva ili tri dijela $to im daje specifi¢an oblik. Stalna boja dlacnog
pokrova divljih svinja je gotovo crna zimi, odnosno sivkasta ljeti (Konjevi¢ 2005). Posljednjih
nekoliko desetljeca broj divljih svinja se poveéao zbog brojnih ¢imbenika, poput depopulacije
ruralnih podrucja, promjena u agrokulturi, nedostatka predatora, smanjenja izlova i klimatskih
promjena. Posjeduju veliku reprodukcijsku stopu ¢ime im se brojnost moZe udvostruciti U
samo jednoj godini (Massei i Genov 2004). U lovackoj terminologiji muzjaka se naziva
vepar, zenku krmaca, mladuncad prasad, a godiSnjake, do druge godine Zivota, nazimad.
PribliZna brojnost im se na teritoriju Hrvatske nakon Drugog svjetskog rata procjenjivala na

svega 300 komada (Darabus i Jakeli¢ 1996, cit. u Konjevi¢ 2005).



Slika 1. Divlja svinja (preuzeto s UniProt 2015)

Prema trenutno vaze¢em Zakonu o lovu (1994) i Pravilniku o lovostaji (1999), divlje
svinje pripadaju u skupinu lovostajem zasti¢ene divljaci. Za veprove i nazimad nema
ograni¢enja lova tijekom godine, dok je za krmace i prasad propisana lovostaja u razdoblju od
5. sije¢nja do 1. lipnja (Konjevi¢ 2005). Divlja svinja je vrlo prilagodljiva i otporna vrsta, te
se smatra da upravo zbog te karakteristike uspjela zadrzati veliku brojnost i rasprostranjenost.
Moze napredovati u uvjetima promijenjenog stanista i lova, $to nije slucaj za veéinu druge

divljagi (TUCN 2015).



1.2 Glavni sustav tkivne podudarnosti

Glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex, MHC)
posjeduje glavnu regulacijsku i obrambenu ulogu u kraljeznjaka. Glavna znacajka MHC gena
je njihova polimorfnost, §to im daje sposobnost prepoznavanja velikog spektra patogena i
uspjeSnu obranu organizma, odnosno populacije. Mehanizmi prirodne selekcije odrzavaju
polimorfizam MHC gena kroz dugi niz generacija. MHC sustav obuhvaca velik dio genoma
(oko 0,1 % ljudskog genoma), gotovo 4 milijuna parova baza u ljudi, a sadrzava oko 200
kodiraju¢ih lokusa (Penn 2002). Postoje tri skupine MHC gena, koje su u ljudi nazivaju HLA
geni (engl. human leukocyte antigen) (Slika 2). Skupina I MHC molekula prikazuje antigen
na svim stanicama sa jezgrom, ¢ija je glavna uloga prikaz antigena citotoksi¢nim CD8+
limfocitima. Skupina Il MHC molekula eksprimira glikoproteine samo na stanicama koje
prikazuju antigen, poput makrofaga, dendriti¢nih stanica i B limfocita, pomo¢nickim CD4+
limfocitima. Skupina III MHC gena kodira za mnoStvo razli¢itih izlu€enih proteina, koji
takoder imaju imunosnu funkciju, ukljucuju¢i komponente komplemenata i molekule
ukljucene u upalnu reakciju. MHC molekule skupine I i 1l sumembranski glikoproteini, koji
posjedjuju sli¢nu strukturu i funkciju. Takvi membranski glikoproteini ¢ine stabilni kompleks
s peptidnim ligandima, prikazujuci ih na povrsini stanice kako bi bili prepoznati od strane T
limfocita. Skupina Il MHC molekula ne posjeduje strukturne ni funkcionalne sli¢nosti sa
skupinom I i I MHC molekula, ve¢ ukljucuje proteine komplementa (Kindt i sur. 2006;

Sompayrac 1999).

Iako su strukturno veoma sli¢ne ipak nalazimo razlike izmedu skupine I 1 II MHC
molekula. MHC I molekule gradene su od dvaju lanaca, a- lanca i 2- mikroglobulina, dok su
MHC II molekule gradene od o i1 B lanca. Vezno mjesto antigena, pukotina koja sadrzi
zatvorene krajeve, kod MHC molekula skupine | ¢ine al i o2 dijelovi lanca, te vezu dijelove
antigena veli¢ine 8 do 10 aminokiselina. MHC molekula skupine Il sadrzi vezno mjesto
antigena s otvorenim krajevima, kojeg ¢ine dijelovi al i Bl lanca te vezu dijelove antigena

veli¢ine od 13 do 18 aminokiselina (Kindt i sur. 2006).
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Slika 2. Genska mapa HLA regija ( preuzeto i prilagodeno iz Christova i sur. 2007 )

MHC | molekule su specijalizirane za prikazivanje fragmenta antigena preradenog od
strane stanica, nazvanog endogeni protein. Glavne reakcije ukljucene u prikazivanje proteina
pomo¢u MHC I molekula su: prerada proteina pomocu proteosoma, transport proteina na
endoplazmatski retikulum pomoéu TAP transportera i vezanje peptida u pukotinu MHC 1
molekule. MHC Il molekule su zasluzne za prikazivanje egzogenih proteina. Glavne reakcije
ukljucene u prikazivanje proteina pomoc¢u MHC II molekula: spajanje a 1 B lanca, vezanje
invarijantnog lanca, transport od Golgijevog aparata do endosoma, ulazak egzogenog proteina
U Stanicu pomocu endocitoze u vezikulu zvanu fagosom, vezanje fagosoma i endosoma,
endosomalni enzimi preraduju protein na manje dijelove, odvajanje invarijantnog lanaca i
vezanje fragmenta proteina u pukotinu MHC Il molekule. Takvo djelovanje imunoloskog
sustava omogucuje provjeru svake stanice U tijelu uz pomocu citotoksi¢nih T limfocita

(Sompayrac 1999).

Raznolikost MHC molekula ne proizlazi samo iz posjedovanja razli¢itih alela
odredenog gena ve¢ 1 zbog prisutnosti dupliciranih gena sa slicnim ili preklapaju¢im
funkcijama. Zbog toga Sto ukljucuje gene sa slicnim, ali ne identi¢nim strukturama i
funkcijama MHC sustav nazivamo poligeni¢nim. Neravnoteza vezanosti gena (engl. linkage

disequilibrium) je stanje gdje se odredena kombinacija alela razli¢itih lokusa pronalazi ¢esce
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u populaciji od predvidene nasumic¢ne kombinacije. Postoje mnogobrojne teorije koje
objasnjavaju uzrok nastanka takve nerazvoteze, jedna od njih je i da odredena kombinacija
alela moze pridonjeti otpornosti na odredenu bolest. Polimorfizam MHC sustava nastaje
zahvaljuju¢i rekombinacijama, tockastim mutacijama i genskoj konverziji. Svaki od tih
procesa doprinosi raznolikosti MHC gena unutar populacije (Kindt i sur. 2006). Kako bi mogli
bolje razumjeti znacajke MHC polimorfizma potrebno je istraziti mehanizme odgovorne za
odrzavanje raznolikosti MHC gena kroz generacije, kao i selektivne mehanizme Kkoji
odrzavaju i oblikuju raznolikost gena. MHC polimorfizam je moguce objasniti uz pomo¢ triju
mehanizama: 1) sinonimnih i nesinonimnih promjena nukleotida 2) karakteristicanog uzorka
kombinacija novog kodona koji rezultira segmentalnim promjenama na kra¢em DNA kraku,
pomocu genske konverzije ili dvostrukog crossing overa, 3) egzona koji se mije$aju putem
rekombinacije, pomocu jednostrukog crossing overa. Takve genetiCke izmjene dogadaju se

unutar i izmedu lokusa (Meyer i Mack 2003).

Razlika u sljedovima duz MHC alela unutar vrsta je velika. Takve razlike nisu
nasumicno rasporedene kroz Citav polipeptidni lanac ve¢ su grupirane u kratkim dijelovima
lanca. Kod MHC molekula skupine | su to domene al i a2, dok su kod MHC molekula
skupine Il to domene a1 i B1 (Kindt i sur. 2006).

Postoje brojni regulatorni mehanizmi koji reguliraju aktivnost MHC sustava. Skupina
I i I MHC molekula regulirana je 5 slijedom promotora, koja veze slijed specifi¢nog
transkripcijskog faktora. Takva transkripcijska regulacija MHC-a posjeduje i pozitivnu i
negativnu ulogu. Ekspresija MHC molekula takoder je regulirana razli¢itim citokinima
Interferoni, a, B iy, te TNF povecéavaju ekspresiju MHC molekula skupine I na stanicama.
IFN v potiCe stvaranje specifi¢nog transkripcijskog faktora koji se veZe na slijed promotora te
na taj nacin regulira akitvnost MHC gena skupine I, dok pojacava ekspresiju MHC molekula
skupine Il na razli¢itim stanicama povecavajuci djelovanje transkipcijskog aktivatora (CIITA)

(Kindt i sur. 2006).

