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1. UVOD

1.1. Vuk (Canis lupus)
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Vuk (Canis lupus) je sisavac (Mammalia) iz reda zvijeri (Carnivora),  pripadnik  porodice pasa (Canidae), koja uključuje 16 rodova i 36 vrsta. Rod vukovi (Canis) sadrži šest vrsta: prugasti čagalj (Canis adustus), čagalj (Canis aureus), kojot (Canis latrans), sivi vuk (Canis lupus), sedlasti čagalj (Canis mesomelas), crveni vuk (Canis rufus) i etiopijski vuk (Canis simensis). Najveći vukovi žive na sjeveru (Aljaska, Northwest Teritory, Mech 1970), dok su predstavnici južnijih populacija (Indija, Pakistan, Afganistan) upola manji (Kumar 1998). Boja vučjega krzna ovisi o udjelu crnih, sivih i smeđih pokrovnih dlaka. U različitim dijelovima svijeta žive vukovi kojima boja varira, u rasponu od bijele, preko svijetlosmeđe, crvenkaste, do sive i crne (Mech 1970).

Vuk se kao predator i čisti mesožder nalazi na vrhu hranidbene piramide i neophodna je sastavnica kopnenih ekoloških sustava. 

Vukovi žive u čoporu gdje postoji relativno složena društvena struktura. Vučji čopor je hijerarhijski ustrojen: roditeljski par vukova (slika 1) drži dominantan položaj, a ostali pripadnici čopora međusobno grade odnose nadređenosti i podčinjenosti. Dominantan vuk ili vučica odlučuje kada će čopor ići u lov, gdje će biti brlog, a hijerarhijska struktura vidljiva je i pri hranjenju plijenom: podčinjeni vukovi jedu nakon nadređenih. Vukovi mogu živjeti u svakom staništu koje podržava dovoljno plijena i koje im omogućuje zaklon. Vukovi su se do današnjih dana uspjeli održati u teško pristupačnim područjima, pa ih se često doživljava i simbolom divljine.

1.1.1. Rasprostranjenost vukova

Prema podacima koje su prikupili Route i Aylsworth (1999.) brojnost sivoga vuka u svijetu se procjenjuje na oko 150 000. Toliko vukova živi u populacijama koje se prostiru kroz 41 zemlju svijeta. Vuk je povijesno nastanjivao svako stanište sjeverne polutke na kojemu je bilo velikih parnoprstaša (Mech 1995.). Vuk zauzima ekološku nišu predatora na velike sisavce sjeverne Zemljine polutke. Osim vuka, tu nišu još popunjavaju planinski lav (Felis concolor) u Sjevernoj Americi te tigar (Panthera tigris) i leopard (Panthera pardus) u Aziji, ali je vuk najvrjedniji predator jer postiže veću gustoću populacija i znatno širu rasprostranjenost (Mech 1970.).

Pri kraju ledenog doba vuk je bio jedan od najrasprostranjenijih sisavaca na sjevernoj polutki  (Kurten i  Anderson 1980). Naseljavao je Europu, Aziju i Sjevernu Ameriku uključujući različita staništa (slika 2 a – c) od suhih predjela Arabije do sibirskih šuma (Vila i sur. 1999). 
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Slika 2. Prikaz različitih staništa vukova. Stanište vukova u Dalmaciji (a i c) i u Gorskom kotaru (b). (Preuzeto s http://www.life-vuk.hr/)

Tijekom posljednjih nekoliko stoljeća vuk je istrebljen iz većine svojih staništa (Young i Goldman 1944). Preživjele populacije su često geografski i genetički izolirane (Ginsberg i Macdonald 1990; Wayne i sur. 1992) (slika 3). Danas su vukovi istrebljeni iz većeg dijela Europe te su još opstali samo u malim izoliranim populacijama uglavnom u južnoj i istočnoj Europi (Schröder i Promberger 1992; Route i Aylsworth 1999), a gustoća vukova u Europi se procjenjuje na 1 do 3 jedinke na km2 (Boitani 2000).
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Slika 3. Rasprostranjenost vukova u Europi
(Preuzeto s http://ec.europa.eu/environment/index_en.htm)
1.1.2. Vuk u Hrvatskoj
Smatra se da su do kraja 19. stoljeća vukovi živjeli na cijelom području Hrvatske, a nakon toga su počeli nestajati i to najprije iz nizinskih kontinentalnih dijelova Hrvatske (Frković i Huber 1992). Zahvaljujući povezanosti hrvatske populacije s ostalim dinarskim populacijama (Kruyštufer 1995) vuk je bio brojan sve do novijeg doba. Tijekom 80-ih i 90-ih utvrđen je drastični pad vučje populacije na ispod 50 jedinki (Frković i Huber 1995; Huber i sur. 1994), a smatra se da je u to vrijeme u Sloveniji živjelo tek oko 10 životinja (Adamič 1992). 

Hrvatska je 1995. godine vuka proglasila zaštićenom životinjskom vrstom sukladno Zakonu o zaštiti prirode (N.N. br. 70/05, 139/08), odnosno Pravilniku o proglašenju divljih svojti strogo zaštićenima i zaštićenima (N.N. br. 7/06, 99/09). Prema kriterijima Svjetske zaklade za zaštitu prirode (IUCN) na popisu je ugroženih vrsta na Crvenoj listi sisavaca u Hrvatskoj i svijetu (IUCN/SSC 2000).

Iz svih prikupljenih i obrađenih podataka za 2009. godinu te prvu polovinu 2010. godine proizlazi da se hrvatska populacija vuka kreće od najmanje 181 do najviše 253 jedinke (zaokruženo 180 - 250), što u prosjeku iznosi 216 jedinki (Oković 2008). Te jedinke raspoređene su u gotovo 60 čopora a prisutne su na području Gorskoga kotara, Like i Dalmacije (slika 4).
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Slika 4. Rasprostanjenost populacije vuka u Hrvatskoj prema podatcima do 2009. godine. Vukovi su prema podatcima prikupljenim do 2009.godine bili prisutni na području Gorskog kotara, Like i Dalmacije (Oković i Štrbanec 2009)

U Hrvatskoj je vuku boja krzna uvijek siva; leđa i rep su tamnosive boje koja prema trbuhu i nogama prelazi u svijetlosivu. Na prednjoj strani podlaktice najčešće ima tamnu prugu, iako su pronađeni i primjerci bez nje (Kusak 2002). 

Na populaciji vukova iz Hrvatske analizirani su mikrosatelitski lokusi (Lucchini i sur. 2004) i mitohondrijska DNA gdje je utvrđena visoka razina genetičke raznolikosti i ustanovljeno je da ne postoji strukturiranje unutar populacije, već je populacija genetički jedinstvena (Gomerčić 2009). 

Bitno je aktivno pristupiti problemu ugroženosti vukova, kako bismo im osigurali dugoročan opstanak, a jedan od tih načina je i znanstveno istraživanje kojeg smo obavile i prikazale ovim radom, a koji se temelji na istraživanjima glavnog sustava tkivne podudarnosti skupine II. Upravo je raznolikost  alela glavnog sustava tkivne podudarnosti razmjerna spremnosti populacije da se uspješno suoči s većim brojem različitih patogena, što doprinosi preživljenju populacije.

1.2. Glavni sustav tkivne podudatnosti (MHC)
Glavni sustav tkivne podudarnosti ili MHC (major histocompatibility complex) je sustav membranskih glikoproteinskih receptora izraženih na stanicama kralježnjaka, čija je zadaća predočavanje antigena limfocitima T. Antigeni su uglavnom dijelovi peptida i oni se preko MHC molekula predočuju T-limfocitima, koji dalje reguliraju imunosnu reakciju, koja omogućuje ubijanje nezdravih stanica i patogena koji su napali organizam.

Glavni sustav tkivne podudarnosti sastoji se od klastera usko povezanih gena koji kodiraju proteine na površini gotovo svih stanica (Klein 1980). Različite vrste razlikuju se prema broju specifičnih MHC lokusa. Smatra se da je raznolikost MHC alela razmjerna spremnosti populacije da se uspješno suoči s većim brojem različitih patogena, što doprinosi preživljenju populacije. MHC receptori se razlikuju po strukturi i tkivnoj distribuciji, pa su prema tome podijeljeni u dvije skupine ili klase, I i II (Male i sur. 2006). 

