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1.UVOD



Leptospiroza je akutna septikemijska zarazna bolest mnogih domacih i divljih Zivotinja, ali 1
covjeka koju uzrokuje heterogena skupina bakterija iz roda Leptospira (Zaharija i sur., 1982.).
Odrzivost leptospira u prirodi usko je povezana s misSolikim glodavcima kao rezervoarima
bolesti i pojedinim domacéim zivotinjama (evolucijskim domacdinima), te klimatskim i
edafskim ¢imbenicima koji utjeCu na njihovo prezivljavanje izvan domacina. Nakon infekcije
rezervoara 1 evolucijskih domacina, leptospire naseljavaju proksimalne bubrezne kanalice, te
takve Zivotinje vrlo dugo, pa ¢ak i1 doZivotno, ostaju kliconoSe i urinom izlucuju leptospire u
okoli$ (Faine 1 sur., 1999.). Infektivni urin i onecis¢eni okoli$ predstavljaju izvore infekcije za
ostale zivotinje 1 ljude (sluc¢ajni domacéini) u koje leptospire ulaze preko sluznica ili osteéene
koze. Klini¢ko ocitovanje leptospiroze vrlo je raznoliko, a ovisi prvenstveno o prijemljivosti
vrste 1 virulenciji infektivnog soja. Bolest moze proc¢i inaparentno, ali moze uzrokovati i vrlo

teske klini¢ke oblike sa zatajenjem bubrega i posljedi¢nim letalnim ishodom.

U konja je prvi slucaj prirodne infekcije bakterijom Leptospira spp. zabiljezen 1947. godine u
Rusiji (Ljubasenko i Novikova, 1947.), dok se u Hrvatskoj prvi klinicki nalaz leptospiroze u
konja opisuje svega nekoliko godina kasnije, 1951. godine (Zaharija, 1953.). Od tada su
provedena mnoga istraZivanja koja su se bavila leptospirozom konja. Smatra se tako da je u
tijeku evolucijska prilagodba konja na serovar Bratislava (Ellis, 1999.), no zabiljezene su i
Ceste infekcije konja serovarima Pomona, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae i Canicola
(Faine 1 sur., 1999.). Sli¢ne rezultate nalazimo i pri istrazivanjima provedenim u Republici
Hrvatskoj koji ukazuju na visoku seroprevalenciju leptospiroze u populaciji konja (Cvetnic 1
sur., 2004.) s najve¢om ucestalosti vjerojatnih infektivnih serovara seroloske skupine
Australis, Pomona i Grippotyphosa (Habus i sur., 2008., Turk i sur., 2013.). Bolest u konja
vrlo Cesto prolazi inaparentno, a klinicka leptospiroza u konja najéeSce se povezuje s
pobacajima (Ellis i O'Brien, 1988.) 1 mjeseCnom sljepo¢om (Woolanke i1 sur., 1998.) koji
zapravo predstavljaju kroni¢no ocitovanje leptospiroze. U kroni¢noj fazi povremeno izlucuju
uzro¢nika urinom i nekoliko mjeseci nakon infekcije. Zbog toga konji predstavljaju izvor
infekcije za okolinu, odnosno za ljude i domace Zivotinje koje se nalaze u njihovoj blizini
(Faine 1 sur., 1999.). Izrazito vaznu ulogu u prepoznavanju patogenih mikroorganizama i
pokretanju imunosnog odgovora domaéina ima glavni sustav tkivne podudarnosti skupine II
(MHC 1II). Dio MHC sustava kodira stani¢ne povrSinske glikoproteine, odnosno receptore koji
vezu antigene i prikazuju ih pomoc¢nickim T-limfocitima. Domenska grada receptora
odredena je organizacijom egzona 2 koji kodira vezni zlijeb receptora. U vezni Zlijeb sjeda

peptidni fragment antigena. Varijacije u gradi veznog Zlijeba uzrokuju i varijacije u afinitetu



prema pojedinim antigenskim peptidima, ovisno o njihovoj gradi. Posljedica je toga
postojanje vece ili manje sklonosti pojedinog receptora prema antigenu. Na genskoj razini,
glavni nositelj polimorfizma je egzon 2. Razli¢itost medu alelima koncentrirana je u tom
dijelu gena pa se zbog toga u istrazivanjima gena MHC skupine II kao pokazatelj
funkcionalnog polimorfizma redovito analizira egzon 2. Na njegovoj se raznolikosti temelji i
varijabilnost funkcionalnog dijela receptora (Hughes i Yeager, 1998., Kindt i sur., 2007.).
Sposobnost receptora da veze razlicite antigenske peptide raste s razinom raznolikosti unutar
te genske regije MHC. Grada receptora tako izravno utjeCe na pokretanje i ucinkovitost
imunosnog odgovora domaéina na patogeni mikroorganizam, odnosno njegovu prijemljivost
ili otpornost na infekcije (Kindt i sur., 2007.). Polimorfizam egzona 2 ima utjecaj na
usporednu evoluciju domacina i patogenog mikroorganizma (Bernatchez i Landry, 2003.).
Provedena su brojna istrazivanja raznolikosti MHC genskih regija kod ljudi i zivotinja kako bi
se utvrdila veza izmedu odredenih MHC alela i bolesti. Naj¢es¢e su to bolesti uzrokovane
razli¢itim patogenim virusima, bakterijama i parazitima (Deter i sur., 2008., Fernandez-de-
Mera i sur., 2009., Schwensow i sur., 2010., Cutrera i sur., 2011.). U istrazivanju raznolikosti
genske regije HLA 1 leptospiroze u ljudi dokazana je povezanost prisutnosti HLA-DQ6 alela s

pozitivnim seroloskim nalazom na leptospirozu (Lingappa i sur., 2004.).

Kroz mnoga dosadasnja istrazivanja utvrdena je visoka razina polimorfizma egzona 2 DRA i
DRB lokusa MHC skupine II u konja (Albright-Fraser i sur., 1996., Brown 1 sur., 2004.,
Arbanasic¢ i sur., 2009., Janova i sur., 2009., Andersson i sur., 2012.). Funkcionalno znacajan
polimorfizam DRA lokusa naden je samo u porodici Equidae (Albright-Fraser i sur., 1996.;

Brown i sur, 2004., Janova i sur., 2009., Arbanasic i sur., 2009., Arbanasic i sur., 2013.).
Opseg rada

Obzirom na relativno visoku seroprevalenciju leptospiroze u konja u R. Hrvatskoj i na vaznu
ulogu gena glavnoga sustava tkivne podudarnosti skupine II u pokretanju imunosnog
odgovora domacina na patogeni mikroorganizam, odlucila sam istraziti raznolikost MHC II
gena u konja prirodno inficiranih patogenim bakterijama iz roda Leptospira u odnosu na
raznolikost istih gena u konja koji nisu inficirani. Za istrazivanje sam odabrala 200 seruma ili
krvi konja koji su dio arhive Laboratorija za leptospire Veterinarskog Fakulteta, Sveucilista u
Zagrebu. Na temelju rezultata testa mikroskopske aglutinacije, odabrala sam pozitivhu
skupinu konja koja je ukljucivala jedinke kod kojih je utvrden titar protutijela na leptospirozu

1600 i veci, te negativnu skupinu koja je ukljucivala jedinke s utvrdenim titrom protutijela



< 50. U provedenim genskim analizama istrazivala sam polimorfizam egzona 2 DRA 1 DRB
genskih lokusa MHC skupine II odabranih jedinki. Analizirala sam broj i vrstu alela svakog
lokusa, te stupanj raznolikosti medu alelima pronadenim u istrazivanoj populaciji konja.
Testiranjem aminokiselinskih sljedova pronadenih alela, dokazala sam djelovanje pozitivne
selekcije na oba lokusa. Filogenijskim analizama istrazivala sam odnose medu alelima
pojedinog lokusa. StatistiCkim metodama analizirala sam povezanost DRA/DRB haplotipa 1

serovara leptospira na koji jedinka pokazuje seroloski odgovor.

Metode

Glavni nositelj polimorfizma MHC gena skupine II je egzon 2. Na njegovoj se raznolikosti
temelji varijabilnost funkcionalnog dijela receptora (Hughes i Yeager, 1998., Kindt i sur.,
2007.). Sposobnost receptora da veze razli¢ite antigenske peptide raste s razinom raznolikosti
unutar te MHC II genske regije. Razina polimorfizma prisutna na lokusima te genske regije u
izravnoj je vezi s pokretanjem imunosnog odgovora na razliite patogene mikroorganizme
(Kindt i sur. 2007). U istrazivanju raznolikosti egzona 2 DRA i DRB lokusa rabila sam
sljedece laboratorijske molekularne metode: lanCana reakcija polimerazom, elektroforeza u
agaroznom gelu, sekvenciranje i kloniranje odsjecka DNA pomoc¢u plazmidnog vektora. Za
filogenijske analize sam koristila sljede¢e racunalne programe: SeqScape 2.5 (Applied
Biosystems), MEGA 6.06 (Tamura i sur., 2013.), Arlequin 3.11. (Excoffier i sur., 2005.),
BioEdit (Hall, 1999.) i PAML (Yang, 2007.). Za statisticke analize koristila sam fuzzy c-
usrednjenu rojnu analizu (FCMCA, eng. fuzzy c-means cluster analysis) 1 viSestruku analizu
povezanosti (MCA, eng. Multiple correspondence analysis) u okviru R programskog sucelja

(R Development Core Team, 2014.).

Cilj

Cilj ovog rada bio je istraziti polimorfizam gena glavnoga sustava tkivne podudarnosti
skupine II u konja prirodno inficiranih patogenim bakterijama iz roda Leptospira i usporediti
ga s polimorfizmom istih gena u konja koji nisu inficirani. Polimorfizam alela genskih lokusa
MHC skupine II pruzit ¢e uvid u imunosnu kompetentnost jedinki, te ¢e se na osnovu njega
pojedini aleli mo¢i povezati s veCom ili manjom, genski uvjetovanom prijemljivoscu,

odnosno otpornos¢u konja na infekciju patogenim bakterijama iz roda Leptospira.



Svrha

Po prvi puta u istrazivanju molekularne epizootiologije leptospiroze u konja istrazivana je
raznolikost gena glavnoga sustava tkivne podudarnosti skupine II. Rezultati istrazivanja
doprinijeti ¢e poznavanju genske strukture MHC skupine II u konja prirodno inficiranih
patogenim bakterijama iz roda Leptospira u odnosu na one koji nisu inficirani. Takoder, na
osnovu utvrdene raznolikosti, odnosno prisutnosti odredenih alela koji uvjetuju razinu
prijemljivosti konja na infekciju, ovaj rad ¢e uvelike doprinijeti razjaSnjavanju do sada

potpuno neistrazenog dijela patogeneze leptospiroze u konja.



2. LITERATURNI PREGLED



2.1 Konj (Equus caballus, Linnaeus, 1758.)

2.1.1 Opce osobine konja

Konji su porodica sisavaca iz reda neparnoprstasa. Toj porodici pripada samo jedan zivuci
rod, rod Equus. Uz porodicu Equidae, redu neparnoprstaSa pripadaju joS i porodice Tapiridae
(tapiri) 1 Rhinocerotidae (nosorozi). Red neparnoprstaSa, kako mu i samo ime govori,
odlikuje se neparnim brojem prstiju. U konja je to jedan jedini prst, tre¢i prst (Kent i Carr,
2000.). Zadnji zglob trec¢eg prsta u konja zavrsava kopitom. Ostali prsti na kosturu postoje jos

samo kao rudimenti.

Prvi konji bili su veli¢ine manjeg psa. Imali su stopalo sa Cetiri prsta na prednjim nogama, i tri
na straznjim. Znacajna osobina konja je redukcija broja prstiju. Sve danas zivuce vrste imaju
samo jedan prst koji koriste (Monodactylie). To je tre¢i prst. Svi ostali prsti su se povukli i na

kosturu postoje jo§ samo kao rudimenti. Kopita "obuvaju" zadnji zglob tre¢eg prsta.

Konji su krupne zivotinje s relativno velikom glavom i dugim ekstremitetima. Duzina od
glave do repa je izmedu 200 1 300 cm. Duzina repa je od 30 do 60 cm. Visina u grebenu im je
od 100 do 160 cm. Dlacni pokriva¢ im je gust i najceS¢e kratak. Vecina vrsta ima na vratu,
tjemenu i repu duge dlake (grivu). Boja dlake u vecine vrsta s gornje strane je siva ili smeda, a

s donje bjelkasto-siva.

Glava konja je snazna 1 izduzena. Imaju dugu i usku nosnu kost. O¢i su smjesStene daleko
straga, bo¢no na glavi, §to im omogucuje vidno polje od gotovo punog kruga (350°). Konji ne
razlikuju bas najbolje boje. Jako dobro vide bijelu, zutu i plavu boju, dok ne razlikuju smedu
od zelene i sive boje. Celjusni zglob je smjesten visoko. Donja &eljust je poveéana. Uske su
duge 1 vrlo pokretljive. Okretanjem uski prema naprijed, konj pokazuje paznju i znatiZelju, no
ako ih okrene prema natrag i priljubi uz glavu, to je upozorenje ¢ime pokazuje agresivnost ili
strah. U svakoj polovici Celjusti ima tri sjekuti¢a. O¢njak u pravilu imaju samo muzjaci, Zenke
ga ili nemaju, ili je vrlo malen. Iza njih imaju prazninu, koja se naziva krezubi rub ili
dijastema. U svakoj polovici celjusti imaju najceS¢e tri pretkutnjaka 1 tri kutnjaka.

Pretkutnjaci i kutnjaci su vrlo sli¢no gradeni, te su i prilagodeni tvrdoj hrani.



Konji su biljojedi. Hrane se uglavnom travom, liS¢em i drugim dijelovima biljaka (slika 1).
Mogu prezivjeti bez vode duze vrijeme. Razgradnja hrane kod konja odvija se tek u crijevima,
§to znadi da se i najveéi dio probave odvija u crijevima. Zeludac im je jednostavno graden.
Ima sam jednu komoru. Fermentacija se odvija u slijepom crijevu i u do 4 metra dugom

debelom crijevu.

Danas divlji oblici jo§ zivucih vrsta porodice konja Zive u isto¢nim i juznim dijelovima Afrike

i u srediSnjoj Aziji.

Covjek je domacée konje i magarce prosirio cijelim svijetom. U nekim zemljama danas u

prirodi Zive i1 potomci populacija divljih vrsta konja (Australija, SAD).

Prema svrsi uzgoja, konji se dijele na tri osnovna tipa: hladnokrvne, toplokrvne i punokrvne
konje. U nekih hladnokrvnih pasmina tjelesna masa moze doseci i 800 kg (slika 1). Koriste su

uglavnom za rad u polju, rudnicima ili u Sumama. Toplokrvni konji su konji za jahanje,

toplokrvnih i punokrvnih konja. Nazivi hladnokrvni, toplokrvni i punokrvni oznacavaju

njihov temperament.

Slika 1. Hladnokrvni konji na ispasi
(izvor: http://www.theequinest.com/images/hladnokrvnjak.jpg).



2.1.2 Sistematika

Carstvo: Animalia (Zivotinje)

Koljeno: Chordata (KraljeSnjaci)

Razred: Mammalia, Linnaeus, 1758. (Sisavci)

Red: Perissodactyla, Owen, 1848. (Neparnoprstasi)
Porodica: Equidae, Gray, 1821. (Konji)

Rod: Equus, Linnaeus, 1758.

Vrste:  E. africanus (ili E. asinus), Heuglin 1 Fitzinger, 1866. - divlji magarac
E. asinus, Gray, 1824. - africki divlji magarac ili obi¢ni magarac
E. burchellii, Gray, 1824. - Burchellova zebra
E. caballus, Linnaeus, 1758. - domaci konj
E. ferus, Linnaeus, 1758. - divlji konj
E. grevyi, Oustalet, 1882. - Grevijeva zebra
E. hemionus, Pallas, 1775. - azijski polumagarac
E. kiang, Kinloch, 1869. - kiang
E. onager, Pallas, 1775. - onager
E. quagga, Boddaert, 1785. - stepska zebra
E. zebra, Linnaeus, 1758. - brdska zebra

Jo§ je uvijek sporan to¢an broj vrsta porodice konja. NajceSce se spominju sljedece vrste:

e divlji konj (Equus ferus) - u prirodi izumro u Sezdesetim godinama proslog stoljec¢a
(divlji konj Przewalskoga (Equus ferus przewalski). 1z zooloskih vrtova diljem svijeta
su pustene u prirodu jedinke te vrste. Procjenjuje se da danas slobodno Zivi u prirodi
oko 2 000 jedinki. Divlji konj je izvorni oblik domaceg konja.

e domac¢i konj (Equus caballus) je pripitomljena vrsta divljeg konja i zajedno s
magarcima i zebrama spada u porodicu konja (Equidae).

e africki divlji magarac (Equus asinus) ili divlji (pravi) magarac. U prirodi je jako
ugrozen. Vrlo malo jedinki zivi u Eritreji, Etiopiji i Somaliji. Africki magarac je

izvorni oblik domaceg magarca.



e azijski polumagarac (Equus hemionus) - vrsta koja ima viSe podvrsta (onager, kulan 1
dr.). Za razliku od africkih, azijski magarac nikada nije pripitomljen.

o kiang (Equus kiang) - vrsta koju su ranije smatrali podvrstom azijskog polumagarca,
uz nju.

e QGrevijeva zebra (Equus grevyi) - vrsta prepoznatljiva po vrlo uskim prugama. Spada u
ugrozene vrste.

e brdska zebra (Equus zebra) - ima dvije podvrste koje obitavaju u Namibiji i Juznoj
Africi. Najmanja vrsta zebri.

o stepska zebra (Equus guagga) - zivi juzno od Sudana do Juzne Afrike. Prepoznatljiva
je po prugastom trbuhu i ,,zasjen¢anim" prugama izmedu tamnih pruga.

o Kuaga - zebra izumrla krajem 19. stolje¢a. Imala je pruge samo na glavi i vratu.
Smatra se da je bila podvrsta stepske zebre, no ponekad je se navodi kao samostalnu

vrstu.

Postoje 1 razni krizanci izmedu pojedinih vrsta.

2.1.3 Evolucija konja

Evolucija konja zapocela je prije oko 55 milijuna godina, u eocenu. Otada je konj proSao
kroz Ccitav niz faza evolucije (Eohippus, Mesohippus, Miohippus, Mercyhippus i
Pliohippusda), da bi konacno doSao do oblika u kojem ga danas poznajemo. Tijekom
evolucije reda Perissodactyla odrzale su se porodice Equidae, Rhinocerotidae i1 Tapiridae, dok
su ostale Clanice izumrle. Smatra se da je do odvajanja porodice Equidae od porodica
Rhinocerotidae i Tapiridae doSlo ve¢ u ranom eocenu. Porodice Rhinocerotidae i Tapiridae
odvojile nesto kasnije, u kasnom eocenu. Preci danaSnjeg konja zivjeli su ve¢ prije 55
milijuna godina. Bili su to sisavci veli¢ine lisice, koji su svojedobno prebivali na podrucju
danasnje Europe (Hyratchterium), odnosno Sjeverne Amerike (Eohippus). Tezili su oko 50
kilograma. Dobro su se prilagodili toploj tropskoj klimi s obilnim padalinama i bujnom
vegetacijom. Pretezno su boravili u Sumama, hrane¢i se liS¢em i plodovima Sumskih biljaka.
Ve¢ se kod njih nazire krzljanje prvog i1 petog prsta prednjih i straznjih nogu. Naredni
evolucijski oblik konj bio je Mesohippus koji je zivio prije 40 do 30 milijuna godina. Bio je
veli¢ine danaSnje ovce. Imao je razvijena tri i zakrzljali Cetvrti prst. Promjena prehrambenih

navika, vidljiva kroz pojavu molariziranih pretkutnjaka, dogodila se kao odgovor na



vegetacijske promjene njegovog okruzenja (Ivankovi¢, 2004.). Od Mesohippusa do danasnjeg
roda Equus izmjenilo se viSe evolucijskih oblika. Konj, obli¢ja kojeg mi poznajemo, nastao je
otprilike prije 10 milijuna godina. Danasnji konji teZze i do 800 kg. Ta izrazita promjena
oblika i veli¢ine, rezultat je klimatskih i geografskih, te hranidbenih mijena tijekom milijuna
godina. Domestikacija (udomacivanje) konja uslijedila je u mladem, te u srednjem kamenom
dobu, odnosno od 10000 do 2000 godina prije Krista. Domaci konj, danaSnjeg oblicja,
pojavio se u Europi izmedu 3000. i 2000. godine prije Krista. Danas u svijetu ima vise od 75

milijuna domacih konja, podijeljenih u 100 razli¢itih pasmina.

2.1.4. Pasmine konja u Republici Hrvatskoj

Autohtone 1 zaSticene pasmine domacih zivotinja naslijede su Republike Hrvatske, a njihova
se vrijednost ocituje na ekonomskoj, prirodnoj 1 kulturoloSkoj razini. U autohtone i zaSti¢ene
pasmine konja R. Hrvatske ubrajaju se konji hladnokrvne pasminske skupine (hrvatski
hladnokrvnjak, hrvatski posavski konj i medimurski konj) i lipicanci. Neke su pasmine konja
nazalost gotovo izumrle (krcki poni). Iako su autohtone pasmine u ukupnoj populaciji konja u
R. Hrvatskoj zastupljene s dominantnim udjelom od 70%, na osnovu veli¢ine njihovih
populacija svrstava ih se u skupinu ugrozenih pasmina. Toplokrvna pasminska skupina
zastupljena je sa 17%, dok ostatak populacije konja ¢ine lipicanci (9%) i1 poniji (3%)
(Godisnje izvjes¢e HSC, 2003.). Brojno stanje autohtonih i zaSti¢enih pasmina u Republici
Hrvatskoj prikazani su u tablici 1 (Radovi¢ i sur., 2009.). Proteklih desetlje¢a zapazeni su
zna€ajni pomaci u znanstvenom istrazivanju naSih autohtonih pasmina konja, njihovom
standardiziranju i usmjeravanju kroz uzgojne programe. Sustavom financijske potpore, drzava
uzgajivacima izvornih pasmina konja pomaZe u zaustavljanju trenda pada brojnosti ovih
populacija. Medijskom promocijom autohtonih pasmina, postignuta je visoka osjetljivost
javnosti prema ocuvanju genomskih resursa u konja, kao dijela ukupne hrvatske bastine.
Godine 2011. izdana je Zelena knjiga izvornih pasmina Hrvatske. Dokument je to koji
prikazuje trenutno stanje izvornih pasmina i njihovih prirodnih stanista, te analizira njihove
uloge 1 utjecaj u o€uvanju ukupne bioloske raznolikosti Republike Hrvatske. Predstavljene su
33 hrvatske priznate autohtone i1 zaStiCene pasmine domacih Zivotinja, medu kojima su i
pasmine konja - medimurski konj, hrvatski posavac, hrvatski hladnokrvnjak i lipicanac

(Ozimec 1 sur., 2011.).



Tablica 1. Autohtone i zaSti¢ene pasmine konja u Republici Hrvatskoj, veli¢ina populacije i

kategorizacija obzirom na ugrozZenost (Radovi¢ i sur., 2009.).

Broj uzgojno valjanih jedinki Kategorizacija statusa

Ukupno Pod kontrolom pasmine obzirom na
Pasmina

Musko  Zensko  Zdrijebe ugrozenost

medimurski konj 37 7 21 9 kriti¢no ugrozena
hrvatski posavac 4350 116 1838 2396 potencijalno ugrozena
lipicanac 1224 177 396 651 nije ugrozena
hrvatski 5334 203 2778 2353 potencijalno ugrozena
hladnokrvnjak

Najzastupljenije pasmine konja u R. Hrvatsko;j:

o hrvatski posavac (slika 2) - pasmina koja je nastala u podrucjima slivnog toka rijeke
Save po ¢emu je i dobila naziv. Danas se najviSe uzgaja u Sisacko - moslavackoj 1
Zagrebackoj zupaniji (okolica Velike Gorice). Sinonimni nazivi su posavski konj,
posavski busak i posavec. Zivi u prirodi na otvorenom. Otporan je na vremenske
neprilike 1 skromnih je zahtjeva. Ima ¢vrsto 1 zbijeno tijelo. Blage je ¢udi i poslusan.
Pasmina je ugrozena. Prema istrazivanju iz 2000. godine, ima jos samo nesto vise od
1000 zivucih jedinki. Prije pojave moderne mehanizacije imao je znacajnu ulogu u

poljoprivredi. Danas se uzgaja uglavnom u rekreativne i turisti¢ke svrhe.

N o
S N LN

Slika 2. Hrvatski posavac Slika 3. Medimurski konj
(izvor: http://hr.wikipedia.org/wiki/Hrvatski posavac,
http://hr.wikipedia.org/wiki/Medjimurski_konj).

10



medimurski konj (slika 3) - pasmina hladnokrvnog tipa, nastala na podru¢ju danasnje
Medimurske zupanije. U Medimurju ima svega nekoliko desetaka primjeraka (oko 40)
1 spada u Cistokrvne pasmine ugrozene od izumiranja. U neSto vecem broju odrzao se
u susjednoj Madarskoj. Krupnog je rasta i ¢vrste grade tijela, visine grebena 155-165
cm. Glava mu je razmjerno mala. Ima male i $iljate usi, te kratki i miSicavi vrat,
Siroka prsa i leda, te kratke, snazne noge. Pastusi dosezu tezinu i do 900 kilograma.
Izdrzljiva je 1 pasmina otporna na bolesti. Prije se koristio kao radni konj za vucu i rad

u poljoprivredi, danas sve vise sluzi za proizvodnju mesa.

hrvatski hladnokrvnjak (slika 4) - najbrojnija hrvatska autohtona pasmina konja.
Pasmina je nastala krizanjem toplokrvnih pasmina s uvezenim hladnokrvnim
pasminama. Ima ¢vrsto tijelo, jake kosti i veliku glavu. Otporan je na bolesti, dobre je

plodnosti 1 skromnih prehrambenih navika. Spada u radne pasmine. Najvise se uzgaja

u sredi$njoj Hrvatskoj, te u okolici Siska.