Postoje mnogobrojni dokazi koji potkrijepljuju teoriju da se MHC polimorfizam
odrzava uz pomo¢ prirodne selekcije. Prije svega to je veliki broj razli¢itih alela, jer neutralni
aleli na koje ne djeluje prirodna selekcija teze mogu opstati u populaciji, odnosno dolazi do
njihovog gubitka kroz djelovanje slucajnog genetickog drifta. U prilog tome govore i

podjednake frekvencije alela, jer MHC aleli ¢esto pokazuju ujednacenost u raspodjeli alela
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unutar populacija, $to se ne bi oc¢ekivalo da su prepusteni iskljucivo slu¢ajnim dogadajima.
Smanjena ucestalost homozigota proizlazi iz Cinjenice da heteozigoti imaju moguénost
prikazivanja veceg spektra razlicitih patogena. Takoder nalazimo neravnotezu vezanosti gena
uzduz lokusa gdje se odredene kombinacije alela pojavljuje ¢es¢e zajedno u odnosu na druge
kombinacije alela. Omjer nesinonimnih i sinonimnih supstitucija na MHC genskim regijama
koje kodiraju za receptorska mjesta koja vezu antigen ukazuje na to da selekcija odrzava
MHC raznolikost (Penn 2002).



1.3 Dosadasnja istrazivanja raznolikosti MHC sustava porodice Suidae

Moutou i sur. (2013) usporedivali su genetsku raznolikost dva MHC lokusa,
oligomorfni DQA i polimorfni DRBI1, kod domacih svinja i modernih predstavnika njihovih
predaka, divljih svinja. Takoder su nukleotidni polimorfizam MHC usporedivali sa stvarnim
funkcionalnim polimorfizmom u peptid vezajué¢im regijama i vezaju¢im pukotinama P1, P4,
P6, P7 i P9. Funkcionalni polimorfizam, koji ukljucuje broj i distribuciju razliitih varijanti
dzepova unutar i izmedu populacija, bio je znacajno nizi od genskog polimorfizma. Analiza
od oko 200 divljih svinja prikupljenih u Europi i 120 domacih svinja Cetiriju pasmina (tri
Cistokrvne, Pietran, Leicoma i Landrace, i jedana mjeSovita Danbred) otkrila je da divlje
svinje i domace svinje dijele jednake razine nukleotidnih i aminokiselinskih polimorfizama,
alelnu raznolikost i heterozigotnost. Analizom polimorfizma konformacije jednolan¢anih
molekula DNA (engl. single-strand conformation polymorphism, SSCP) i molekularnim
kloniranjem potvrdili su 14 SLA-DRB1 i devet SLA-DQA alela. Identificirali su Cetiri nova
alela za DQA, (GenBank pristupni brojevi: HM008962-HMO008965), i sedam novih alela za
DRB1, (GenBank pristupni brojevi: HM008966-HM008972). DRB1 lokus pokazao je veéu
nukleotidnu i aminokiselinsku varijabilnosti od DQA. Raznolikost nukleinskih i
aminokiselinskih sljedova u peptid vezajucoj regiji su bile manje izrazenije u DQA. Na DQA
lokusu su pronasli 11 varijabilnih mjesta na nukleinskim i 7 varijabilnih mjesta na
aminokiselinskim sljedovima. Kod DRB1 lokusa su pronasli 27 varijabilninh mjesta na
nukleotidnim sljedovima i 12 varijabilnih mjesta na aminokiselinskim sljedovima. Procjena
vrijednosti heterozigotnosti pokazala je da su sve populacije, osim domace Danbred pasmine,
pokazale nize razine heterozigotnosti od ocekivanog. Razlika izmedu alela DRB1 lokusa
grcke i europske populacije divljih svinja bila je ve¢a od one promatrane izmedu divljih svinja

1 domacih populacija svinja.

Barbisan i sur. (2009) su istrazivali Cetiri populacije divljih svinja, dvije porijeklom iz
Italije, jednu iz Madarske i jednu iz Poljske. Populacije su bile izabrane na temelju geografske
lokacije, razli¢itog stupnja izolacije i na temelju ¢injenice da je umjetna introgresija
zabiljezena u grupi divljih svinja iz Italije. Poznato je da je populacija divljih svinja iz Italije
(prethodno klasificirana, Sus scrofa majori) krizana s divljim populacijama uvezenim iz
srediSnje Europe (prethodno klasificirana, Sus scrofa scrofa), te je pustena u svrhu lova
(Vernesi i sur. 2003). Analizirali su vrlo polimorfan odsje¢ak gena DRBI svinjskog

leukocitnog antigena (SLA) skupine I, koji je uklju¢ivao intron 1 i egzon 2, pomocu izravnog



sekvenciranja i molekularnog kloniranja. Dobiveno je ukupno 18 razlicitih sljedova u 57
jedinki. Visoki omjer nesinonimnih supstitucija naspram sinonimnih pronaden u peptid
vezajucoj regiji je potkrijepio hipotezu o postojanju balansirajuce selekcije na istrazivanom
lokusu. Duplikacija DRB1 gena je zabiljeZena samo u jednoj populaciji iz Italije. Takoder je
zabiljezena visoka in vitro rekombinacijska stopa kod DRB1 eksona 2, ¢ije moguce
objasnjenje se povezuje S prisutnoscu "chi-like" regije. "Chi-like" sljedovi su tako nazvani
zbog homologije s "chi" slijedom (ACCGAGCTGGGGCGG), koji je poznati kao moguci
rekombinacijski signal u bakterijama i vjerojatno igra ulogu kao ,hotspot“ homologne
rekombinacije u bakterije Escherichia coli (Longeri i sur. 2002)."Chi-like" slijed je prisutan u
svim DRB genima kraljeznjaka. Analiza cjelokupnog odsjecka DNA, ukljucujuci i
djelomi¢nu regiju introna, otkrila je 88 promjenjivih mjesta koja definiraju 18 alela. Dva alela
su bila zabiljezena u rezervatu Castelporziano, 11 u Firenci, deset u Madarskoj i devet u
Poljskoj. Regija egzona pokazivala je 63 polimorfnih mjesta, ukljucujuci 30 tranzicija i 41
transverziju. U peptid vezajucoj regiji, stopa nesinonimnih supstitucija (dN) bila je 1,44 puta
veéi od stope sinonimnih supstitucija (dS). Takav rezultat ukazuje da je lokus DRB1 bio pod
djelovanjem balansirajuce selekcije, koja favorizira nove varijante alela i povecava alelni

polimorfizam.



1.4 Ukljucenost MHC sustava u parazitoloska istrazivanja

Postoje mnoga istrazivanja odnosa izmedu parazitskih bolesti i raznolikosti MHC
sustava njihovih domacina. Takav odnos moze doprinjeti razumijevanju Sirenja odredene
parazitske bolesti i u konac¢nici pridonjeti sprje¢avanju njezinog daljnjeg Sirenja, §to je od

velikog znacaja i za ljude.

Paraziti svojom prisutno$¢u u populacija divljih Zivotinja utjeu na fitnes i njihovo
prezivljavanje. Prirodne populacije se moraju konstantno boriti sa nepredvidljivos¢u uvjeta
njihovog prirodnog okruZenja. Stoga su zarazne bolesti glavni demografski i evolucijski
pokreta¢ unutar prirodnih populacija. Rezistencija domacina na odredenog parazita OVisi i 0
odredenim genskim komponentama. Jednu od takvih komponenata ¢ini i MHC sustav

kraljeznjaka.

Radwan 1 sur. (2009) u svom radu opisuju nac¢in na koji MHC raznolikost utjece na
otpornost prema parazitskim bolestima, te na uspjesnost imunolos§kog sustava da se obrani od
odredene bolesti. Navode kako gubitak geneti¢ke varijacije dovodi do povecanja osjetljivosti
populacije na patogene i do smanjenja varijacija gena odgovornih za pokretanje imunosnog
odgovora. MHC molekule su odgovorne za prikazivanje antigena patogena efektornim
stanicama i za aktiviranje imunosnog sustava, dok se MHC geni smatraju najvarijabilnijim
funkcionalnim genima u genomu kraljeznjaka. Njihova raznolikost omogucuje adaptacije, dok
njezino odrzavanje uglavnom proizlazi iz balansirajuée selekcije. Dokazi da gubitak
raznolikosti MHC gena negativno utjece na opstanak vrste ¢esto su dvosmisleni te ih je teSko
odvojiti od posljedica parenja bliskih srodnika. Neke vrste sa smanjenom raznoliko§¢u MHC
molekula pokazuju povecanu osjetljivost na bolesti, dok druge vrste napreduju i Sire se unato¢
teSkim efektima ,,uskog grla“ koji su drasti¢no ograni¢ili njihovu MHC raznolikost. Takve
vrste pokazuju primjer prezivljavanja unato¢ gubitku MHC raznolikosti te da ona nije uvijek

presudna za prezivljavanje populacije.