Geni MHC skupine I kodiraju glikoprotinske receptore (kod ljudi su nazvani HLA A, B, Cw) koji predučuju dijelove unutarstaničnih patogena, a nalaze se  na svim stanicama sa jezgrom i predočuju peptide duge 8 – 10 aminokiselina nastale razgradnjom proteina stanice na čijoj se površini receptori nalazi. Geni skupine II kodiraju glikoproteinske receptore koji predočuju antigene unešene u stanice fagocitozom pa se receptori MHC skupine II (kod ljudi su to HLA DR, DQ, DP) nalaze samo na predočnim stanicama: makrofazima, dendritičnim stanicama i B-limfocitima (Kindt i sur. 2007; Sompayrac 1999) koje izravno sudjeluju u imunosnom odgovoru, a predočuju peptide duge 15 – 24 aminokiselina nastalih od proteina nađenih u izvanstaničnom okolišu. MHC mogu predočavati i vlastiti antigen, ukoliko je promijenjen, ali i strani antigen, odnosno dijelove peptida koji potječu od patogena koji su napali stanicu. Zbog kombinacije velike raznolikosti alela i sparivanja različitih jedinki, receptori MHC skupine II sposobni su vezati na sebe gotovo beskrajan broj različitih peptida, kada problem promatramo na razini populacije. Takva sposobnost štiti populacije od epidemija i razvitka novih bolesti i omogućuje joj opstanak. 

1.2.1. Glavni sustav tkivne podudarnosti skupine II
MHC molekule skupine II su receptori prisutni na stanicama koje su specijalizirane za predočavanje antigena pomogačkim limfocitima T. Receptori su heterodimeri građeni od dva glikoproteinska lanca: α i β (slika 5a). Lanci su u receptor povezani nekovalentnim vezama. Oba lanca kodirana su genima koji pripadaju MHC regiji. Slične su građe i imaju po dvije izvanstanične domene α1 i α2, odnosno β1 i  β2, transmembranski dio dug oko 30 aminokiselina i citoplazmatsku domenu dugu 10-12 aminokiselina. Žlijeb receptora u koji se veže antigen tvore domene α1 i β1 (slika 5b). U žlijeb može stati peptid dug 13-24 aminokiseline (Male i sur. 2006) (slika 5c). MHC genska regija kod pasa slična je onoj kod čovjeka (Sarmiento i Strob, 1988a,b; Williamson i sur. 1989). Geni i molekule kod čovjeka koji pripadaju skupini II nazivaju se DR, DQ i DP. Za svaki od tih receptora, postoje geni za α i za β lance i nose pripadajuća imena (DRA, DRB, DQA, DQB, DPA, DPB). Uglavnom su β lanci izrazito polimorfni i u populaciji se za iste može nalaziti više stotina alela.

[image: image4.png]peptide-binding a
cleft

B






[image: image5]
Unutar pojedinih MHC molekula polimorfizam je grupiran u određenim regijama. Većina varijabilnih aminokiselinskih mjesta nalazi se na vršnom dijelu molekule, odnosno na mjestima koja oblikuju vezni žlijeb, a pripadaju prvoj domeni proteinskih lanaca (α1 i β1). Varijacije u građi veznog žlijeba, uzrokuju i varijacije u afinitetu prema pojednim antigenskim peptidima, ovisno o njihovoj građi. Posljedično, postoji veći ili manji afinitet određenih receptora i antigena. Zbog toga, građa receptora utječe na pokretanje imunološkog odgovora i razinu proizvodnje protutijela, otpornost ili podložnost infekcijama, isto tako i autoimunim bolestima. Posjedovanjem različitih MHC receptora, jedinka može predočiti širok spektar antigena (Kindt i sur. 2007).

1.2.2. Polimorfizam MHC 

Organizacija MHC regije nije jedinstvena. Broj genskih lokusa MHC skupine I i II varira među vrstama. Geni koji kodiraju MHC su među najvarijabilnijim u genomu sisavaca (Bernatchez i Landry 2003), što ih čini izuzetno polimorfnima. Polimorfizam obično uključuje promjenu samo jednog nukleotida (SNP - single nucleotide polymorphism), deleciju manjeg ili većeg dijela DNA slijeda, umetanje određenog broja nukleotida ili pak ponavljanja di-, tri- ili oligonukleotida različit broj puta, a koji varira među pojedincima. Nadalje, karakteristika MHC regije je i poligenost, koja se odnosi na činjenicu da su MHC receptori kodirani velikim brojem gena.

Polimorfizam na genima ili pripadajućim proteinskim lancima nije raspoređen podjednako ili nasumično. Utvrđeno je da postoje hipervarijabilne regije unutar kojih se aleli značajno razlikuju. Te regije su upravo one koji grade funkcionalne dijelove receptora, odnosno žlijeb u koji naliježe antigenski peptid (Hughes i Yeager 1998). Stoga se i nazivaju regije koje vežu antigen ili engl. peptide-binding region (PBR).

Na genskoj razini, glavni nositelj polimorfizma je egzon 2 koji kodira za prvu domenu (α1 ili β1). Domene α1 i  β1 tvore vezni žlijeb receptora jednom kad se α i β lanci spare (slika 5). Upravo na tome se temelji i varijabilnost funkcionalnog dijela receptora. Različitost među alelima koncentrirana je na taj dio gena pa se zbog toga u istraživanjima gena MHC skupine II kao pokazatelj funkcionalnog polimorfizma redovito analizira egzon 2 (Murray i sur.1999).

Zbog svojih jedinstvenih i važnih funkcija geni MHC trenutno predstavljaju najbolji sustav za procjenu mogućnosti prilagodbe vrste na promjene u okolišu (Sommer 2005; Bernatchez i Landry 2003).

1.3. Istraživanja glavnog sustava tkivne podudarnosti na vukovima

Do danas su dostupni rezultati istraživanja MHC regije (vidi poglavlje 1.2.) kod vuka u Sjevernoj Americi (Kanada i Aljaska) (Kennedy i sur. 2007), u sjevernoj Europi (Skandinavski poluotok i Baltik) (Seddon i Ellegren 2002; Seddon i Ellegren 2004)  i u Meksiku (Hedrick 2000). Od ostalih vrsta iz roda Canis, jedno istraživanje obavljeno je na populaciji etiopskog vuka u Africi (Kennedy i sur. 2011) i usporedba crvenog vuka i kojota u Sjevernoj Americi (Hedrick 2002). To su ujedno sva MHC istraživanja koja su do danas obavljena  na divljim vrstama roda Canis. Mnogi aleli nađeni kod pasa dostupni su u genskim bazama i mogu poslužiti za lakšu identifikaciju alela kod vuka, jer su pas i vuk ista vrsta.

Olakotnu okolnost za istraživanje predstavlja i činjenica da vuk nema multiplikaciju nijednog od (za istraživanje važnih) MHC lokusa, što nije rijedak slučaj kod ostalih do danas istraživanih vrsta.  To olakšava laboratorijski dio istraživanja jer nije potrebno korištenje zahtjevnih i skupih tehnika (kloniranje ili osjetljive elektroforeze) koje su nužne za razdvajanje i identifikaciju kad je prisutno više od dvaju alela po genu (Babik 2010).

Europski vukovi analizirani su do sad samo u sjevernoj Europi (Skandinavija i Baltik). Analizirani su lokusi skupine II – DQA1, DQB1 i DRB1 gdje je identificiran veći broj divergentnih alela što se pripisuje djelovanju ravnotežne selekcije i uvođenju alela iz okolnih populacija u Rusiji (Seddon i Ellegren 2002; Seddon i Ellegren 2004). 

Analiza istih lokusa provedena je prilikom istraživanja vukova Sjeverne Amerike gdje je pronađen polimorfizam što može biti posljedica različitog odnosa čovjeka prema vukovima u tim područjima, kroz povijest (Kennedy i sur. 2007).

Kod meksičkog vuka analiziran je samo DRB lokus. Uzorak u ovom istraživanju bila je populacija vukova, nastala od sedam reintroduciranih jedinki. 

2. CILJ RADA
Cilj ovog istraživanja je utvrditi razinu raznolikosti glavnog sustava tkivne podudarnosti u populaciji vukova u Hrvatskoj, istraživanjem varijabilnosti DRB lokusa koji pripada skupini II. Utvrđivanjem raznolikosti MHC lokusa možemo zaključiti kakva je vijabilnost populacije hrvatskih vukova, jer geni MHC trenutno predstavljaju najbolji sustav za procjenu mogućnosti prilagodbe vrste na promjene u okolišu.

1. Specifični ciljevi istraživanja su:

2. Ispitati postojanje raznolikosti DRB lokusa glavnog sustava tkivne podudarnosti skupine II u populaciji vukova u Hrvatskoj i utvrditi razinu iste (broj i pojavnost različitih alela egzona 2 DRB lokusa) 

3. Utvrditi funkcionalnu razinu raznolikosti, odnosno daju li različiti nukleotidni aleli različite aminokiselinske slijedove, što uključuje utvrđivanje aminokiselinskog sastava proteinskih produkata istraženih alela.

4. Utvrditi evolucijsku udaljenost alela egzona 2 DRB lokusa koji se pojavljuju u populaciji hrvatskih vukova.

5. Usporediti dobivene rezultate s rezultatima sličnih istraživanja na vukovima iz područja sjeverne Europe i Sjeverne Amerike.