Slika 4. Hrvatski hladnokrvnjak Slika 5. Hrvatski toplokrvnjak
(izvor: http://hr.wikipedia.org/wiki/Hrvatski hladnokrvnjak,
http://www.ergela- djakovo.hr/en/konji-ergele).

hrvatski toplokrvnjak (slika 5) - hrvatska pasmina konja koja se uglavnom koristi za
sport. Izrazito je prilagodljiva pasmina. Otporna je na bolesti 1 skromnih prehrambenih
navika. Muzjak i Zenka se fenotipski razlikuju (spolni dimorfizam). Snazne je tjelesne

grade 1 harmoni¢nog izgleda. Postoje dva uzgojna tipa:
1. uzgojni tip toplokrvnjaka koji se koristi za preponsko jahanje i dresuru
2. uzgojni tip toplokrvnjaka koji se koristi za terensko jahanje, vucu zaprega i

daljinsko jahanje
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hrvatski kasac (slika 6) - pocetci uzgoja hrvatskih kasaca vezu se uz kvalitetna grla iz
ergele u Turni$¢u 1 Ljutomeru. Americki kasac bila je osnovna pasmina za oblikovanje
hrvatskog kasaca. Zbog nedostatka vlastite dostatne genetske osnove iz drugih zemalja
se uvoze kvalitetni rasplodni pastusi. Visina grebena te pasmine je od 155 do 160 cm.
Glava im je konveksnog profila, umjerene veliine sa zivahnim oCima. Vrat je dug, a
greben umjereno izraZen. Grudni ko$ je Sirok 1 dubok radi dostatnosti kapaciteta pluca.
Podrzavaju siguran, izdasan i Cist hod. Najc¢eS¢e pasminske boje su dorata, alata i

vrana.

Slika 6. Hrvatski kasa¢ Slika 7. Krcki poni
(izvor: http://nuberius.bloger.index.hr, http://bjelovar-cro.blogspot.com/2012/05/).

krcki poni (slika 7) - hrvatska gotovo izumrla autohtona pasmina konja koja potjece s

otoka Krka. Tijelo im je maleno i ¢vrsto. U proslosti su se koristili za jahanje i vucu.

lipicanac (slika 8) - svjetski poznata pasmina konja, nastala 1580. god. na slovenskom
kraskom podrucju tadasnje HabsburS§ke Monarhije. Ergelu je u Lipici utemeljio
austrijski nadvojvoda Karlo. U Hrvatskoj se lipicanci pocinju uzgajati 1806. godine u
Dbakovu. U 19. stoljecu nastaje zasebna linija pastuha Tulipan. Lipicanci su se najvise
uzgajali u u Slavoniji, jer su zadovoljavali tadasnje potrebe za ja¢im 1 ve¢im konjima,
dobro¢udne su naravi i neizbirljivi za hranu. Zanimljiva je Cinjenica da se zdrijebe
lipicanca rada sasvim crno, a kako raste tako bijeli, mada postoji moguénost da i

ostane crno.

Slika 8. Pasmina lipicanac
(izvor: http://www.agricola.kapelica.com.ht/).
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2.2 Leptospiroza

2.2.1 Povijest leptospiroze

Bolest koja je danas poznata kao leptospiroza spominje se puno prije no Sto je opisan njen
uzro¢nik 1 postavljena racionalna osnova za razvoj medicinskih i znanstvenih spoznaja o toj
bolesti. Simptomi koji odgovaraju danasnjem opisu leptospiroze opisivani su jo§S u drevnoj
Kini kao bolest beraca rize. U Japanu je tradicionalno ime za leptospirozu bilo Nanukayami, u
prijevodu sedmodnevna jesenska groznica (Faine i sur., 1999.). Febrilna bolest pra¢ena
Zuticom u uzgajivaca stoke spominjana je u zapisima mnogih dijelova svijeta od Indije, do
Kine 1 Europe. NajceS¢e su se za leptospirozu rabili nazivi koji su bili u izravnoj vezi sa
zanimanjem ljudi koji su obolijevali od te bolesti. Tako u razliitim dijelovima svijeta kroz
povijest nailazimo na nazive “bolest sjekaca Secerne trske®, ,,bolest Cuvara svinja“. Isto tako
koristili su se nazivi koji su bili povezani s godi$njim dobom u kojem se bolest pojavljivala,
pa nailazimo na naziv ,.epidemija zetvene groznice* (Zaharija 1 sur., 1982., Faine i sur.,
godine (Weil, 1886.), po kome danas tesSki ikteri¢ni oblik leptospiroze u ljudi nosi naziv
Weilova bolest. Od tada su mnogi bakteriolozi diljem svijeta pokuSavali otkriti uzro¢nika te
bolesti. U drugoj polovini 19. stoljeca potvrdeno je da su spiralne bakterije uzro¢nici mnogih
do tada poznatih bolesti, npr. Treponema pallidum, uzro¢nik spolno prenosive bolesti sifilisa.
Da je uzro¢nik Weilove bolesti takoder spiralna bakterija, pretpostavljao je Stimson koristeci
tehnike bojenja po Levaditiju, u preparatu tkiva bubrega pacijenta koji je umro od Weilove
bolesti (Stimson, 1907.). UoCeni mikroorganizam Stimson je opisao kao spiralnu bakteriju sa
zavinutim krajevima koji sli€e interpunkcijskom znaku “?7%, te je predlozio da se bakterija
nazove ,,?Spirochaeta interrogans,, Etiologija leptospiroze utvrdena je 1915. godine
neovisno u Japanu i Njemackoj. U Japanu su Inada i Ido dokazali prisutnost spiralne bakterije
- uzro¢nika bolesti u krvi japanskih vojnika oboljelih od Zutice. Uzrocnika bolesti nazvali su
Spirocheta icterohaemorrhagiae (Inada 1 sur., 1915., Inada 1 Ido, 1915.). U isto su vrijeme u
Njemackoj dvije grupe lije€nika, Uhlenhuth 1 Fromme, te Hubener i Reiter dokazali uzro¢nika
u krvi zamorc¢ica pokusno inficiranih krvlju vojnika oboljelih od Weilove bolesti (Uhlenhuth i
Fromme, 1915., Hubener i Reiter, 1915.). U daljnjim istrazivanjima leptospiroze Inada i
suradnici su izdvojili 1 uzgojili uzrocnika u kulturi, opisali njegova morfoloSka obiljezja i

patologiju, te otkrili nacine infekcije i Sirenje uzroc¢nika u razli¢ite organe i tkiva inficiranog
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organizma. Takoder su razjasnili naCine izlu€ivanja uzrocnika iz organizma, nacine Sirenja
infekcije, te su zapisali detaljne podatke o klinickoj slici, dijagnozi, lijeCenju i1 profilaksi
leptospiroze (Inada i Ido, 1915.). Ubrzo nakon tih otkri¢a ista grupa znanstvenika opisala je
ulogu Stakora kao kliconos$a leptospiroze (Ido i sur., 1917.) i time otvorila put razja$njavanju
epidemiologije ove bolesti. Izdvajanjem bakterije Spirocheta icterohaemorrhagiae iz Stakora
potvrdeno je da bolest ima zoonotsko znacenje (Ido i1 Wani, 1916., Inada i sur., 1916., Ido 1
sur., 1917.). Otkri¢em leptospiroze u razlicitih vrsta domacih i divljih Zivotinja pocela se
pridavati velika paznja zoonotskoj prirodi bolesti i njenom Sirenju. Leptospirozu u pasa je prvi
ustanovio Luke§ u Brnu 1923. godine, dokazavs$i leptospire u histoloskim preparatima
bubrega psa, bojenjem prema Levaditiju (Lukes, 1924.). Daljnim istrazivanjima leptospiroza
je dokazana i u drugih domacih zivotinja, u ovce (Nikoljski 1 sur., 1935.), macke (Wirth,
1937.), svinje (Klarenbeek i Winsser, 1938.) 1 koze (Van Der Hoeden, 1953.). U Hrvatskoj je
leptospiroza po prvi put opisana u psa 1926. godine (Babi¢, 1927.), dok je u ljudi prvi slucaj
te bolesti opisan 1935. godine (Antunovi¢- Mikaci¢, 1935.).

U konja je prvi slucaj leptospiroze zabiljezen 1947. godine u Rusiji (LjubaSenko i Novikova,
1947.), dok je u Hrvatskoj prvi klinicki nalaz leptospiroze u konja utvrden svega nekoliko

godina poslije, 1951. godine (Zaharija, 1953.).

2.2.2 Etiologija leptospiroze

Uzroc¢nici leptospiroze su spiralne bakterije iz roda Leptospira (Noguchi, 1918.). Ime im
potjeCe od grcke rijeCi leptos u prijevodu tanak, te latinske rijeci spira Sto znaci spiralno,
uvijeno. Rod Leptospira pripada redu Spirochaetales, te porodici Leptospiraceae (Pillot i
Ryter, 1965.). Utvrdena je velika morfoloska i genomska raznolikost leptospira, a smatra se
da je to posljedica njihove prilagodbe na razlicite domacine i okoli§, odnosno geografske i

klimatske uvjete.
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2.2.2.1 Taksonomija leptospira

U taksonomiji leptospira rabe se dva klasifikacijska sustava: seroloski i molekularni.

Seroloski sustav klasificiranja leptospira temelji se na utvrdivanju antigenih razlicitosti
medu pojedinim sojevima leptospira. Osnovna taksonomska jedinica je serovar. Metodom
unakrizne aglutinacije - apsorpcije (eng. cross agglutination adsorption, CAAT) utvrduju se
medusobne razlike lipopolisaharida vanjske ovojnice leptospira (Dikken i Kmety, 1978.).
Dosadasnje serolosko klasifikaciranje ukljucuje 300 serovara leptospira (Feresu i sur., 1993.,
Pérolat 1 sur., 1998., Brenner i sur., 1999., Mgode i sur., 2006.). Serovari su svrstani u 29
seroloskih skupina (tablica 2). Odredivanje serovara vrlo je bitno za razumijevanje
epidemiologije i epizootiologije leptospiroze. Znacajno je napomenuti da se molekularni i
seroloski sustav klasificiranja medusobno ne podudaraju u potpunosti, te da osnovni taksoni,
serovar 1 genomska vrsta, u pojedinim slu¢ajevima nisu u istom meduodnosu. S obzirom na
prednosti odnosno nedostatke klasificiranja leptospira kako seroloskim, tako i molekularnim
metodama, obje vrste klasificiranja prihvaé¢ene su 2011. godine od Pododbora za taksonomiju
bakterija iz porodice Leptospiraceaec (Subcommittee on the Taxonomy of Leptospira). U
znanstvenim istrazivanjima novih izolata potrebno je navesti rezultate tipizacije izolata

serolo$kim 1 molekularnim metodama.
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Tablica 2. Seroloske skupine leptospira unutar pojedinih genomskih vrsta leptospira (izvor:

Pérolat i sur., 1998., Brenner i sur., 1999.).

Genomska vrsta leptospira

Leptospira interrogans

Leptospira noguchii

Leptospira santarosai

Leptospira meyeri
Leptospira wolbachii
Leptospira biflexa

Leptospira fainei

Leptospira borgpetersenii

Leptospira kirschneri

Leptospira weilii

Leptospira inadai

Leptospira alexanderi

Seroloska skupina leptospira

Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Australis, Autumnalis, Pyrogenes,
Grippotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, Sejroe, Bataviae, Ranarum, Louisiana,
Mini, Sarmin

Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, Tarassovi, Australis,
Shermani, Djasiman, Pomona
Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes, Autumnalis, Bataviae, Mini,

Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, Sarmin, Cynopteri

Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica

Codice
Semaranga, Andamana

Hurstbridge

Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, Tarassovi, Mini, Celledoni, Pyrogenes,
Bataviae, Australis, Autumnalis

Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis, Pomona,
Djasiman, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae

Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, Mini, Tarassovi,

Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao, Sejroe

Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Manhao, Canicola, Panama,
Javanica

Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini

Molekularni sustav Kklasificiranja leptospira utvrduje stupanj genomske slicnosti medu
pojedinim sojevima leptospira. Genska raznolikost roda Leptospira uvidena je ve¢ u
najranijim istrazivanjima genoma leptospira (Haapala 1 sur.,, 1969.). Genomskim
klasificiranjem leptospira odredeni su odnosi medu vrstama osnovani na sli¢nostima,
odnosno razlikama u genomu (tablica 3). Ti se odnosi utvrduju raznim molekularnim
metodama kao $to su DNA hibridizacija (Nielsen i sur., 1989.), ribotipiziranje (Pérolat i sur.,
1990.), utvrdivanje raznolikosti duzine restrikcijskih fragmenata (RFLP) (Hookey, 1993.),
lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (Mérien i sur., 2005., Fearnley i sur.,
2007.), te sekvenciranje 1 filogenijske analize gena (Paster i sur., 1991., Slack i sur., 2006.,

Cerqueira i sur., 2009.).
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Genomskim klasificiranjem leptospira do sada je utvrdeno postojanje 9 patogenih, 5
intermedijernih vrsta (Cija patogenost nije potpuno razjasnjena) i 6 saprofitskih (apatogenih)
genomskih vrsta (Yasuda i sur., 1987., Gravekamp i sur., 1993., Levett i sur., 2006., Matthias
i sur., 2008., Slack i sur., 2009., Ko i sur., 2009.) (tablica 3).

Tablica 3. Genomsko klasificiranje vrsta leptospira (izvor: Ko i sur., 2009.).

Patogene vrste leptospira Intermedijarne vrste leptospira Apatogene vrste leptospira
Leptospira interrogans Leptospira inadai Leptospira biflexa
Leptospira kirschneri Leptospira fainei Leptospira meyeri
Leptospira noguchii Leptospira broomii Leptospira wolbachii
Leptospira alexanderi Leptospira licerasiae Leptospira genomospecies 3
Leptospira weili Leptospira wolffii Leptospira genomospecies 4
Leptospira genomospecies 1 Leptospira genomospecies 5

Leptospira borgpetersenii
Leptospira santarosai

Leptospira kmetyi

2.2.3 Morfologija leptospira

Leptospire su tanki, fleksibilni, zavojiti mikroorganizmi promjera 0,1 - 0,15 pm i duZzine 6 -
20 um. Vrlo su njezne grade, te imaju najvise spiralnih zavoja od svih ostalih spiralnih
bakterija. Zavoji su orijentirani udesno, a duzina im je 0,5 um (Faine i sur., 1999.). Neobojane
su vidljive samo mikroskopom s tamnim vidnim poljem (slika 9a) ili fazno - kontrastnim
mikroskopom. Vrlo se slabo boje negativno prema Gramu (Woese, 1987.). Mogu se bojiti i
prema Giemsi, te bojenjima koja se temelje na impregnaciji srebrom (prema Levaditiju,

Wathin- Starryju 1 Dieterleu) i tada su vidljive svjetlosnim mikroskopom (Faine i sur., 1999.).
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Elektronska mikroskopija otkrila je tri glavne strukturne sastavnice stanice leptospira (slika

9b) (Hovind- Hougen, 1986.):

1. vanjsku ovojnicu
2. dvije periplazmatske flagele ili aksijalna filamenta

3. protoplazmatski cilindar

Slika 9. Leptospira pod mikroskopom u tamnom vidnom polju (a) i elektronskom

mikroskopu (b) (izvor http://images.sciencedaily.com).

Vanjska ovojnica sastoji se od povrSinske membrane i vanjske membrane (slika 10). Ispod
vanjske ovojnice nalazi se peptidoglikanska membrana koja daje stanici Cvrstocu, te
citoplazmatska membrana koja obavija stani¢nu citoplazmu. Lipopolisaharidi vanjske
ovojnice (LPS) ¢ine glavne antigenske epitope leptospira. Oni su strukturalno i imunosno vrlo
sli¢ni lipopolisaharidima ostalth Gram negativnih bakterija, ali znatno su nize toksi¢nosti

(Faine i sur., 1999., Albert i sur., 2009.).
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Slika 10. Grada membrane leptospire (VM — vanjska membrana; UM- unutrasnja membrana;
LPS- lipopolisaharidi; LipL.32, LipL41, LipL41, LipL36, Lig B, ABC, Sec, OmpL1, Omp85,
LolCDE, ABC - membranski proteini (Albert i sur., 2009.).

Aksijalni filamenti leptospira su strukturalno sli¢ni flagelama ostalih bakterija koje se
negativno boje prema Gramu. One omogucuju pokretljivost leptospire. Aksijalni filamenti
pocinju subterminalno na oba kraja bakterije sa slobodnim krajevima koji su usmjereni prema
sredini stanice, a s unutraSnjom stranom citoplazmatske membrane povezani su svojim
subterminalnim krajem. Povremenim kontrakcijama uzrokuju rotaciju spirale Sto uzrokuje
pokretanje. Zabiljezene su tri razli¢ite vrste kretnji: rotacija oko centralne osi, progresivno i
cirkularno kretanje (Charon i Goldstein, 2002.). Aksijalni filamenti imaju polarne insercije u
periplazmatskom prostoru, odnosno prostoru izmedu vanjske membrane i peptidoglikanske
membrane. Tu se spajaju s protoplazmatskim cilindrom. Protoplazmatski cilindar se spiralno
ovija oko flagela. Unutar njega se nalazi citoplazma u kojoj se nalazi: genomski materijal,
ribosomi, mezosomi i neidentificirane inkluzije vidljive elektonskim mikroskopom (Albert 1

sur., 2009.).

Morfoloska grada pojedinog soja mijenja se ovisno o broju pasaza in vitro i uzgojnoj podlozi.
Prvotna morfologija izolata se nakon uzgoja in vitro moze povratiti pasazom na hrcku (Ellis 1

sur., 1983.b).
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2.2.4 Biokemijska i uzgojna svojstva leptospira

Leptospire su spororastuce, vrlo pokretne spiralne bakterije. Obligatni su aerobi. Optimalna
temperatura potrebna za rast i razmnozavanje je 28° C do 30° C, a optimalan pH se kreée u
rasponu 7,2 do 7,6. Za rast leptospira neophodni su ugljik, dusik, vitamini B1 1 B12, te
minerali: kalcij, magnezij i1 zeljezo. Kao osnovni izvor duSika leptospire rabe amonijeve soli.
Masne kiseline dugih lanaca glavni su im izvor ugljika, budu¢i da nemaju sposobnost
metabolizirati ugljikohidrate i aminokiseline (Baseman i Cox, 1969.) Od organskih tvari
potrebni su im vitamini B1 1 B12. Patogene leptospire sintetiziraju samo purinske baze, dok

saprofitske sintetiziraju vlastite purine i pirimidine (Faine i sur. 1999.).

Leptospire se uzgajaju u tekué¢im ili poluteku¢im hranidbenim podlogama. Najcesce se rabe
tekuca hranidbena podloga prema Korthofu, ili prema Ellinghausenu (EMJH), te polutekuca
hranidbena podloga prema Fletcheru (Ellinghausen i McCullough, 1965., Johnson i Harris,
1967., Faine 1 sur., 1999.). Vrlo ¢esto se u hranidbene podloge dodaje kuniéji serum ili govedi

serumski albumini, koji sluze za detoksikaciju 1 poboljsani rast leptospira.

Leptospire su jako pokretne spiralne bakterije. Postoje dvije vrste kretanja, translacijsko i
netranslacijsko (Levett, 2001.). Nacin pokretanja leptospira ovisi o vrsti hranidbene podloge
u kojoj rastu. U tekuc¢oj hranidbenoj podlozi pokretljivost omogucuje spiralna grada bakterije

s kukicama na oba kraja. U polukrutoj podlozi pokrecu se na osnovi svoje fleksibilnosti.

Saprofitske vrste imaju sposobnost rasta i na nizim temperaturama, zbog Cega je uzgojem

izolata pri temperaturi od 13° C moguce razlikovati patogene od nepatogenih leptospira.

Postupak izdvajanja leptospira iz klinickog materijala vrlo je zahtijevan. Kao dodatni izvor
piruvata, a u svrhu bolje uspjesnosti izdvajanja leptospira iz klinickog materijala, hranidbenoj
podlozi se dodaje kuni¢ji serum. Da bi se umanjila moguénost kontaminacije drugim
bakterijama iz klinickog materijala, hranidbenoj podlozi se dodaju antimikrobne tvari, od
kojih su najpoznatije 5 - fluorouracil, rifampicin, gentamicin ili neki drugi antibiotici na koje
su leptospire neosjetljive. Buduc¢i da leptospire rastu relativno sporo, nakon nasadivanja
materijala potrebno je redovito mikroskopski provjeravati nasadenu hranidbenu podlogu, jer
je rast izolata moguce zapaziti ¢ak i tek nakon 16 tjedana od nasadivanja iz klinickog

materijala.
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2.2.5 Struktura genoma leptospira

Sekvenciranjem genoma dviju patogenih genomskih vrsta Leptospira interrogans (Ren i sur.,
2003.) i Leptospira borgpetersenii (Bulach 1 sur., 2006.), te saprofitske vrste Leptospira
biflexa, potvrdeno je da su leptospire filogenijski vrlo sli¢ne ostalim spirohetama, jedina je
razlika u tome Sto imaju veéi genom u usporedbi s ostalim spiralnim bakterijama
(Nachimento i sur., 2004., Bulach i sur. 2006.). Leptospira biflexa je saprofitska vrsta koja
zivi u povrSinskim vodama i tlu. Patogene vrste Leptospira interrogans 1 Leptospira

borgpetersenii uzrocnici su leptospiroze.

Genom patogenih vrsta leptospira veliCine je otprilike 5 000 kb. Sastoji od dva kruzna
kromosoma koji se nazivaju CI i CII kromosom. Saprofitska vrsta Leptospira biflexa ima jo$

jedan dodatni replikon veli¢ine 74 kb.

CI kromosom genomske vrste Leptospira interrogans serovar Copenhageni, soj Fiocruz L1-
130, sadrzi 4 349 158 baznih parova. Genomska vrsta Leptospira biflexa serovar Patoc soj
Ames, ima CI kromosom veli¢ine 3 603 977 bp. Manji kromosom CII u Leptospira
interrogans soj Fiocruz L1-130 sadrzi 359 372 bp.

Brojni geni leptospira su klonirani i analizirani uklju¢uju¢i gene za sintezu aminokiselina,
gene koji kodiraju ribosomalne proteine, RNA polimerazu, zatim gene za popravak DNA,
gene koji kodiraju vanjsko membranske proteine, flagelarne i druge proteine (Bharti i sur.,
2003., Nascimento i sur., 2004.). Genskim analizama razvijaju se nove spoznaje o fiziologiji

leptospira, patogenezi i faktorima virulencije (Levett, 2001.)

2.2.6 Epizootiologija i epidemiologija leptospiroze

Leptospiroza je najraSirenija svjetska zoonoza. Javlja se u mnogih vrsta domacih i divljih
zivotinja 1 Covjeka. Izvori zaraze su mokraca zivotinja oboljelih od leptospiroze kao i
zivotinja kliconosa, te kontaminirana voda, tlo i1 hrana. Izlu¢ivanje uzro¢nika moze uslijediti
tijekom bolesti, u rekonvalescenciji, ali i nakon ozdravljenja (Zaharija i sur., 1982.), te moze
biti trajno ili pak samo povremeno (Adler i de la Pena Moctuezuma, 2010.). Zivotinje koje
izluCuju leptospire mokracom nazivamo kliconoSama leptospira (Zaharija i1 sur., 1982.).

Leptospire slabo preZivljavaju u mokraci s niskom pH vrijednosti. Upravo zbog toga Zivotinje
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s alkalnom mokracom predstavljaju vazniji izvor infekcije. Iz mokrace leptospire dospijevaju
u povrsinske vode i tlo, te tu prezivljavaju tjednima, pa ¢ak i mjesecima. Njihovom opstanku
izvan domacina doprinosi moguénost grupiranja i stvaranja biofilma (Trueba i sur., 2004.,
Ristow 1 sur., 2008.). Topla i vlazna klima iznimno pogoduju prezivljavanju leptospira u
okolisu. Podruc¢ja s najve¢om pojavnosti leptospiroze su zemlje tropskog pojasa, te zemlje u
razvoju, u kojima neuredeni higijenski uvjeti i nacin Zivota osobito pogoduju pojavnosti
infekcije, ali 1 podrucja u kojima klimatski, geografski i edafski ¢imbenici pogoduju nastanku
prirodnih Zarista leptospiroze poput Hrvatske. U proteklih 15 godina pojavile su se epidemija
leptospiroze u Brazilu, Tajlandu, Filipinima i drugim zemljama tropskog pojasa, kao
posljedice nesredenih kanalizacijskih sustava 1 prirodnih nepogoda - poplava (Ko i sur., 1999.,
Thaipadungpanit i sur., 2007., Amilsan i sur., 2012.). Podrucja koja su podvrgnuta Cestim
navodnjavanjima takoder su vrlo Cesti izvor infekcije leptospirozom (Ko i sur., 1999.).
Prirodnim zariStima leptospiroze nazivamo podrué¢ja u kojima su prisutni uvjeti koji pogoduju
odrzavanju odredenih serovara leptospira i1 Sirenju infekcije. Do infekcije najceS¢e dolazi
nakon izravnog kontakta s infektivnom mokra¢om ili pak neizravno, nakon kontakta s
vodama, hranom ili tlom kontaminiranim leptospirama. Uzro¢nik ulazi u organizam kroz
posjekotine na kozi ili sluznici (Faine i sur., 1999.). Infekcije ljudi u proslosti su bile vise
vezane uz profesionalna oboljenja stocara, radnika u poljima rize, veterinara,
poljoprivrednika, rudara, mesara, odnosno ljudi koji su dolazili u kontakt sa Zivotinjama
oboljelim od leptospiroze, to¢nije njihovom mokra¢om. U danasnje vrijeme u ekonomski
razvijenim zemljama leptospiroza je bolest od koje naj¢es¢e obolijevaju ljudi koji se bave
nekom sportskom aktivno$Séu npr. plivanjem u vodama stajaCicama kontraminiranim
leptospirama (Radl i sur., 2011.) ili turista koji posjecuju tropske zemlje gdje je povecana

mogucénost infekcije.