O’Brien i Evermann (1988) su zabiljezili visoku osjetljivost na bolesti kod geparda
(Acinonyx jubatus) i drugih vrsta zbog toga $to su te vrste pretrpile veliko smanjenje brojnosti

svojih populacija, prosle su kroz ,,usko grlo®“. Smatraju da je efekt uskog grla moguci razlog



gubitka raznolikosti MHC gena. Kod populacija koje su prosle kroz usko grlo rijetki aleli
mogu biti izgubljeni zbog utjecaja jakog genetickog drifta. Takoder dokazano je da neki aleli
ne mogu stvoriti potreban imunoloski odgovor na odredene genotipove parazita u svrhu
obrane organizma. Ako preostali aleli, populacije domadara koja je prosla kroz ,,usko grlo®,
jo§ uvijek posjeduju sposobnost vezanja antigena Sirokog spektra patogena njihova

osjetljivost na razlicite parazitske bolesti nije povecana (Hedrick 2003).

Kao jedan od domacina parazitima, divlja svinja predstavlja dobar model za
proucavanje parazitskih bolesti. Neke od bolesti koje nalazimo u svinja su: giardijaza,
kriptosporidioza, toksoplazmoza, sarkocistoza, blastocistoza, trihineloza, askarijaza (Olson i
Guselle 2000).
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15 Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je otkriti imunogeneticku raznolikost u populacija divlje svinje s
podrucja Medvednice analizom lokusa DRB1 glavnog sustava tkivne podudarnosti. Rezultati
ovog istrazivanja ¢e posluziti za daljna istrazivanja korelacija izmedu MHC haplotipova i
specificnih parazitskih bolesti divljih svinja, Sto ¢e u konacnici pridonijeti razumijevanju

koevolucije domacina i patogena i odrzavanja geneticke raznolikosti u populacijama zivotinja.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1 Uzorci tkiva

U svrhu istrazivanja u ovom radu koristeni su uzorci tkiva divljih svinja, stradalih
izlovom, s podru¢ja Medvednice. Uzorci su dobiveni od Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. KoriSteno je ukupno 60 uzoraka miSi¢nog tkiva. Drugi broj u oznaci jedinke
predstavlja broj lovista. Od ukupno 60 uzoraka, uspje$ano je sekvencionirano 49 uzoraka.
Kod 11 uzoraka ponavljanjem postupka PCR nismo uspjeli umnoziti DNA, te samim time
nismo mogli odrediti alele DRB1 lokusa. Najvjerojatniji uzrok neuspjelog PCR-a je prevelika
ili premalena koncentracija DNA u uzorcima, te moguce postojanje mutacija na veznim

mjestima pocetnica (nul-aleli).

Tablica 1. Uzorci tkiva divlje svinje (Sus scrofa) s podrucja Medvednice

Oznaka jedinke Datum pronalaska  Dob

M1/1DS 22.10.2012. zrelo z 115
M2/1DS 24.10.2012. mlado M 52
M5/1DS 20.12.2012. zrelo z 122
M7/1DS 22.02.2013. zrelo M 90
M13/1DS 17.01.2014. mlado z 62
M1/2DS 17.10.2012. mlado M 45
M2/2DS 22.10.2012. mlado M 24
M3/2DS 26.10.2012. zrelo z

M4/2 DS 19.12.2012 zrelo z 138
M5/2 DS 19.12.2012. pomladak M 28
M6/2 DS 09.01.2013. mlado z 54
M7/2DS 30.01.2013. pomladak 54
M10/2DS 04.09.2013. srednjedobno M 105
M12/2DS 09.01.2014. srednjodobno z 110
M13/2DS 09.01.2014. mlado z 70
M2/3DS 16.10.2012. pomladak M 38
M3/3DS 26.11.2012. zrelo z 115
M4/3DS 28.11.2012. mlado M 60
M6/3DS 22.02.2013. pomladak Z 60
M7/3DS 29.08.2013. mladunéad z 42
M9/3DS 11.09.2013. mlado M 47
M10/3DS 12.12.2013. zrelo z 110
M12/3DS 13.02.2014. mladunéad M 33
M1/4DS 16.10.2012. mlado M 35
M2/4 DS 21.12.2012. mlado z 58
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M3/4DS 28.01.2013.

M4/4DS 19.02.2013. pomladak M 47
M5/4DS 19.02.2013. zrelo M 121
M6/4DS 02.09.2013. zrelo M 75
M7/4DS 10.01.2014.

M8/4DS 24.02.2014. mlado Z 70
M9/4DS 10.03.2014. mlado M 70
M10/4DS 19.03.2014. pomladak Z 43
M1/5DS 22.10.2012. mladunéad M 24
M2/5DS 23.10.2012. zrelo z 85
M4/5DS 04.12.2012. mlado z

M5/5DS 22.01.2013. mlado M 57
M6/5DS 28.01.2013. mlado M 38
M7/5DS 30.01.2013. zrelo M 120
M8/5DS 19.02.2013. pomladak M 22
M10/5DS 17.09.2013. zrelo M 107
M11/5DS 17.09.2013. srednjodobno M 79
M12/5DS 09.10.2013. zrelo z 95
M13/5DS 10.10.2013. zrelo M 107
M14/5DS 06.12.2013. zrelo z 96
M1/6DS 24.01.2013. mlado z 60
M2/6DS 24.01.2013. mlado M 65
M3/6DS 30.01.2013. zrelo z 120
M4/6DS 03.04.2013. zrelo M 160
M1/7DS 10.10.2012. mlado M 71.5
M2/7DS 04.12.2012. mlado M 48
M5/7DS 28.03.2013. zrelo M 139
M6/7DS 28.03.2013. pomladak M 66
M7/7DS 28.03.2013. mladunéad z 25
M8/7DS 18.09.2013. mlado M 40
M9/7DS 23.09.2013. mlado z 81
M11/7DS 09.01.2013. zrelo M 127
M12/7DS 09.01.2013. pomladak z 45
M14/7DS 14.01.2014. srednjodobno M 117
M15/7DS 27.01.2014. srednjodobno M 112

2.2 lzolacija DNA

Koristenjem komercijalnog paketa Wizard Genomic DNA Purification Kit, tvrtke
Promega, napravljena je izolacija. Najprije smo u 1,5 ml Eppendorf epruvetu odpipetirali 300
ul Nuclei Lysis Solution otopine. Komadi¢ miSic¢og tkiva, usitnjen na Petrijevoj posudi, smo
dodali u epruvetu, prethodno napunjenu otopinom. Zatim smo dodali 1,5 pl proteinaze K
(20mg/ml) te se epruveta vorteksira jednu minutu. Nadalje smo ostavili epruvetu da se

inkubira na 55 °C preko no¢i. Sljedec¢i dan epruvetu, vorteksirana jednu minutu, smo stavili
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na hladenje na sobnu temperaturu te smo u nju dodali 100 ul Protein Precipitation Solution.
Nakon §to je epruveta snazno vorteksirana 20 sekundi, stavlili smo je na led pet minuta.
Potom smo sadrzaj epruvete centrifugirali tri minute na 13.000 rpm, ¢ime je nastao talog
proteina dok se DNA nalazila u supernatantu. U nove 1,5 ml oznaéene epruvete odpipetirali
smo 300 pl 100% etanola, te smo potom u nju dodali supernatant u kojemu se nalazi DNA.
Okretanjem tubica paZzljivo sSmo promijeSali sadrzaj tubice, koji smo zatim stavili na
centrifugiranje jednu minutu na 13.000 rpm. Nakon centrifugiranja supernatant smo
dekantirali, a u epruvetu smo zatim dodali 300 ul 70% etanola, te smo epruvetu pazljivo
promijesali. Potom je epruveta centrifugirana jednu minutu na 13.000 rpm, nakon ¢ega smo
odlijali supernatant. Zatim smo epruvetu preokrenuli i stavili jedan sat na suSenje na Cisti
filter papir. U prethodno osusenu epruvetu dodali smo 100 ul DNA Rehidration Solution.
Potom smo ostavili epruvetu na inkubaciju jedan sat na sobnoj temperaturi. DNA dobivenu

izolacijom smo spremili u hladnjak na 4 °C.