3. MATERIJALI I METODE
3.1. Uzorci
Ukupno smo analizirale 75 uzoraka mišičnog tkiva iz stradalih jedinki vuka (Canis lupus), koji su sakupljani tijekom deset godina u sklopu znanstveno-istraživačkog projekta Ministarstva obrazovanja, znanosti i športa "Istraživanje recentnih i fosilnih velikih zvijeri u Hrvatskoj" (0053303), voditelja prof. dr. sc. Đure Hubera s Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Uzorke je sakupio doc. dr. sc. Josip Kusak, te su čuvani na -20° C u 96 %-tnom etanolu na Zavodu za biologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Svi obrađeni uzorci u ovom istraživanju pripadaju populaciji vukova koji žive na području Gorskog kotara, Like i Dalmatinske zagore. 

3.2. Molekularna analiza sljedova
Analizirale smo egzon 2 DRB gena, duljine 267 pb, koji kodira domenu 1  lanca DRB receptora. Domena 1 tvori dio receptora koji veže antigenski peptid i smatra se da sposobnost vezanja različitih antigena ovisi o raznovrsnosti u građi domene 1 (Murray i sur.1999).

3.2.1. Izolacija DNA

Izolirale smo DNA iz uzoraka mišićnog tkiva uz pomoć kompleta Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). U plastične epruvete od 1,5 mL stavlile smo 300μL otopine  Nuclei Lysis Solution i 5-10 mg uzoraka usitnjenog tkiva. Na usitnjeno tkivo dodale smo 1,5 μL proteinaze K, koncentracije 20 mg/mL i inkubirale smo tri sata na 55°C uz stalno miješanje. Nakon što se uzorak ohladio na sobnu temperaturu u epruvetu smo dodale 1,5 μL RNAze i sadržaj smo inkubirale 20 minuta na 37°C. Nakon što se uzorak ponovno ohladio na sobnu temperaturu, dodale smo 100 μL otopine Protein Precipitation Solution nakon čega smo uzorak snažno promjenšale 20 sekundi i ostavile na ledu pet minuta. Epruvete smo centrifugirale tri minute na 13.000 x g. Nakon centrifugiranje proteini su pali na dno epruvete, a nadtalog je željena DNA. U nove epruvete od 1,5 ml smo stavile 300 μL izopropanola i  nadtalog s DNA te smo promješale laganim okretanjem. Epruvete smo centrifugirale 1 min na 13.000 x g. Nakon toga smo odstranile nadtalog. DNA je ostala kao talog na dnu. Epruvete smo ostavile otvorene da se suše na zraku 60 minuta nakon čega smo dodale 50 μL otopine DNA Rehydration Solution. Izoliranu DNA pohranile smo na -20° C.

3.2.2. Lančana reakcija polimerazom za umnažanje DRB lokusa

Za lančanu reakciju polimerazom (PCR) koristile smo početnice DRBF za uzvodnu početnicu, i DRB1R za nizvodnu početnicu (Kennedy i sur. 2007). Sljedovi početnica su:

DRBF:  5' - gat ccc ccc gtc ccc aca g – 3'

DRB1R:   5' - TGT GTC ACA CAC CTC AGC ACC A – 3'

Kako bismo dobile „stock“ otopine početnica koncentracije 100 μM, svaku početnicu smo otopile u deioniziranoj vodi. „Stock“ otopine obiju početnica smo u takvom obliku čuvale na -20° C, a od njih smo dalje radile „radnu“ otopinu početnica, svaku u koncentraciji 5 μM.

PCR smjesu smo napravile prema protokolu tvrtke QIAGEN GmbHGermany, čiji smo PCR komplet i koristile, naziva: QIAGEN Multiplex PCR Kit. Kit se sastoji od „Master Mixa“ čije su sastavnice: HotStar Taq DNA polimeraze, MgCl2, dNTP-e i PCR pufer koji ima uravnoteženu kombinaciju soli i dodataka. Ostale sastavnice kita su Q otopina koja poboljšava rezultat PCR-a i milliQ voda.

Za svaku PCR reakciju pripremile smo: 12.5 μl Qiagen Master Mix, 2.5 μl Q otopine, po 1 μl otopine svake početnice (5μM), 7 μl milliQ vode i 1 μl DNA kalupa (izolirane genomske DNA). 

Ukupni volumen PCR smjese bio je 25 μl, a PCR reakcije smo provodile u plastičnim tubicama od 0.2 ml, MicroAmp Reaction Tubes (8 Tubes/Strip) i MicroAmp Caps (8 Caps/Strip), Applied Biosystems. PCR reakcije su izvedene na uređaju GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems). Odabrale smo optimalni PCR program: s 15 min. na 95˚C, zatim 14 ponavljanja od 30 sekundi na 95˚C, 60 sekundi na 62 ˚C (uz spuštanje temperature za 0.5˚C u svakom ponavljanju) i 60 sekundi na 72˚C. I zatim 20 ponavljanja od 30 sekundi na 95˚C, 60 sekundi na 55 ˚ i 60 sekundi na 72˚C. Završno produljenje umnožene DNA omogućeno je uz 10 minuta na 72 ˚C. 

Kao negativnu kontrolu koristile smo istu smjesu, samo bez DNA uzorka. Nakon završetka PCR reakcije, uzorke smo pohranile na 4° C do daljnje analize PCR proizvoda.

3.2.3. Provjera PCR proizvoda elektroforezom na agaroznom gelu

Proizvode PCR-a smo analizirale elektoroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu, kako bismo odredile da li je PCR reakcija bila uspješna. PCR reakcija je uspješna, ukoliko je na gelu vidljiv jedan umnoženi fragment DNA (1 pruga) i ukoliko takva pruga odgovara veličini fragmenta kojeg smo umnažale. 1%-tni agarozni gel dobile smo otapanjem 0.5 g agaroze (CertifiedTM PCR Agarose, Bio-Rad, SAD) u 50 mL 0,5 X TBE pufera uz zagrijavanje do vrenja, sve dok se agaroza ne otopi u potpunosti. 0,5X TBE pufer sadrži 0.045 M Tris-borat i 0,001 M EDTA, a dobije se razrjeđivanjem „stock“ otopine 5X TBE (koja se priređuje otapanjem 54 g Tris baze, 27.5 g borne kiseline i 20 ml 0.5 M EDTA, pH 8 u destiliranoj vodi, tako da konačni volumen otopine iznosi 1l). U otopinu agara dodale smo 5µL SYBR®Safe DNA gel stain (Invitrogen) za vizualizaciju DNA. Otopinu smo izlile u kalup i postavile smo češalj za jažice. Gel se na sobnoj temperaturi polimerizirao. Iz gela smo nakon polimerizacije izvukle češalj i stavlje gel u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazio 0,5X TBE pufer.

Po 4 µL uzorka PCR-a smo pomiješale s 3 µL loading buffer (LB). LB sadrži 0.25% bromfenol plavila, 0.25% ksilencijanol fluorofosfata i 15% fikola. Smjesu smo nanijele na gel po 6 µL svakog pripremljenog uzorka. Dodatno smo jednu jažicu napunile s „elektroforetskom ljestvicom“: smjesom 10 dvolančanih DNA molekula veličina 100 pb, 200 pb, 300 pb itd., do 1000 pb (100 bp Molecular Ruler, 100 μg/ml, Bio-Rad, SAD). Takav biljeg nam je poslužio utvrđivanju duljina umnoženih DNA fragmenata. Elektroforezu smo provele na 90 mV, 35 min, nakon čega smo promatrale gel s uzorcima u transiluminatoru.

3.2.4. Pročišćavanje PCR proizvoda

Proizvode PCR reakcije smo pročistile uz kit WizardR SV Gel and PCR Clean- Up System, kako bi se mogli sekvencirati. Pročišćavanje predstavlja uklanjanje neiskorištenih nukleotida i početnica. U svaki PCR proizvod smo odpipetirale jednaki volumen Membrane Binding Solution. Zatim smo ga prebacile u kolonu, inkubirale jednu minutu i centrifugirale na 14.000 x g jednu minutu. Kolonu smo maknule kako bi ispraznile epruvetu za sakupljanje, i natrag smo postavile kolonu u istu epruvetu. Došlo je do vezanja DNA na membranu kolone. U kolonu smo zatim odpipetirale 700 μl Membrane Wash Solution i centrifugirale na 14.000 x g jednu minutu, te ponovno odstranile tekućinu iz epruvete u koju je vraćena kolona. Nakon toga odpipetirale smo 500 μl Membrane Wash Solution, centrifugirale 14.000 x g na pet minuta i odstranile smo tekućinu iz epruvete. Nakon ponovnog centrifugiranja (bez metalnog poklopca) 14.000 x g jednu minutu, kolonu smo prebacile u novu epruvetu. U kolonu smo zatim dodale 50 μl Nuclease-Free Water, inkubirale jednu minutu i centrifugirale  14.000 x g jednu minutu. Nakon svega kolonu smo bacile, jer je došlo do elucije DNA s membrane. Epruvetu s pročišćenom DNA pohranile smo na 4°C.