Zivotinje prijemljive za infekciju leptospirama s obzirom na meduodnos sa uzro¢nikom

bolesti dijele se na:

1. rezervoare bolesti
2. evolucijske domacine

3. sluc¢ajne domacine

Rezervoari bolesti su zivotinje kod kojih nakon infekcije, vrlo Cesto, ne dolazi do razvoja
bolesti ili dolazi samo do njenog blazeg oblika. Znacajno je da kod njih dolazi do trajnog

naseljavanja leptospira u bubrezne kanalice, te najces¢e dozivotnog kliconostva (Faine i sur.,
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1999.). Najznacajniji rezervoari leptospiroze su misoliki glodavci. Obi¢no se inficiraju u ranoj
dobi. Infekcija se Siri horizontalno, a vjerojatno i vertikalno sa Zivotinje na zivotinju. Izvor
zaraze, za zivotinje 1 ¢ovjeka, je mokraca zivotinje kliconoSe (Faine i sur., 1999.). Vrste
miSolikih glodavaca - rezervoara iz kojih su na podru¢ju R. Hrvatske izdvojene leptospire su
zutogrli mi$ (Apodemus flavicollis), Sumski miS (Apodemus sylvaticus), obi¢na rovka (Sorex
araneus), poljska voluharica (Myodes glareolus), te obicni puh (Muscardinus avellanarius)
(Zaharija, 1968., Zaharija 1 Modri¢, 1971., Bor¢i¢ i sur., 1982., Bor¢i¢ i sur., 1983., Milas i
sur., 2002., Turk i sur., 2003.). Razli¢iti serovari leptospira prilagodili su se infekciji 1
suzivotu s razli¢itim zivotinjskim vrstama, koji im onda sluze kao rezervoar bolesti. Visok
stupanj medusobne prilagodbe razvili su Stakor (Rattus norvegicus) 1 serovar
Icterohaemorhagiae 1 Copenhageni, zatim poljska voluharica (Myodes glareolus) 1 serovar
Grippotyphosa; kuéni mi§ (Mus musculus) 1 serovar Saxkoebing; Zzutogrli mi§ (Apodemus

flavicollis) 1 serovar Bratislava i poljski mi§ (Apodemus agrarius) i serovar Pomona.

Istrazivanjima rezervoara bolesti dobivamo uvid u epidemiologiju i epizootiologiju
leptospiroze, te prisutnost nekog serovara na odredenom podrucju. Rizik obolijevanja ljudi
od leptospiroze u izravnoj je vezi s brojnos¢u populacije rezervoara na osnovi vece ili manje

izloZenosti ljudi kontamiranom okoliSu.

Slucajni domacini su Zivotinje koje nakon infekcije pokazuju klinicke znakove bolesti. Samo
im ime govori da su se sasvim slucajno ukljucili u epidemiolosko - epizootioloski ciklus
leptospiroze. U slucajne domacine spadaju i ljudi. Nakon infekcije o€ituju klinicke znakove
bolesti, a nakon preboljenja mogu izlucivati uzrocnika mokrac¢om. Uzrok infekcija u ljudi
najcesce je kontakt s mokracom miSolikih glodavaca. Seroloska skupina Australis navodi se
kao najucestaliji vjerojatni uzrocnik leptospiroze u ljudi u Hrvatskoj (Balen Topi¢ i sur.,
2010.), dok se u ostalim europskim zemaljama (Italija, Njemacka, Francuska) kao
najucestaliji vjerojatno infektivni serovar navodi serovar Ichterohaemorrhagiae (Ciceroni i
sur., 2000., Jansen i sur., 2005., Baranton i1 Postic, 2006.). Vazno je napomenuti da se
Hrvatska istice medu ostalim europskim zemljama po visokom postotku infekcije (1,83
oboljelih na 100 000 stanovnika) po ¢emu zauzima prvo mjesto po broju oboljelih od
leptospiroze u Europi (Balen Topi¢ i sur., 2010.), te 13. mjesto po broju oboljelih u svijetu
(Pappas i sur., 2008.). Vrlo visoka incidencija infekcije 1 specificnost infektivnih serovara
objaSnjava se ¢injenicom da Hrvatska spada u arhai¢na prirodna Zarista leptospiroze. Podrucja

su to koja svojim povoljnim klimatskim, hidroloskim i edafskim uvjetima utje¢u na pojavnost
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leptospiroze, u prvom redu zbog ocCuvanosti prirodnih staniSta glodavaca - rezervoara

leptospiroze.

Evolucijski domacini su zivotinje kod kojih je u toku proces prilagodbe odredenog serovara
leptospire na tu Zivotinjsku vrstu. Budu¢i da prilagodba jo$ nije sasvim zavrsSila, te Zivotinje
nakon infekcije imaju blage simptome bolesti, te nakon njih izlucuju leptospire urinom i do
nekoliko mjeseci. Domace Zivotinje evolucijski su domacini nekih serovara leptospira. Tako
su npr. goveda evolucijski domacini serovara Hardjo i Pomona (Leonard 1 sur., 1992.). Psi su
evolucijski domacini serovara Canicola (Faine i1 sur., 1999.), a svinje serovara Pomona,
Tarassovi i1 Bratislava (Ellis, 1986.). Za konje se smatra da su evolucijski domacini serovara
Bratislava (Ellis, 1999.), no =zabiljezene su i ceste infekcije serovarima Pomona,
Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae 1 Canicola gdje konj predstavlja slu¢ajnog domacina

(Faine 1 sur., 1999.).

2.2.7 Patogeneza leptospiroze

Mnoga istrazivanja usmjerena su ka razjaSnjavanju patogenog djelovanja leptospira na
organizam domacina, no jo§ uvijek nije detaljno razjasnjen mehanizam patogeneze. Razlog
tome je izmedu ostalog i sposobnost leptospira da se prilagode uvjetima okolisa u kojem se
nalaze. Ustanovljeno je da postoje razlike u proteinima koje leptospire izrazavaju u in vivoiu
in vitro uvjetima, S$to uvelike otezava proucavanje patogeneze leptospiroze (Nally 1 sur.,

2001.).

Vazni Cimbenici virulencije leptospira su: sposobnost prianjanja, pokretljivost, tvorba

toksina, te povrSinski proteini leptospira.

Prianjanje leptospira na stanice domacina, preko oSte¢ene koze ili sluznice, prvi je stadij
infekcije. Patogeni sojevi na svojoj povrSini imaju izraZzene fibronektin - vezujuce proteine.
Oni vezu fibronektin koji pomaze u prianjanju i prodiranju leptospira u organizam domacina

(Mérien i sur., 2000.).

Pokretljivost leptospira izuzetno je vazan mehanizam virulencije u pocetnoj fazi infekcije.
Genomskom analizom L. interrogans ustanovljeno je postojanje ¢ak 50 razlicitih gena koji se

povezuju s pokretljivoséu leptospira (Ren i sur., 2003.). Patogene leptospire imaju sposobnost
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kemotaksije prema hemoglobinu. Devet gena patogenih sojeva kodira hemolizine 1

sfingomijelinaze (Lee i sur., 2002.).

Ulaskom u organizam domacina zapocinje stadij bakterijemije. Prolaskom kroz stanice
domacina leptospire dospijevaju do ciljnih organa (Thomas i Higbie, 1990., Barocchi i sur.,
2002.), mada se ranije smatralo da, kao 1 ostale spirohete, prolaze kroz medustani¢ne prostore
(Haake 1 Levett, 1994.). Smatra se da klinicko ocitovanje leptospiroze zapocinje
proizvodnjom aglutiniraju¢ih protutijela (Faine 1 sur., 1999.). Porastom koncentracije
protutijela, leptospire nestaju iz cirkulacije, ali se zadrzavaju u proksimalnim bubreznim
kanali¢ima domacina, gdje su nedostupne protutijelima. Tada pocinje faza povremenog ili
stalnog izlucivanja leptospira urinom. Leptospire u bubrezima domacdina mogu izazvati
oStecenja. Izrazito je vazna Cinjenica da ne izazivaju nikakve patoloske procese u bubrezima
zivotinja rezervoara. Do komplikacija leptospiroze dolazi zbog imunosnih procesa nakon
tvorbe protutijela. Pretpostavka je da se tijekom imunosnih reakcija oslobadaju strukturni
dijelovi leptospira koji poti¢u proizvodnju upalnih citokina. Oni posreduju pri upali i
oSte¢enju ciljnih organa (Diament i sur., 2002.). OsteCenjem epitela lokalnih krvnih zila
dolazi do lokalizirane ishemije u ciljnim organima. To dovodi do nekroze bubreznih kanalica,
osteCenja jetre, pluéa ili placente, te upale misi¢ja ili mozdanih ovojnica. Cesto i nakon
oporavka zaostaju kroni¢na oSte¢enja bubrega. U srediSnjem ziv€anom sustavu kao posljedica

nastanka imunosnih reakcija takoder mogu nastati upalni procesi.

Ustanovljeno je da postoji homologija nekih proteina leptospira s proteinima zivotinja i ljudi.
Ti proteini leptospira mogu pokrenuti autoimunosni odgovor. Rekurentni uveitis (mjesecna
sljepoca) u konja najvjerojatnije je posljedica autoimunosne reakcije specifi¢nih protutijela na

leptospire 1 okularnog tkiva (Faber i sur., 2000.).

Humoralni odgovor, odnosno stvaranje protutijela na specifi¢ne lipopolisaharide (LPS)
vanjske ovojnice leptospira, glavni je ¢imbenik imunosnog odgovora organizma domaéina na
patogeni soj (Adler i Faine, 1977.). Tijek 1 ishod bolesti uvelike ovisi i o gradi LPS-a
leptospira (Nally 1 sur., 2005.), odnosno infektivnom serovaru leptospira. Protutijela nastaju
ve¢ nekoliko dana nakon infekcije. Nakon opsonizacije, mikroorganizam se djelovanjem

retikuloendotelnog sustava uklanja iz organizma domacina.

Novija istrazivanja pokazuju da i stani¢ni odgovor domacina sudjeluje u imunosnoj reakciji

(Naiman 1 sur., 2002.).
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2.2.8 Leptospiroza u konja

Prvi slucaj prirodne infekcije leptospirama u konja zabiljezen je u Rusiji, 1947. godine
(Ljubasenko i Novikova, 1947.). U Hrvatskoj je klini¢ki nalaz leptospiroze u konja prvi puta
utvrden svega nekoliko godina kasnije, 1951. godine (Zaharija, 1953.).

Rezultati seroloskih istrazivanja leptospiroze u konja pokazuju relativno visok postotak

infekciju leptospirama od ostalih vrsta domacih zivotinja (Ellis, 1999.).

Najces¢i infektivni serovari su Pomona, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae 1 Canicola
(Faine 1 sur., 1999.). Rezultati seroloskih istrazivanja provedenih na populaciji konja
Republike Hrvatske, takoder ukazuju na visoku seroprevalenciju leptospiroze (Cvetnic i sur.,
2004.) s najveCom ucestalos¢u infektivnih serovara seroloske skupine Australis, Pomona i

Grippotyphosa (Habus i sur., 2008., Turk i sur., 2013.).

Seroloska istraZivanja klinicki zdravih konja pokazala su da serovar Bratislava, seroloske
skupine Australis, ima visoku seroprevalenciju u Kanadi (Lees i Gale, 1994.), Svicarskoj
(Blatti 1 sur., 2011.), Sjevernoj Americi (Barwick i sur., 1998.), Juznoj Americi (Hamond i
sur., 2012.b), Sjevernoj Irskoj (Ellis 1 sur. 1983.). Na osnovu toga, smatra se da je u tijeku

evolucijska prilagodba konja na serovar Bratislava (Ellis, 1999.).

Konji se najces¢e inficiraju u izravnom kontaktu s urinom Zzivotinja kliconosa, ili pak u
neizravnom kontaktu s vodom i1 hranom kontaminiranom urinom Zivotinja kliconosa. Veci
postotak seroloski pozitivnih konja zamijecen je u skupno drzanih zivotinja, u odnosu na
pojedinacni uzgoj (Baverud i sur., 2009.). U odraslih konja zapazen je razvoj viseg titra

protutijela nego u mladih konja (Hines, 2007., Baverud i sur., 2009.).

Leptospiroza uzrokuje goleme ekonomske gubitke u industriji konja SAD-a (Donahue, 2001.,

Newman i Donahue, 2007.).

Usprkos velikom broju provedenih istrazivanja leptospiroze u konja, relativno malo se zna o
uzro¢nicima bolesti. Razlog tome je mali broj izdvojenih leptospira iz inficiranih konja.
Potpuni uvid u svojstva infektivnog soja moguée je dobiti samo na osnovu cjelovite

identifikacije izolata (Ellis i sur. 1983.).
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2.2.8.1 Klinicka slika leptospiroze u konja

Relativno mali broj klinickih slucajeva leptospiroze u konja, dokaz je da infekcija najCesce
prolazi bez vidljivih klini¢kih znakova (Ellis 1 O' Brien, 1988., Wood, 1994.). U gravidnih
zivotinja leptospiroza se ocituje pobacajem i Cesto je to jedini klinicki simptom ove bolesti.
Unato¢ tome mogu¢ je i razvoj teskih akutnih oblika leptospiroze u konja (Bernard, 1993.,

Bernard i sur., 1993.).

Najnovija istrazivanja pokazala su da 1 subklinicka leptospiroza moze imati utjecaj na
slabljenje fizicke sposobnosti konja. Dokazano je to na primjeru trkac¢ih konja sa
subklinickom leptospirozom, koja se negativnho odrazila na njihove sportske rezultate
(Baverud 1 sur., 2009., Hamond i sur., 2012.). Subklini¢ka leptospiroza u konja ne smije se
zanemariti 1 zbog Cinjenice Sto inficirani konji, zbog povremenog izlucivanja uzro¢nika
urinom, predstavljaju moguci izvor Sirenja leptospiroze, pa stoga i izravnu opasnost od zaraze
za ljude ili ostale domace Zivotinje (Barwick i sur., 1997., Hamond i sur., 2012.). Urin konja
ima idealan pH (7,5- 7,9) za prezivljavanje leptospira, a time onda i Sirenje zaraze (Hamond 1

sur., 2012.).

2.2.8.1.1 Akutni oblici leptospiroze u konja

U tezim oblicima bolesti, akutna infekcija zapoCinje izrazenim op¢im infekcijskim
sindromom, anoreksijom i1 nevoljkos¢u. Od ostalih simptoma pojavljuju se slabost u
miSi¢ima, Zutica 1 hematurija (Brudnjak i sur., 1956., Zaharija i sur., 1982.). Zapazena je i
pojava fotofobije, iscjetka i suzenja ociju, te natecenost vjeda (Zaharija i sur., 1982.). Akutna
septikemija s trajnim oStecenjima jetre, bubrega i plu¢a u konja takoder je zabiljezena, ali je

iznimno rijetka (Hamond i sur., 2011.).

Pobacaj je takoder vrlo Cesta posljedica akutne infekcije leptospirozom (Kinde 1 sur., 1996.,
Faine 1 sur., 1999.). U gravidnih kobila, infekcija posteljice pokre¢e imunosni odgovor koji
posljedicno dovodi do vaskulitisa, edema, tromboze, stani¢ne infiltracije, nekroze i
kalcifikacije. Do pobacaja najces¢e dolazi u zadnjem stadiju gravidnosti, kao posljedica
potpune narusenosti funkcije posteljice (Wiliams i sur., 1994.). Zdrebad, inficirana u uterusu,
moze pokazivati teSke klini¢ke oblike bolesti koja vrlo Cesto imaju letalni ishod (Bernard 1

sur., 1993., Faine i sur., 1999.). U vedini slufajeva pobacaji su povezani s vjerojatno
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infektivnim serovarima Pomona, Icterohaemorrhagiae i Grippotyphosa (Donahue i sur.,

1991., Kinde i sur., 1996.).

2.2.8.1.2 Kronicni oblici leptospiroze u konja

U konja se kroni¢ni oblik leptospiroze ocituje pojavom rekurentnog uveitisa ili ,,mjesene
sljepoce®. Javlja se 1 do nekoliko mjeseci nakon infekcije patogenim leptospirama (Brudnjak 1
sur., 1956., Faine i sur., 1999., Verma i sur., 2012.). Ukoliko se ne dijagnosticira na vrijeme i
ne lije¢i pravilno, moze dovesti 1 do sljepo¢e. Smatra se da je razvoj ,,mjesecne sljepoce™

posljedica autoimunosnog procesa (Wolanke i1 sur., 1998., Faber i sur., 2000.).

2.2.9 Leptospiroza u ostalih domacih Zivotinja

2.2.9.1 Leptospiroza u goveda

U goveda infekcija leptospirama najcesce prolazi asimptomatski, ali poznati su i slucajevi
razvoja tezeg oblika bolesti s izrazenim opéim infekcijskim sindromom, ikterusom,
hemoblubinurijom, a kao posljedica infekcije Cesto se javlja i znacajan pad mlije¢nosti (Faine
i sur. 1999.). Smatra se da su goveda evolucijski domacini za serovar Hardjobovis. Infekcija
tim serovarom obi¢no ne uzrokuje pojavu bolesti, dok infekcija drugim serovarima, npr.
Pomona, Grippotyphosa ili Icterohaemorrhagiac moze uzrokovati tezi klinicki oblik
leptospiroze u tovne teladi i junadi (Zaharija, 1955., Modri¢ 1 sur., 1979., Ellis, 1994., Faine i
sur., 1999.). Bolest se u njih ocituje poviSenom temperaturom, anemijom, zuticom, a moze
rezultirati 1 uginu¢em (Faine i sur., 1999.). U gravidnih goveda moze se javiti pobacaj ili
preuranjeno teljenje s posljedicom avitalnosti teladi. U istrazivanjima leptospiroze teladi u
Hrvatskoj najc¢es¢a ustanovljena infekcija bila je infekcija serovarom Pomona (Zaharija,
1955., Modri¢ i sur., 1979.). U junadi je pak ustanovljena najc¢e$¢a infekcija serovarom

Tarassovi (Zaharija i Modri¢, 1971.).
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2.2.9.2 Leptospiroza u svinja

Infekcija u odraslih svinja vrlo Cesto prolazi asimptomatski. Tezi klinicki oblici bolesti
moguci su u prasadi i tovljenika, a o€ituju se pojavom visoke temperature, Zuticom, pa ¢ak i
uginu¢em slabije prasadi (Modri€ i sur., 2006.). Infekcija moze i u svinja biti uzrok pobacaja i
reprodukcijskih poremetnji. Svinje su evolucijski domacini za serovare Bratislava, Pomona i
Tarassovi koji u njih rijetko uzrokuju pojavu bolesti (Faine i sur., 1999.). Takoder je moguca i
infekcija serovarima Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Hardjo i Canicola (Modri¢ 1 sur.,

2006.).

2.2.9.3 Leptospiroza u koza i ovaca

Infekcija leptospirama u koza i ovaca u veéini slucajeva prolazi inaparentno. Najcesci
infektivni serovari su Grippotyphosa, Pomona, Bratislava i Hardjo. Klinicka leptospiroza
javlja se obi¢no u mladih Zivotinja. Moze biti uzrokom reprodukcijskih poremetnji, pobacaja
ili uginuéa janjadi 1 jaradi (Faine i sur., 1999.). U ve¢ini slucajeva infekcija se otkriva tek

utvrdivanjem serokonverzija.

2.2.9.4 Leptospiroza u pasa

-----

Grippotyphosa (Zaharija, 1954., Modrié i sur., 1985., Faine i sur., 1999., Stritof Majeti¢ i sur.,
2012.). Vrlo su ceste subklinicke infekcije pracene dugotrajnim izlucivanjem leptospira
urinom. Blazi oblici bolesti popraceni su nespecifiénim simptomima, koji se povlace spontano
ili nakon terapije antibioticima, te bolest vrlo Cesto ostaje nedijagnosticirana. Tezi slucajevi
o¢ituju se hemoragijskim gastroenteritisom, oSteCenjima bubrega, jetre ili pluca, te su
povezani s visokom smrtnosti. Leptospiroza u pasa takoder moze rezultirati pobacajem ili pak

razvojem uveitisa 1 konjuktivitisa (Faine i sur., 1999.).
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2.2.9.5 Leptospiroza u macaka

Klini¢ka leptospiroza u macaka je iznimno rijetka (Faine i sur., 1999.). Kao i u drugih
zivotinja, infekcija leptospirama moze biti uzrokom pobacaja (Reilly i sur., 1994.).
Seroloskim testovima dokazana je prisutnost protutijela na leptospire (Modri¢, 1978.), a iz
bubrega macaka su izdvojeni serovari Pomona, Icterohaemorrhagiae, Australis i Bataviae

(Modri¢, 1978., Modri¢ i sur., 1981.).

2.2.10 Leptospiroza u ljudi

Leptospiroza u ljudi najces¢e prolazi inaparentno ili s tek blagim klinickim ocitovanjem.
Upravo zbog toga u vecini slucajeva bolest ostaje poddijagnosticirana i neprijavljena u
epidemioloskim izvjeStajima. Blazi oblik leptospiroze zapocinje pojavom opceg infekcijskog
sindroma koji se ocituje vruéicom, bolovima u miSi¢ima i trbuhu, glavoboljom 1
konjuktivalnim podljevima. Blazi klinicki simptomi u vecini slucajeva prolaze i bez lijecenja
za otprilike tjedan dana. Tezi oblik leptospiroze, tzv. ikteri¢ni oblik, javlja se u otprilike 5 do
15% slucajeva, te se naziva Weilova bolest. Od simptoma se javljaju vrudica, krvarenja,
ostecenja jetre i zatajenje bubrega. Zabiljezena je smrtnost od tog oblika leptospiroze u 5 do
15% pacijenata (Levett, 2001.). U novije vrijeme porastao je broj slucajeva leptospiroze s
teSkim pluénim hemoragijskim sindromom. U viSe od 50% pacijenata s tim oblikom
leptospiroze, zabiljeZen je smrtni ishod bolesti (Ahmad 1 Sarwari, 2010., Helmerhorst 1 sur.,
2012.). U proslosti su od leptospiroze obolijevali ljudi profesionalno izloZeni vec¢em riziku
od infekcije. Ugrozene skupine su bile uzgajivaci stoke, veterinari, poljoprivrednici, mesari i
rudari. Danas je leptospiroza bolest s najveCom pojavnosti u nerazvijenim tropskim zemljama
koje imaju nesredene higijenske uvjete Zivota, te u zemljama pogodenim cestim poplavama,
te u zemljama s prirodnim ZzariStima leptospiroze. U razvijenim zemljama od leptospiroze
najcesc¢e obolijevaju rekreativci i sportasi plivaci u povrSinskim vodama (Lingappa i sur.,

2004.), te turisti posjetitelji tropskih zemlja.
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2.2.11 Dijagnostika leptospiroze

Boravak u prirodi, u blizini staja¢ih voda i rijeka, ili u okoliSu kontaminiranom urinom
miSolikih glodavaca, moze biti vrlo vazan anamnesticki podatak koji upuéuje na infekciju
leptospirama. Klinicki znakovi leptospiroze u ljudi i Zivotinja su pojava iktericnih oblika
bolesti pracenih poviSenom temperaturom, hepatorenalni sindrom, leukocitoza 1
trombocitopenija. Pobacaj kod kobila, krava ili krmaca, takoder upucuje na mogucu infekciju
leptospirama. Zbog raznolikosti klinickih znakova, vrlo je tesko postaviti dijagnozu samo na
temelju klinicke slike. Potvrda leptospiroze zbog toga se temelji na laboratorijskim
pretragama koje ukljucuju mikrobioloSke metode kojima izravno dokazujemo prisutnost
uzro¢nika, zatim molekularne metode kojima se dokazuje prisutnost genskog materijala
uzrocnika, ili pak seroloske metode kojima se dokazuju specifi¢na protutijela. Leptospire je u
krvi, cerebrospinalnoj tekucini ili tekucini iz peritoneuma moguce dokazati u prvih 7 do 10
dana od pocetka bolesti. Nakon toga leptospire se izluCuju urinom, pa je i dokaz njihove
prisutnosti, mogu¢ jedino analizom urina. IzIu¢ivanje moze biti stalno ili pak povremeno, $to

uvelike otezava dijagnostiku leptospiroze iz urina.

2.2.11.1 Metode izravnog dokazivanja leptospira u krvi, tjelesnim tekuéinama i
histopatoloSkim preparatima

Leptospire se u tjelesnim teku¢inama mogu dokazati promatranjem nativnog preparata pod
mikroskopom s tamnim poljem. U histopatoloskim preparatima leptospire se dokazuju

imunohistokemijskim metodama (slika 11) ili bojenjem preparata srebrom.
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Slika 11. Dokaz prisutnosti leptospira u proksimalnim kanali¢ima psa dobiven

imunohistokemijskom metodom (izvor: Wild i sur., 2002.).
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2.2.11.2 Molekularne metode dokazivanja prisutnosti leptospira

Molekularnim metodama dokazuje se prisutnost genetskog materijala leptospira u krvi,
tjelesnim teku¢inama i histopatoloskim preparatima. NajceS¢e upotrebljavana molekularna
metoda je lancana reakcija polimerazom (PCR) i metoda PCR u stvarnom vremenu (Real
Time PCR). U literaturi je opisan velik broj pocCetnica koje se mogu rabiti za dijagnostiku
leptospiroze PCR metodom, odnosno dokazivanje prisutnosti DNA leptospira u klinickom
materijalu (Brown i sur., 1995., Mérien i sur., 1995., Levett i sur., 2005., Slack 1 sur. 2006.).
Prednosti PCR metode su visoka specifi¢nost, brzina izvodenja, dostupnost metode velikom
broju dijagnostickih laboratorija, te mogucnost kvantifikacije uzroCnika u ispitivanom
materijalu. PCR metodom je moguce dokazati prisutnost leptospira u krvi, urinu,
cerebrospinalnom likvoru ili uzorcima organa 1 tjelesnih tekuc¢ina uzetih posmortem (Brown i
sur., 1995., Mérien i sur., 1995.). Nedostatak PCR metode je Sto zasada njenom uporabom
nije moguce odrediti infektivni serovar koji ima epidemiolosko i javno-zdravstveno znacenje

(Bharti i sur., 2003.).