2.3 Lancana reakcija polimerazom

Lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) umnozili smo odsjeCak genomske DNA,
to¢nije egzon 2 DRB1 lokusa. U svrhu umnozavanja koriStene su  nizvodna 5’
GACGAGTGTCATTTCTTCAACG 3’ i uzvodna 5" GGCACCAGGAATGTATCCAA 3’
pocetnica (Moutou i sur. 2013) u koncentraciji od 0,5 uM. Koristili smo komercijalni komplet
HotStarTaq Plus DNA Polymerase od Qiagena, koji sadrzi Taq Plus PCR, Master Mix i vodu.
Za svaku PCR reakciju koristili smo ukupni volumen od 40 pul. Reakcijska otopina za PCR
sadrzavala je 20 ul Master Mixa, 4 pl uzvodne pocetnice, 4pl nizvodne pocetnice, 4 pl uzorka,
dok je ostatak volumena zauzimala voda. Pocetnice su sintetizirane na temelju rada Moutoue
i sur. (2013). PCR raden u svrhu potvrde uspjesnosti molekularnog kloniranja takoder smo
radili uz pomo¢ komercijalnog kompleta HotStarTag Plus DNA Polymerase tvrtke Qiagena.
Radili smo u ukupnom volumenu od 8 pl. Reakcijska otopina za PCR sadrzavala je 4 pl
MasterMixa, 0,8 ul nizvodne pocetnice, 0,8 pul uzvodne pocetnice, 0,8 ul boje (CoralLoad

PCR Buffer), 0,5 ul uzorka, dok je preostali dio volumena zauzimala voda.
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2.4  Elektroforeza

Proces elektorforeze koristen je u svrhu potvrde prisutnosti PCR produkta. Nanosili
smo PCR produkt na 1% agarozni gel. 1%-tni agarozni gel dobili smo otapanjem prethodno
izvaganog 1 g agaroze u 100 mL 0,5 X TBE pufera. Smjesu smo zagrijavali na Bunsenovom
plameniku sve do vrenja, dok nismo dobili ¢istu otopinu bez vidljvih zrnaca agaroze. U
otopinu agara dodali smo 10 uL SYBR®Safe boje . Otopinu smo izlili u kalup za veliki gel,
potom smo provijerili da nisu nastali mjehurié¢i prilikom izlijevanja, te smo postavili ¢esalj za
jazice. Ostavili smo gel da se ohladi 20 minuta na sobnoj temperaturi. Proces elektroforeze
odvijao se na naponu od 200V u vremenskom periodu od 30 minuta. Nakon elektroforeze

promatrali smo gel pod UV svjetlom.

2.5 Sekvenciranje

Uspjesno umnoZene PCR uzorke slali smo na sekvenciranje u Macrogen servis putem
poste. Koristena je njihova usluga "Standard-seq single Regular”, dok su pocetnice takoder
sintetizirane u servisu i koriStene su iste pocetnice tijekom cijele izrade diplomskog rada.

Sekvenciranje se provodilo iz oba smjera, koriStenjem nizvodne i uzvodne pocetnice.

2.6 Molekularno kloniranje

Prvi dan molekularnog kloniranja radili smo proc¢is¢ivanje te ligaciju. Prije toga smo
umonozili egzon 2 DRBI lokusa uz pomo¢ PCR-a. Zatim je radena elektroforezom kako
bismo provjerili uspjesnost PCR reakcije. Oznacili Smo kolone s tubicama iz kita Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System od Promege. Odpipetirali smo 37 ul otopine Membrane

Binding Solution u PCR produkt, ¢iji volumen je takoder iznosio 37 pl.

U prethodno oznacene kolone s tubicama, odpipetirali smo sadrzaj otopine Membrane
Binding Solution i PCR produkta u kolonu, paze¢i da pritom ne ostetimo membranu kolone.
Zatim smo pustili da se kolone s tubicama inkubiraju jednu minutu na sobnoj temperaturi, pa
smo potom centrifugirali sadrzaj tubice 14.000 rpm jednu minutu. Odpipetirali smo u kolonu

700 pL otopine Membrane Wash Solution, te stavili kolonu s tubicom ponovno centrifugirati
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na jednu minutu na 14.000 rpm. Potom smo izvadili kolonu, odlili tekuc¢inu iz tubice i vratili
kolonu u tubu. Odpipetirali smo u kolonu 500 pL Membrane Wash Solution, te centrifugirali
pet minuta nal4.000 rpm. lzvadili smo kolonu, pazeéi da pritom tekucina ne ispere sadrzaj
stalozen na membrani kolone, te izlili tekué¢inu iz tube i vratili kolonu u tubu. Potom smo
centrifugirali kolonu s tubom jednu minutu na 14.000 rpm bez metalnog poklopca. Oznacili
smo tubice od 1,5 ml oznakom jedinke, u koje smo prebacili kolonu. Odpipetirali smo 20 pl
Nuclease-Free Water, paze¢i pritom da tekucina prekrije ¢itavu membranu kolone. Potom
smo sadrzaj inkubirali jednu minutu pri sobnoj temperaturi. Zatim smo provjerili prisutnost

DNA u otopini elektroforezom.

Takoder prvog dana molekularnog kloniranja radili smo ligacijsku reakciju. Kako bi
mogli provesti uspjesno spajanje (ligaciju) PCR proizvoda sa plazmidom, morali smo naprije
izracunati koli¢inu PCR proizvoda koju ¢emo dodati u rekcijsku smjesu. Dozvoljeni omjeri
inserta i vektora su od 8/1 do 1/8. Takav omjer utvrdili smo nakon provedenog pro¢is¢avanja
PCR produkta, kojeg smo zatim zajedno s DNA poznate koncentracije podvrgnuli

elektroforezi. Prema jednadzbi dobivenoj u protokolu:

[(masa vektora (ng) * duljina odsjecka (kb) inserta)] + duljina vektora(kb) x molarni

omjer (insert + vektor) = masa inserta(ng)

odredili smo koliko PCR produkta moramo dodati u ligacijsku smjesu.

Molarni omjer prema preporuci proizvodaca iznosi 3:1, pri ¢emu je koncentracija

vektora 50 ng/ul, veli¢ina vektora 3 kb, a duljina inserta oko 200 parova baza (0.2 kb).

[(50 ng vektora * 0,2 kb inserta)] + 3 kb vektora x (3+1) = 10 ng inserta

Pomocu gore navedene jednadzbe izraCunali smo masu inserta. Kako bi odredili
volumen koji trebamo umjesati u ligacijsku reakciju, pomocu intenziteta vrpci u gelu pod UV
svjetlom odredili smo pribliznu koncentraciju DNA u PCR produktu. Zatim smo preko
jednadzbe ¢c= m/V izracunali potreban volumen za reakcijsku smjesu. Volumen inserta je
iznosio 1,5 ul. Nakon toga smo zapoceli s ligacijskom reakcijom. U epruvetu od 0,2 mL

odpipetirali smo 5 pl pufera za brzu ligaciju (Rapid Ligation Buffer), 1 pl pGEM®-T
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plazmida, 1 pl T4 DNA ligaze, proc¢is¢eni PCR proizvod i dok je ostatak volumena do 10 ul

zauzimala voda. Zatim smo ligacijsku smjesu ostavili na 4 °C preko no¢i.

Drugi dan molekularnog kloniranja radili smo transformaciju bakerija, to¢nije SOj
JM109 bakterije Escherichia coli. Epruvete s ligacijskom smjesom pripremljene prvog dana
molekularnog kloniranja kratko smo centrifugirali. Zatim smo po 2 ul ligacijske smjese
odpipetirali u 1,5 ml epruvete. Potom smo epruvete sa bakterijskim stanicama stavili 5 minuta
na led te ih lagano protresli. Otpipetirali smo po 50 ul bakterijskih stanica u epruvete s
ligacijskom smjesom. Nakon toga smo lagano pomjesali epruvete te ih stavili 20 minuta na
led, potom 45 sekundi u vodenu kupelj na 42 °C, te ponovno 2 minute na led. Zatim smo u
epruvete dodali 950 ul tekuceg LB medija na sobnoj temperaturi. Zatim je uslijedila
inkubacija od 1,5 sati na 37°C uz mijeSanje. Teku¢i LB medij, kojeg smo koristili sljede¢i dan
kod prijenosa kolonija, je pripremljen sa istim sastavom kao i kruti medij, samo $to u njega
nismo dodavali agar. Sadrzaj epruveta volumena od 100 ul odpipetirali smo na prethodno
pripremljene Petrijeve zdjelice sa 30 mL krute hranjive podloge, te je uslijedila inkubacija 24
sata na 37°C. Za svaku reakciju potrebno je pripremiti po dvije Petrijeve zdjelice, te po jedna
Petrijeva zdjelica za pozitivhu i negativnu kontrolu. Hranjivu podloga, za rast bakterija,
sastojala se od: 10 g tryptona, 5 g yeast extracta, 5 g NaCl, 15 g agara, dok je kona¢na pH
vrijednost bila podesena na 7,0. Zatim je medij autoklaviran 20 minuta, nakon ¢ega smo
pri¢ekali da se ohladi te se u njega dodali 100 pl/ml ampicilina. Zatim smo u steriliziranim
uvjetima, ispod plamenika, na Petrijeve zdjelice dodali 100 ul IPTG-a koncentracije 100 mM
i 20 ul X-Gal-a koncentracije 50 mg/ml, te smo zdjelice ostavili 30 minuta na 37°C da se

smjesa upije u podlogu.