3.2.5. Sekvenciranje PCR proizvoda i obrada sljedova
Pročišćene proizvode PCR-a poslale smo u servis (Macrogen, Seul, Koreja) za sekvenciranje uz iste početnice korištene u PCR reakciji. U svim uzorcima sekvenciranje je obavljeno u oba smjera. U servisu koriste 96-kapilarni genski analizator „ABI3730xl DNA Analyzer“, Applied Biosystems.

3.2.6.  Analiza rezultata sekvenciranja
Dobivene sekvence smo provjerile uz pomoć programa Chromas Lite (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html). Uspješne sekvence su one kojima smo mogle precizno pročitati nukleotidni slijed.Uspjele sekvence dalje smo analizirale u BioEdit programu (Hall 1999). U BioEditu je ugrađen ClustalW program (Thompson i sur. 1994) kojim smo provele višestruko sravnjenje sljedova DNA i identificirale polimorfna nukleotidna mjesta.

3.2.7. Identificiranje dobivenih alela SeqScape programom 

Genom vuka je diploidan, što znači da se svaki lokus u njegovom genomu pojavljuje dva put, u obliku dva alela. Ponekad su dva alela potpuno ista, pa govorimo o homozigotnosti, ali u većem broju slučajeva lokus je heterozigotan, razlikuje se u alelima. To se na elektroferogramu prikazuje kao 2 vrška na određenom mjestu u slijedu. Gametne faze (alelne slijedove jedne jedinke) je lako razdvojiti ukoliko se one razlikuju samo u jednoj bazi, ali češće se razlikuju u više baza, pa je iz samog elektroferograma nemoguće sa sigurnošću utvrditi koja kombinacija nukleotida na dvojbenim mjestima pripada kojem alelu. U takvim slučajevim pomaže nam program SeqScape (Applied Biosystems SeqScape® software). Koristile smo SeqScape program koji heterozigotne alele uspoređuje s referentnom bazom alela nekog lokusa određene vrste i njoj srodnih vrsta, sastavljene od ranije pronađenih alela. Heterozigotne sljedove program razdvaja na temelju poznatih sljedova iz referentne baze alela, koju smo izradile prije pretraživanja. U referentnu bazu alela uvrstile smo alele roda Canis koji sadrže alele psa, vuka, crvenog vuka, etiopskog vuka , meksičkog vuka i kojota, jer je poznato da se MHC aleli podudaraju među srodnim vrstama. Referentnu bazu alela sakupile smo pretraživanjem dviju genskih baza podataka: GenBanka, odnosno NCBI - National Center for Biotechology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) i baze IPD - The Immuno Polymorphism Database,  IPD–MHC Database (http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/dla/index.html). GenBank smo pretraživale uz BLAST program (Basic Local Alignment Search Tool), koji pronalazi sljedove slične slijedu kojeg istražujemo (megablast ili nucleotide-nucleotide blast). Aleli u IPD bazi nose imena koja su službeno utvrđena za porodicu pasa (Kennedy i sur. 1999). Program nakon pretraživanja baze alela prikazuje pronađene alele koji mogu tvoriti heterozigotnu kombinaciju prikazanu na elektroferogramu, s potpunom podudarnošću ili s najvećom vjerojatnošću. Za neke jedinke program nije pronašao potpunu podudarnost, pa smo ponovile PCR reakciju, pročišćavanje i sekvenciranje, kako bismo isključile mogućnost greške u tim koracima. Ako je nakon ponovljenog postupka, program ukazivao na isti razultat, pretpostavile smo da se radi o novim alelima, pa smo takve uzorke klonirale pomoću plazmidnog vektora, kako bismo odvojile gametne faze i dokazale postojanje novog alela.

3.2.8. Kloniranje odsječka DNA pomoću plazmidnog vektora

Za kloniranje smo koristile pGEM® - T Vector System II, Promega. Komplet sadrži plazmidni  vektor (pGEM® - T Vector), kontrolni insert, T4 DNA ligazu, ligacijski pufer i JM109 kompetentne stanice
.  PGEM® - T Vector je linearni vektor s 3' T-visećim krajevima na oba kraja. To mu daje bolju učinkovitost ligacije, jer je recirkularizacija vektora spriječena i PCR proizvodi se lakše ugrađuju, jer im je polimeraza tijekom PCR-a dodala poliadeninske repove na oba kraja, koji su komplementarni krajevima vektora. PCR proizvod se ugrađuje unutar kodirajuće regije za α-peptid β-galaktozidaze u plazmid, i zatim se plazmidom transformiraju bakterije. Bakerije na podlozi s IPTG-om i X-Gal-om uz β-galaktozidazu mogu razgrađivati  X-Gal u podlozi i koristiti ga kao izvor prehrane. X-Gal se uz β-galaktozidazu razgrađuje na tvar plave boje, i na taj način je obojana kolonija s aktivnom β-galaktozidazom. Nakon ugradnje PCR proizvoda u plazmid unutar kodirajuće regije za β-galaktozidazu i transformacije bakterije takvim plazmidom, bakerija neće imati aktivan enzim, neće razgrađivati X-Gal u podlozi i biti će bijele boje. Ovakav postupak naziva se plavo-bijela selekcija.


Ligacija

Kratko smo centrifugirale epruvetu s plazmidom i kontrolnom DNA, kako bi se sadržaj skupio na dno. Postavile smo ligacijske reakcije prema tablici 1. 

Tablica 1. Ligacijska reakcija

	reagens
	uzorak/ μl
	pozitivna kontrola/ μl
	negativna kontrola/ μl

	ligacijski pufer
	5
	5
	5

	vektor
	1
	1
	1

	PCR proizvod
	X*
	-
	-

	kontrolni insert
	-
	2
	-

	T4 DNA ligaza
	1
	1
	1

	voda
	do 10
	do 10
	do 10


* volumen PCR proizvoda ovisi o odabranom optimalnom molarnom omjeru između  PCR proizvoda i vektora. (Postupak opisan u tekstu ispod)

Prije pripremanja ligacijske reakcije morale smo odrediti optimalni molarni omjer između  PCR proizvoda (inserta) i vektora. Prihvatljiv omjer je, prema preporuci proizvođača, u području od 8:1 do 1:8. Jednadžba pomoću koje računamo je: m (vektora)/veličina (vektora) x veličina (inserta) x odabrani omjer = m (inserta). Kako bi, iz računom dobivene mase, odredile volumen koji moramo umiješati u reakcijsku smjesu, morale smo odrediti okvirnu koncentraciju nastalog PCR proizvod, elektroforezom uz markere poznatih koncentracija. Zatim smo preko jednadžbe c= m/V, izračunale potreban volumen za reakcijsku smjesu.

Transformacija

Pripremile smo ploče s  LB (lysogen broth) hranjivom podlogom za uzgoj bakterija. LB hranjiva podloga (po litri) sadrži: 10g triptona, 5g ekstrakta kvasca i 5g NaCl i 15g agara, a pH vrijednost je pomoću NaOH podešena na 7.0. Nakon autoklaviranja, kad je podloga bila ohlađena na 50°C, dodale smo 100 μg/ml ampicilina. Podlogu smo potom nalile na ploče. Osim za uzorke, te pozitivnu i negativnu kontrolu ligacije, jedna ploča pripremljena ja za određivanje efikasnosti transformacije. Na pripremljenu krutu podlogu dodale smo IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) i X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid). IPTG je promotor gena za galaktozidazu i  po ploči smo stavile 20 μl otopine koncentracije 100 μM. X-gal je supstrat galaktozidaze, koji je nakon svoje razgradnje odgovoran za plavu boju kolonija. Po ploči smo stavile 20 μl otopine koncentracije 50mg/ml. Centrifugirale smo epruvete kako bismo sadržaj prikupile na dno. Dodale smo po 2μl ligacijske reakcije u 1.5 mL epruvete. Pripremile smo i jednu epruvetu za procjenu efikasnosti, u koju smo stavile 0.1 ng nerazrezanog plazmida (negativna kontrola). Slijedeće korake radile smo s epruvetama na ledu. Epruvete s bakterijama smo stavile na led 5 minuta. Laganim protresanjem promiješale smo stanice i prebacile po 50μl u svaku pripremljenu epruvetu, a u epruvetu s nerazrezanim plazmidom, 100 μl. Lagano smo promiješale sadržaj okrenuvši epruvete jednom. Inkubirale smo reakcije na ledu 20 minuta. Zatim smo prebacile stanice na 42°C na 45-50 sekundi, nakon čega smo epruvete vratile na led na dvije minute. Bakterijske stanice su ovakvim temperaturnim tretmanom transformirane, iz razloga što temperaturni šok uzrokuje privremeno stvaranje pora u staničnoj membrani, što omogućuje plazmidu da uđe u stanicu. Dodale smo u svaku epruvetu po 950μl tekućeg LB medija s ampicilinom, a u epruvete za efikasnost po 900μl. Inkubirale smo ih na temperaturi 37°C uz trešnju 90 min. Sadržaj epruveta nasadile smo na pripremljene ploče sa hranjivom podlogom i inkubirale ih u inkubatoru preko noći.