2.2.11.3 Izdvajanje leptospira iz klinickog materijala

Izdvajanje leptospira iz klinickog materijala iznimno je dugotrajan i slozen dijagnosticki
postupak. Budu¢i da se leptospire u razli¢itim fazama bolesti, nalaze u razli¢itim dijelovima
organizma domacina, izdvajanje se vr$i iz klinickog materijala koji odgovara fazi bolesti. U
pocetnoj fazi, leptospire je moguce izdvojiti iz krvi (prvih 7 dana bolesti). Krv se nacjepljuje
u tekuéu hranidbenu podlogu i inkubira pri temperaturi 28 - 30° C u trajanju i do 6 mjeseci.
Rast izolata provjerava se pod mikroskopom s tamnim poljem, jednom tjedno. Iz urina se
leptospire mogu izdvojiti od sedmog dana bolesti. Budu¢i da leptospire ne mogu prezivjeti u
urinu niske pH vrijednosti, potrebno je kod izdvajanja neutralizirati hranidbenu podlogu. Radi
umanjenja mogucnosti kontaminacije izolata ostalim bakterijama, potrebno je u hranidbenu
podlogu dodati 5- fluorouracil ili neki drugi drugi protektiv. Izdvajanje leptospira iz klinickog
materijala, zbog svoje slabe osjetljivosti i dugotrajnosti, nije od velikog znacaja za kliniku 1
lijeenje, ali ima iznimnu znanstvenu vrijednost, prije svega zato jer omogucuje daljnje

istrazivanje i tipiziranje dobivenog izolata uzro¢nika.
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2.2.11.4 Serolo$ke metode dijagnostike leptospiroze

Prisutnost specificnih protutijela u serumu mogucée je dokazati razliCitim seroloSkim
metodama. U vecini laboratorija za dijagnostiku leptospiroze najcesce se upotrebljava metoda
mikroskopske aglutinacije (MAT). Ostale seroloske metode koje se upotrebljavaju su:
imunoenzimni test, neizravna inhibicija hemaglutinacije, reakcija vezanja komplementa i
druge. Razvijeni su i mnogi komercijalni tzv. brzi dijagnosticki testovi, koji se temelje na
imunoenzimnom testu (ELISA- od eng. enzyme - linked immunosorbent assay) ili pak
makroskopskoj ili tzv. lateks - aglutinaciji. Imunoenzimnim testovima moguce je utvrditi
prisutnost IgM protutijela za lipopolisaharide vanjske ovojnice leptospira u serumu ljudi i
razli¢itih vrsta zivotinja (Abdoel 1 sur., 2011.). Nedostaci imunoenzimnih testova su relativno
visoka cijena 1 niska specifi¢nost, odnosno nemoguc¢nost identifikacije infektivnog serovara
(Shekatkar 1 sur., 2010.). U razvoju novih metoda dijagnostike leptospiroze puno se
pozornosti posvecuje razvoju ELISA testova za detekciju IgG protutijela sa rekombinantnim
vanjsko - membranskim proteinima leptospira, LipL32 i Loa 22 (Chalayon i sur., 2011.).
Lateks - aglutinacijom moguce je dokazati prisutnost IgM 1 IgG protutijela u serumu.
Manjkavosti ovih “brzih* testova su niska osjetljivost, nemoguénost dokazivanja infektivnog

serovara, te vrsna nespecifi¢nost.

2.2.11.4.1 Metoda mikroskopske aglutinacije (MAT)

Referentna seroloska metoda za dijagnosticiranje leptospiroze je mikroskopska aglutinacija ili
MAT. Njome se dokazuje prisutnost IgM i IgG protutijela u pretrazivanom serumu. U
dijagnosticiranju se koristi kao kvalitativna i kvantitativna metoda kojom se moze ustanoviti
postoje li u pretrazivanom serumu protutijela za odredeni serovar leptospira i u kojem su titru.
Kvantitativni dio MAT izvodi se u dvostrukim serijskim razrjedenjima istraZzivanog seruma,
te odreduje titar protutijela za svaki pojedini antigen u panelu antigena. Panel antigena
prilagoden je vrsti Zivotinje Ciji serum istrazujemo, ili je pak prilagoden za seroloSku
dijagnostiku ljudi (Dikken i Kmety, 1978.). Panel se sastoji od referentnih sojeva, razli¢itih
serovara zivih leptospira. Jedan ili viSe serovara moze predstavljati istu serolosku skupinu u
panelu. Paneli antigena, koji se upotrebljavaju u laboratorijima, ovisni su o epizootioloskim i

epidemioloskim prilikama u drzavi i podlozni su promjenama.
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Ocitavanje rezultata MAT metode izvodi se pod mikroskopom s tamnim poljem. To je
subjektivna metoda u kojoj se odreduje postotak slobodnih, neaglutiniranih leptospira u
vidnom polju. Pozitivnim serumom smatra se svaki u kojem je 50% ili viSe leptospira
aglutinirano, odnosno slijepljeno u nakupine (aglutinate). Prednosti MAT- a su specifi¢nost
metode 1 moguénost odredivanja vjerojatno infektivnog serovara. Nedostaci metode su manja
osjetljivost, zahtjevnost za izvodenje, subjektivnost. JoS jedan od nedostataka je 1
nemogucnost razlikovanja rezidualnog titra od onog koji nastaje u akutnoj infekciji. Za
potvrdu akutne infekcije potrebno je pretraZziti tzv. parni serum koji se uzorkuje nekoliko dana
nakon prvog uzorkovanja. Ukoliko se utvrdi Cetverostruki ili veéi porast titra, radi se o
akutnoj infekciji. U akutnom stadiju bolesti ¢esto se u MAT metodi javljaju kooaglutinacije,
odnosno, uz aglutinacije protutijela sa antigenom vjerojatno infektivnog serovara javljaju se i
aglutinacije s drugim serovarima. Cesta je i pojava tzv. paradoksalne reakcije u kojoj se

najvisi titar pokazuje na onaj na serovar koji zapravo nije infektivni (Levett, 2001.).

U svrhu dijagnosticiranja rane faze bolesti i pravovremenog pocetka terapije, razvijaju se brze
1 jednostavne metode s ciljem utvrdivanja IgM protutijela u prvom tjednu bolesti. No, ti brzi

testovi ne mogu zamijeniti MAT upravo zbog njegove visoke specifi¢nosti i preciznosti.

2.2.12 Proteomika u istraZivanjima leptospiroze

Od novijih metoda istrazivanja leptospiroze vazno je spomenuti metode proteomike koje na
osnovu elektroforeze u poliakrilamidnom gelu 1 tzv. ,,imunoblotting-a®“ omogucuju
identificiranje 1 analizu proteina i aktivnih antigena leptospira. Eksperimentalna proteomika
ima klju¢nu ulogu u razvoju specificnih ELISA IgG testova (Haake i sur., 2000., Nally i sur.,
2005., Monahan i sur., 2008., Ko i sur., 2009.). Usprkos ¢injenici da se jo§ uvijek relativno
malo zna o proteinima vanjske membrane leptospira, nekoliko njih se izravno povezuje s
patogenosti leptospira, Omp L1, LipL32, Loa22, LigB, LenA, LipL41, LipL36, Qlp42, LenD
(Nally 1 sur., 2005., Ko i sur., 2009.). Prouc¢avanje vanjskih membranskih proteina koji
pokre¢u imunosni odgovor u domacina vrlo je bitno za razvoj dijagnostickih metoda i
vakcina. Metode proteomike koriStene su u istrazivanju vanjskih membranskih proteina vrste
Leptospira interrogans, serovar Hardjobovis za identificiranje specifi¢nih epitopa seroloske

skupine Hardjo i razvoj vakcine goveda (Brown i sur., 1991.).

34



2.2.13 Lijecenje i prevencija leptospiroze

2.2.13.1 Lijecenje leptospiroze

Leptospire su osjetljive na velik broj antibiotika, medu kojima su aminoglikozidi, tetraciklini,
B- laktami, kinoloni i makrolidi (Levett, 2007.). Antibiotici su djelotvorni u lijeCenju ukoliko
se primijene u pocetku bolesti. Mehanizam njihovog djelovanja svodi se uglavnom na
uklanjanje leptospira iz cirkulacije, a jedino streptomicin i doksiciklin uklanjaju leptospire iz

bubrega (Faine i sur., 1999.).

2.2.13.2 Prevencija leptospiroze

Osnovna prevencijska mjera zastite od leptospiroze je sprjeCavanje, odnosno smanjenje
mogucnosti kontakta domacih zivotinja i ljudi s izvorima infekcije. Najces¢i izvori infekcije
su miSoliki glodavci koji predstavljaju rezervoare bolesti. Kontrolom brojnosti populacije
glodavaca, te odrzavanjem higijensko - sanitarnih mjera zastite, moguce je u velikoj mjeri
suzbiti pojavnost infekcije. Buduéi da je leptospiroza bolest prirodnog zariSta, navedene
preventivne mjere nisu u potpunosti provedive. Potencijalnu opasnost od zaraze predstavljaju
1 subklinic¢ki inficirane domace, te divlje Zivotinje koje izluCuju leptospire urinom. Znacajna
mjera zaStite od leptospiroze je izdvajanje zivotinja kliconoSa od zdravih Zivotinja, te

sprjecavanje kliconoStva terapijom inficirane Zivotinje antibioticima.

U svrhu imunoprofilakse leptospiroze u domacih Zivotinja, na trziStu postoje mnoga
komercijalna cjepiva. Ta su cjepiva bakterini dobiveni inaktivacijom cijele bakterijske
stanice. Njithovom primjenom postize se kratkotrajna (Sestomjesecna), djelomic¢na imunost.
Manjkavost cjepiva je izostanak unakrizne zaStitne imunosne reakcije medu serovarima. U

humanoj medicini cjepiva protiv leptospiroze se ne primjenjuju.
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2.3 Glavni sustav tkivne podudarnosti (MHC sustav)

Glavni sustav tkivne podudarnosti ili eng. major histocompatibility complex (MHC) ¢ini
sustav membranskih glikoproteinskih receptora izlozenih na stanicama kraljesnjaka. Uloga tih
receptora vrlo je vazna u pokretanju imunosnog odgovora. Oni prikazuju proteinske antigene
T-limfocitima (Klein, 1986.). Receptori na T-limfocitima prepoznaju jedino antigene koji su
izlozeni na MHC receptorima. Otkriveni su zahvaljuju¢i njihovoj ulozi u odbacivanju ili
prihvacanju presadka kod transplantacijskih reakcija, zbog ¢ega nose i naziv antigeni tkivne
podudarnosti. Pronadeni su najprije na leukocitima, odakle im pak naziv sustav leukocitnih
antigena koji se Cesto koristi u opisu MHC razli¢itih vrsta, npr. ljudski leukocitni antigen
(eng. human leukocyte antigen, HLA), konjski leukocitni antigen (eng. equine leukocyte

antigen, ELA), pseci leukocitni antigen (eng. dog leukocyte antigen, DLA) i drugi.

Geni glavnoga sustava tkivne podudarnosti najraznovrsnija su, dosad poznata, skupina gena u
kraljesnjaka. Kodiraju stanicne povrSinske receptore, koji imaju kljuénu ulogu u
prepoznavanju vlastitih od stranih molekula, zatim u autoimunosnim reakcijama i imunosnom
odgovoru kod zaraznih bolesti. Polimorfizam MHC gena odrzava se u populaciji prirodnim

odabirom.

Da bi se organizam uspjesno obranio od patogenih mikroorganizama, mora imati sposobnost
razlikovanja vlastitih molekula od stranih. Imunosno prepoznavanje velikim je dijelom pod
kontrolom MHC gena. Oni zauzimaju velik dio genoma, u ljudi oko 4 milijuna baznih parova,
ili 0,1% genoma. MHC genska regija u ljudi ima oko 200 kodiraju¢ih lokusa. Razlikovanje
stranih od vlastitih molekula kontrolirano je MHC genima skupine I i II. Prikazivanjem
antigena, MHC molekule imaju klju¢nu ulogu u zapocinjanju specifi¢énih imunosnih reakcija.
Upravo zbog srediSnje uloge u imunosnom odgovoru, imaju veliki utjecaj na razvoj

prijemljivosti, odnosno otpornosti organizma na zarazne i autoimunosne bolesti.
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2.3.1 Otkrice MHC gena

MHC geni otkriveni su pri pokuSaju razjasnjavanja uzroka odbacivanja tkivnih presadaka u
transplantacijskim reakcijama na pokusnim zivotinjama - miSu i kunic¢u. Istrazivaci Little i
Tyzer su 1916. godine izveli pokusnu transplantaciju tumorskog tkiva na miSevima (Little i
Tyzer, 1916.). Otkrili su da do odbacivanja stranog tkiva nece doc¢i jedino u sluc¢aju kada su
primatelj i davatelj blizanci. Ta su otkrica dovela do spoznaje da je tkivna podudarnost
kontrolirana na genskoj razini. Krajem 30-tih godina proslog stoljec¢a znanstvenik Gorer je
opisao postojanje 4 grupe krvnih antigena u misa. Nazvao ih je ,,antigen I, II, III 1 IV* (Gorer,
1936.). Otkrio je, takoder, da je odbijanje ili prihvacanje stranog tkiva povezano s
ekspresijom tih antigena (Gorer., 1937.).

Krajem 40 - tih godina proslog stoljeca Medawar (1946.) je otkrio da je odbacivanje
transplantacijskog tkiva povezano s imunosnim odgovorom na strani antigen. Nekoliko
godina kasnije, Snell i suradnici uspjeli su uzgojiti genomski identicne miSeve koji su se
razlikovali jedino u genskoj regiji koja kontrolira odbijanje stranog tkiva. Gene te regije
nazvali su genima tkivne podudarnosti ili H genima (od eng. histocompatibility) (Snell,
1951.). U kasnijim istrazivanjima ista skupina znanstvenika utvrdila je da postoji nekoliko
gena za tkivnu podudarnost, te da se svi nalaze na istom kromosomu. Tu gensku regiju
nazvali su eng. major histocompatibility complex ili MHC, odnosno glavni sustav tkivne
podudarnosti (Snell 1 Higgins, 1951.). Funkcija MHC gena u imunosnim reakcijama bila je
nepoznata sve do 70 - tih godina proslog stolje¢a kada su Zinkernagel i Doherty 1974. godine
otkrili da aktivacija i djelovanje T-limfocita ne ovisi samo o antigenu, nego i o MHC
molekulama (Doherty 1 Zinkernagel, 1975.). Prema njihovoj teoriji MHC heterozigotne
jedinke imaju prednost u pokretanju imunosnog odgovora u odnosu na homozigotne. Ta je
teorija doprinijela objaSnjenju evolucijske sposobnosti duplikacije MHC gena i postojanju
njihove raznolikosti. Struktura MHC molekula otkrivena je metodama rendgenske
kristalografije 80-tih 1 90-tih godina proSloga stoljeca (Bjorkman i sur., 1987., Brown 1 sur.,
1993.).
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2.3.2 Struktura MHC molekula

Kod vecine kraljesnjaka razlikujemo dvije skupine MHC molekula: skupinu I 1 II. U sisavaca
se uz te dvije skupine pojavljuje jos i skupina III. MHC molekule skupine I i I imaju vrlo
slicnu strukturnu gradu. Transmembranski su heterodimeri. Njihove izvanstani¢ne amino-
terminalne domene vezu antigeni peptid nakon prerade antigena u stanici, koji onda prikazuju

T-limfocitima.

2.3.2.1 MHC molekule skupine I

MHC molekule skupine I polimorfna su skupina glikoproteinskih receptora izlozenih na
povrsini svake stanice s jezgrom u kraljeSnjaka. Struktura im je heterodimerna (slika 12.),

sastavljene su od dva polipeptidna lanca:

- o lanca (naziva se jos i ,,teSki* lanac)

- B lanca (ili,laki* lanac)

o lanac sastoji se od:

- izvanstani¢ne domene - koja se sastoji se od tri podjedinice: al, a2 i a3
- hidrofobne transmembranske domene 1

- hidrofilne citoplazmatske domene

a lanac se odlikuje izrazitom varijabilnosti, posebno al i a2 domena.

3 lanac se nalazi izvan stanice. Sastoji od:

- jedne domene koja je nekovalentnim vezama povezana s o lancem preko a3 domene.

MHC genska regija kod ljudi se nalazi na Sestom kromosomu, a iznimka tome je 3 lanac (ili
32 mikroglobulin) koji je kodiran genom koji se nalazi na 15 - tom kromosomu. [(2-
mikroglobulin je neophodan za ekspresiju MHC molekula skupine I. Taj gen ne odlikuje
varijabilnost. Jednak je unutar svake vrste (Golub i Green, 1991.). Njegova je uloga
stabilizacija molekule, $to je dokazano istrazivanjem provedenom na misevima s neaktivnim
genom za B lanac. Takvi miSevi nisu imali niti jednu f MHC molekulu skupine I izlozenu na

povrsini svojih stanica (Williamson 1 sur., 1989.).
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Glavna funkcija MHC molekula skupine I je vezanje preradenih stranih proteinskih antigena i
njihovo prikazivanje na povrsini stanica citotoksicnim T-limfocitima. Zbog toga je najvazniji
dio molekule upravo onaj koji veze antigeni peptid. Taj se dio sastoji od 180 aminokiselina,
koji ¢ine al i 02 domene. Te dvije domene zajedno tvore Zlijeb u koji se veze preradeni
peptid (Andreis, 2004.). U Zlijeb se moze vezati 8 - 10 aminokiselina (Chicz i sur., 1992.).
Polimorfnost MHC I gena omogucava stvaranje razliitih stereokemijskih povrSina Zljebova.
Pojedina MHC molekula sposobna je prikazati mnogo razli¢itih antigenih peptida, no ipak,
zbog postojanja jednog Zlijeba, prikazuje samo po jedan peptid. Koji ¢e se peptid vezati u
vezni zlijeb ovisi o aminokiselinskoj gradi pojedinog veznog Zzlijeba. MHC geni skupine |
visoko su konzervirani i unutar vrste i medu vrstama (Guillemot i sur., 1986.). Ljudski MHC I
genski sustav sastoji se od 3 regije koje ¢ine HLA-A, B 1 C geni. Oni zajedno sadrZe oko 2

milijuna pb (Male i sur., 1996.).

2.3.2.2 MHC molekule skupine II

MHC molekule skupine II imaju znatno suzeniju ekspresiju od MHC molekula skupine I. One
su naime, izlozene samo na povrSini stanica imunosnog sustava koje prikazuju antigen
(makrofazi, dendriti¢ne stanice, B-limfociti). Mogu se nalaziti, takoder i na povrsini epitelnih
stanica, te na vezivno - tkivnim stanicama. Njihova uloga je prikazivanje antigena
pomo¢nickim T-limfocitima, koji onda pokrecu otpustanje citokina i zapo€inju odgovarajuci

imunosni odgovor.

MHC molekule skupine II takoder su heterodimerne grade, sastoje se od dva lanca: o i 8

lanca (slika 12).

o lanac se sastoji od:

- dvije izvanstani¢ne domene - al i a2 domene,

- transmembranske regije - sastavljene od 30 aminokiselina 1

- citoplazmatske regije koju ¢ini 10 - 12 aminokiselina.

B lanac se sastoji od:

- dvije izvanstani¢ne domene - 31 i 82 domene (svaka sastavljena od oko 90 aminokiselina),
- transmembranske regije - sastavljene od 30 aminokiselina i

- citoplazmatske regije koju ¢ini 10 - 12 aminokiselina.

a lanac 1 B lanac medusobno su povezani nekovalentnim vezama.
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MHC molekule skupine II takoder su glikoproteinski transmembranski receptori koji vezu
antigene peptide u Zlijeb na vrhu molekule. Zlijeb receptora &ine al i B1 domena. Za razliku
od veznog zlijeba MHC molekule skupine I, krajevi zlijeba MHC molekule skupine II su
otvoreni, tako da vezani antigeni peptid viri izvan MHC molekule skupine II. Zbog toga se u
zlijeb MHC molekule skupine II mogu vezati ve¢i peptidi, sastavljeni od 13 do 24
aminokiselina (Male i sur., 2006.).

Domenska grada receptora odredena je nukleotidnim slijedom drugog egzona gena koji
kodiraju prvu domenu receptora (al ili 1), odnosno vezni zlijeb receptora koji veze peptidni
odsjecak antigena. Raznolikost aminokiselina koje tvore vezni zlijeb pojedine MHC molekule

razlog su postojanja razliCite sklonosti jedinki prema pojedinim antigenim peptidima.

Geni koji kodiraju za a i f lance MHC molekula skupine II smjesteni su u tzv. ,,D regiji“. U
ljudi tu regiju nazivamo HLA - D regija. Veli¢ine je oko 1000 kb. Sadrzi lokuse DR, DQ i DP
s pripadaju¢im genima DRA, DRB, DQA, DQB, DPA i DPB.

B lanci MHC molekula skupine II izrazito su polimorfni. U populaciji moze biti prisutno i do
nekoliko stotina razliitih alela. a lanci jednog haplotipa mogu se spajati s § lancima drugog
haplotipa i obratno. Zbog toga heterozigotna jedinka na povrSini svojih stanica koje prikazuju

antigen moze imati izlozeno 1 vise od deset MHC molekula skupine II (Andreis i sur., 2004.).

Slika 12. Shematski prikaz grade MHC molekula skupine I i II (izvor: Kindt i sur., 2007.).
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2.3.3 Funkcija MHC molekula skupine I i II u imunosnom sustavu

MHC molekule skupine I i II ne razlikuju se znacajno u strukturi, ali zato postoje razlike u

njihovim funkcijama i na¢inu pokretanja imunosnog odgovora (slika 13).

MHC molekule skupine I imaju vaznu ulogu u pokretanju imunosnog odgovora domacina u
obrani od unutarstani¢nih patogenih mikroorganizama. IzloZene su na povrsini svih stanica
kralje$njaka koje imaju jezgru. U inficiranoj stanici, patogeni mikroorganizam preraduje se 1
razlaze na antigene peptide, odnosno kratke aminokiselinske lance (osam do deset
aminokiselina). Zatim se ti peptidi vezu na MHC molekule skupine I koje ih izlazu na
povrsini inficirane stanice. Citotoksi¢ni T-limfociti na svojoj povrSini uz receptor imaju
izloZenu 1 molekulu CD8. Upravo se uz pomo¢ te molekule, vezu na MHC molekulu skupine
I (slika 13a). Ukoliko stanica nije inficirana, ona na svojoj povrSini ima MHC I molekule sa
izlozenim vlastitim proteinima. Citotoksi¢ni T-limfociti vezu se samo na MHC molekule
skupine I na inficiranoj stanici. To zna¢i da oni prepoznaju samo strani antigen vezan i
izlozen na MHC molekuli skupine I, na povrSini bilo koje stanice domacina inficirane
unutarstani¢nim patogenim mikroorganizmom, npr. virusom.

MHC molekule skupine II izlozene su samo na specijaliziranim stanicama koje imaju ulogu
prikazivanja antigena (makrofazi, B-limfociti, dendritine stanice). Izvanstani¢ni patogeni
mikroorganizmi u tim se stanicama, nakon §to budu fagocitirani, razlazu na antigene peptide.
Preradeni antigeni izlazu se na povrSini stanica koje prikazuju antigen tako S§to su vezani na
MHC molekule skupine II. Pomo¢nicki T-limfociti na svojoj povrSini imaju izloZene
molekule CD4. To su molekule preko kojih se pomoc¢nic¢ki T-limfociti vezu na MHC
molekule skupine II. Njihovim vezanjem zapocinje otpustanje citokina i pokretanje razlic¢itih

puteva imunosnog odgovora (slika 13b).
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Slika 13. Mehanizam djelovanja MHC molekula skupine I (a) 1 II (b) u imunosnim

reakcijama (izvor: https://encrypted-tbnl.gstatic.com/images).

2.3.4 Geni glavnoga sustava tkivne podudarnosti

Genska regija glavnoga sustava tkivne podudarnosti (MHC genska regija) kromosomska je
regija s preko 200 kodiraju¢ih lokusa. Sastoji se od MHC gena skupine I 1 II koji kontroliraju
sve specificne imunosne reakcije, te od jo$ nekih gena koji imaju ulogu u rastu i razvoju
organizma. Lokusi MHC skupina I i II najpolimorfniji su lokusi u genomu kraljesnjaka. U
nekih vrsta, njihov se polimorfizam ocituje u postojanju vise desetaka, pa ¢ak i vise stotina
alela po lokusu. Budu¢i da su MHC lokusi smjeSteni vrlo blizu jedan drugome na
kromosomu, jedinka nasljeduje kombinaciju MHC alela ili haplotip. Svi MHC geni su
koodominantni, odnosno na stanicama se nalaze izloZena oba kompleta antigena nasljedena i
od majke i od oca. Geni MHC sustava nasljeduju se prema Mendelovim zakonima genetike.
Prema tome, postoji 25% vjerojatnosti da ¢e dva potomka istih roditelja imati iste
haplotipove, 50% vjerojatnosti da ¢e imati jedan isti haplotip, a drugi razlicit, te 25%

vjerojatnosti da ¢e im oba haplotipa biti razlicita (Stites i sur., 1989.).
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2.3.5 Evolucija gena glavnoga sustava tkivne podudarnosti

Glavni sustav tkivne podudarnosti evolucijski razvio se u isto vrijeme kad i adaptivni
imunosni sustav, tocnije prije otprilike 528 milijuna godina (Danchin i sur., 2004.). Bilo je to
razdoblje nakon razdvajanja celjustoustih i1 neceljustoustih kraljesnjaka (Klein 1 sur., 2000.).
Postoji teorija da je MHC genska regija nastala procesom transformiranja i ponovnog
kombiniranja postojecih gena ili njihovih dijelova (eng. molecular tinkering) (Danchin i sur.,
2004.). Prije radijacije Celjustousta MHC genska regija prosla je kroz tzv. en-bloc duplikaciju
(Danchin i sur., 2003). Smatra se da je to vazan mehanizam nastanka novih gena (Darbo i
sur., 2008.). Geni se nisu duplicirali pojedinacno, ve¢ u skupinama. Zbog toga se skupna
povezanost MHC gena smatra njihovom evolucijski o¢uvanom osobinom (Darbo i sur.,
2008.). Isto tako, prostorno grupiranje gena sa slicnom funkcijom, pogodovalo je usporednoj
evoluciji vise lokusa (Trowsdale, 2002.). Novonastali geni postali su ili aktivni geni, ili
pseudogeni, ili su pak bili uklonjeni iz genoma. Na taj nacin nastala je viSegenska porodica,
tzv. MHC genska regija, sastavljena od srodnih gena i pseudogena. Stvaranje novih i
uklanjanje starih gena iz regije naziva se birth-and-death evolucijom (Piontkivska i Nei,

2003.).