Tre¢i dan molekularnog kloniranja raden je postupak prijenosa bijelih kolonija
bakterija u oznacene epruvete. Odabir bakterija radi se na temelju dviju razina selekcije:
otpornosti na ampicilin i plavo-bijele selekcije. U hranjivu podlogu za rast bakterija dodajemo
antibiotik ampicilin. pPGEM®-T plazmid nosi dio lacZ gena i sadrzi gen za rezistenciju na
ampicilin. Ukoliko se plazmid ugradi u bakterijsku stanicu, ste¢i ¢e otpornost na ampicilin te
¢e mo¢i rasti na hranjivoj podlozi. Odabir kolonija bakterija koje sadrze plazmid s ugradenim
DNA odsjeckom temelji se na plavo-bijeloj selekciji. Odsje€ak DNA se ugraduje u plazmid
unutar gena za enzim B-galaktozidazu, ¢iji je supstrat X-Gal. Bakerije na podlozi s IPTG-om i
X-Gal-om uz B-galaktozidazu mogu razgradivati X-Gal, te se takva reakcija ocituje plavim

obojenjem. Nakon ugradnje DNA odsjecka u plazmid unutar kodirajuce regije za B-
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galaktozidazu, bakerija ne¢e imati funkcionalni gen za p-galaktozidazu te neée razgradivati
X-Gal u podlozi, i nastati ¢e bijelo obojenje. Prethodno se u 10 oznacenih epruveta odpipetira
5 ml tekuceg LB medija. Bakterije sSmo uzimali iz Petrijevih zdjelica. Po jednu koloniju
bijelih bakterija smo prenosili u jednu epruvetu, pazeci pritom da ezom ne zahvatimo viSe
kolonija zajedno. Takoder je pritom potrebno pazljivo spaliti ezu na plameniku kako dio
kolonije bakterija ne bi ostao na njoj. Zatim smo stavili epruvete na inkubaciju preko no¢i na
37°C uz lagano mijeSanje. Takvim postupkom smo umnozili broj bakterija koje sadrze
plazmide sa istrazivanim insertom, egzonom 2 DRB1 lokusa. Sljedece je provedena izolacija

plazmida iz bakterija i njthovo prociS¢avanje.

Kako bi proveli postupak uklanjanja bakterija, najprije smo centrifugirali epruvete 5
minuta na 2.000 rpm. Potom smo odlili supernatant te epruvetu lagano prislonili na filter papir
kako bi se upio ostatak supernatanta. Pripremili smo i oznaciti 10 tubica od 1.5 ml.
Odpipetirali smo 250uL Cell Resuspension Solution u velike epruvete te dobro resuspendirali
suspenziju pazeci da pritom ne stvaramo mjehuri¢e. Sadrzaj velike epruvete, ¢iji je volumen
iznosio oko 280uL, smo odpipetirali u prethodno oznacene eppendorf tubice od 1.5ml.
Namjestili smo Stopericu na 5 minuta, te smo zapoceli sa pipetiranjem 250 pl otopine Cell
Lysis Solution. Nakon §to smo zavrsili s pipetiranjem pazljivo smo promjesali sadrzaj tubice
okretanjem tubice Cetiri puta i pri¢ekali smo da vremenski period od 5 minuta prode. Zatim
smo ponovo namjestili Stopericu na 5 min te smo odpipetirali u svaku tubicu po 10ul otopine
Alkaline Protease Solution. Sadrzaj tubice smo pazljivo promijesali okretanjem tubice 4 puta
te smo pric¢ekali da prode vremenski period od 5 minuta. Potom smo odpipetirali 350pL
otopine Neutralization Solution u tubicu te ponovo promjesali sadrzaj okretanjem tubice Cetiri
puta. Tubice smo stavili na centrifugiranje 10 minuta na 14.000 rpm. Pripremili smo i oznacili
kolone i nove tubice od 1.5 ml sa oznakama uzoraka. Zatim je uslijedio postupak purifikacije.
Najprije smo supernatant odlili u kolonu, te bacili tubicu od 1.5 ml. Kolonu s tubom smo
centrifugiraj 1 minutu na 14.000 rpm. Ostatak tekucine spusten nakon centrifugiranja u tubu
smo odlili te smo vratili kolonu u tubu. Odpipetirali smo u 750uL Column Wash Solution
stavili kolonu s tubom na centrifugiranje 1 minutu na 14.000 rpm. lzvadili smo kolonu te
odlili teku¢inu iz tube i vratili kolonu u tubu. Potom smo odpipetirali 250uL otopine Column
Wash Solution, te stavili na centrifugiranje 2 minute. Ostatak tekucine u tubi smo dekantirali
dok smo kolonu prebaci u novu tubicu od 1.5 ml. U zadnjem koraku odpipetirali smo 50uL

Nuclease Free Water te smo centrifugirali 1 minutu na 14.000 rpm. Bacili smo kolonu dok
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smo tubicu s plazmidom spremili u hladnjak na 4 °C. Uspje$nost postupka molekularnog

kloniranja provjerili smo elektroforezom na 1% agaroznom gelu.

2.7 Racunalna obrada

2.7.1 BioEdit

BioEdit (Hall 2004) je raCunalni program koriSten za uredivanje i poravnjanje
nukleinskih i aminokiselinskih sljedova. Posjeduje osnovne funkcije za uredivanje,
poravnanje, manipulaciju i analizu sljedova proteina i nukleinskih Kiselina. Nakon $to smo
preuzeli nazive alela iz GenBanka, te ih spremili u zajednicki word dokumet, unijeli smo
sljedove u BioEdit. Koristili smo opciju programa za poravnanje sljedova. Na taj na¢in smo

izradili knjiznicu za DRB1 alele, koristenu kod daljnje analize.

2.7.2 SeqScape®

SeqScape (Applied Biosystems 2004) je program napravljen za otkrivanje mutacija,
analize polimorfizama jedne baze, analiza, subtipizaciju patogena, identifikaciju alela i
potvrdivanje sljedova. Najprije smo u programu stvorili novi projekt, nazvavsi ga SusDRBI,
gdje smo unijeli knjiznicu poznatih alela DRBI1 lokusa. Nakon dobivenih rezultata
sekvenciranja 49 uzoraka koje smo unjeli u SeqScape, analizirali smo i odredivali koje alele
nosi pojedina jedinka. Za jedan uzorak smo pretpostavili da nosi jedinstveni alel (alel koji se
pojavio samo u te jedinke, koja je uz to bila heterozigot). Uz to elektroferogram tog alela nije

bio dobro ¢itljiv, te sSmo ga odabrali za kloniranje (uzorak: M2/3DS).
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2.7.3 MEGA

MEGA (Tamura i sur. 2013) je pogram koristen u svrhu komparativne analize DNA i
proteinskih sljedova, ¢iji cilj je otkrivanje molekularno-evolucijskih obrazaca gena, genoma i
vrste kroz vrijeme. Takoder program omogucuje stvaranje molekularno evolucijskih stabala
kroz odredeni vremenski period, $to olakSava otkrivanje divergencijskog vremena vrste, soja i
dupliciranih gena. Program MEGA koristili smo u svrhu odredivanja ukupnog broja
varijabilnih mjesta na svim nukleotidnim sljedovima sekvenciranin MHC alela, najpogodnijeg
modela za nukleotidne i aminokiselinske supstitucije za istrazivani lokus DRB1, procjenu
nukleotidnih i aminokiselinskih evolucijskih udaljenosti, te za izra¢un broja nesinonimnih i
sinonimnih nukleotidnih supstitucija. Primjenom Z-testa selekcije odredili smo tip selekcije

na istrazivanom DRB1 lokusu.

2.7.4 Vezna mjesta

Svaka jedinka posjeduje odredeni broj razlicitth MHC molekula. Kako bi se stvorio
imunoloski odgovor na razlicite vrste patogena, svaka MHC molekula mora biti u moguénosti
vezati 1 prikazati velik broj razliCitih antigena. Posljedica polimorfnosti gena, posebice
aminokiselinskih ostataka koje sudjeluju u stvaranju receptora antigena, je moguénost

prepoznavanja razli¢itih patogena, a time i pokretanja adaptivnih imunosnih odgovora na njih.