Umnažanje odabranih kolonija

Nakon inkubacije sa svake ploče odabrale smo po pet bijelih kolonija i svaku smo prenijele u posebnu epruvetu s 5 ml tekućeg LB medija s ampicilinom. Epruvete smo inkubirale na temperaturi 37°C uz trešnju preko noći.

Izdvajanje plazmida iz bakterije i pročišćavanje plazmida centrifugiranjem

Koristile smo Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) za laboratorijsku upotrebu. Komplet sadrži otopine za izdvajanje: Cell Resuspension Solution, Cell Lysis Solution, Neutralization Solution, Column Wash Solution, i pročišćavanje: Alkaline Protease Solution, bakterijsku kulturu, kolone, epruvete za skupljanje, vodu bez nukleaza.

Centrifugirale smo tekuće bakterijske kulture na 10.000 x g pet minuta. Na talog smo dodale 250μl Cell Resuspension Solution i vorteksirale tako da se sav talog resuspendira. Na to dodale smo 250μl Cell Lysis Solution i promiješale sadržaj epruvete okrečući ju četiri puta. Inkubirale smo 5 minuta. Dodale smo 10μl Alkaline Protease Solution i promiješale sadržaj epruvete okrečući ju četiri puta. Inkubirale smo 5 minuta, kako bi se razgradili proteini, a time i endonukleaze, koje bi mogle pocijepati plazmidnu DNA. Dodale smo 350μl Neutralization Solution i promiješale sadržaj epruvete okrečući ju četiri puta. Centrifugirale smo bakterijski lizat na 14.000 x g deset minuta.

Umetnule smo kolonu u epruvetu za skupljanje. U kolonu smo prebacile 850μl lizata. Centrifugirale smo na 14.000 x g jednu minutu. Odstranile smo kolonu, izbacile sadržaj koji se sakupio na dno epruvete za sakupljanje uzoraka, i ponovno umetnule kolonu u epruvetu. Dodale smo 750μl otopine Column Wash Solution razrijeđene u etanolu, na kolonu. Centrifugirale smo na 14.000 x g jednu minutu. Odstranile smo kolonu, izbacile sadržaj koji se sakupio na dno epruvete za sakupljanje uzoraka, i ponovno umetnule kolonu u epruvetu. Ponovile smo ispiranje s 250μl Column Wash Solution. Centrifugirale smo na 14.000 x g dvije minute. Prebacile smo kolonu u novu sterilnu epruvetu od 1.5 mL. Dodale smo 100 μl Nuclease-free water na kolonu. Centrifugirale smo na 14.000 x g jednu minutu. Bacile smo kolonu, a u epruveti je sakupljena plazmidna DNA s ugrađenim PCR proizvod. Epruvete s DNA pohranile smo na 4°C.

3.2.9. Sekvenciranje produkata kloniranja i obrada sljedova
Proizvodi kloniranja sekvencirani su na isti način, sa istim početnicama kao PCR proizvodi.  U svim uzorcima sekvenciranje je obavljeno u oba smjera. Dobivene sljedove obradile smo u BioEdit programu (Hall 1999), a za identifikaciju dobivenih sekvenci koristile smo SeqScape program. Novim alelima su dodana nova imena. Na ime već poznatog alela koji je najsličniji novom alelu po sekvenci najsličnijeg alela, dodale smo skraćenicu var, od varijanta na kraj imena izvornog alela. Na primjer: alel DRB*09201var je inačica alela DRB1*09201.

3.2.10. Određivanje evolucijskih udaljenosti
Uz pomoć programa MEGA 5.1, odredile smo nukleotidnu i aminokiselinsku evolucijsku udaljenost između sljedova pronađenih u uzorku. Pomoću programa prvo smo odabrale najbolji model nukleotidne ili aminokiselinske supstitucije analizom Model Selection, koji koristi statističku metodu Maximum Likelihood. Program bira najbolji model supstitucije prema Bayesovom informacijskom kriteriju (Bayesian Information Criterion). Model koji ima najniži dotični kriterij, smatra se najboljim. Odabrani modeli su nam poslužili dalje kod određivanja evolucijske udaljenosti između nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova sekvenci. Za analizu nukleotidnih slijedova koristile smo T92+G model, a za aminokiselinske slijedove JTT+G model. T92 (Tajima Nei distance) +G model u obzir uzima nejednak udio različitih nukleotida u sekvenci,a koristi i gama parametar (G). Gama parametar pretpostavlja da varijacije u učestalosti  supstitucija među različitim nukleotidnim mjestima imaju oblik gama distribucije. (Tamura i sur. 2011). JTT (Jones-Taylor-Thornton) model aminokiselinske supstitucije uzima u obzir višestruke aminokiselinske supstitucije opisane supstitucijskim matricama (Tamura i sur. 2011).

4. REZULTATI
4.1. Broj pronađenih alela egzona 2 DRB lokusa uzorka populacije hrvatskih vukova
Od 75 uzoraka vukova, uspješno smo analizirale njih 73. U 73 uspješno analizirana uzoraka, pronašle smo 12 različitih alela egzona 2 DRB lokusa. Za ostale dvije jedinke nismo uspjele dobiti PCR proizvod, čak niti nakon ponovljenog PCR-a, pa nismo mogle odrediti  alele na DRB lokusu tih jedinki. 

4.2. Nukleotidni slijedovi pronađenih alela i polimorfna mjesta

Nukleotidni slijedovi svih 12 alela prikazale smo na slici 1. Iz sravnjenja alela utvrdile smo da je ukupan broj polimorfnih mjesta u sljedovima 48 (na slici 6 označena zvjezdicom), od čega 28 mjesta sadrži nesinonimne promjene, koje uzrokuju promjene u aminokiselinskom slijedu. 

4.3. Novopronađeni aleli u istraživanom uzorku populacije hrvatskih vukova
Među 12 pronađenih alela, dva DRB alela su novonađena. Za oba je sravnjenjem utvrđeno da su varijante već otkrivenih alela, od kojih se razlikuju mutacijom na jednom, odnosno dva nukleotidna mjesta. Novim DRB alelima doznačena su imena DRB1*09201var i  DRB1*04301var. Alel DRB*09201var se razlikuje od DRB1*09201 u jednom nukleotidu na 153. mjestu, na kojemu se dogodila tranzicijska mutacija iz citozina u adenin, što je do sad nezabilježena mutacija na ovom lokusu kod porodice Canidae (slika 6, crveno obojeni nukleotidi). Budući da je to treća baza u kodonu (CCCCCA), zbog redundancije genetičkog koda ne uzrokuje fenotipsku promjenu, odnosno promjenu u aminokiselini (slika 7). Drugi alel DRB1*04301var se razlikuje od DRB1*04301 u dva nukleotida:  na mjestima 196 i 197  (promjena iz adenina u guanin, te guanina u citozin, redom), unutar istog kodona (AGGGCG) (slika 6, zeleno obojeni nukleotidi). Ova nukleotidna mutacija ima za posljedicu promjenu aminokiselinskog ostatka iz arginina u alanin (slika 7, zeleno obojana aminokiselina). 

                                        *        *       *        *                 *                  

DRB1*04301    CAT TTC TTG GAG ATG TTA AAG TTC GAG TGC CAT TTC ACC AAC  [42]

DRB1*03701    ... ... ... ... G.. GC. ... GC. ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*05401    ... ... ... ... G.. GC. ... .C. ... ... T.. ... ... ...  [42]

DRB1*03601    ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*03201    ... ... G.. T.C CA. ..T ... CC. ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*90012    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*09201    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*03202    ... ... G.. T.C CA. ..T ... CC. ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*04901    ... ... ... A.. ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*01801    ... ... ... ... G.. GC. ... .C. ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*01502    ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*01501    ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*09201var ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [42]

DRB1*04301var ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [42]

                                      *        *        *                  *                 *  

DRB1*04301    GGG ACG GAG CGG GTG CGG TAT CTG GTG AGA GAC ATC TAT AAC  [84]

DRB1*03701    ... ... ... ... ... ... .TC G.. .AA ... T.. ... ... ...  [84]

DRB1*05401    ... ... ... ... ... ... .TC G.. .AA ... T.. ... C.. ...  [84]

DRB1*03601    ... ... ... ... ... ... .TC G.. .AA ... T.. ... C.. ...  [84]

DRB1*09201    ... ... ... ... ... ... .TC G.. .AA ... T.. ... C.. ...  [84]

DRB1*03202    ... ... ... ... ... ... .TC G.. .AA ... T.. ... C.. ...  [84]