2.3.6 Polimorfnost MHC genske regije

Genska organizacija MHC regije skupine II razlikuje se od vrste do vrste, Sto je dokaz brze
evolucije MHC gena (Kelley 1 sur., 2005.). Vrste se mogu razlikovati po broju specifi¢nih
MHC 1II lokusa. Tako se u ljudi moZze pronac¢i jedan DRA lokus, devet DRB lokusa, dva
DQA lokusa i tri DQB lokusa (http://hla.alleles.org/alleles). U rodu Equus npr. DRA lokus
prisutan je u samo jednoj kopiji, dok se lokusi DRB, DQA i DQB, pojavljuju u tri kopije
(Tseng i sur., 2010.).

MHC geni medu najraznolikijim su genima u genomu sisavaca (Bernatchez i Landry, 2003.).
Za lokuse koji imaju dva ili vise alela, te je ucestalost pojavljivanja najéeséeg alela u
populaciji manja od 0,99%, kazemo da su polimorfni (Klein 1 sur, 1987.b). Ljudski geni MHC
skupine I (HLA I geni) imaju od 50 do 200 razlic¢itih alela. Kod gena MHC skupine II koji
kodiraju Df lanac do danas je opisano postojanje 20 do 70 alela (Day i Schultz, 2013.).
Znacajno je, takoder, da se genska struktura i organizacija MHC lokusa razlikuje medu

vrstama. Druga osobitost MHC regije je njihova poligenost. MHC receptori kodirani su,
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naime, ve¢im brojem gena. Polimorfizam 1 poligenija zajedno pridonose raznolikosti

molekula receptora izrazenih na stanicama pojedine jedinke.

MHC polimorfizam moze nastati ili kao rezultat genske konverzije, odnosno zamjene
pojedinih dijelova gena s dijelovima drugog gena, ili pak genskom rekombinacijom izmedu
razliitih alela istog lokusa. Takoder moze nastati i toCkastim mutacijama koje uzrokuju

promjenu pojedinog nukleotida (Andreis i sur., 2004.).

MHC aleli razlikuju se ponekad i u vise od 100 nukleotida, te u vise od 50 aminokiselina (Orr
1 sur., 1979.). Raznolikost polimorfnih lokusa ogranicena je na odredene regije gena, odnosno
proteina koje kodiraju (Klein 1 sur., 1987.b). Te su regije u MHC molekula skupine I domene
al i 02, au MHC molekula skupine I domene al i B1. Znacajno je napomenuti da upravo te
domene grade funkcionalni dio receptora, odnosno zlijeb receptora u koji se veze antigeni
peptid (Hughes 1 Yeager, 1998.), po ¢emu se 1 nazivaju regijama za vezanje antigena, odnosno
tzv. PBR regijama (eng. peptide - binding region). Unutar tih regija postoje izrazito
varijabilna mjesta koja pokazuju ve¢i udio nesinonimnih od sinonimnih supstitucija, §to je
suprotno situaciji kod neutralnih regija genoma ili gena koji podlijezu purifikacijskom
selekcijskom pritisku (Hughes 1 Nei, 1988., Gyllensten i sur., 1996.). Znanstvenik Huttley je
jo§ 1999. godine tvrdio da je HLA regija jedna od 11 genskih regija koje imaju najvecu
veznu neravnotezu mikrosatelitskih lokusa unutar Citavog ljudskog genoma (Huttley i sur.,
1999.).

Za razumijevanje MHC polimorfizma potrebno je razjasniti mehanizme nastajanja
raznolikosti unutar MHC gena, te mehanizme selekcije koji sudjeluju u oblikovanju tih
raznolikosti.

Glavni nositelj polimorfizma MHC molekula na genskoj razini je egzon 2. Raznolikost medu
alelima grupirana je u bas tom dijelu gena, pa je to i razlog da se u istrazivanjima gena MHC
skupine II kao pokazatelj funkcionalnog polimorfizma redovito analizira baS egzon 2 (Murray
i sur., 1999.). Varijabilnost funkcionalnog dijela receptora temelji se na raznolikosti egzona 2.
(Hughes 1 Yeager, 1998., Kindt i sur., 2007.). Raznolikost medu alelima egzona 2 nalazimo
takoder 1 na razini jedinke. Zbog koodominantnog nasljedivanja su na stanicama jedinke
izrazeni receptori naslijedeni od oba roditelja. Sposobnost receptora da vezu razlicite
antigenske peptide raste s razinom raznolikosti unutar te genske regije MHC. Grada receptora
izravno utjeCe na pokretanje i ucinkovitost imunosnog odgovora domacina na patogeni
mikroorganizam, odnosno njegovu prijemljivost ili otpornost na infekcije (Kindt i sur., 2007).

Polimorfnost MHC gena povezana je s prirodnim odabirom, te usporednom evolucijom
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domacina 1 patogenog mikroorganizma (Bernartchez i Landry, 2003.). Zbog svojih
jedinstvenih i1 vaznih funkcija geni MHC trenutno predstavljaju najbolji sustav za procjenu
mogucénosti prilagodbe vrste na promjene u okoliSu (Bernatchez i Landry, 2003., Sommer,

2005.).

Sposobnost prilagodbe razli¢itim uvjetima okoliSa ovisi o genskoj raznolikosti populacije
(Reed i Frankham, 2003.). Smanjena MHC genska raznolikost dovodi se u direktnu vezu sa
smanjenom sposobnos¢u jedinki da se uspjeSno obrane od novih i1 promijenjenih uzro¢nika
bolesti (Frankham, 2003.). Imunosni odgovor predstavlja jedan od osnovnih ¢imbenika
prezivljavanja jedinke, na nacin da odreduje njenu sposobnost da se obrani od patogenih
mikroorganizama, ali isto tako i da uspostavi odredeni meduodnos s pripadnicima ostalih
vrsta iz okoliSa (Lazzaro 1 Little, 2009.). Raznolikost gena c¢ija je funkcija vezana uz
imunosne reakcije ima velik utjecaj na otpornost, odnosno prijemljivost domacina na odredeni
patogeni mikroorganizam. Raznolikost MHC molekula jedinke izravno je povezana s
raznolikosti receptora na njenim T-limfocitima, te zbog toga i s njenom otpornosti na
patogene mikroorganizme (Klein, 1986.). Raznolikost MHC molekula odrazava se kroz
povecani udio nesinonimnih nad sinonimnim nukleotidnim supstitucijama u funkcionalno
vaznim dijelovima receptora, odnosno antigen vezuju¢im mjestima. Smatra se da su
nesinonimne supstitucije pokreta¢ procesa selekcije (Hughes i Nei, 1988., Jeffery i Bangham,

2000.).

U populaciji koja je izlozena djelovanju razli¢itih patogenih mikroorganizama, heterozigotna
jedinka za odredeni MHC lokus, ima prednost u prezivljavanju nad homozigotnom jedinkom.
Ta prednost rezultat je njene sposobnosti prikazivanja veceg broja antigenih peptida T-
limfocitima, u odnosu na homozigotnu jedinku. Navedeni se mehanizam naziva prednost

heterozigotnih jedinki, eng. overdominant selection.

Izbor partnera za parenje takoder je jedan od mehanizama koji uvjetuju selekciju na MHC
lokusima 1 odrzavanje visoke razine polimorfizma (Penn i1 Potts, 1999.). Pretpostavka je da
jedinka odabire partnera s razli¢itim MHC alelima, §to ima za posljedicu nastajanje
heterozigotnog potomstva koje je otpornije na bolesti. Postoji takoder i hipoteza izbjegavanja
parenja u srodstvu (Potts i Wakeland, 1990.), koja je osnovana na pretpostavci da su jedinke
s istim haplotipovima najvjerojatnije u srodstvu, te se zbog toga izbjegava parenje s njima

(Jordan 1 Bruford, 1998.).
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Hipoteza prednosti prezivljavanja jedinki s rijetkim alelima u populaciji pretpostavlja da je
genska raznolikost MHC molekula o¢uvana kroz usporednu evoluciju domacina i patogenih
mikroorganizama (Takahata 1 Nei, 1990.). Naime, pojavom novog patogenog
mikroorganizma rijetki MHC aleli u populaciji su ti koji ¢e pokrenuti imunosni odgovor.
Rijetki aleli ¢e se tako proSiriti u populaciji. S druge strane evoluirati ¢e 1 patogeni
mikroorganizam 1 preZivjeti ¢e samo oni oblici koji su prepoznati od rijetkih alela (Jeffery 1
Bangham, 2000.). Ta hipoteza pretpostavlja da aleli rijetki u populaciji imaju prednost u
obrani od novih patogenih mikroorganizama. Ta je prednost odredena polimorfizmom na

MHC lokusima (Clarke i Kirby, 1966.).

2.3.7 Testovi selekcije

MHC geni su pod djelovanjem pozitivne selekcije. Eksperimentalni podatci pokazali su da se
radi o ravnoteznoj selekciji koja se odrazava kroz postojanje viSe funkcionalnih alela koji
pripadaju istom lokusu u populaciji ili vrsti, te kroz njihov opstanak kroz dugo evolucijsko
razdoblje, milijunima ili ¢ak desetcima milijuna godina (Hughes i Nei 1988., Richman,
2000.). Da bi se dokazalo djelovanje selekcije na odredenom MHC lokusu primjenjuju se
odgovarajuci testovi na populaciji koji testiraju ili sadasnju populaciju, ili populaciju kroz

povijest ili populaciju kroz evoluciju vrste.

2.3.7.1 Testovi selekcije u sadasSnjoj populaciji

Postojanje selekcije u sadasnjoj populaciji vidljivo je samo u onim generacijama koje su bile
pod djelovanjem selekcije. Za vjerodostojnost ovog testiranja vrlo vazno je uzeti u obzir broj
ispitanih jedinki, te broj alela koji su pronadeni u populaciji (Garrigan i Hedrick, 2003.).

U svrhu testiranja radi se test Hardy-Weinbergove ravnoteze.

Hardy-Weinbergov zakon zasniva se na teoretskoj, idealnoj populaciji, tj. na populaciji koja
zadovoljava nekoliko uvjeta: nema nepravilnosti u stani¢noj diobi (mejozi), populacija je
zatvorena i neogranic¢eno velika, te u populaciji nema novih mutacija, a jedinke nisu izlozene
selekciji. Unutar populacije jedinke se sparuju nasumce.

Nakon jedne generacije slobodnog sparivanja uspostavlja se odredeni omjer izmedu

homozigota i heterozigota koji je ovisan o pocetnoj ucestalosti alela. Iz generacije u
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generaciju, pod gore navedenim uvjetima, u populaciji ¢e ostati ista ucestalost alela i

genotipova, odnosno fenotipova.

No, u prirodi su populacije ograni¢ene u svojoj veli€ini, §to ¢ini odstupanje od idealnih uvjeta
potrebnih za Hardy-Weinbergovu ravnotezu. S obzirom da zigote predstavljaju uzorak gameta
iz prethodne generacije, svaka promjena moze se odraziti na ucestalost alela i genotipova u
sljedecoj generaciji, odnosno moze se poremetiti uspostavljena ravnoteza. Najces¢e se kao
razlozi naruSavanja ravnoteze navode joS migracija, selekcija, mutacije 1 selektivno

sparivanje.

U Hardy-Weinbergovom testiranju se pokazateljima djelovanja selekcije smatraju odstupanje
od ravnoteze i visak heterozigota zbog njihove selektivne prednosti.

Ipak, vecina istrazivanja zivotinjskih populacija pokazuje da ne postoji otklon od Hardy-
Weinberg ravnoteze (Garrigan 1 Hedrick, 2003.). Kao objasnjenje navodi se Cinjenica da
selekcija nije dovoljno jaka sila da ostavi traga unutar jedne generacije ili pak da do odabira
ne dolazi u svim generacijama i na svim prostorima. Jedno od objaSnjenja jest i da se selekcija

ne odrazava kroz poveéanje heterozigotnosti unutar populacije (Piertney i Oliver, 2006.).

Jedan od pokazatelja selekcije u sadasnjoj populaciji je i odstupanje od nasumi¢nog parenja.
(Yamazaki i sur., 1976., Egid i Brown, 1989., Ober i sur., 1992., Potts i sur., 1991., Landry i
Bernatchez, 2001., Reusch i sur., 2001.).

Dokazano je da postoji veza izmedu odredenih MHC alela i podloznosti, ili pak otpornosti na
odredene bolesti, Sto je takoder jedan od pokazatelja djelovanja selekcije u sadasnjoj

populaciji (Hedrick, 2004.), o ¢emu ¢e biti vise rijeci u narednim poglavljima.

2.3.7.2 Testovi selekcije kroz povijest populacije

Djelovanje selekcije kroz povijest populacije dokazuje se pomocu testova koji se temelje na
utvrdivanju ucestalosti alela u populaciji. Djelovanje ravnotezne selekcije odrazava se

fiksacijom vise funkcionalnih alela u populaciji (Hedrick i Thomson, 1983.).

Jedna od posljedica selekcije je i neuravnotezeno vezanje alela razli¢itih lokusa u tzv.

haplotipove. Ta je pojava karakteristicna za MHC gensku regiju. Prisutnost odredenog

47



haplotipa rezultira selektivnom predno$c¢u u otpornosti na odredene patogene mikroorganizme

(Klitz i Thomson, 1987.).

2.3.7.3 Testovi selekcije kroz evoluciju vrste

Za dokazivanje selekcije koja se dogada kroz evoluciju vrste najcesce se koriste dN/dS testovi

ili se izraduju genealoSka stabla alela odredenog lokusa.

dN/dS testom utvrduje se omjer nesinonimnih i sinonimnih supstitucija u kodonima
ispituju¢ih MHC alela. Ravnoteznom selekcijom nastaju novi proteini, zbog ¢ega se kod
MHC alela o¢ekuje veéa ucestalost nesinonimnih nukleotidnih supstitucija, u odnosu na
sinonimne. Takoder se podrazumijeva i njihovo zadrzavanje u populaciji. U prilog tome treba
navesti Cinjenicu da su nesinonimne nukleotidne supstitucije zapazene u dijelovima MHC
gena koji kodiraju dijelove molekule odgovorne za koji vezanje antigenih peptida (Hughes i
Nei, 1988., Hughes i Nei, 1989.). Metaanaliza kojom su usporedivani rezultati velikog broja
istrazivanja u kojima se dN/dS testovima analiziralo djelovanje selekcije na MHC gensku
regiju kod razli¢itih vrsti, pokazala je da je u vecini istrazivanja zapazen veci broj

nesinonimnih u odnosu na sinonimne supstitucije (Bernatchez i Landry, 2003.).

Izrada genealoskog stabla alela za odredeni lokus drugi je nacin dokazivanja selekcije koja se
dogada kroz povijest vrste. Ravnoteznom selekcijom se u populaciju tijekom evolucije unose
nove mutacije, ali se zadrZavaju i one stare (Takahata i Nei, 1990.). Cesto se alel koji nastane u
nekoj ancestralnoj vrsti zadrzava 1 nakon razdvajanja vrsti. Zbog toga nailazimo na alele koji
medusobno unutar iste vrste. Tu se radi o tzv. trans-specijskom polimorfizmu (Klein, 1980.)
koji je izravan dokaz djelovanja selekcije kroz povijest vrste. Posljedica trans-specijskog
polimorfizma je neslaganje genealoSkih stabala alela s filogenijskim stablima (Piertney i

Oliver, 2006.).
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2.3.8 Povezanost polimorfizma MHC gena s prijemljivosti i otpornosti jedinke na
infekciju patogenim mikroorganizmima i infestaciju razli¢itim vrstama parazita

Povezanost genske raznolikosti MHC sustava i otpornosti, odnosno osjetljivosti domacina na
patogene mikroorganizme, nije jo$ sasvim razjasnjena. Empirijski dokaz da je prirodni odabir
1 opstanak jedinke ovisan o njenim MHC genima, odnosno o patogenom mikroorganizmu,
zasnovan je na analizama raznolikosti MHC gena i njihove povezanosti s otpornosti, odnosno
prijemljivosti na patogene mikroorganizme (Spurgin i Richardson, 2010.). Odredeni MHC
haplotipovi mogu biti povezani s veCom ili manjom otpornosti ili pak prijemljivosti na
odredeni patogeni mikroorganizam (Apanius 1 sur., 1997., Medina i North, 1998.). Pokusne
infekcije kongeni¢nih miseva potvrdile su teoriju da MHC geni imaju utjecaj na otpornost
organizma na infektivne uzro¢nike (Apanius i sur., 1997.). Koliko su te teorije primjenjive
na populacije koje zive slobodno u prirodi, jo§ nije u potpunosti razjasnjeno (Carrington i
sur.,1999., Langefors i sur., 2001.), no proucavanje populacija koja imaju specifi¢na stanista i
izloZene su razli¢itim patogenim mikroorganizmima, od velike je vaznosti u razjasnjavanju

uzroka postojanja raznolikosti MHC gena.

Provedena su brojna istrazivanja u kojima se pokusavalo utvrditi postoji li veza izmedu
odredenih MHC alela 1 zaraznih bolesti, kako u ljudi, tako i u Zivotinja (Deter 1 sur., 2008.,
Fernandez de Mera i sur., 2009., Schwensow 1 sur., 2010., Cutrera i sur., 2011.). Sto se tice
povezanosti odredenih alela HLA genske regije 1 zoonotske bolesti leptospiroze, znacajno je
spomenuti istrazivanje u kojem je dokazana veca prijemljivost na leptospirozu u ljudi koji

imaju HLA-DQ6 alel (Lingappa i sur., 2004.).

Patogeni mikroorganizmi i razli¢ite parazitske vrste imaju znacajnu ulogu u oblikovanju
genomske raznolikosti populacije domacina, a posebice njihovih gena ukljucenih u regulaciju
imunosnog odgovora. U brojnim istraZivanjima proucavao se odnos izmedu patogena i
domacina na osnovu raznolikosti doma¢inovih MHC gena. Analizom MHC gena endemske
vrste voluharice isto¢ne Argentine, Ctenomys talarum, pokusalo se uvidjeti kakav utjecaj
imaju gastrointestinalni parazitski obli¢i (Trichuris pampeana, Paraspidodera uncinata i
Graphidioides subterraneus), te praZivotinjske vrste (Eimeria sp.) na pokretanje imunosnog
odgovora (Cutrera i sur., 2011.). Analizirana je MHC genska raznolikost voluharice, a nakon
toga je provedena statisticka analiza povezanosti sklonosti infestaciji razli¢itim rodovima
parazita, s obzirom na imunokompetentnost jedinke. U istrazivanoj populaciji zapazen je

znacajno velik broj heterozigota za DRB lokus. Analize su pokazale da postoji veca
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povezanost specificnih DRB alela sa sklono$¢u infestaciji odredenom parazitskom vrstom i
imunokompetentnosti domacina, nego sa heterozigotnosti za DRB lokus. To potvrduje vaznu
ulogu ravnotezne selekcije pod utjecajem patogena u nastajanju MHC raznolikosti kod vrste

Ctenomys talarum.

Empirijskih dokaza za postavljenu hipotezu, da se varijabilnost MHC regije odrzava
prirodnim odabirom ovisnim o patogenu, a posredovanom ili heterozigotnom prednosti ili
ucestalosti alela, ima relativno malo. Jedan od njih je temeljen na istrazivanju varijabilnosti
egzona 2 DRB lokusa u vrste Rhabdomys pumilio,vrste miSa kojemu je staniSte juzna
Kalahara (Froeschke i Sommer, 2005.). U tom istrazivanju pokusavao se objasniti meduodnos
varijabilnosti DRB genske regije i sklonosti infestaciji jedinki endoparazitima. Infestacija
jedinke odredivala se na osnovu prisutnosti jajasaca parazita u izmetu. Medu DRB alelima
infestiranih Zivotinja (58,6%) utvrdeno je postojanje 20 novih alela s visokom razinom
medusobne raznolikosti. DRB genski sljedovi koji kodiraju mjesta za vezanje antigena,
pokazivali su znacajno ve¢i udio nesinonimnih u odnosu na sinonimne supstitucije, $to ide u
prilog ravnoteznoj selekciji. Na osnovu smanjene podloznosti infestacijama, dokazana je
prednost prezivljavanja heterozigotnih jedinki u populaciji. Znatno veci broj jajaSaca parazita
pronaden je u izmetu homozigotnih jedinki. Alel RApu-DRB*I pojavljivao se puno ¢esce u
infestiranim jedinkama, odnosno u jedinkama s ve¢im brojem jajaSca parazita u izmetu, dok
je alel Rhpu-DRB*8 znacajno bio viSe zastupljen u jedinkama s malim brojem pronadenih
jajaSca u izmetu. Ovi rezultati dokazuju da je MHC polimorfizam u vrste Rhabdomys pumilio
odreden prirodnim odabirom i to na osnovu sklonosti odnosno podloznosti jedinke infestaciji

patogenom vrstom parazita.

U jos nekoliko, u daljnjem tekstu navedenih istrazivanja, dokazano je da se prirodni odabir
odrazava kroz prednost prezivljavanja heterozigotnih jedinki, te jedinki koje imaju odredene
alele. U jednom od njih, britanska grupa znanstvenika proucavala je postoji li povezanost
MHC gena 1 infestacije islandske populacije voluharica (Arvicola terrestris) krpeljima (Ixodes
ricinus) 1 buhama (Megabothris walkeri). Dokazali su infestiranost jedinki heterozigotnog
genotipa s manjim brojem parazita, nego Sto je slucaj u jedinki homozigotnog genotipa

(Oliver 1 sur., 2009.)

U istrazivanju otpornosti, odnosno sklonosti ovaca infestaciji gastrointestinalnim parazitima
(Hickford i sur., 2011.) pokuSavala se prona¢i veza izmedu odredenith DQA2 alela i

infestacije. Prisutnost infestacije potvrdivana je na osnovu prisutnosti jajaSaca parazita u
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izmetu ovaca. Istrazivanje je provedeno na velikoj grupi ovaca (4 676 jedinki) s Novog
Zelanda, u starosnoj dobi od 4 mjeseca, te istih jedinki u dobi od 9 mjeseci. Ovce su bile
uzgajane na 25 razliCitih farmi. Genotipizacijom DQA?2 lokusa utvrdeno je postojanje
ukupno 21 DQAZ? alela u istrazivanoj populaciji. U tom istrazivanju dokazano je da postoji
povezanost broja pronadenih jajasaca parazita, odnosno intenziteta infestacije, sa starosnom
dobi domacina, kao i s odredenim haplotipom domacina. Prisutnost odredenih alela, odnosno
haplotipova, te njihova ucestalost, razlikovala se od farme do farme. Alel *0103 je pronaden
kod jedinki na svim farmama. Kombinacija alela *0101-*1601 bila je prisutna kod dvije
jedinke na samo jednoj farmi. Iznimka je alel *1201 ¢ija je prisutnost povezana s povecanim
brojem jajaSaca u obje dobne skupine. Povezanost alela 1 haplotipova bila je dobno specifi¢na,

te isto tako specifi¢na s obzirom na vrstu parazita kojima su jedinke bile infestirane.

Malo je istrazivanja u kojima se pojedinacni selekcijski pritisak odredenih parazitskih vrsta
proucavao u visestruko infestiranih jedinki. Proucavanjem dviju vrsta lemura (Cheirogaleus
medius 1 Microcebus murinus) istrazivano je moze li se medu dvije simpaticki i ekoloski
slicne vrste, koje su infestirane sliénim parazitskim vrstama, nac¢i poveznica s prisutnosti
specificnih MHC alela (Schwensow 1 sur., 2010.). Ve¢ina parazitskih vrsti iz roda Ascaris
pronadena je u obje istrazivane vrste lemura. Takoder je pronaden DRB alel koji je u obje
vrste lemura u pozitivnoj vezi s infestacijom domacina parazitom iz roda Ascaris. DRB aleli
infestiranih jedinki vrlo su sli¢ni jedni drugima, ali istovremeno jako varijabilni u odnosu na
DRB alele neinfestiranih jedinki, s obzirom na aminokiselinski sastav funkcionalno zna¢ajnog
mjesta MHC molekule, odnosno mjesta vezanja antigena. Rezultati navedenog istrazivanja
izravano dokazuju povezanost odredenih DRB alela s parazitskim vrstama iz roda Ascaris, iz
Cega se moze zakljuciti da odredene parazitske vrste vrse izravan selekcijski pritisak na MHC

gene divljih Zivotinja.

U istrazivanju raznolikosti egzona 2 DRB2 lokusa iberskog crvenog jelena (Cervus elaphus
hispanicus), proucavan je utjecaj polimorfizma na podloznost jedinke krpeljima i infekciji
tuberkulozom (Fernandez-de-Mera i sur., 2009.). Nijedan DRB2 alel nije direktno povezan s
ve¢om otpornosti ili pak prijemljivosti na makroparazite, krpelje. U istrazivanje je bilo
uklju¢eno vise vrsti krpelja: Hyalomma marginatum, Rhipicephalus bursa, Hyalomma
lusitanicum 1 Dermacentor marginatus. Nije ustanovljena niti povezanost odredenog alela
DRB?2 lokusa s pove¢anom prijemljivosti ili otpornosti na uzro¢nika bolesti tuberkuloze
(Mycobacterium tuberculosis). No, usprkos tome pronadeni su zanimljivi meduodnosi nekih

alela sa prijemljivosti domacina infekciji. Rezultati istrazivanja podupiru teoriju da su MHC

51



geni skupine II genomski elementi koji sudjeluju u povecéanju ,.fitnessa” populacije, koji
moze biti oblikovan djelovanjem parazita. Gubitak genomske raznolikosti populacije moze
voditi ka povecanju prijemljivosti na zarazne bolesti. Prouc¢avanje MHC gena je i ekoloski
znacajno, zbog povezanosti infekcije 1 evolucije istrazivane populacije. Zakljucak istrazivanja
bio je da MHC imunogenska istrazivanja mogu posluziti kao dobar izvor podataka za

pracenje populacije iberskog crvenog jelena.