Vezno mjesto MHC molekule skupine IT ¢ine domene al i 1, koji vezu dijelove
antigena veli¢ine od 13 do 18 aminokiselina. Kod DRB1 lokusa aminokiseline 1 domene
sudjeluju u stvaranju veznih mjesta za antigen (PBR). Moutou i sur. (2013) u svom radu
navode da postoji ukupno Sest aminokiselinkih ostataka koji sudjeluju u stvaranju dZepa P4,
pet aminokiselinskih ostataka koji sudjeluju u stvaranju dzepa P7, jedan aminokiselinski
ostatak koji sudjeluje u stvaranju dzepa P6, dva aminokiselinska ostatka koji sudjeluju u
stvaranju dZepa P9 1 jedan aminokiselinski ostatak koji sudjeluje u stvaranju dzepa P1 (Slika

3). Svaki alel kodira za odredenu kombinaciju veznih dzepova.
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3. REZULTATI

3.1 Aleli divljih svinja

Za izradu ovog diplomskog rada istrazivala sam ukupno 60 uzoraka misi¢nog tkiva
divljih svinja. Od 60 uzoraka uspje$no je analizirano njih 49, dok za 11 preostalih uzoraka
nisam uspjela dobiti PCR produkte. U istrazivanom uzorku pronadeno je sedam Susc-DRB1
alela od kojih je Sest alela poznato otprije, iz ranijih istrazivanja na divljim svinjama, dok je
jedan alel novootkriveni Susc-DRB*02 (Tablica 2). Najucestaliji je alel Susc-DRB*01, koji se
u uzorku nalazi s u€estalo$¢u od 39,79%. Iza njega slijedi alel Susc-DRB*02 s ucestalos¢u od
21,42%. Ostali aleli se nalaze s ucestalo$¢u manjom od 20%. Najmanje ucestali alel je Susc-
DRB*07 s ucestalos¢u od 1%, koji sam pronasla u samo jedne jedinke DS M2/3 koja je
heterozigot (Tablica 2). Kod populacije pronadeno je ukupno 11 heterozigotnih jedinki
(22,4%), dok je ukupno bilo 38 homozigotnih jedinki (77,5%).

Medu pronadenim alelima utvrdila sam 40 varijabilnih nukleotidnih mjesta od 198
(20,2%), te 20 varijabilnih amonikiselinskih mjesta od 66 (30,3%). U tablici 3 i slici 3
prikazala sam nukleotidni i aminokiselinski slijed pronadenih alela eksona 2 DRB1 lokusa.
Aminoiseline Bl domene sudjeluju u stvaranju veznih mjesta za antigen (PBR) i tvore
dzepove u koje se smjeste dijelovi antigenskog peptida (Moutou i sur. 2013). Aleli Susc-
DRB1*06 i Susc- DRB*07 kodiraju za jednaki aminokiselinski slijed, dok ostali aleli kodiraju
za jedinstvene aminokiselinske sljedove (Slika 3). U tablici 4 su prikazane sve jedinke s

pripadaju¢im genotipovima DRB lokusa.
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Tablica 2. Ucestalost pojedinih alela egzona 2 DRB1 u divlje svinje (Sus scrofa) s podruéja

Medvednice; novootkriveni alel oznaceni je sivom pozadinom

Ime Ucdestalost Apsolutni Broj NEVALY GenBank Naziv alela iz
alela broj homozigotnih  alela iz pristupni IPD-MHC
jedinki rada brojevi Database
Moutou i
sur.
Susc- 0,3979 39 18 BE232509 DRB1*0101
DRB*01
Susc- 0,2142 21 8 AF272729* DRB1*05sp06
DRB*02
Susc- 0,1836 18 7 SLA- 226641 DRB1*0201
DRB*03 DRB1*02
Susc- 0,0816 8 3 CJ030292 DRB1*1001
DRB*04
Susc- 0,0612 6 1 SLA- HMO008966
DRB*05 DRB1*08
Susc- 0,0510 5 1 CB286464 DRB1*0603Q
DRB*06
Susc- 0,0102 1 0 BE232674 DRB1*0603Q
DRB*07

*najsli¢niji slijed, razlikuje se u Cetiri nukleotida od alela Susc-DRB*02

Tablica 3. Nukleotidni slijed egzona 2 DRBL1 alela divlje svinje (Sus scrofa) s podrucja
Medvednice; novootkriveni alel oznaceni je sivom pozadinom

Ime alela Nukleotidni slijed

Susc-DRB*01 GGG ACC GAG CGG GTG AGG TTA TTG CAG AAG CAG [ 33]
Susc-DRB*02 .. ..G ... ... ... ... ..TC.. G.C .GA T.C [ 33]
Susc-DRB*03 S - P c S -\ [ 33]
Susc-DRB*04 N - o S A [ 33]
Susc-DRB*05 e T e [ 33]
Susc-DRB*06 ... ..A ... ... ... ... .ATC.. ... ... T.C [ 33]
Susc-DRB*07 ce. LA L0 L0 ... ... .ATC.. ... ... T.C [ 33]
Susc-DRB*01 TAC TAT AAC GGA GAG GAG CAC GTG CGC TTC GAC [ 66]
Susc-DRB*02 | [ 66]
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Susc-DRB*03 .. TT. C.. [ 66]
Susc-DRB*04 . AT. T. T [ 66]
Susc-DRB*05 ... ... TT. C. [ 66]
Susc-DRB*06 . TG ... TT. [ 66]
Susc-DRB*07 .TG ... TT. [ 66]
Susc-DRB*01 AGC GAC GTG GGC GAG TAC CGG GCG GTG ACC GAG [ 99]
Susc-DRB*02 .T. [ 99]
Susc-DRB*03 .. [ 99]
Susc-DRB*(04 .T [ 99]
Susc-DRB*05 e e e e [ 99]
Susc-DRB*06 T.. ... ... .T. [ 99]
Susc-DRB*07 T.. ... ... .T. [ 99]
Susc-DRB*01 CTG GGG CGG CCA GAC GCC AAG TAC TGG AAC AGC [132]
Susc-DRB*02 ..T TT. ... .. G.. [132]
Susc-DRB*03 ee e G.. [132]
Susc-DRB*(04 A L. G.. [132]
Susc-DRB*05 G.. [132]
Susc-DRB*06 [132]
Susc-DRB*(07 [132]
Susc-DRB*01 CAG AAG GAC CTC CTG GAG CAG ATG CGG GCG GCG [165]
Susc-DRB*02 T.. G.CTCA ... ..CT.A [165]
Susc-DRB*03 e e e e e .G. ... ... .A. [165]
Susc-DRB*04 .G. ... ... A.. .G. ... ... .A. [165]
Susc-DRB*05 T.. ... L.GA ... ... ... [165]
Susc-DRB*06 . A.. ... JA. ... ... .T. [165]
Susc-DRB*07 . A.. ..A .A. ... ... .T. [165]
Susc-DRB*01 GTG GAC ACG TAC TGC AGA CAC AAC TAC AGG ATC [198]
Susc-DRB*02 .T. .C. [198]
Susc-DRB*03 C.. [198]
Susc-DRB*04 [198]
Susc-DRB*05 [198]
Susc-DRB*06 [198]
Susc-DRB*07 [198]
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4 7

47 6 9 7 9 7 7 44 404 1
Susc-DRB*01 GTERVRLLQK QYYNGEEHVR FDSDVGEYRA VTE LGRPDAKYWN SQKDLLEQMR AAVDTYCRHN YRI
Susc-DRB*02 ...... F.DR YF..... For vrnnn For vv e Foo... G...F..DS. .S.....I.. ..T
Susc-DRB*03 ........ ER ..vvvn. FL. ttiiieees e v Dt vvnnnnn R. .E.oooooo. ...
Susc-DRB*04 ........ DR H...... IL. ..vvvvvees «vv ....E..D.. .R..I...R. .E..
Susc-DRB*05 ........ ER ....... FL. ttiiieeee e v D.. ....F... R. vvveneenn o
Susc-DRB*06 ...... Y... YL.....F.. ....L..F.. ... ......eea. ... MOUKL VL
Susc-DRB*07 ...... Y... YL.....F.. ....L..F.. ... .......00. .....M..K. V..