DRB1*04901    ... ... ... ... ... ... .TG G.. .AA ... ... ... ... ...  [84]

DRB1*01801    ... ... ... ... ... ... .TC G.. .AA ... T.. ... C.. ...  [84]

DRB1*01502    ... ... ... ... ... ... CT. ... ... ... ... ... ... ...  [84]

DRB1*01501    ... ... ... ... ... ... CT. ... ... ... ... ... ... ...  [84]

DRB1*09201var ... ... ... ... ... ... .TC G.. .AA ... T.. ... C.. ...  [84]

DRB1*04301var ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [84]

                          *        *                                                                                      *                                                      

DRB1*04301    CGG GAG GAG CAC GTG CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC [126]

DRB1*03701    ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*05401    ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*03601    ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*09201    ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*03202    ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*04901    ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. [126]

DRB1*01801    ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*01502    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*01501    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*09201var ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

DRB1*04301var ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [126]

                                                       * *                         *

DRB1*04301    CGG GCG GTC ACG GAG CTC GGG CGG CCC GAC GCT GAG TAC TGG [168]

DRB1*03701    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... [168]

DRB1*05401    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... [168]

DRB1*03601    ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... .C. ... [168]

DRB1*09201    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... [168]

DRB1*03202    ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... .C. ... [168]

DRB1*04901    ... ... ... ... ... ... ... ... ... TCG ... ... ... ... [168]

DRB1*01801    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... [168]

DRB1*01502    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [168]

DRB1*01501    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [168]

DRB1*09201var ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .C. ... [168]

DRB1*04301var ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [168]

                  * *                                   *                             *      * *                        * *              

DRB1*04301    AAC CGG CAG AAG GAG CTC TTG GAG CGG AGG CGG GCC GAG GTG [210]

DRB1*03701    ... .C. ... ... ... ... ... ... ... GC. ... ... .C. ... [210]

DRB1*05401    ... G.. ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... .C. ... [210]

DRB1*03601    ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... [210]

DRB1*09201    ... ... ... ... ... T.. ... ... .A. ... ... ... ... ... [210]

DRB1*03202    ... G.. ... ... ... A.. ... ... .A. GA. ... ..A AC. ... [210]

DRB1*04901    ... G.. ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... [210]

DRB1*01801    ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... [210]

DRB1*01502    ... G.. ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... [210]

DRB1*01501    ... G.. ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ... ... ... [210]

DRB1*09201var ... ... ... ... ... T.. ... ... .A. ... ... ... ... ... [210]

DRB1*04301var ... ... ... ... ... ... ... ... ... GC. ... ... ... ... [210]

                      *                                                        *                  *  

DRB1*04301    GAC ACG GTG TGC AGA CAC AAC TAC CGG GTG GGC GAG AGC TTC [252]

DRB1*03701    ... ..C TAC ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... [252]

DRB1*05401    ... ..C TAC ... ... ... ... ... G.. ... ATT ... ... ... [252]

DRB1*03601    ... ..C TAC ... ... ... ... ... G.. ... ATT ... ... ... [252]

DRB1*09201    ... ..C TAC ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... [252]

DRB1*03202    ... ..C TAC ... ... ... ... ... G.. ... ATT ... ... ... [252]

DRB1*04901    ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ATT ... ... ... [252]

DRB1*01801    ... ..C TAC ... ... ... ... ... G.. ... ATT ... ... ... [252]

DRB1*01502    ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ATT ... ... ... [252]

DRB1*01501    ... ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ATT ... ... ... [252]

DRB1*09201var ... ..C TAC ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... [252]

DRB1*04301var ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... [252]

              * 

DRB1*04301    ACG GTG CAG CGG CGA  [267]

DRB1*03701    ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*05401    ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*03601    ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*09201    ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*03202    ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*04901    G.. ... ... ... ...  [267]

DRB1*01801    ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*01502    G.. ... ... ... ...  [267]

DRB1*01501    ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*09201var ... ... ... ... ...  [267]

DRB1*04301var ... ... ... ... ...  [267]

Slika 6. Nukleotidni sljedovi pronađenih alela egzona 2 DRB lokusa u uzorku populacije hrvatskih vukova. Zvjezdicom (*) su označena nesinonimna promjenjiva nukleotidna mjesta. Nukleotidi identični onima u prvoj liniji su predstavljenji točkom. Crveno i zeleno su označeni nukleotidi prema kojima se novootkriveni aleli razlikuju od već pronađenih, a sukladno tome su označeni i aleli koji ih sadrže.

4.4. Frekvencije alela u uzorku populacije

Računanjem frekvencije pojavnosti pojedinog pronađenog alela DRB lokusa u populaciji hrvatskih vukova, dobile smo da su najučestaliji aleli: DRB1*03701 (27,4%), DRB1*04301 (21,9%) i DRB1*05401 (21,9%) (tablica 2). 

4.5. Usporeda pojave alela u istraživanom uzorku hrvatskih vukova s drugim populacijama vukova 

Sakupile smo podatke o istaživanju DRB lokusa na populacijama vukova Sjeverne Amerike (Kennedy i sur. 2007) i Sjeverne Europe (Seddon i Ellegren 2002). Uvidjele smo da većina alela hrvatskih vukova pronađeni ovim istraživanjem nije specifična za populaciju vukova u Hrvatskoj, već ih pronalazimo i u populacijama vuka iz Sjeverne Amerike i Sjeverne Europe. Četiri alela iz istraženog uzorka populacije nisu do danas utvrđena u drugim divljim populacijama, među kojima su i dva novonađena alela.(tablica 2). 

Tablica 2.  DRB aleli prisutni u uzorku vukova iz Hrvatske, njihove frekvencije izražene u % i prisutnost istih alela u ostalim istraženim populacijama vuka (Seddon i Ellegren, 2002; Kennedy i sur. 2007). Zeleno su označeni aleli pronađeni kao homozigoti u uzorku populacije hrvatskih vukova.

	Ime alela
	Frekvencije alela (%)
	Prisutnost alela u ostalim istraženim populacijama vukova

	
	
	Sjeverna Amerika
	Sjeverna Europa

	DRB1*04301 
	21,90
	
	+

	DRB1*03701 
	27,40
	+
	

	DRB1*05401 
	21,90
	
	+

	DRB1*03601 
	8,20
	+
	+

	DRB1*09201 
	6,20
	+
	

	DRB1*03202 
	3,40
	+
	

	DRB1*04901 
	1,40
	+
	

	DRB1*01801 
	0,70
	
	

	DRB1*01502 
	0,70
	
	

	DRB1*01501 
	2,00
	+
	

	DRB1*09201var 
	4,80
	
	

	DRB1*04301var 
	1,40
	 
	 


4.6. Pojavnost homozigota  u uzorku populacije hrvatskih vukova
Tri alela su pronađena u homozigotnom stanju. To su DRB*03701 (nađeni kod tri vuka), DRB*04301 (tri vuka), i DRB*05401 (šest vukova). Ujedno su to i najčešći aleli u populaciji vukova u Hrvatskoj, s frekvencijama pojavnosti u populaciji od preko 20%.

4.7. Aminokiselinski sljedovi pronađenih alela egzona 2 DRB lokusa u uzorku populacije hrvatskih vukova
Prema sravnjenjima aminokiselinskih sljedova zaključile smo da od 12 utvrđenih alela na DRB lokusu translacijom nastaje 11 jedinstvenih aminokiselinskih sljedova, dok se dva alela razlikuju sinonimnom mutacijom (slika 7, crveno označen sinonimno mutirani alel i njegov izvorni alel).

DRB1*04301    HFLEMLKFEC HFTNGTERVR YLVRDIYNRE EHVRFDSDVG EYRAVTELGR

DRB1*03701    ....VA.A.. .......... FVE.Y..... .Y........ ..........

DRB1*05401    ....VA.S.. Y......... FVE.Y.H... .N........ ..........

DRB1*03601    .......S.. .......... FVE.Y.H... .N........ ..........

DRB1*09201    .......... .......... FVE.Y.H... .F........ ..........

DRB1*03202    ..VYQF.P.. .......... FVE.Y.H... .F........ ..........

DRB1*04901    ...K.V.... .......... LVE....... .Y........ .F........

DRB1*01801    ....VA.S.. .......... FVE.Y.H... .F........ ..........

DRB1*01502    .....V.... .......... L......... .......... ..........

DRB1*01501    .....V.... .......... L......... .......... ..........

DRB1*09201var .......... .......... FVE.Y.H... .F........ ..........

DRB1*04301var .......... .......... .......... .......... ..........

DRB1*04301    PDAEYWNRQK ELLERRRAEV DTVCRHNYRV GESFTVQRR

DRB1*03701    ....S..P.. .....A..A. ..Y.....G. .........

DRB1*05401    ....S..G.. ....Q...A. ..Y.....G. I........

DRB1*03601    R...S..... .....K.... ..Y.....G. I........