Misoloki glodavci, voluharice (Myodes glareolus) domacini su 1 rezervoari virusa iz roda
Hantavirus. Infekcija ljudi hantavirusom uzrokuje teski oblik hemoragijske groznice s
renalnim sindromom. Klini¢ka slika pacijenata razlikuje se ovisno o njihovoj HLA genskoj
strukturi. Istrazivano je da li se s obzirom na polimorfizam egzona 2 DQA genske regije,
pojedini DQA alel domac¢ina moze povezati s prisutnos¢u hantavirusa, kao 1 jo§ nekih virusa,
istog domacina, npr. virusa kravljih boginja (Deter i1 sur., 2008.). Rezultati istrazivanja
pokazali su da postoji povezanost pojedinth DQA alela s prisutnosti virusa. Heterozigotnost

jedinke nije dovedena u vezu s virusnom infekcijom.
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2.3.9 MHC genski sustav porodice Equidae

MHC genski sustav konja naziva se joS ELA (skracenica od eng. equine lymphocyte antigen)
ili Eqca (skrac¢enica od Equus caballus). Taj je sustav gena smjesten na 20 - tom kromosomu,
a toCna lokacija mu je 20q14-q22 (Makinen i sur., 1989., Bailey i sur., 2000.). Njegovo
mjesto na kromosomu utvrdeno je metodom in situ hibridizacije, tj. upotrebom

hibridizacijskih sondi DNA ¢ovjeka i svinje (Ansari i sur., 1988.)

MHC genski sustav porodice Equidae pogodan je za istraZivanje genske raznolikosti, a isto
tako i1 za komparativne genomske studije budu¢i da rod Equus ukljucuje domace vrste i one
koje slobodno zive u prirodi na razli¢itim stanistima (Nowak, 1999.). Proces pripitomljavanja
konja trajao je preko 6000 godina. Kompletan slijed baza genoma domaceg konja objavljen je

tek nedavno (Lindgren i sur., 2004.).

Evolucijsko razdvajanje MHC gena ljudi i konja dogodilo se prije otprilike 100 milijuna
godina (Kelley i sur., 2005.), no usprkos tome imaju vrlo slicnu MHC gensku organizaciju.

Razlikujemo ELA gene skupine I, I1 i III (Gustafson i sur., 2003.).

DRB —
DRB =
DOB —
DMB —
DMA =]
DOA —

|
3

DRA —
DRB —
DQA —
DQB —
DQA —
DSB —

L J
Y
MHC Class Il

Slika 14. Shematski prikaz ELA gena skupine II ( izvor: Andersson i sur., 2012.).

ELA II genska regija sastoji se od po tri DQA, DQB i DRB lokusa i samo jednog DRA lokusa
(Tseng i sur., 2010., Andersson i sur., 2012.) (slika 14).
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2.3.10 Dosadasnja istraZivanja polimorfizma ELA genske regije skupine I1

ELA geni skupine Il proucavani su u domacih konja, ali i u ostalih vrsta iz porodice Equidae
(Bailey, 1994., Albright- Fraser i sur., 1996., Fraser i Bailey 1998., Horin i Matiasovi¢, 2002.,
Brown 1 sur., 2004., Janova 1 sur., 2009.). Prvi sekvencirani ELA gen bio je upravo DRA gen
(Albright 1 sur., 1991.). S obzirom da se DRA lokus u ve¢ini istrazivanih vrsti ne odlikuje s
polimorfnosti, npr. u pasa (Wenger i sur., 1999.) i svinja (Chardon i sur.,, 1999.) je
monomorfan, znacajno je napomenuti da porodica Equidae ¢ini iznimku jer je kod nje uocen
znaCajan polimorfizam DRA lokusa (Brown 1 sur., 2004.). U domacih konja pronadeno je
dosad pet DRA alela; DRA*0101, DRA*0201, DRA*0301, DRA*0401 i DRA*0501. Do
danas je u porodici Equidae utvrdeno 23 alela DRA lokusa (Albright-Fraser i sur. 1996.,
Brown i sur, 2004., Luis i sur., 2005., Janova i sur. 2009.). Varijacije u nukleotidnom slijedu
grupirane su ve¢inom u dijelu egzona 2 koji kodira izvanstani¢nu domenu receptora koja veze

antigen.

Valja spomenuti nekoliko znacajnijih istrazivanja koja su se bavila problematikom
polimorfizma egzona 2 lokusa ELA II genske regije. Na osnovu genske analize egzona 2
DRA lokusa 69 istrazivanih jedinki iz populacije konja razli¢itih vrsti: domacih konja (Equus
caballus), magaraca (Equus asinus), zebri (Equus boehmi), te azijske divlje vrste magarca
(Equus hemionus), po prvi puta je napravljen referentni panel alela za tu ELA II gensku regiju
(Brown 1 sur., 2004.). U istrazivanju je pronadeno pet od Sest otprije poznatih alela; ELA-
DRA*0101, ELA-DRA*0201, ELA-DRA*0301, ELA-DRA*0501 (Albright-Fraser i sur.,
1996.) i ELA-DRA*0601 (GenBank, AF5419361). Dokazano je i postojanje Cetiri nova alela
DRA lokusa. Kod vrste Equus caballus pronaden je alel ELA-DRA*JBHI1. Alel
DRA*JBZ185 pronaden kod Equus boehmi 1 Equus hemionus, a aleli ELA-DRA*JBD3,
ELA-DRA*JBD171 ELA-DRA*JBH45 pronadeni su kod vrste Equus asinus.

U istrazivanju genskog polimorfizma DRA i DQA lokusa (Janova i sur., 2009.) pronadeno je
Sest novih DRA 1 13 novih DQA alela unutar roda Equus. Filogenijske analize tih dvaju
lokusa dokazale su postojanje trans-specijskog polimorfizma u porodici Equidae. Odnosi
medu vrstama dobiveni filogenijskim analizama DRA i DQA lokusa razlikovali su se od
odnosa medu vrstama definiranih standardnom taksonomijom roda Equus. Razlikovali su se i
od filogenijskih odnosa medu vrstama dobivenih analizama sljedova nukleotida

mitohondrijske DNA i sljedova nukleotida neutralnih gena.
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Visoka razina polimorfizma zabiljezena je 1 u ELA DRB, DQA i1 DQB lokusima (Fraser i
Bailey, 1996., Fraser i Bailey, 1998., Horin i Matiasovic, 2002., Mashima, 2003., Andersson 1
sur., 2012.). Dosad je pronadeno 37 ELA DQA alela (Fraser i Bailey, 1998., Janova i sur.,
2009.). Promjene jednog nukleotida zapazene uglavnom u DRA lokusu,dok su promjene vise
od jednog nukleotida karakteristika DQA lokusa. U oba slucaja nukleotidne promjene
rezultiraju promjenom aminokiseline na mjestu MHC molekule koje sluzi za vezanje

antigenog peptida (Albright-Fraser i sur., 1996.).

Preosjetljivost na ubod kukaca, Culicoides spp. 1 Simulium spp., u konja izaziva razvoj
kroni¢nog alergijskog dermatitisa. Bolest se pojavljuje periodi¢no, ovisno o prisutnim
razvojnim stadijima kukaca. Prevalencija se razlikuje ovisno o geografskom polozaju. Dvije
su pasmine konja bile ukljucene u istrazivanje povezanosti raznolikosti DRA i DRB3 lokusa i
razvoja kroni¢nog alergijskog dermatitisa u konja. Bile su to Svedska uzgojna linija konja
podrijetlom s Islanda, te vrsta ponija (Andersson 1 sur., 2012.). Sekvenciranjem polimorfnih
regija egzona 2 DRA i DRB3 lokusa, dokazano je da je raznolikost alela povezana s
mogucénosti razvoja alergijskog dermatitisa nakon uboda kukaca. Posebno se to odnosilo na
alel CORI112:274 u obje istrazivane pasmine konja. Kombinacijom rezultata dobivenih
istrazivanjem mikrosatelitskih regija 1 genskih sljedova egzona 2 DRA i DRB3 lokusa
dokazano je da je homozigotnost unutar cijele ELA II regije povezana sa pove¢anim rizikom

oboljevanja konja od alergijskog dermatitisa.

U istrazivanju polimorfizma ELA DRA lokusa (Kalemkerian i sur., 2011.), pokusalo se
pronaci poveznicu izmedu pojedinih DRA alela i prijemljivosti konja na virusni arteritis.
Istrazivanje je provedeno na konjima iz Argentine. Pronadena su tri ELA DRA alela u
istrazivanoj populaciji konja, no ne i veza izmedu odredenog alela i prijemljivosti konja na
virusni arteritis.

Istrazivanja genske raznolikosti egzona 2 ELA DRA lokusa provedena su i na dvije autohtone
pasmine konja Hrvatske, hrvatskom hladnokrvnjaku i hrvatskom posavcu. U 88 istrazivanih
jedinki pronadena su ukupno Cetiri razli¢ita alela (DRA*0101, DRA*0201, DRA*HId105,
DRA*JBHI11), od kojih je alel DRA*HIAI05 po prvi puta opisan u literaturi. Novi alel

rezultat je promjene aminokiseline u mjestu vezanja antigena (Arbanasic i sur., 2009).
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Od istrazivanja polimorfizma MHC II genske regije porodice Equidae znacajno je spomenuti
istrazivanje polimorfizma egzona 2 DRA lokusa u magaraca (Arbanasi¢ i sur., 2013.).
Analiziran je DRA lokus u 248 magaraca s podrucja balkanskog poluotoka (Albanija,
Bugarska, Hrvatska, Makedonija, Gr¢ka i Crna Gora). Pronadeno je pet otprije poznatih DRA
alela, a utvrdena su 1 dva nova. Novi alel Eqas-DRA*0601 nosio je sinonimnu, a alel Eqas-
DRA*0701 nesinonimnu mutaciju. Zakljucak istrazivanja bio je da se DRA polimorfizam
pojavio relativno nedavno u porodici konja, te da je pozitivna selekcija vjerojatno djelovala na

DRA lokus relativno kratak vremenski period.
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3. MATERIJAL I METODE



3.1 Uzorci seruma ili krvi konja

Za potrebe ovog istrazivanja odabrala sam 200 uzoraka krvi ili seruma konja, ovisno o
dostupnosti materijala za pojedinu jedinku. Svi su uzorci iz arhive Laboratorija za leptospire
Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom, Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Odabrala sam ih na osnovu rezultata seroloske pretrage na leptospirozu metodom
mikroskopske aglutinacije (MAT). U istrazivanje sam uvrstila 100 krvi/ seruma konja kod
kojih je titar na leptospirozu bio 1600 i/ ili ve¢i. Uz svaki pozitivan uzorak u istrazivanje sam
ukljucila 1 uzorak negativne kontrole. Negativnom kontrolom smatra se uzorak krvi konja kod
kojeg je titar na leptospirozu bio < 50, te je konj iz istih uvjeta uzgoja, odnosno boravista
(staje), u kojem je utvrden seroloski pozitivan uzorak krvi konja na leptospirozu. Uzorak
negativne kontrole uzorkovan je u isto vrijeme kad i pozitivan uzorak. Podaci o jedinkama

koje su koriStene u istrazivanju prikazani su u Prilogu 1.

3.2 Metoda mikroskopske aglutinacije (MAT)

Metoda mikroskopske aglutinacije referentna je seroloska metoda za dijagnosticiranje
leptospiroze kojom se utvrduje prisutnost protutijela na leptospire u pretrazivanom serumu.
Metoda se izvodi s dvostrukim serijskim razrjedenjima seruma kako bi se ustanovio titar
protutijela za svaki pojedini antigen u panelu antigena. Panel antigena ¢ini niz referentnih
sojeva razliCitth serovara zivih leptospira koje koristimo u izvodenju mikroskopske
aglutinacije. Panel antigena prilagoden je pojedinoj vrsti Zivotinje, a ovisan je o

epizootioloskom 1 epidemioloskom stanju leptospiroze u drzavi (tablica 4).
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Tablica 4. Panel antigena za provodenje MAT metode u svrhu seroloSkog dijagnosticiranja

leptospiroze u konja prilagoden epizootioloskom i epidemioloskom stanju leptospiroze u R.

Hrvatskoj.
Seroloska skupina Serovar Genomska vrsta
1 Grippotyphosa Grippotyphosa MoskvaV L. kirschneri
2 Sejroe Sejroe M 84 L. borgpetersenii
3 Australis Bratislava Jez Bratislava L. interrogans
4 Pomona Pomona Pomona L. interrogans
5 Canicola Canicola Hond Utrecht IV L. interrogans
6 Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA L. interrogans
7 Sejroe Saxkoebing Mus 24 L. interrogans
8 Bataviae Bataviae Swart L. interrogans
Materijal:

- pretrazivani serumi konja

Pribor i1 oprema:

- mikrotitracijska plitica s 96 jaZica V dna

- mikropipete s odgovaraju¢im nastavcima

- mikroskop s tamnim poljem, Olympus BX35, Olympus

-  metalna eza

- plamenik

- termostatirana komora 28 - 30° C

Reagensi:

- panel antigena koji se sastoji od kulture zivih leptospira razli¢itih serovara, odnosno

seroloskih skupina

- fosfatni (PBS) pufer, pH 7,4
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Postupak izvodenja MAT metode:

Prije izvodenja MAT metode provjerila sam gustocu, pokretljivost i Cistocu antigena (zivih
leptospira razliCitih serovara) tako da sam kap kulture svakog pojedinog antigena
mikroskopirala u tamnom vidnom polju. Za pretraZivanje se rabe samo kulture antigena
starosti do 10 dana, gustoée od 2 - 4 x 10® leptospira/ ml, bez vidljivog zagadenja (slika 15).
Odredivanje gustoce subjektivno se procjenjuje i oznacava oznakama 0 do 4+. Primjerenost

subjektivne procjene procjenjuje se jednom godiSnje brojanjem bakterija u komorici za

brojenje stanica.

Slika 15. Kultura leptospira gustoée 2 x 10° leptospira/ml gledano pod mikroskopom s

tamnim poljem.

MAT metoda provodi se u mikrotitracijskim pliticama (slikal6). Mikrotitracijska plitica se

postavi horizontalno, tako da ima 8 redova i 12 kolona.

o
338058
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Slika 16. Mikrotitracijska plitica za izvodenje MAT pretrage.

U svaku jazicu mikrotitracijske plitice otpipetirala sam po 50 ul PBS pufera. U jazice druge
kolone dodala sam jo$ po 50 ul pufera i po 4,2 ul pretrazivanog seruma. Visekanalnom
pipetom promijeSala sam sadrzaj druge kolone. Potom sam 50 pl tog sadrzaja prebacila u
trecu kolonu, pa ponovno promijeSala i ponovila postupak do jazica posljednje, dvanaeste

kolone. 1z jazica posljednje kolone izbacila sam po 50 pl sadrzaja. Tako sam od pocetnog
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razrjedenja ispitivanog seruma 1: 25, u jaZicama druge kolone dobila razrjedenje 1: 50, te
slijedom u ostalim kolonama serijska dvostruka razrjedenja seruma (u tre¢oj koloni 1:100,
cetvrtoj 1: 200, petoj 1: 400, Sestoj 1: 800, sedmoj 1:1 600, sedmoj 1: 3 200, osmoj 1: 6 400
itd.). U posljednjoj koloni razrjedenje ispitivanog seruma je 1: 51 200. Zatim sam u svaku
jazicu dodala po 50 pl kulture Zivog antigena. Svaki red mikrotitracijske plitice, koji sam
prethodno oznacila brojem, odgovara rednom broju odredenog antigena iz panela antigena.
Prva kolona sadrZi samo Zivi antigen i predstavlja negativnu kontrolu antigena. SadrzZaj
mikrotitracijske plitice inkubira se dva sata u termostatu pri temperaturi 28 do 30° C.
Ocitavanje rezultata ispitivanja provodila sam pod mikroskopom s tamnim poljem, tako da
sam procjenjivala udio zivih leptospira u vidnom polju. Vazno je napomenuti da je MAT
subjektivna metoda. Posljednju jaZicu u kojoj je vidljiva pozitivna reakcija, odnosno gdje je
prisutno 50% aglutiniranih (slijepljenih) leptospira, oznacila sam kao krajnji rezultat

pretrazivanja, odnosno titar u kojem je uzorak pozitivan.

3.3 Izdvajanje DNA iz krvi ili seruma

Izdvajanje DNA iz dostupnog materijala krvi ili seruma radila sam pomoc¢u komercijalnog
kompleta za izdvajanje DNA iz krvi, Qiagen Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka), prema

uputama proizvodaca.

Pribor i oprema:
- mikropipete raspona zapremnine nastavka 1 - 10 pl, 10 - 100 pul i 100 - 1000 pl, te
odgovarajuc¢i im plasti¢ni nastavci
- plasti¢ne epruvetice Eppendorf zapremnine 1,5 ml
- mikrocentrifuga Eppendorf, Mini Spin Plus (Eppendorf, Hamburg, Germany)
- termoblok sa rotacijom (TS - 100, Thermo Shaker, Bio San Riga, Latvija)

- laboratorijska tresilica

Reagensi:
- komercijalni komplet za izdvajanje DNA iz krvi i tkiva, Qldamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Njemacka) koji ukljucuje:

- plasti¢ne epruvetice sa silikagelskom membranom
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plasti¢ne epruvetice za sakupljanje otopine kojom se ispire DNA na

silikagelskoj membrani

enzim proteinaza K, koncentracije 10 mg/ml

pufer za lizu stanica - AL pufer

AWI1 1 AW2 pufere za ispiranje membrane
- AE pufer u kojem se otapa i pohranjuje DNA
- 96% -tnu otopinu etilnog alkohola

Postupak izdvajanja DNA iz krvi ili seruma:

U plasti¢ne epruvetice s ¢epom, zapremnine 1,5 ml, stavila sam po 200 pl uzorka - krvi ili
seruma. Zatim sam dodala 20 pl proteinaze K, koncentracije 10mg/ml, te 200 pul pufera AL.
Otopinu sam protresla na laboratorijskoj tresilici i kratko centrifugirala da se spuste kapljice s
Cepa epruvetice 1 sprijee moguée medusobne kontaminacije uzoraka. Nakon toga sam
otopinu inkubirala u termobloku pri temperaturi 56° C, sa rotacijom od 500 okretaja u minuti
u trajanju od 10 minuta. Otopini ohladenoj na sobnu temperaturu nakon toga sam dodala 200
ul 96% otopine etilnog alkohola, te kratko protresla na tresilici. Sadrzaj epruvetice sam
pazljivo prebacila u epruveticu sa silikagelskom membranom 1 centrifugirala u
mikrocentrifugi pri brzini 8 000 okretaja u minuti, u trajanju 1 minute. Epruveticu za
sakupljanje sam zamijenila novom sakupljackom epruveticom. U epruvetu sa silikagelskom
membranom sam stavila 500 pl pufera za ispiranje AW1, te centrifugirala u mikrocentrifugi
pri brzini 8 000 okretaja u minuti, u trajanju 1 minute. Donju sakupljacku epruveticu ponovno
sam zamijenila novom. U gornju epruvetu sa membranom dodala sam pufer za ispiranje,
AW?2 pufer. Centrifugirala sam epruvete u mikrocentrifugi pri najve¢oj brzini, 14 000 okretaja
u minuti, u trajanju 3 minute. Donju sakupljatku epruvetu sam zamijenila plastiénom
epruvetom Eppendorf s ¢epom, zapremnine 1,5 ml. U gornju epruvetu sa silikagelskom
membranom sam dodala 200 pul AE pufera za otpustanje DNA s membrane i njeno
pohranjivanje. Nakon inkubacije otopine na sobnoj temperaturi od 1 minute, centrifugirala
sam epruvetu u mikrocentrifugi pri brzini 8 000 okretaja u minuti,u trajanju 1 minute. DNA

dobivenu u donjoj epruveti sam pohranila pri temperaturi - 20° C do daljnje uporabe.
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3.4 Genotipizacija DRA i DRB lokusa

Lancanom reakcijom polimeraze (PCR, eng. polymerase chain reaction) umnazala sam
odsjecke DRA 1 DRB lokusa koji obuhvacaju ciljnu regiju (egzon 2) DRA i DRB lokusa
genskog sustava ELA skupine II u konja.

Pocetnice za ciljni dio DRA i DRB lokusa izradila sam prema sekvenci tih dvaju lokusa u
konja koja se nalazi pohranjena u internetskoj bazi podataka Ensembl Genome Browser:
http://www.ensembl.org/index.html. Pocetnice sam osmislila na temelju intronskih
nukleotidnih sljedova koji se nalaze uzvodno i nizvodno u odnosu na egzon 2. Za kreiranje
pocetnica  koristila sam web aplikaciju za izradu pocetnica Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) koja je sastavni dio NCBI baze (National
Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery).

Materijal:

- DNA izdvojena iz krvi ili seruma konja

Pribor 1 oprema:

mikropipete raspona zapremnine nastavka 1 - 10 pl, 10 - 100 pl i 100 - 1000 pl, te

odgovarajuc¢i im plasti¢ni nastavci
- plasti¢ne epruvetice Eppendorf, zapremnine 1,5 ml
- plasti¢ne epruvetice za PCR, zapremnine 0,2 ml
- PCR uredaj (BioRad, MJ Mini, Personal Thermal Cycler, BioRad, Richmond, SAD)
- PCR uredaj (GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems)

Reagensi:

- komercijalni komplet za izvodenje PCR reakcije, Platinum® Taq Polimerase (Invitrogen,

Life Technologies, Grand Island, NY, SAD) koji se sastoji od:

- pufera sa uravnotezenim koncentracijama soli potrebnim za izvodenje PCR reakcije,

10x koncentriran

- otopine magnezijevog klorida, MgCl,, 50 mM
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- otopine deoksiribonukleotida (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 10 mM

- enzima Platinum Taq polimeraze, 5 U/ul

- pocetnice (za svaki lokus uzvodna i nizvodna pocetnica) sintetizirane od tvrtke Bio

Basic, Ontario, Kanada

- voda bez nukleaza

3.4.1 PCRreakcija za umnaZanje ciljnog dijela DRA lokusa

Lancanom reakcijom polimeraze umnazala sam dio DRA lokusa, duljine 419 pb koji

obuhvaca ciljnu regiju, egzon 2, duljine 243 pb.
Sljedovi konstruiranih pocetnica su:

DRAF: 5'- TGCCTCACATCCTGGGTTCT -3

DRAR: 5'- CCCCAGGAGGGAAAGTTAGT - 3"

Postupak izvodenja lancane reakcije polimerazom:

Za umnazanje ciljnog dijela DRA lokusa koristila sam mjesSavinu reagensa iz komercijalnog
kompleta za izvodenje PCR reakcije, Platinum® Taq Polimerase Kit, te uzvodnu DRAF 1

nizvodnu DRAR pocetnicu.

Svaku pocetnicu sam najprije otopila u vodi bez nukleaza do koncentracije 100 pM. Zatim

sam tu otopinu razrijedila do radne koncentracije 10 pM.

Za svaki uzorak pripremila sam mjeSavinu reagensa u ukupnom volumenu od 13,5 pl, a koja

se sastojala od:

8,55 ul vode bez nukleaza

1,5 pl pufera za PCR reakciju (10x)
0,6 ul otopine MgCl, (50 mM)

0,3 ul ANTP smjese (10 mM)
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0,45 ul otopine pocetnice DRAF (10uM)
0,45 pl otopine pocetnice DRAR (10uM)
0,15 pl Platinum Taq polimeraze (5 U/ul)
U epruvetu za svaki uzorak dodala sam 1,5 pl izdvojene DNA uzorka.

PCR reakciju sam provodila u PCR uredaju u optimiziranim uvjetima izvodenja reakcije

(temperatura i vremensko trajanje svakog pojedinog koraka reakcije umnazanja):

95° C, 5 minuta (pocetna aktivacija enzima polimeraze)

30 ciklusa:
94° C, 30 sekundi (denaturacija DNA lanaca)
60° C, 90 sekundi (vezanje pocetnica na ciljni komplementarni slijed baza)

72° C. 1 minuta (produljenje podetnica)

72° C, 9 minuta (kona¢no produljenje umnoZenih sljedova DNA)

Po zavrSetku PCR reakcije, uzorke sam pohranjivala u hladnjak, pri temperaturi 4°C, do

daljnje analize PCR proizvoda.

3.4.2 PCRreakcija za umnaZzanje ciljnog dijela DRB lokusa

Lancanom reakcijom polimeraze umnazala sam dio DRB lokusa, duljine 543 pb koji

obuhvaca ciljnu regiju, egzon 2, duljine 270 pb.
Sljedovi konstruiranih pocetnica su:

DRBF1: 5'- CCGTAGGGTGCTGGTAGTTC - 3"

DRBRI1: 5'- CACAGTCCTACACTCACGGG - 3"’
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Postupak izvodenja PCR reakcije:

Za umnazanje ciljnog dijela DRB lokusa koristila sam mjeSavinu reagensa iz komercijalnog
kompleta za izvodenje PCR reakcije, Platinum® Taq Polimerase Kit, te uzvodnu DRBF1 1
nizvodnu DRB R1 pocetnicu. Svaku pocetnicu sam najprije otopila u vodi bez nukleaza do
koncentracije 100 uM. Zatim sam tu otopinu razrijedila do radne koncentracije 10 pM. Za
svaki uzorak pripremila sam mjeSavinu reagensa u ukupnom volumenu od 13,5 pl, a koja se

sastojala od:

10,05 pl vode bez nukleaza

1,5 ul pufera za PCR reakciju (10x)

0,6 ul MgCl, (50 mM)

0,3 ul ANTP smjese (10 mM)

0,45 pl otopine pocetnice DRBF1 (10uM)

0,45 pl otopine pocetnice DRBR1 (10uM)

0,15 pl Platinum Taq polimeraze (5 U/ul)

U epruvetu za svaki uzorak dodala 1,5 pl izdvojene DNA uzorka.