Slika 3. Aminokiselinski sljedovi egzona 2 DRB1 alela. PBR dijelovi su oznaceni podebljano
i podcrtano; brojevi iznad slijeda oznaCavaju aminokiselinske ostatke koje sudjeluju u
stvaranju veznih dzepova; isti aminokiselinski slijed oznacen je sivom pozadinom

Tablica 4. Distribucija genotipova egzona 2 lokusa DRBL1 divlje svinje (Sus scrofa) s podrucja

Medvednice

Oznaka jedinke

Susc-DRB*03

Susc-DRB*03

Susc-DRB*04

Susc-DRB*04

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

Susc-DRB*03

Susc-DRB*02

Susc-DRB*03

Susc-DRB*01

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

Susc-DRB*03

Susc-DRB*03

Susc-DRB*07

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

Susc-DRB*05

Susc-DRB*05

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

1 DS M1/1
2 DS M1/2
4 DS M1/4
5 DS M1/5
7 DS M1/7
1 DS M2/1
2 DS M2/2
3 DS M2/3
4 DS M2/4
5 DS M2/5
7 DS M2/7
2 DS M3/2
3 DS M3/3
4 DS M3/4

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01
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DS M3/6

Susc-DRB*04

Susc-DRB*02

DS M4/3

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M4/4

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M4/5

Susc-DRB*03

Susc-DRB*03

DS M4/6

Susc-DRB*05

Susc-DRB*01

DS M5/2

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M5/4

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

DS M5/7

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M6/4

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

DS M6/7

Susc-DRB*06

Susc-DRB*06

DS M7/1

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

DS M7/2

Susc-DRB*04

Susc-DRB*04

DS M7/3

Susc-DRB*02

Susc-DRB*05

DS M7/4

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M7/5

Susc-DRB*03

Susc-DRB*03

DS M7/7

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M8/4

Susc-DRB*03

Susc-DRB*01

DS M8/5

Susc-DRB*05

Susc-DRB*06

DS M8/7

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M9/3

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

DS M9/4

Susc-DRB*01

Susc-DRB*01

DS M10/2

Susc-DRB*03

Susc-DRB*03

DS M10/3

Susc-DRB*02

Susc-DRB*02

DS M10/4

Susc-DRB*03

Susc-DRB*03

DS M10/5

Susc-DRB*06

Susc-DRB*02
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5 DS M11/5 Susc-DRB*03 Susc-DRB*03

DS M11/7 Susc-DRB*01 Susc-DRB*01
5 DS M12/5 Susc-DRB*01 Susc-DRB*01
7 DS M12/7 Susc-DRB*05 Susc-DRB*06
1 DS M13/1 Susc-DRB*03 Susc-DRB*04
2 DS M13/2 Susc-DRB*02 Susc-DRB*02
5 DS M13/5 Susc-DRB*01 Susc-DRB*01
5 DS M14/5 Susc-DRB*01 Susc-DRB*01
7 DS M14/7 Susc-DRB*04 Susc-DRB*04

DS M18/5 Susc-DRB*01 Susc-DRB*01

3.2  Evolucijska udaljenost

Kako bi procijenila evolucijsku udaljenost medu pronadenim alelima Kkoristila sam
program MEGA (Tamura i sur. 2013). Usporedbom svih nukleotidnih i aminokiselinskih
sljedova program nam je ponudio 24 razli¢ita nukleotidna supstitucijska modela. Odabrala
sam preporuceni supstitucijski model i izraCunala prema zadanim parametrima. Program
odabire najprikladniji model odreden prema Bayesovom informatickom kriteriju. Prosje¢na
nukleotidna evolucijska udaljenost iznosila je 0,1486, dok je prosjeéna aminokiselinska

evolucijska udaljenost iznosila 0,2815 (Tablica 5).
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Tablica 5. Broj varijabilnih nukleotidnih mjesta, prosjeéne nukleotidne i aminokiselinske
udaljenosti i broj jedinstvenih aminokiselinskih sljedova DRB1 alela divlje svinje (Sus scrofa)
s podruc¢ja Medvednice. U zagradi je prikazan broj pronadenih alela.

DRB1 | 198 40 JC+G |01486 | JTT+G 0,2815 20
™)

Kratice: d, prosje¢na vrijednost evolucijskih udaljenosti medu alelima; JC, Jukes-Cantor model
supstitucije; G, parameter gama distribucije; JTT, Jones-Taylor-Thornton model supstitucije;

3.3 Selekcija

Prosjecnu stopu nesinonimnih i sinonimnih supstitucija izracunala sam uz pomo¢
programa MEGA (Tamura i sur. 2013). Takvim izraCunom mogli smo odrediti kakav tip
selekcije prevladava na analiziranom genskom lokusu kod populacije divljih svinja s podrucja
Medvednice. Nukleotidne supstitucije u kodirajuéim regijama Klasificirane su kao
nesinonimne i sinonimne supstitucije. Dok nesinonimne supstitucije rezultiranju promjenom
aminokiseline, kod sinonimne supstitucije aminokiselina se ne mijenja. dN/dS test sluzi za
procjenu selekcijskog pritiska pomocu usporedbe omjera stopa nesinonimnih (dN) i
sinonimnih (dS) supstiticija. Omjer dN/dS biti ¢e veci od 1 u slucaju ako je prirodna selekcija
usmjerena na promjene u proteinskom slijedu (Kryazhimskiy i Plotkin 2008). U
programskom paketu MEGA uz pomo¢ dN/dS testa utvrdujemo vjerojatnost odbacivanja
nulte hipoteze, Cija je pretpostavka da je omjer nesinonimnih supstitucija jednak omjeru
sinonimnih supstitucija, u korist alternativne hipoteze, Cija je pretpostavka da je omjer
nesinonimnih supstitucija veéi od sinonimnih. Omjer dN/dS u ovom istrazivanju je iznosio
0,9859 ¢ime se prihvaca nulta hipoteza (neutralna evolucija), a odbacuje alternativna
hipoteza, koja pretpostavlja da na istrazivani lokus djeluje pozitivna selekcija (Tablica 6).
Nedostatak MEGA-e je da izracunava prosjeCan dN/dS omjer cijelog slijeda, iako je
djelovanje selekcije na cijeli gen malo vjerojatno. Prirodna selekcija djeluje na pojedina
mjesta unutar gena ovisna o njihovoj funkciji. dN/dS testom radenim izdvojeno samo za

vezna mjesta dodatno sam provijerila djelovanje selekcije na kodone peptid vezajué¢ih mjesta
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(PBR) , gdje je vrijednost omjera iznosila 1,7. Vezna mjesta odredili smo prema radu Moutou
i sur. (2013). P vrijednost omjera dN/dS egzona 2 DRBL1 lokusa iznosila je 1, dok je p
vrijednost omjera dN/dS samo veznih mjesta iznosila 0,12. Da bi p vrijednost bila statisticki
znacajna mora iznositi <0,05, kako bi mogli odbaciti nul hipotezu u Kkorist alternativne

hipoteze, §to nije sluc¢aj kod nase populacije.

Dodatno sam testirala djelovanje selekcije na pojedinaénim kodonima, koristeéi
Datamonkey web server (Kosakovsky Pond i Frost 2005a). REL metodom provjerila sam koji
tip selekcije vlada na svakom pojedinom kodonu, $to se utvrduje uz pomo¢ empirijskog Bayes
pristupa. Za svaki pojedinacni kodon izracunavaju se dva Bayesova faktora, jedan u slucaju
da na tom mjestu djeluje negativna selekcija (dN <dS), te drugi da na tom mjestu djeluje
pozitivna selekcija (dN >dS). Kada Bayesovi faktori pokazuju vrijednost veéu od 50, tada
takva mjesta nazivamo odabranim kodonima. Utvrdeno je da je jedino kodon 48 pod

utjecajem pozitivne selekcije (Slika 4) (Kosakovsky Pond i Frost 2005b).

Tablica 6. Prosjecna stopa nesinonimnih supstitucija (dN) i sinonimnih supstitucija (dS) kod
istrazivanog uzorka divlje svinje; prosjecna stopa nesinonimnih supstitucija (dN) i sinonimnih
supstitucija (dS) kodona peptid vezajuéih mjesta (PBR), kako bi dodatno utvrdili djelovanje
selekcije na pojedina¢nim kodonima

Egzon 2
DRB1 DRB1 7 0,0981 0,0995 0,9859 1

Vezna mjesta
DRB1 (PBR) 7 0.3873 0.2318 1.7 0.12

Kratice: dN, nesinonimna supstitucija; dS, sinonimna supstitucija
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Slika 4. Prikaz omjera nesinonimnih (dN) i sinonimnih (dS) supstitucija svakog pojedinacnog
kodona kod ukupno 7 alela egzona 2 DRB1 lokusa u istrazivanom uzorku divljih svinja
koriStenjem REL metode (engl. random effects likelihood) HyPhy programskog paketa. *
oznacava kodon 48 koji je pod djelovanjem pozitivne selekcije
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4. RASPRAVA

Prouc¢avanjem MHC sustava u kraljesnjaka mozemo pretpostaviti kakva je sposobnost
organizma ili populacije da se obrani od raznovrsnih patogena. Polimorfnost gena je ono §to
MHC sustav razlikuje od ostalih genskih sustava. Dok ostali sustavi pokusavaju zadrzati
primarni i konzervirani oblik gena, MHC sustav posjeduje polimorfnost gena ¢ime populacija
dobiva sposobnost prilagodbe na nove okolisne uvjete. Zasad nema velikog broja istrazivanja
koja ukljucuju analiziranje raznolikosti gena glavnog sustava tkivne podudarnosti u divljih
svinja. Takva istrazivanja bi dovela do boljeg razumijevanja povezanosti odredenih
parazitoloSkih bolesti s odredenim genotipom pojedinog lokusa. Divlje svinje su najces¢i
rezervoari razli¢itim parazitima, a paraziti vrse selekcijski pritisak koji je pak odgovoran za
prezivljavanje divljih svinja. Primjer takvih istrazivanja povezanosti MHC lokusa i bolesti
kod drugih divljih vrsta nalazimo kod jelena (Cervus elaphus), glodavaca (Ctenomys
talarum), lemura i vodene voluharice (Arvicola amphibius) (Fernandez-de-Mera i sur. 2009;
Cutrera i sur. 2011; Schwensow i sur. 2010; Oliver i sur. 2009). Time se dobiva uvid u

korelaciju izmedu MHC haplotipova i specifi¢nih parazitoloskih bolesti.