DRB1*09201    ....S..... .F..Q..... ..Y.....G. .........

DRB1*03202    .V..S..G.. .I..QE..T. ..Y.....G. I........

DRB1*04901    .S.....G.. ....Q..... ........G. I...A....

DRB1*01801    ....S..... .....K.... ..Y.....G. I........

DRB1*01502    .......G.. ....Q..... ........G. I...A....

DRB1*01501    .......G.. ....Q..... ........G. I........

DRB1*09201var ....S..... .F..Q..... ..Y.....G. .........

DRB1*04301var .......... .....A.... .......... .........

Slika 7. Aminokiselinski sljedovi za DRB alele prisutne u uzorku populacije hrvatskih vukova. Identične aminokiseline u odnosu na one u prvoj liniji prikazane su točkom. Crveno su označeni isti aminokiselinski slijedovi a čiji se nukleotidni slijed razlikuje u sinonimnoj mutaciji. Zeleno je označen promijenjeni aminokiselinski ostatak nastao kao posljedica nesinonimne mutacije.

4.8. Evolucijske udaljenosti među pronađenim alelima 
Kao najbolji model za računanje evolucijske udaljenosti nukleotidnih sljedova alela, program MEGA 5.1. je predložio T92+G, a za aminokiselinske sljedove JTT+G model. Izračunati G u slučaju nukleotidnih slijedova iznosi 0,11, dok je u aminokiselinskim sljedovima 0,16. Srednja vrijednost nukleotidnih evolucijskih udaljenosti među alelima DRB lokusa u populaciji hrvatskih vukova iznose 12,7 %, dok je ta vrijednost za aminokiselinske sljedove veća i iznosi 32,0 % (tablica 3).

Tablica 3. Srednje vrijednosti nukleotidnih i aminokiselinskih evolucijskih udaljenosti (d) među alelima DRB lokusa uzorka populacije hrvatskih vukova, standardne pogreške (S.E.) i modeli za nukleotidne i aminokiselinske supstitucije koji su korišteni za pojedinu analizu (JTT - model aminokiselinske supstitucije, G – parametar gama distribucije, T92 –model nukleotidne supstitucije).

	
	Nukleotidna udaljenost
	Aminokiselinska udaljenost

	Model supstitucije
	T92+G
	JTT+G

	G
	0,11
	0,16

	d / %
	12,70
	32,00

	S.E.
	0,035
	0,131


5. RASPRAVA 
Ovo je prvo istraživanje raznolikosti glavnog sustava tkivne podudarnosti na populaciji hrvatskih vukova, te na bilo kojim populacijama divljih životinja na području Republike Hrvatske uopće. Podaci o MHC alelima i njihovim frekvencijama pojavnosti u populaciji hrvatskih vukova predstavljaju važan podatak o stanju, zdravlju i otpornosti populacije vukova na patogene, što je vrlo bitno, budući da je vuk u Hrvatskoj ugrožena vrsta (N.N. br. 7/06, 99/09), a u  Europi su ostale jedino male i izolirane populacije (Schröder i Promberger 1992; Route i Aylsworth 1999).

Ovo istraživanje smatramo uspješnim jer smo uspjeli obraditi veliki postotak (97,3%) uzoraka. Za dva uzorka za koja nam PCR reakcija nije uspjela niti iz drugog pokušaja, pretpostavljamo da je problem u tkivu kojeg smo dobile za izdvajanje DNA. U tkivima sakupljenih sa lešina životinja može doći do razgradnje DNA, koja više nije podobna za sekvenciranje. Drugi mogući razlog je mutacija koja se mogla dogoditi na mjestu vezanja početnice za umnažanje DRB lokusa, te tada govorimo o postojanju nul-alela na tom lokusu. U tom slučaju bi obje životinje bile homozigoti za nul-alel. Pretpostavke o mutaciji na mjestu vezanje početnica donijele smo na temelju razultata istraživanja uzorka sjevernoameričkih vukova, gdje je kod nekih jedinki utvrđena mutacija na mjestu vezanja početnice DRBF (Kennedy i sur. 2007).

S obzirom na broj istraživanog uzorka vuka (n=75), dobile smo relativno veliki broj alela koji se pojavljuju u hrvatskoj populaciji vukova (n=12), za razliku od rezultata istraživanja koje je provedeno na vukovima u Sjevernoj Europi (Seddon 2002), gdje su otprilike na dvostruko većem uzorku (n=163) pronašli samo 17 DRB alela. 

Utvrdile smo 48 polimorfnih mjesta u duljini od 267 pb, što predstavlja relativno visoku raznolikost, jer čini prosječno gotovo svako peto nukleotidno mjesto polimorfnim. Također smo utvrdile da je većina mutacija nesinonimna (28 nukleotidnih mjesta sadrže nesinonimne mutacije od ukupno 48 polimorfnih mjesta). Nadalje, 12 nađenih alela kodira za 11 jedinstvenih aminokiselinskih slijedova. Ovakav odnos broja alela DRB lokusa i pripadajućih jedinstvenih aminokiselinskih sljedova pokazuje da osim raznolikosti u alelima, u hrvatskoj populaciji vukova postoji i raznolikost njihovih proteinskih proizvoda. To je u skladu s funkcijom MHC gena i receptora općenito, posebno   egzona 2 DRB lokusa kojeg smo istraživale, a čija je funkcija vezanje i predočavanje što većeg broja različitih peptidnih lanaca. S obzirom na činjenicu da se od 12 pronađenih alela njih 11 razlikuje nesinonimnim mutacijama koje uzrokuju promjenu aminokiseline, možemo zaključiti da se na MHC lokusu selektivno održavaju nesinonimne mutacije.

 Ovim istraživanjem pronašle smo ukupno 12 alela, od čega su dva alela novonađena, odnosno do sada prvi puta opisana u porodici pasa. Budući da do sad nitko još nije radio MHC istraživanja na hrvatskoj populaciji vukova, a isti aleli nisu nađeni u populacijama vukova Sjeverne Amerike i Sjeverne Europe, moguće je da su dva novonađena alela specifična za populaciju hrvatskih vukova. DRB*09201var je alel koji je sinonimno mutiran u odnosu na alel DRB*09201 i oba daju isti aminokiselinski proizvod.  Postoji pretpostavka da selektivno neutralna mjesta na genomu koja se nalaze u blizini regija ili nukleotidnih mjesta na koje djeluje pozitivna selekcija, pokazuju umjereni polimorfizam koji je posljedica njhovog položaja (Kaplan i sur. 1989). Ta pojava naziva se genetic hitchhiking a označava proces gdje se neutralne, odnosno tihe mutacije događaju većom učestalošću na mjestima koja su smještana u blizini mjesta pod pozitivnom selekcijom od onih koja su udaljenija od mjesta koja su pod selekcijom (Barreiro i Quintana-Murci 2010). Upravo zbog toga, moguće je da je jedno takvo selektivno neutralno mjesto 153. aminokiselinsko mjesto u drugom egzonu alela DRB*09201var.

Mutacija, kojom se alel DRB1*04301var razlikuje od DRB1*04301, uzrokuje promjenu aminokiseline na 66. aminokiselinskom mjestu iz arginina u alanin. To aminokiselinsko mjesto u β lancu smatra se jednim od veznih mjesta za antigenski peptid u žlijebu receptora, ako se pretpostavi analogija sa  β lancem istog receptora kod ljudi (Brown i sur. 1993). Iz toga pretpostavljamo da je upravo to mjesto u alelnom slijedu pod pozitivnom selekcijom i nastoji zadržati promjene koje se dogode u aminokiselinskom slijedu, a koje su bitne za interakciju sa što više  različitih vrsta patogena.

Prema podacima nukleotidne (12,7%) i aminokiselinske (32,0%) evolucijske udaljenosti koje su relativno visoke zaključujemo da je različitost među sljedovima evolucijski uvjetovana i da nije slučajna. Vrijednosti dobivene za aminokiselinske udaljenosti znatno su više od vrijednosti dobivenih za nukleotidne udaljenosti. To je posljedica postojanja većeg broja nesinonimnih supstitucija od sinonimnih i ukazuje na selektivno održavanje sinoniminih supstitucija na lokusima kroz dulji evolucijski period (Leutkemeier i sur. 2009).

Budući da veća raznolikost u alelima i aminokiselinskim slijedovima znači bolju mogućnost obrane populacije od patogena (Kindt i sur. 2007 i O'Brien i sur. 1985), rezultati ovog istraživanja upućuju na zaključak da populacija hrvatskih vukova pokazuje relativno dobru sposobnost pokretanja imunosnog odgovora na različite patogene, a time i mogućnost prilagodbe na promjene u okolišu.

Vukovi zastupljeni u našem istraživanju su po sastavu DRB lokusa slični ostalim do sada istraživanim vukovima s područja Sjeverne Amerike (Kennedy i sur. 2007) i sjeverne Europe (Seddon i sur. 2002), pa iz toga možemo pretpostaviti da je postojao slični selektivni pritisak tijekom evolucije na populacije vukova s tih različitih područja, te da su izloženi sličnim patogenima.