PCR reakciju sam provodila u PCR uredaju u optimiziranim uvjetima izvodenja reakcije

(temperatura i vremensko trajanje svakog pojedinog koraka reakcije umnazanja):

95° C , 5 minuta (pocetna aktivacija polimeraze)

30 ciklusa:
94° C, 30 sekundi (denaturacija)
60° C, 90 sekundi (spajanje pocetnica na ciljni komplementarni slijed baza)

72° C. 1 minuta (produljenje pocetnica)

72° C, 9 minuta (kona¢no produljenje umnozenih sljedova DNA).

Po zavrsetku PCR reakcije uzorke sam pohranjivala u hladnjak, pri temperaturi od 4° C, do

daljnje analize PCR proizvoda.
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3.4.3 ,Poluugnijezdena“ PCR reakcija za umnazZanje dijela DRB1 lokusa kod
pojedinih uzorka

Za uzorke, koji u gore navedenoj PCR reakciji s pocetnicama DRBF1 i DRBRI1 nisu davali
PCR proizvod ili je pak rezultat sekvenciranja bio necitljiv i nekvalitetan slijed baza (129
uzoraka), provedena je “poluugnijezdena” PCR reakcija. Ta se reakcija sastojala od

umnazanja dijela DRB1 lokusa s tri pocetnice.
U prvoj PCR reakciji rabila sam pocetnice DRBF1 i DRBR2.

DRBR2 pocetnica konstruirana je takoder pomocu baze Ensambl Genome Browser, a nalazi

se nizvodnije od DRBR1 pocetnice.
Slijed konstruirane pocetnice je:

DRBR2: 5' - CTGAAGGCACCCTCCTGGAC -3

Pocetnicama DRBF1 i DRBR2 umnazala sam dio DRBI1 lokusa duljine oko 751 pb. Nakon
provjere prisutnosti 1 duljine umnoZenih odsje€aka DNA elektroforezom na 1% agaroznom
gelu, radila sam drugu PCR reakciju s poc¢etnicama DRBF1 i DRBR1 kojom se umnaza dio
DRB lokusa duljine 543 pb koji obuhvaca ciljnu regiju DRBI1 lokusa, egzon 2, duljine 267 pb.

Umjesto DNA izdvojene iz seruma / krvi rabila sam proizvod prve PCR reakcije.

Postupak provodenja ,,poluugnijezdene* PCR reakcije:

Za provodenje ,,poluugnijezdene PCR reakcije koristila sam QIAGEN Multiplex PCR
komplet (QIAGEN GmbH, Germany). Komplet se sastoji od tzv. ,,Master Mix“-a koji sadrzi
optimizirane koncentracije enzima HotStar Taqg DNA polimeraze, MgCl,, dNTP i PCR pufera

koji ima uravnotezenu koncentraciju soli.

Za prvu PCR reakciju rabila sam:

Sul Qiagen Master Mix- a

po 0,4 ul otopine pocetnica DRBF1 i DRBR2 (pocetne koncentracije 5 uM)
3,2 ul vode bez nukleaza
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1 ul izdvojene DNA uzorka
Ukupni volumen PCR smjese bio je 10 pl.

PCR reakciju sam provodila u plastiénim epruveticama zapremnine 0,2 ml, MicroAmp
Reaction Tubes (8 Tubes/Strip) 1 MicroAmp Caps (8 Caps/Strip, Applied Biosystems u
uredaju GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems).

Optimizirani uvjeti izvodenja PCR bili su sljede¢i:

95° C, 15 min (pocetna aktivacija polimeraze)

20 ciklusa:
95° C, 30 s (denaturacija)
60° C, 1 min uz spustanje temperature za 0,5° C u svakom ciklusu (spajanje pocetnica)

72° C. 1 min (produljenje pocetnica)

25 ciklusa:
95° C, 30 s (denaturacija)
50° C, 1 min (spajanje pocetnica)

72° C. 1 min (produljenje pocetnica)

konacno produljenje umnozenih sljedova DNA 72° C, 10 min.

Za drugu PCR reakciju rabila sam:

20 pl Qiagen Master Mix-a

po 1,6 ul otopine poc¢etnica DRBF1 i DRBR1 (pocetne koncentracije 5 pM)

15,8 ul vode bez nukleaza

1 ul PCR proizvoda prve reakcije razrijedenog vodom bez nukleaza u omjeru 1:10.

Ukupni volumen PCR otopine bio je 40 pl.

PCR reakciju sam provodila u plasticnim epruveticama od 0,2 ml, MicroAmp Reaction Tubes
(8 Tubes/Strip) 1 MicroAmp Caps (8 Caps/Strip), Applied Biosystems, u uredaju GeneAmp
PCR System 2700 (Applied Biosystems).
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Optimizirani uvjeti izvodenja PCR bili su sljedeci:

95° C, 15 minuta (pocetna aktivacija polimeraze)

20 ciklusa:
95° C, 30 sekundi (denaturacija)
60° C, 1 minuta uz spustanje temperature za 0,5° C u svakom ciklusu (spajanje pocetnica)

72° C, 1 minuta (produljenje pocetnica)

25 ciklusa:
95° C, 30 sekundi (denaturacija)
50° C, 1 minuta (spajanje pocetnica)

72° C, 1 minuta (produljenje podetnica)

konac¢no produljenje umnozenih sljedova DNA 72° C, 10 minuta.

Po zavrSetku PCR reakcije uzorke sam pohranjivala u hladnjak, pri temperaturi od 4° C, do

daljnje analize PCR proizvoda.

3.4.4 Provjera PCR proizvoda elektroforezom na agaroznom gelu

Duljinu 1 prisutnost umnoZenih odsjecaka DNA (PCR proizvoda) su provjerila sam

elektroforezom na 1% agaroznom gelu.
Materijal:

- proizvodi PCR reakcija

Pribor i oprema:

sustav za provodenje elektroforeze koji ukljucuje:

- izvor elektricne struje, kadicu za provodenje elektroforeze i kalupe za agarozni
gel s pripadajuc¢im cesljevima za jazice (Scie - Plast, Cambridge, England)

- parafinski film

- mikropipete i odgovarajuci im nastavci

- staklena tikvica zapremnine 100 ml

- mikrovalna peénica
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- sustav za detekciju DNA pod ultraljubicastim svjetlom. Sustav se sastoji od komore s
UV svjetlom 1 kamere s odgovaraju¢im filterima koja je povezana s racunalnim
softverom za obradu podataka i snimanje gelova (Gel Doc 200, BioRad, Richmond,
SAD)

Reagensi:

- agaroza u prahu (Sigma Aldrich, St Louis, USA)
- Tris baza (Tris (hidroksimetil) aminometane) (Sigma Aldrich, St Louis, USA)

-  EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) (Sigma Aldrich, St Louis, USA)
- ledena octena kiselina (Sigma Aldrich, St Louis, USA)

- boja za DNA u agaroznom gelu (GelStar, Lonza Rockland, USA)

- biljeg veli¢ine DNA odsjecaka, koji se sastoji od dvolancanih molekula DNA veli¢ine
po 100 pb (100 bp DNA ladder, Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY,
SAD)

- otopina za nanoSenje PCR proizvoda u gel koja sadrzi brom fenol plavilo (Blue Juice
Gel Loading Buffer, Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, SAD)

- TAE (tris acetatni pufer) pufer, 1X koncentriran - tu sam radnu otopinu pufera dobila

razrjedivanjem 50X koncentrirane otopine TAE

50X koncentrirana otopina TAE:

242 g Tris baze

57,1 g ledene octene kiseline
100 ml1 0,5 M EDTA
destilirana voda do 1 litre

pH otopine bio je 8,5
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0.5 M otopina EDTA:

186,1 g EDTA
destilirana voda do 1 litre
pH otopine bio je 8,0
Postupak izvodenja elektroforeze u agaroznom gelu:

Gel sam napravila otapanjem 0,5 g agaroze u prahu u 50 ml TAE, 1X pufera. Otopinu agaroze
zagrijala sam do vrenja u mikrovalnoj pecnici. Nakon otapanja agaroze i1 kratkotrajnog
hladenja gela dodala sam boju za DNA u tekucu agarozu. Da bi u gelu dobila jazice u jos
tekuc¢u agarozu sam stavila plasticni ceslji¢. Nakon polimerizacije agaroze, uklonila sam
ceslji¢ 1 stavila gel u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazio TAE pufer, 1X. Na parafilmu
sam pomijesala 7 ul svakog PCR proizvoda sa 3 pl otopine brom fenol plavila. MjeSavinu
svakog uzorka mikropipetom sam prenijela u jazice gela. U jednu jazicu dodala sam biljeg
veli¢ine DNA odsjecaka. Elektroforezu sam provodila u uredaju za elektroforezu, pri naponu
100 V, jakosti struje 80 mA, u trajanju 30 minuta. Nakon provedene elektroforeze prisutnost
PCR proizvoda u gelu provjerila sam pod UV svjetlom u komori za snimanje gelova, te sam
gel fotografirala pomocu kamere s filtrima za UV svjetlost koja je spojena s kompjuterskim
programom koji omogucuje pohranu fotografije, u svrhu dokumentiranja uspjeSnosti PCR

reakcije.

3.4.5 ProdisS¢avanje PCR proizvoda

Prije sekvenciranja PCR proizvod je potrebno procistiti od neuporabljenih sastojaka PCR

reakcije, da bi se dobio Sto “Cis¢i,, slijed nukleotida umnozenog dijela DNA.
Pribor i1 oprema:

- mikrocentrifuga
- mikropipete sa odgovaraju¢im plasti¢nim nastavcima
- tresilica

- mikroepruvete Eppendorf, zapremnine 1,5 ml
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Reagensi:

- komercijalni komplet za procis¢avanje PCR proizvoda, PCR Purification Kit,
(QIAGEN GmbH, Germany) koji se sastoji od:

- indikatora za provjeru pH PCR proizvoda

- plasticnih kolona za procis¢avanje koju ¢ini gornja epruveta sa silikagelskom
membranom, te donja epruveta u koju se sakuplja otopina nakon centrifugiranja

- PB pufera koji sluzi za vezanje DNA na silikagelsku membranu

- PE pufera koji sluzi za ispiranje membrane

- EB pufera koji sluzi za otpustanje DNA sa membrane

Postupak procis¢avanja PCR proizvoda:

pH vrijednost PCR proizvoda najprije sam provjerila pomocu indikatora koji sam dodala
puferu za vezanje DNA na silikagelsku membranu. Na 500 ul PB pufera dodala sam 2 pl
indikatora. Zatim sam dobivenu otopinu pomijesala s PCR proizvodom u omjeru 1:5. Zuta
boja otopine pokazuje da je pH PCR proizvoda optimalan. Otopinu sam zatim pomocu
mikropipete 1 odgovarajuceg nastavaka prenijela u gornju epruvetu kolonice za procis¢avanje.
Nakon centrifugiranja na 14 000 okretaja u minuti u trajanju 1 minute, zamijenila sam donju
epruveticu ¢istom. U gornju epruveticu sam dodala 750 pl pufera za ispiranje, PE. Nakon
centrifugiranja na 14 000 okretaja u minuti u trajanju 1 minute, ponovno sam donju
epruveticu zamijenila ¢istom epruveticom, zapremnine 1,5 ml. U gornju epruvetu sam dodala
50 ul pufera za otpuStanje DNA sa silikagelske membrane. Nakon inkubacije na sobnoj
temperaturi u trajanju 1 minute, te centrifugiranja na 14 000 okretaja u minuti u trajanju 1

minute, u donju epruvetu se otpustila DNA, odnosno procis¢eni PCR proizvod.

3.4.6 Sekvenciranje i analiza DNA sljedova

Nakon procis¢avanja, PCR proizvode sam poslala u servis za sekvenciranje, Macrogen,
Nizozemska. Reakcija sekvenciranja u servisu izvodi se na 96 - kapilarnom genskom
analizatoru ,,ABI3730xl DNA Analyzer”, Applied Biosystems. Iste pocetnice, s kojima su

umnozeni dijelovi DNA u PCR reakciji, rabljene su i u sekvenciranju.
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Kvalitetu dobivenih sljedova baza provjerila sam u programu Chromas Lite
http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html. PCR proizvodi za koje nisu dobiveni
¢itljivi sljedovi izbaceni su iz daljnje analize. Za njih je ponovljena PCR reakcija, te je novi
PCR proizvod prociséen i ponovno poslan u servis za sekvenciranje.

Daljnju analizu DNA sljedova radila sam pomocu programa Bio Edit (Hall, 1999.) u koji je
ugraden program ClustalW (Thompson i sur., 1994.). Pomoc¢u tih programa provela sam
viSestruko sravnjivanje DNA sljedova i identificirala postojeca polimorfna mjesta unutar

slijeda svakog pojedinog uzorka.

3.4.7 Identifikacija alela programom SeqScape

Budu¢i da je genom konja diploidan, svaka jedinka za svaki lokus ima dva alela (naslijedena
jedan od oca, drugi od majke). Ukoliko se radi o dva jednaka alela, radi se o homozigotnoj
jedinci. Ukoliko jedinka ima dva razlicita alela, radi se o heterozigotnoj jedinci. Oba alela
umnozavaju se u reakciji PCR. Da se radi o heterozigotnoj jedinci, vidljivo je tek u analizi
slijeda baza dobivenog sekvenciranjem, gdje se prikazuju dva alela. Tada je potrebno odvojiti
gametne faze, odnosno razdvojiti alel dobiven od oca, od onog dobivenog od majke. To nije
moguce napraviti analizom slijeda baza iz elektroferograma. Odvajanje gametnih faza radila
sam pomocu programa SeqScape, Applied Biosystems. Taj je program izraden za analizu
sljedova baza na osnovu postojanja referentne knjiznice alela. Zbog toga je prikladan za
istrazivanje gena onih vrsta (ili srodnih vrsta) za koje u genskim bazama postoje aleli, koji
nam onda mogu posluziti za izradu referentne knjiznice alela. Referentna knjiznica alela
izradi se tako da se u program dodaju svi aleli koji su dosad pronadeni i objavljeni za
ispitivani lokus istrazivane vrste (najcesce aleli iz objavljenih radova i pohranjeni u bazama
podataka). SeqScape program radi analizu elektroferograma heterozigota tako da ih najprije
usporeduje s heterozigotima iz referentne knjiznice. U slucaju kad program u knjiznici alela
uspije pronaci kombinaciju alela koja odgovara ispitivanom elektroferogramu, rezultat analize
je potpuno podudaranje s tom alelnom kombinacijom. U sluc¢aju kad program ne uspijeva
pronaci alelnu kombinaciju sa 100% - tnim podudaranjem, tada kao rezultat prikazuje alelnu
kombinaciju s najmanjim brojem nepodudarnih nukleotidnih mjesta.

Referentnu knjiznicu alela napravila sam koriste¢i gensku bazu GenBank, odnosno NCBI
(National Center for Biotechology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Za

pretrazivanje baze koristila sam program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) koji
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pronalazi najsli¢nije sljedove baza ispitivanom slijedu. Za MHC lokuse konja postoji znacajan
broj prijavljenih alela, tako da sam bila u moguénosti napraviti referentnu knjiznicu alela
unutar programa SeqScape. Aleli MHC molekula skupine II Cesto se podudaraju medu
razli¢itim vrstama unutar istog roda, zbog ¢ega sam za tvorbu referentne knjiznice uzela sve
dostupne alele roda Equus. Referentne knjiznice konstruirala sam za lokuse DRA i1 DRB.
DRA knjiZznica pocetno je sadrzavala 5 alela, a DRB knjiznica 21 alel.

Pojedine jedinke program SeqScape nije uspio identificirati, odnosno nije uspio u dostupnoj
knjiznici pronaéi niti jednu kombinaciju alela koja bi im odgovarala. U tim slucajevima
ponovila bih PCR reakciju, poslala PCR proizvod na sekvenciranje i ponovno uvrstila
dobiveni slijed baza u SeqScape program. Ukoliko i1 tada ne bih dobila podudarnu alelnu
kombinaciju, pretpostavila bih da se radi o novim, dotad u baze podataka neuvrStenim
alelima, te bih te uzorke podvrgla molekularnom kloniranju (kloniranje odsjecka DNA
pomocu plazmidnog vektora). Kloniranje mi je u tim slucajevima omogucilo razdvajanje

gametnih faza.

3.4.8 Kiloniranje odsjecka DNA pomoc¢u plazmidnog vektora

U PCR reakeiji, enzim Taq polimeraza na kraj sintetiziranog nukleotidnog slijeda dodaje bazu
adenin, ¢ime je omoguceno sparivanje s bazom timin na otvorenom 3' kraju plazmida, Sto pak
omogucuje ugradnju PCR proizvoda u plazmidni vektor. Odabir bakterijskih stanica koje su
ugradile plazmid, radila sam na temelju njihove otpornosti na antibiotik ampicilin, buduc¢i da
plazmidi nose gen za otpornost na taj antibiotik. Ukoliko bakterijska stanica ugradi plazmid,
raste na bakterijskoj podlozi. Nadalje, odabir klonova bakterijskih stanica koje su ugradile
plazmid s ugradenim PCR proizvodom, radila sam na temelju tzv. plavo - bijele selekcije.
PCR proizvod se ugraduje u plazmidnu DNA unutar gena za enzim galaktozidazu. Supstrat za
taj enzim je X - gal koji je dodan u bakterijsku podlogu. Preradom supstrata nastaje plavo
obojenje kolonija bakterijskih stanica. Ukoliko je u plazmid ugraden PCR proizvod, gen za

galaktozidazu nije funkcionalan i kolonije bakterijskih kolonija ostaju bijele.

Pribor 1 oprema:

- centrifuga (brzine vrtnje do 6 000 okretaja u minuti)

- mikropipete sa odgovaraju¢im nastavcima
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- laboratorijska tresilica
- mikroepruvete Eppendorf, zapremnine 1,5 ml

- oprema za elektroforezu u agaroznom gelu

Reagensi:

- komercijalni komplet pGEM® - T Vector System II, Promega
Komplet se sastoji od:

- plazmidnog vektora (pGEMw® - T Vector) koji ima otvoreni 3' kraj i dodan timin

- pozitivne kontrole ligacijske reakcije ili kontrolnog inserta

- enzima T4 DNA ligaze

- pufera reakcije ligacije

- JM 109 kompetentnih stanica

- LB (lysogen broth) hranjiva podloga, ¢iji je sastav:

- 10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g natrijevog klorida i 15 g agara

pH hranidbene podloge bio je 7,0.

Za podesavanje pH sam koristila natrijev hidroksid.

Postupak kloniranja odsje¢aka DNA u plazmidni vektor:

Ligacija

Prije reakcije ligacije izracunala sam optimalni omjer izmedu PCR proizvoda koji ¢e se
ugradivati u plazmid i1 vektora odnosno plazmida (tablica 5). Pogodan molarni omjer izmedu
PCR proizvoda (insert) i plazmida (vektor) je od 8 : 1, pa do 1 : 8. Pribliznu koncentraciju
PCR proizvoda odredila sam pomocéu elektroforeze. Usporedivala sam intenzitet
fluorescencije PCR proizvoda s intenzitetom fluorescencije PCR proizvoda poznate
koncentracije. U reakciju ligacije sam stavila pozitivnu i negativhu kontrolu koja mi je
posluzila za provjeru ucinkovitosti same reakcije. Kao pozitivhu kontrolu koristila sam
kontrolni insert iz komercijalnog kompleta. Kao negativna kontrola posluzila mi je reakcija u
kojoj je samo DNA plazmidnog vektora. Ligacijsku smjesu inkubirala sam preko no¢i pri

temperaturi 4° C.
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Tablica 5. Tabelarni prikaz ligacijske reakcije.

Reagens iz Uzorak - proizvod Pozitivna kontrola PCR Negativna kontrola
komercijalnog paketa reakcije
ligacijski pufer S5ul Sul 5ul
vektor 1wl 1l 1pl
PCR proizvod X* pl — ovisno o omjeru - -

insert : vektor

kontrolni insert - 2 ul -
T4 DNA ligaza 1l 1ul 1l
voda bez nukleaza do 10 pl do 10 pl do 10 pl
Transformacija

Za rast bakterija koristila sam hranjivu podlogu LB (skracenica od eng. lysogen broth).
Sterilizirala sam hranjivu podlogu autoklaviranjem. Kada se otopina ohladila na 50° C dodala
sam antibiotik ampicilin u koncentraciji 100 pg/ml. Podlogu sam zatim razdijelila u Petrijeve
ploce. Ploce su pripremljene za svaki od PCR uzoraka, ali i za pozitivnu i negativnu kontrolu
ligacije. Isto tako na jednoj ploci je odredivana ucinkovitost transformacije. Na pripremljenu
krutu podlogu dodala sam 20 ul otopine IPTG (isopropil B-D-1-thiogalaktopiranozid)
koncentracije 100 uM. IPTG je promotor gena za galaktozidazu. Na plocu sam dodala i 20 pl
otopine X- gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-D-galaktopiranozid) koncentracije 50 mg/ml. X-
gal je supstrat galatozidaze. Epruvete s ligacijskom smjesom sam centrifugirala, te razdijelila
po 2 ul ligacijske smjese u sterilne Eppendorf epruvete, zapremnine 1,5 ml. U jednu od
epruveta stavila sam 0,1 ng nerazrezanog plazmida. Ta epruveta posluzila mi je za procjenu
ucinkovitosti transformacije. Kompetentne bakterijske stanice pohranila sam do uporabe pri
temperaturi - 80° C. Neposredno prije uporabe, stanice sam stavila na led i ostavila ih tako 5
minuta. Promijesala sam ih laganim protresanjem. U epruvete sa ligacijskom smjesom stavila
sam po 50 ul bakterijskih stanica. U epruvetu koja mi je sluzila za kontrolu ucinkovitosti
transformacije stavila sam 100 pl bakterijskih stanica. Sve epruvete ostavila sam na ledu 20

minuta. Nakon toga sam ih stavila u vodenu kupelj na temperaturu 42° C na 45 - 50 sekundi.
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Nakon toga sam ih opet vratila na led na 2 minute. U svaku epruvetu sam dodala 950 pl
tekuceg LB medija s ampicilinom. U epruvetu za u¢inkovitost transformacije dodala sam 900
pl istog medija. Epruvete sam zatim stavila pri temperaturu 37° C i uz lagano mijeSanje
inkubirala smjesu 90 minuta. Nakon toga sam smjesu iz epruveta nasadila na pripremljene

ploce s hranjivom LB podlogom, te ih inkubirala pri temperaturi od 37° C preko no¢i.

Umnazanje odabranih kolonija

S ploca s uzorcima odabrala sam deset bijelih kolonija 1 svaku od njih prenijela u epruvetu s 5
ml tekuceg LB medija s ampicilinom. Epruvete sam stavila na inkubaciju pri temperaturi od

37° C uz lagano mijesanje, preko no¢i.

Izdvajanje plazmida iz bakterijskih stanica i procis¢avanje plazmida

Za izdvajanje plazmida iz bakterijskih stanica i njihovo prociS¢avanje rabila sam isti
komercijalni komplet, Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System, Promega.
Komplet se sastoji od:

- Cell Resuspension Solution - otopine za resuspenziju stanica

- Cell Lysis Solution - otopine za lizu stanica

- Alkaline Protease Solution - otopine alkalne fosfataze

- Neutralisation Solution - otopine za neutralizaciju

- Membrane Wash Solution - otopine za ispiranje membrane

- Nuclease-Free Water - vode bez nukleaza

Najprije sam pomoc¢u komercijalnog kompleta Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System izvodila postupak izdvajanja plazmida iz bakterijskih stanica. Centrifugirala sam
kulturu bakterijskih stanica, odlila supernatant i ostavila talog u epruveti. Zatim sam dodala
250 ul otopine za resuspenziju stanica iz kita i dobro promijesala otopinu na tresilici. Sadrzaj
epruvete sam prenijela u sterilnu Eppendorf epruvetu od 1,5 ml. Nakon toga sam dodala 250
pl otopine za lizu stanica. Sadrzaj epruvete sam promijeSala laganim prevrtanjem, te sam
inkubirala otopinu 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga sam dodala 10 ul otopine

alkalne fosfataze, te sadrzaj epruvete promijesala laganim prevrtanjem i inkubirala 5 minuta
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na sobnoj temperaturi. Zatim sam dodala 350 pl otopine za neutralizaciju, sadrzaj epruvete
sam promijeSala laganim prevrtanjem. Nakon toga sam je centrifugirala 10 minuta na 6 000
okretaja u minuti i odlila nadtalog. Nadalje, nadtalog sam prebacila u epruveticu sa
silikagelskom membranom i centrifugirala na 14 000 okretaja u minuti, u trajanju 1 minute.
Otopinu iz sakupljacke epruvetice sam izbacila 1 vratila u nju epruveticu sa membranom.
DNA plazmida se vezala na silikagelnu membranu. Tada sam u epruveticu sa membranom
dodala 700 pl otopine za ispiranje membrane. Centrifugirala sam otopinu pri 14 000 okretaja
u minuti, u trajanju 1 minute, te ponovno izbacila tekucinu iz sakupljacke epruvete. Nakon
toga sam dodala 250 pl otopine za ispiranje membrane u epruveticu s membranom i
centrifugirala pri 14 000 okretaja u minuti, u trajanju 2 minute. Epruveticu s membranom sam
premjestila u novu sakupljacku epruvetu i dodala 50 pl vode bez nukleaza. Centrifugirala sam
epruvetu pri 14 000 okretaja u minuti, u trajanju 1 minute. DNA plazmida u tom se koraku

otpustila s membrane. Epruvetu sa procisS¢enom DNA sam pohranila pri temperaturi 4° C.

3.4.9 Sekvenciranje proizvoda kloniranja

Proizvodi kloniranja poslani su u servis za sekvenciranje, Macrogen, Amsterdam i
sekvencirani su s jednakim pocetnicama kao i prvotni PCR proizvodi. Servis je izvrSio
sekvenciranje u oba smjera, s uzvodnom i nizvodnom pocetnicom. Dobivene sljedove DNA
analizirala sam u programu BioEdit (Hall, 1999.). Za analizu dobivenih sljedova koristila sam

program SeqScape.
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3.5 Genske analize

3.5.1 Utvrdivanje dvolokusnih haplotipova

DRA/DRB haplotipove prisutne u istrazivanoj populaciji konja utvrdila sam kombiniranjem
metode izlucivanja haplotipova koriStenjem homozigotnih jedinki - sekvencijalni analitic¢ki
proces (Kennedy i sur., 2002.) s rezultatima rekonstrukcijske analize pomoc¢u ELB algoritma
(Excoffier i sur., 2003.), koji se nalazi u programskom paketu Arlequin 3.11 (Excoffier i sur.,

2005.).