Ovim istrazivanjem utvrdili smo ukupno sedam razli¢itih alela u populacija divljih
svinja s podru¢ja Medvednice. Od ukupno 60 uzoraka misi¢nog tkiva upjesno je izolirano i
sekvencirano 49 uzoraka, S§to daje ukupnu uspjeS$nost ovog istrazivanja od 81,7%. Kod
preostalih 11 uzoraka nisam uspijevala dobiti PCR produkte niti nakon treceg pokusaja.
Najvjerojatniji uzrok tome je premala ili prevelika koncentracija DNA u dobivenim tkivima,
te eventualno postojanje mutacija na mjestima vezanja uzvodnih i/ili nizvodnih pocetnica
(nul-aleli). Alele pronadene u ukupno 49 jedinki nazvali smo redom Susc-DRB*01 do Susc-
DRB*07. Pronaden je jedan novi, do sad neotkriveni alel, Susc-DRB*02, dok su ostali aleli
pronadeni U razli¢itim populacijama divljih i domacih svinja istrazenih u prethodnim
istrazivanjima (Fahrenkrug i sur. 2002; Vage i sur. 1994; Uenishi i sur. 2004; Dvorak i sur.
2005). Izmedu alela DRB1 lokusa pronadena je nukelotidna udaljenost od 0,1486, izracunate
uz pomo¢ modela Jukes-Cantor model supstitucije, dok je vrijednost aminokiselinske
udaljenosti iznosila 0,2815 izrac¢unata uz pomo¢ Jones-Taylor-Thornton modela supstitucije.
Frekvencije alela su se razlikovale unutar populacije (Tablica 2). Alel s najve¢om
frekvencijom unutar populacije bio je Susc-DRB*01 (GenBank: BE232509). Alel Susc-
DRB*01 (GenBank: BE232509) posjedovalo je 18 homozigotnih jedinka (36,7%). Omjer
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nesinonimnih i sinonimnih supstitucija je gotovo jednak, $to nije uobiajeno na MHC

polimorfnim lokusima.

Aleli Susc-DRB*06 i Sus- DRB*07 kodiraju za jednaki aminokiselinski slijed jer se
razlikuju sinonimnom mutacijom. Svi ostali aleli kodiraju za jedinstvene aminokiselinske

sljedove.

Alel Sus-DRB*07 (GenBank: BE232674) pronaden u samo jednoj jedinci u populaciji

divljih svinja s podrudja Medvednice, na lovistu broj 3 na podruéju revira ,,Sestine*.

U prethodnom istrazivanju (Moutou i sur. 2013) omjer nesinonimnih i sinonimnih
stopa supstitucije na cijelom slijedu iznosio je 1,23, $to ukazuje na djelovanje pozitivne
selekcije, dok je kod naseg istrazivanja taj omjer bio manji od 1, to¢nije 0,9859. Nadalje,
Moutou i sur. (2013) u svom su istrazivanju zasebno izraCunali omjer nesinonimnih i
sinonimnih supstitucija kod peptid vezajucih regija ¢ija vrijednost je iznosila 2,18. IzraCunom
takvog omjera na naSem istrazivanom uzorku dobili smo omjer 1,7; no statisticka znacajnost
(p=0,12) nije ukazivala da se moze odbaciti nul-hipoteza (neutralna evolucija) u korist
alternativne hipoteze (djelovanje pozitivne selekcije). No, mozemo zakljuéiti da dobiveni
omjer dN/dS na veznim mjestima, ¢ija vrijednosti je veéa od 1 daje naznaku djelovanja
pozitivne selekcije. Kod istrazivanja Barbisana i sur. (2009) na populacijama divljih svinja
omjer nesinonimnih i sinonimnih stopa iznosio je 0.55, dok je on u peptid vezaju¢im mjestima

iznosi 1.44, a u peptid nevezaju¢im mjestima 0.33.

Usporedujuéi rezultate naseg istrazivanja s rezultatima rada Moutou 1 sur. (2013)
utvrdili smo da postoje dva podudarna alela Susc-DRB*03 i Susc-DRB*05 (GenBank:
Z26641 i HM008966). Kod istrazivanja Moutou i sur. (2013) alel Z26641 pronaden je kod
populacija divljih svinja s podru¢ju zapadne Gréke, sredi$nje Grcke, sjeverne Greke, Poljske,
Francuske, Luksemburga te kod populacija domacih svinja pasmina Leicoma, Landrace i
Danbred. Kod naseg istrazivanja alel Z26641 pronaden je na podrucju revira ,,Ponikva“,
., Vrapce®, ,,Gracani“, ,,Prigorje” i ,,Planina®“. Alel HM008966 u radu Moutou i sur. (2013)
pronaden je kod populacija divljih svinja s podru¢ju zapadne Gréke, sredi$nje Grcke, sjeverne
Grcéke, Poljske i kod populacije domacih svinja pasmine Danbred, dok je kod naSeg
istrazivanja pojava alela zabiljeZzena je na podruéju revira ,,Sestine”, ,,Prigorje”, ,,Culerje” i

,,Planina“.
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Odrzavanje polimorfizma unutar populacije ovisi 0 intenzitetu selekcije, stopi mutacija
1 veli¢ini efektivne populacije. Pod odredenim okolnostima djelovanje selekcije nije dovoljno
da odrzi varijaciju unutar MHC lokusa u malim ili fragmentiranim populacijama kroz dulji
vremenski period. U¢inak uskog grla i u¢inak osnivaca te ograni¢enja u parenju mogu znatno
pridonijeti smanjenom broju MHC alela. Takva pojava je zabiljeZena kod azijske populacije
lava (Panthera leo persica), geparda (Acinonyx jubatus), malgaskog Stakora (Hypgeomys
antimena), malgaskog Sumskog misa (Macrotarsomys bastardi) i mnogih drugih vrsta (Yuhki
i O Brien 1990; O Brien i sur. 1985; Sommer i Tichy 1999; Sommer i sur. 2002). Pod takvim

okolnostima geneticki drift je prevladao uc¢inak prirodne selekcije.
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5. ZAKLJUCAK

U istrazivanom uzorku od ukupno 49 jedinki divljih svinja (Sus scrofa) stradalih
izlovom s podrué¢ja Medvednice pronadeno je ukupno 7 razli¢itih alela DRB1 lokusa, od kojih
je samo jedan novootkriveni Susc-DRB*02. Aleli Susc-DRB*06 i Susc-DRB*07 kodiraju za
jednaki aminokiselinski slijed, dok ostali aleli kodiraju za jedinstvene aminokiselinske

sljedove.

Istrazivani dio egzona 2 DRBI1 lokusa duljine 198 pb sadrzi 40 varijabilnih
nukleotidnih mjesta i 20 varijabilnih aminokiselinskih mjesta. Aminokiselinske evolucijske

udaljenosti za istrazivani lokus vece su od nukleotidnih udaljenosti.

Omijer dN/dS procijenjen na cijelom nukleotidnom slijedu je pokazao vrijednost od
0,9859, §to ukazuje da istrazivani lokus u analiziranoj populaciji nije pod djelovanjem
pozitivne selekcije. Omjer dN/dS procijenjen samo na kodonima koji sudjeluju u vezanju
peptida je iznosio 1,7 , ali testiranje statisticke znacajnosti nije ukazalo da se nulta hipoteza
moze odbaciti (p=0,12), tako da niti na tim dijelovima nismo utvrdili djelovanje pozitivne
selekcije. Dodatnom analizom djelovanja selekcije na pojedina¢nim kodonima, utvrdili smo

da je jedino kodon 48 pod utjecajem pozitivne selekcije.

Rezultati ovog istraZivanja ¢e posluZiti za daljna istraZivanja korelacija izmedu MHC
haplotipova 1 specifi€nih parazitskih bolesti divljih svinja, $to ¢e u konacnici pridonijeti
razumijevanju koevolucije domacina i patogena i odrzavanja geneticke raznolikosti u

populacijama Zivotinja.
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