Aleli pronađeni samo u našoj populaciji su zastupljeni s niskom frekvencijom, odnosno pronađeni su u samo jednoj (DRB1*01801 i DRB1*01502) ili dvije jedinke (DRB1*09201var), dok je novonađeni alel DRB1*09201var pronađen u sedam jedinki, što čini  oko 5% uzorka. Budući da ovaj alel nije otkriven u dosad istraživanim relativno velikim uzorcima populacija vukova u Sjevernoj Americi (Kennedy 2007, uzorak od 194 vuka) i Sjevernoj Europi (Seddon 2002, uzorak od 163 vuka), vjerojatno je alel specifičan za populaciju hrvatskih vukova.

S obzirom na pretpostavku o postojanju nul alela, postoji mogućnost pogreške u određivanju samog broja homozigotnih jedinki. Budući da je u ovom uzorku pronađeno čak 16,4 % homozigota za DRB lokus, moguće je da je neki od tih vukova heterozigot koji sadrži nul alel koji se nije umnožio, te je tako  ostao neprepoznat.

Potvrdile smo hipotezu da vukovi na području Hrvatske pokazuju visoku razinu raznolikosti na DRB lokusu, što vidimo iz broja pronađenih alela egzona 2 DRB lokusa, kao i iz broja različitih aminokiselinskih produkata koje kodiraju, što potvrđuje i funkcionalnu raznolikost. 

Evolucijska udaljenost dobivena za aminokiselinske sljedove (32%) znatno je viša od evolucijske udaljenosti dobivene za nukleotidne sljedove (12,7%). Ta razlika je posljedica postojanja većeg broja nesinonimnih supstitucija od sinonimnih, a ukazuje na selektivno održavanje nesinoniminih supstitucija na DRB lokusu, tijekom duljeg evolucijskog razdoblja (Leutkemeier i sur. 2009).

Kako bi se proširila i potvrdila naša saznanja o raznolikosti alela DRB lokusa u populaciji hrvatskih vukova, predlažemo istraživanja na većem uzorku populacije. Također, bilo bi dobro u istraživanje, osim samog DRB lokusa, uključiti neke dodatne lokuse MHC skupine II, kako bi se utvrdila razina raznolikosti na ostalim lokusima MHC skupine, te povezivanje alela u haplotipove i njihova zastupljenost u istraženoj populaciji vukova. Svi ti rezultati dati će potpuniju procjenu mogućnosti prilagodbe vuka u Hrvatskoj na promjene u okolišu, a pridonijeti će i spoznajama o raznolikosti MHC sustava u divljih životinja. 

6. ZAKLJUČCI
Raznolikost DRB lokusa glavnog sustava tkivne podudatnosti skupine II kod hrvatskih vukova je relativno visoka. Na lokusu DRB u populaciji hrvatskih vukova pronađen je razmjerno velik broj alela, čak 12, u odnosu na populacije vukova iz Sjeverne Amerike i sjeverne Europe gdje je pronađeno samo 17 alela na dvostruko većem uzorku (Kennedy i dr. 2007). 

Na MHC lokusu se selektivno održavaju nesinonimne mutacije, koje daju različite aminokiselinske slijedove što je vidljivo iz podatka da 12 pronađenih alela kodira za 11 različitih aminokiselinskih sljedova. 

Pronađena su dva nova alela na DRB lokusu, a jedan od njih daje novi aminokiselinski slijed. Isti aleli nisu nađeni u populacijama vukova Sjeverne Amerike i Sjeverne Europe, pa je moguće da su ta dva alela specifična za populaciju hrvatskih vukova.

Po vrsti alela koji su pronađeni u istraženom uzorku, populacija vukova iz Hrvatske slična je populacijama vukova u sjevernoj Europi i Sjevernoj Americi. 

Nukleotidne i aminokiselinske evolucijske udaljenosti među alelima su relativno visoke, što pokazuje značajan stupanj različitosti među alelima. Aminokiselinske evolucijske udaljenosti za DRB lokus su više od nukleotidnih, što je posljedica selektivnog zadržavanja nesinonimnih mutacija na lokusima.

U ovom istraživanju nisu nađene naznake koje bi ukazivale na to da je vijabilnost populacije hrvatskih vukova ugrožena zbog smanjene razine raznolikosti MHC sustava.
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Ana Dekanić, Martina Kranjčec:

Raznolikost DRB lokusa glavnog sustava tkivne podudarnosti skupine II u populaciji hrvatskih vukova
9. SAŽETAK
Vuk (Canis lupus) je sisavac (Mammalia) iz reda zvijeri (Carnivora),  pripadnik  porodice pasa (Canidae), koji se nalazi na vrhu hranidbene piramide i neophodna je sastavnica kopnenih ekoloških sustava. Nekada je vuk bio jedan od najrasprostranjenijih sisavaca na sjevernoj polutki, no do danas je istrebljen iz većine svojih staništa te je opstao još samo u malim izoliranim populacijama uglavnom u južnoj i istočnoj Europi, uključujući hrvatsko područje. Vuk je u Hrvatskoj proglašen zaštićenom životinjskom vrstom i danas je oko 216 jedinki prisutno uglavnom na području Gorskoga kotara, Like i Dalmacije. 

Glavni sustav tkivne podudarnosti (MHC) obuhvaća sustav membranskih receptora koji imaju ključnu ulogu u pokretanju imunološkog odgovora. Razina raznolikosti MHC alela razmjerna je spremnosti populacije da se uspješno suoči s većim brojem različitih patogena, što doprinosi preživljenju populacije. Istraživanje je provedeno na 75 uzoraka vukova iz Hrvatske koji su analizirani metodama lančane reakcije polimerazom (PCR), sekvenciranja i kloniranja odsječka DNA pomoću plazmidnog vektora, a dobiveni sljedovi su analizirani bioinformatičkim alatima. 

Utvrđeno je da je raznolikost DRB lokusa glavnog sustava tkivne podudatnosti skupine II kod hrvatskih vukova relativno visoka. Na istraženom lokusu se selektivno održavaju nesinonimne mutacije, koje daju različite aminokiselinske sljedove. Također su pronađena dva nova alela koji su vjerojatno specifična za populaciju hrvatskih vukova, a jedan od njih daje i novi aminokiselinski slijed. Ovo istraživanje pridonosi boljem poznavanju genetičkog statusa vuka, rijetke i ugrožene životinjske vrste u Europi.

Ključne riječi: vuk, glavni sustav tkivne podudarnosti, DRB lokus, PCR, kloniranje

Ana Dekanić, Martina Kranjčec:

Polymorphism of major histocompatibility complex class II DRB locus in population of Croatian wolves

10. SUMMARY
The grey wolf (Canis lupus) is a mammal (Mammalia) from the order of carnivores (Carnivora), and a member of the dog family (Canidae ). The wolves are located at the top of the ecological pyramid and they are an essential component of terrestrial ecosystems. They used to be one of the most prevalent mammals in the Northern hemisphere, but today are extinct from most of their habitats and only survive in small isolated populations, mainly in Southern and Eastern Europe. This includes the Croatian territory. The wolves are legally protected in Croatia. Today, there are approximately 216 animals found  mainly in the area of Gorski Kotar, Lika and Dalmatia.

The major histocompatibility complex (MHC) is a system of membrane receptors that play a key role in eliciting immune responses. The polymorphism of MHC alleles is tought to be important for resistance against pathogens, thereby increasing fitness and thus the long-term survival of a population. 
This study was conducted on 75 samples of Croatian wolves that were analyzed by PCR, sequencing and cloning the fragment of DNA using plasmid vectors. Obtained sequences were analyzed using bioinformatic tools. 

It was found that the polymorphism of DRB locus of MHC class II is relatively high in population of Croatian wolves. Non-synonymous mutations are selectively maintained on the investigated locus, which lead to different amino acid sequences. Two new alleles, presumably specific to the Croatian population of wolves were found, and one of them codes for a new amino acid sequence. This research contributes to a better understanding of the genetic status of grey wolf, rare and endangered animal species in Europe. 

Key words: grey wolf, major histocompatibility complex, DRB locus, PCR, cloning
Slika � SEQ Slika \* ARABIC �5�. Struktura MHC receptora skupine II. MHC receptor skupine II je građena od dva glikoproteinska lanca: α i β kako je shematski prikazano na slici a. Lanci su  povezani nekovalentnim vezama. Žlijeb receptora u koji se veže antigen tvore domene α1 i β1 (b). U žlijeb može stati peptid dug 13-24 aminokiseline (c).
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�	 Genotip JM109 je recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rK–,mK+), relA1, supE44, Δ(lac-proAB), [F´, traD36, proAB, lacIqZΔM15]
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