3.5.2 Program MEGA 6.06

Racunalni paket MEGA 6.06 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) rabi se za
evolucijske 1 filogenijske analize nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova (Tamura i sur.,

2013.).

Program MEGA 6.06 rabila sam za prevodenje nukleotidnih sljedova u aminokiselinske,
odredivanje broja varijabilnih mjesta, odabir najprikladnijeg nukleotidnog ili
aminokiselinskog supstitucijskog modela, za dN/dS test, te za racunanje nukleotidne i
aminokiselinske evolucijske udaljenosti medu alelima pronadenim na odredenom lokusu.
Aminokiselinski ostaci potencijalno ukljuceni u vezanje stranog peptida, odnosno oni koji
tvore vezna mjesta (PBR), odredeni su na temelju analize ljudskih ortolognih DRA i DRB

gena (Brown i sur., 1993.).

3.5.2.1 Odabir modela supstitucije

Najprikladniji nukleotidni ili aminokiselinski supstitucijski model za alele svakog
istrazivanog lokusa odredila sam pomoc¢u programa MEGA 6.06 analizom Model Selection.
U analizi je rabljena statisticka metoda Maximal Likelihood. Modeli s najnizim Bayesovim
informacijskim kriterijem smatraju se najprikladnijim supstitucijskim modelima.Odabrane
modele koristila sam u analizama nukleotidne 1 aminokiselinske evolucijske udaljenosti medu

alelima.
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3.5.2.2 Evolucijske udaljenosti

Evolucijske udaljenosti medu sljedovima odreduju se prema broju nukleotidnih, odnosno
aminokiselinskih supstitucija koje postoje medu njima. Evolucijske udaljenosti rabe se za
istrazivanja molekularne evolucije, a takoder i za odredivanje filogenijskih odnosa medu
jedinkama. Nukleotidne evolucijske udaljenosti odredivala sam za alele koje sam na
pojedinom lokusu pronasla u ispitivanom uzorku jedinki, a aminokiselinske udaljenosti za
pripadajuée im aminokiselinske sljedove. Uz to, nukleotidne evolucijske udaljenosti
odredivala sam za alele upotrijebljene za izradu filogenijskih stabala.

Pomoc¢u programa MEGA 6.06 odredene su nukleotidne i1 aminokiselinske evolucijske

udaljenosti medu DRA i DRB alelima koji su prisutni u pretrazenom uzorku.

Kao najprikladniji model za racunanje evolucijske udaljenosti nukleotidnih sljedova DRA
alela odabran je Jukes - Cantor (JC) model, dok je za aminokislinske sljedove istog lokusa
odabran Jones - Taylor - Thornton (JTT) model. U JC modelu udio nukleotidnih supstitucija
je jednak za sve parove Cetiriju nukleotida A, T, C, i G. U JTT modelu uzimaju se u obzir
viSestruke supstitucije osnivane na modelu aminokiselinskih supstitucija (Tamura i sur.,
2013.). Za alele DRB lokusa kao najprikladniji model nukleotidne supstitucije program je
izabrao Tajima Nei distance (T92 model). T92 model u obzir uzima nejednak udio razlicitih
nukleotida u sekvenci, a T92+G, ugraduje i gama parametar (G) koji pretpostavlja da
varijacije u ucestalosti supstitucija medu razli¢itim nukleotidnim mjestima imaju oblik gama
distribucije. Za najprikladniji model aminokiselinske supstitucije odabran je JTT model sa

gama distribucijom (JTT+G) (tablica 9).

3.6 Dokazivanje djelovanja pozitivne selekcije na DRA i DRB lokusima

Postojanje pozitivne selekcije na DRA i DRB lokusima analizirala sam pomoc¢u dva testa:

dN/dS testom i CODEML testom u PAML programu.

3.6.1 dN/dS test

dN/dS test se temelji na omjeru nesinonimnih i sinonimnih nukleotidnih supstitucija izmedu
dva ili viSe nukleotidnih sljedova. Rezultati tog testa nam omogucuju da odredimo vrstu i

razinu selekcije na odredenom lokusu. Ukoliko je broj nesinonimnih i sinonimnih
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nukleotidnih supstitucija podjednak radi se o neutralnoj selekciji. U slucaju kada je broj
sinonimnih supstitucija ve¢i od broja nesinonimnih supstitucija djeluje tzv. purificiraju¢a
selekcija, a kad je broj nesinonimnih supstitucija veci od broja sinonimnih supstitucija lokus
je vjerojatno pod utjecajem pozitivne selekcije. dN/dS test u programskom paketu MEGA
utvrduje vjerojatnost odbacivanja nulte hipoteze, odnosno pretpostavke da se radi o neutralnoj
evoluciji (dN=dS), u korist alternativne hipoteze koja pretpostavlja djelovanje pozitivne
selekcije (dN>dS). dN/dS test radila sam odvojeno na nukleotidnim sljedovima koji
obuhvacaju vezne i nevezne regije DRA i DRB lokusa.

Analizirala sam skupine alela koje sam pronaSla na pojedinacnom lokusu. Koristila sam
analizu Codon - based Z - test of Selection. Za analizu sam koristila Nei-Gojobori metodu,
kojom se odreduje broj sinonimnih i nesinonimnih supstitucija, te broj moguc¢ih sinonimnih 1
nesinonimnih mjesta u slijedu (Nei i Gojobori 1986.). Varijanca je izraCunata Bootstrap

metodom sa 1 000 ponavljanja.

3.7 Filogenijska analiza

Filogenijsku analizu provela sam pojedinacno za alele DRA i DRB lokusa. Kod izrade
filogenijskog stabala DRA alela u obzir sam uzela 23 dosad poznata DRA alela roda Equus
koji su dostupni u genskoj banci (GenBank). Osim alela konja, u obzir sam uzela alele
magarca (E. asinus), Burchellii zebre (E. burchellii), Grevy zebre (E. grevy), kulana ili
azijskog magarca (E. hemionus), tibetanskog magarca (E. kiang) i1 planinske zebre (E. zebra).
Kao vanjska grupa uzeti su DRA aleli svinje i goveda. Za izradu filogenijskog stabla DRB
alela koristila sam ukupno 39 DRB alela utvrdenih u pripadnika roda Equus. Kao vanjska
grupa uzet je ljudski HLA-DRA alel. Za alele oba lokusa stabla su konstruirana metodom
Maximum Likelihood, na osnovu evolucijske nukleotidne udaljenosti dobivene K2+G
modelom nukleotidne supstitucije. Statisticka podrzanost pojedinih grana odredena je

Bootstrap metodom sa 2 500 ponavljanja.
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3.8 Program PAML

PAML (Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood) je paket racunalnih programa za
filogenijsku analizu nukleotidnih 1 aminokiselinskih sljedova (Yang, 2007). Program
CODEML koji sluzi za istraZivanje djelovanja pozitivne selekcije na pojedinim kodonima
jedan je od programa racunalnog paketa PAML. Primjenom Maximum Likelihood metode
program CODEML unutar nukleotidnog slijeda odreduje omjer nesinonimnih i sinonimnih
mutacija (o=dN/dS). Budu¢i da pozitivna selekcija ne djeluje na citavi nukleotidni slijed,
CODEML procjenjuje vrijednosti ® za pojedinacne kodone. U sluc¢aju kada je o=1 radi se o
neutralnoj evoluciji. Ako na kodon djeluje usmjerena selekcija ®w<1, dok je u slucaju
ravnotezne selekcije o>1.

Modeli supstitucije koje sadrzi CODEML program su: MO (One-ratio), M1a (Nearly Neutral),
M2a (Positive Selection), M3 (Discrete model), M7 1 M8. Model MO pretpostavlja istu
vrijednost ® za sve kodone. Model M1a predvida postojanje dviju skupina kodona: onih koji
se nalaze pod djelovanjem usmjerene selekcije (0<w<1) i neutralnih kodona (0=1).

Model M2a predvida i trecu skupinu kodona kod kojih je ® slobodni parametar i moze imati
vrijednost ve¢u od 1. Model M3 podrazumijeva diskretnu distribuciju triju skupina kodona.
Model M7 temelji se na B distribuciji, te podrazumijeva ® vrijednosti u rasponu od 0 do 1.
Model M8 u odnosu na model M7 dopusta mogucénost ®>1.

Modeli M0, M1a i M7 ne dopustaju pozitivnu selekciju. Oni se koriste kao kao tzv. ,,nul*
modeli ili modeli za usporedbu s modelima M3, M2a i MS8. Kako bi se utvrdilo da li
odredenoj skupini kodiraju¢ih sekvenci bolje odgovaraju modeli koji ukljucuju parametre za
utvrdivanje pozitivne selekcije, sekvence se analiziraju s obje skupine modela. Usporedba
modela radi se likelihood ratio testom (LRT). LRT testom medusobno se usporeduju modeli
MO i M3, Mla i M2a, te M7 1 M8 na taj na¢in da se udvostruc¢ena razlika log-likelihood
vrijednosti usporedivanih modela (2(Lb—La)) usporeduje %2 testom distribucije uz

odgovarajuci broj stupnjeva slobode.
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3.9 Statisticke analize

U svrhu preliminarnog istrazivanja grupiranja, podatci za koje su bile poznate sve vrijednosti
su podvrgnuti hijerarhijskom grupiranju i fuzzy c - usrednjenoj rojnoj analizi (FCMCA, eng.
fuzzy c¢ - means cluster analysis). U tu svrhu su koriSteni odgovarajuc¢i paketi u okviru R
programskog sucelja za statistiku (R Development Core Team, 2014.). FCMCA tehnika je
odabrana zbog njezine temeljne karakteristike da svakom ¢lanu omogucéava pripadanje vecem
broju grupa. FCMCA je nacinjena s predvidenim brojem 3 do 10 grupa.

Visestruka analiza povezanosti (MCA, eng. Multiple correspondence analysis) je provedena
sa svthom uocavanja i kvantifikacije znacajnosti medusobnih povezanosti medu varijablama,
te iznalazenja podatkovnih struktura. Koristeni su paketi za kategoricnu MCA u okviru R
programskog sucelja. Tijekom MCA napravljena je analiza skupnih povezanosti s izlaznim
parametrima vjerojatnosti statisticke znacajnosti povezanosti (p) 1 transformacije p vrijednosti

u normalne kvantile tj. v-statistike (Ludovic i sur., 1997.).
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4. REZULTATI



4.1 Osobitosti DRA i DRB lokusa u istraZivanoj populaciji konja

Istrazivana populacija konja sastojala se od ukupno 200 jedinki. Na temelju rezultata MAT

pretrage, jedinke su podijeljene u dvije skupine:

- pozitivna skupina - jedinke kod kojih je MAT metodom utvrden titar protutijela na
leptospirozu 1600 i veci (na razlicite serovare leptospira, Prilog 1)

- negativna skupina - jedinke kod kojih je MAT metodom utvrden titar protutijela < 50.

Za obje skupine jedinki radila sam PCR reakciju u kojoj sam umnozavala dijelove DRA 1

DRB lokusa koji pripadaju genskoj regiji MHC skupine I1.

Za svaki lokus analiziran je ciljni dio, egzon 2, odnosno dio genske regije MHC skupine II

koji kodira za domenu receptora odgovornu za vezanje antigenskog peptida.

4.1.1 DRA lokus

DRA lokus uspjesno sam umnozila PCR reakcijom kod svih 200 jedinki. PCR proizvod

veli¢ine 419 pb obuhvacao je u cijelosti ciljnu regiju, egzon 2, velicine 243 pb (slika 17).

- 419 pb

Slika 17. Elektroforeza u 1% - tnom agaroznom gelu. Dobiveni signali prikazuju PCR

proizvode umnozenog dijela DRA lokusa veli¢ine 419 pb.

U istrazenom uzorku jedinki konja SeqScape programom identificirala sam ukupno pet
razli¢itih DRA alela. Svih pet alela ve¢ je utvrdeno u prethodnim istrazivanjima i pohranjeno
u bazi podataka Gen Bank (Albright-Fraser i sur., 1996., Brown 1 sur., 2004., Arbanasic i sur.,
2009.).
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Odredivanjem ucestalosti dobivenih alela DRA lokusa utvrdila sam da je Eqca-DRA*0101
najucestaliji alel u istraZzenoj populaciji konja. On je utvrden u ¢ak 68,25% istraZenih jedinki.
Alel sa najmanjom ucestalosti je Eqca-DRA*0501. Utvrden je u svega 5 jedinki. Cetiri od pet
alela pronadeni su i u homozigotnom i heterozigotnom obliku, dok je Eqca-DRA*0501 alel

pronaden samo u heterozigotnom obliku (tablica 6).

Tablica 6. Ucestalost alela DRA lokusa u istrazivanoj populaciji konja izrazena u %,

apsolutan broj jedinki kod kojih je utvrden pojedini alel, te broj jedinki kod kojih je alel

pronaden u homozigotnom obliku.

Ime alela Ucestalost alela u Apsolutan broj alela Broj jedinki
istrazivanoj populaciji u istrazivanoj homozigota za
” populaciji istrazivani alel
0
Eqca-DRA*0101 68,25 273 106
Eqca-DRA*0201 12,75 51 4
Eqca-DRA*0301 13,00 52 3
Eqca-DRA*0401 4,75 19 2
Eqca-DRA*0501 1,25 5 0

Na slici 18 prikazani su nukleotidni sljedovi svih pet alela DRA lokusa utvrdenih u
istrazivanoj populaciji konja. Ukupni broj promjenjivih nukleotidnih mjesta je osam, od kojih

pet rezultira promjenom aminokiseline (slika 19).

*

Egca-DRA*0101 GATCACGTAA TCATCCAGGC TGAGTTCTAT CTGAAGCCTG GCGACTCAGG [50]
EQCa-DRA* 0201 .ttt ittt ittt ittt e ettt et e, [50]
EQCa-DRAX 0301 vttt ittt ittt it tee ettt et e [50]
EQCa—DRAN050 L ittt ittt ettt et ettt e ettt et e e [50]
Egca-DRA*0401 ........ e Covir viiiiaan [50]
*
Egqca-DRA*0101 AGAGTTTATG TTTGACTTTG ATGGTGATGA GATTTTTCAC GTGGATATGG [100]
EgCa-DRAX 020 ittt i it ittt i et ettt teee e e [100]
EQCa-DRAX 030 & ittt ittt ittt e e ettt et e et e [100]
Egca-DRA*0501 ..... Bt e e e e e e ettt e e e C.... [100]
EQCa-DRAX040] vt ittt ittt ettt tee ettt et e, [100]
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* *

Eqca-DRA*0101 ACAAGAAGGA GACGGTCTGG CGGCTTGAAG AATTTGGACG TTTTGCCAGC [150]
Egca-DRA*0201 ...ttt i i i i i e e .. AL [150]
Egca-DRA*0301 ...ttt it i i et e A L., [150]
EgQca-DRA*050L ..ttt i i et i e i eae e [150]
EQca-DRA*040L ...ttt i i it i i e e [150]
*
Egca-DRA*0101 TTTGAGGCTC AGGGTGCTTT GGCCAATATA GCTGTGGACA AAGCCAACCT [200]
EQca-DRA*020L ..ttt it ittt i i i i eae e [200]
EQca-DRA*0301 ... iii it i i e i i e G viiiiinn [200]
EQca-DRA*0501 ...ttt i i i et et e [200]
Egca-DRAX 0401 ..ttt it ittt ieet e e S [200]

Egqca-DRA*0101 GGAGATCATG ATGAAGCGCT CCAACAACAC TCCAAACACC AAT [ ]
Egca-DRAX*020] .. ittt it ittt i et he e e | ]
Egca-DRAX 0301 ..ttt it i ittt ettt et e ... [243]
Egqca-DRAX*0501 ..ttt it i e ettt e e [ ]
Egca-DRAX*040] ..ttt it ittt it i et e [ ]

Slika 18. Nukleotidni sljedovi alela DRA lokusa. Nesinonimna promjenjiva nukleotidna

mjesta oznacena su * . Nukleotidi koji su identi¢ni onima u prvoj liniji oznaceni su tockom.

Egca-DRA*0101 DHVIIQAEFY LKPGDSGEEM FDFDGDEIFH VDMDKKETVW RLEEFGRFAS [50]
Eqca-DRA*0201 ... iiiie theennn e e e et ettt e et e e e .B. [50]
EQca-DRA*0301 «.vvunvennr waleenn.n e e e 8. [50]
EQCa-DRA*0501 . euvvvenen loenenn. e e e .B. [50]
Eqca-DRA*0401 .......... N.o.oLL B BB (507

Egca-DRA*0101 FEAQGALANI AVBKANLEIM MKRSNNTPNT N
Egqca-DRA*0201 ..........
Egca-DRA*0301 ..........
Egca-DRA*0501 ..........
Egqca-DRA*0401 ..........

Slika 19. Aminokiselinski sljedovi za DRA alele prisutne u istrazivanoj populaciji konja.
Aminokiseline identicne aminokiselinama alela u prvom redu prikazane su tockom. Plavom
bojom oznacena je aminokiselina koja se nalazi izvan veznog mjesta receptora, a ruzi¢astom

aminokiselina unutar veznog mjesta.
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Svaki od pet pronadenih alela na DRA lokusu translacijom daje jedinstveni aminokiselinski
slijed (slika 19). Ukupno je promijenjeno pet aminokiselinskih ostataka (slika 19). Kod alela
Eqca-DRA*0401 je u odnosu na alel Eqca-DRA*0101 na 12. aminokiselinskom mjestu doslo
je promjene lizina (K) u asparagin (N) u odnosu na alel Eqca-DRA*0101. Kod alela Eqca-
DRA*0501 na 19. mjestu doslo je do promjene fenilalanina (F) u tirozin (Y). Zatim, kod
alela Eqca-DRA*0201 na 49. aminokiselinskom mjestu alanin (A) je promijenjen u treonin
(T). Kod alela Eqca-DRA*0301 prisutne su dvije aminokiselinske promjene u odnosu na alel
Eqca-DRA*0101. Promjena arginina (R) u histidin (H) dogodila se na 47. aminokiselinskom
mjestu, a promjena asparaginske kiseline (D) u glutaminsku kiselinu (E) na 63.
aminokiselinskom mjestu. Znacajno je napomenuti da se promijenjeni aminokiselinski ostatak
kod alela Eqca-DRA*0401 na 12. mjestu nalazi izvan veznog mjesta receptora, dok ostali
promijenjeni aminokiselinski ostaci tvore dio receptora koji veze antigen. Aminokiseline koje

tvore vezno mjesto odredene su na temelju analize ljudskog ortolognog DRA gena.

4.1.2 DRB lokus

DRB lokus uspje$no sam umnozila kod 187 jedinki. U PCR reakciji umnozavanja DRB
lokusa sa pocetnicama DRBF1 i DRBRI1, kod 71 jedinke uspjela sam dobiti PCR proizvod
dugacak 543 pb upotrebljiv za daljnje analize. Za preostalih 129 jedinki radila sam
»poluugnijeZdenu* PCR reakciju u dva koraka. PCR proizvod duljine 543 pb kod 116 jedinki
dobiven je s pocetnicama DRBF1 i DRBRI, pri ¢emu je kao kalup koriSten proizvod dobiven
prvom PCR reakcijom (pocetnice DRBF1 i DRBR2). Proizvodi obaju PCR reakcija
obuhvatili su cijeli egzon 2 koji je kod DRB lokusa veli¢ine 267 pb. U istrazenom uzorku
konja pomoc¢u SeqScape programa identificirala sam ukupno 14 razli¢itih DRB alela. Osam ih
je ve¢ prije utvrdeno u konja i pohranjeno u genskoj banci (Gen Bank), dok za Sest alela
nisam pronasla podatke ni u genskoj banci, ni u literaturi, te smatram da su po prvi put
identificirani u ovom istrazivanju. Kod cetiri jedinke SeqScape programom su identificirana
dva DRB alela s delecijom od ukupno 15 nukleotida. Delecija u navedenim alelima pri

translaciji nije utjecala na okvir ¢itanja.

U tablici 7 prikazani su DRB aleli pronadeni i identificirani u istraZzenoj populaciji konja
pomocu SeqScape programa. Ista tablica prikazuje apsolutan broj pronadenih pojedinih alela,

njegovu ucestalost u populaciji i broj jedinki kod kojih je pojedini alel pronaden u
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homozigotnom 1 heterozigotnom obliku. U istrazenoj populaciji konja, najucestaliji alel je
DRB*03 utvrden u ¢ak 129 jedinki. Taj se alel u homozigotnom obliku pojavljuje u cak 43
jedinke. Zatim slijedi DRB*04 alel utvrden u ukupno 63 jedinke, od kojih je 15 homozigotno
za dati alel. Alel DRB*06 utvrden je u 41 jedinke, od kojih se u svega osam jedinki pojavljuje
u homozigotnom obliku. DRB*01 alel utvrden je kod 39 jedinki, a u homozigotnom obliku
pojavljuje se u njih ¢ak 19. Nakon njih slijede DRB*11 i DRB*02 aleli koji se pojavljuju s
ucestaloséu 5 - 10%, te aleli DRB*12, DRB*14 i DRB*10 s ucestalos¢u od 1 - 5%. Pet je
DRB alela koji se u istrazivanoj populaciji konja pojavljuju s ucestalos¢u manjom od 1%.
Masnim tiskom su u tablici 7 prikazani novoutvrdeni aleli u istrazenoj populaciji konja. Svi
novi aleli se u istrazivanoj populaciji pojavljuju u homozigotnom obliku, osim alela DRB*08
koji se pojavljuje samo u jednoj jedinci ito u heterozigotnom obliku. Zanimljivo je istaknuti
da je novi alel DRB*01 utvrden kod ¢ak 10,43% jedinki, a u ¢ak njih 19 pojavljuje se u
homozigotnom obliku. Ostalih pet novih alela prisutno je u populaciji s uéestaloséu nizom od

5%.
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Tablica 7. DRB aleli utvrdeni u istrazivanoj populaciji konja, njihova ucestalost, te broj
jedinki kod kojih je pojedini alel pronaden u homozigotnom stanju. Masnim tiskom oznaceni

su po prvi puta identificirani DRB aleli.

Ime alela Ucestalost alela u Apsolutan broj ~ Broj jedinki Broj jedinki
istrazivanoj populaciji alelau homozigota heterozigota
konja (%) istrazivanoj za utvrdeni za utvrdeni

populaciji konja alel alel

DRB*03 34,49 129 43 43
DRB*04 16,85 63 15 30
DRB*06 10,96 41 8 25
DRB*01 10,43 39 19 1
DRB*11 8,56 32 16 0
DRB*02 7,49 28 14 0
DRB*12 4,28 16 8 0
DRB*14 2,94 11 5 1
DRB*10 1,07 4 1 2
DRB*07 0,80 3 0 3
DRB*09 0,80 3 1 1
DRB*13 0,53 2 1 0
DRB*05 0,53 2 1 0
DRB*08 0,27 1 0 1

Na slici 20 prikazani su nukleotidni sljedovi svih 14 DRB alela utvrdenih u istraZivanoj
populaciji konja. Osjencani aleli su novi aleli, identificirani po prvi puta u ovom istraZivanju.

Ukupan broj promjenjivih nukleotidnih mjesta medu alelima je 78. Od toga su na 71
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nukleotidnom mjestu zabiljezene nesinonimne nukleotidne supstitucije, dok se na sedam

nukleotidnih mjesta pojavljuju sinonimne mutacije.

Egca-DRB*03
Egqca-DRB*02
Egca-DRB*04
Egca-DRB*05
Egca-DRB*06
Egca-DRB*07
Egqca-DRB*10
Egca-DRB*11

Egqca-DRB*03
Egqca-DRB*02
Egca-DRB*04
Egca-DRB*05
Egca-DRB*06
Egqca-DRB*07
Egca-DRB*10
Egca-DRB*11

Egqca-DRB*03
Egqca-DRB*02
Egca-DRB*04
Egca-DRB*05
Egca-DRB*06
Egqca-DRB*07
Egqca-DRB*10
Egca-DRB*11

CAT TTC CTG

AAC GGG ACT
A LA
A LA

* %
TAT AAC GGG

*kk *kk * %

GAG TAT AGT ACC
GC. GTG .AG

GC. GTG .AG

..G

.G

GC. GTG .AG

* **
CAG CGG GTG CTA
I €
G WA GG
G LA GG
G A GG
G A G

* * % *

AAG GAG TAC GTG CGC TTC GAC AGC GAC CTG
G..

LT,

TTC GAG TGT CAT TTC TCC
WAL

**

TAC TTG
cC..

.T. C..

.T. C.

* *

CAC AGA CTC TTC

G.A
G.G
G..

* %

*

G..
G..
G

39]
39]
39]
39]
39]
39]
39]
39]

— o e e

78]
78]
78]
78]
78]
78]
78]
78]

L i M B B e B B
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* % * * * %

Egqca-DRB*03 GGC GAG TAC CGG GCG CTG ACC GAG CTG GGG CGG CCG GAC
Egca-DRB*02 .G ... VTT Ll oL G e e e e e e
Egca-DRB*04 O B (€ N
Egqca-DRB*05 B C
Egca-DRB*06 I € Y€ N
Egqca-DRB*07 et et i ee e eee e eee e e e mmm mm—m
Egca-DRB*10 e e e e e e

Egqca-DRB*11 B C

* * % * * * * * *

Egqca-DRB*03 GCC GAG TAC TGG AAC GGG CAG CAG GAC ATC CTG GAG CAG [
Egca-DRB*02 cee e AL Lo ... e .. AL, .. T, L. L. T GLC [
Egca-DRB*04 e [
Egca-DRB*05 ! L N |
Egca-DRB*06 e e e e e e e e e e e e e e e e [195]
Egqca-DRB*07  --=- ——-— e e e e [
Egca-DRB*10 D [
Egca-DRB*11 ) L C - |

* % * * k% * k%

Egca-DRB*03 AAG CGG GCG GAG GTG GAC ACG GTG TGC AGA CAC AAC TAC
Egca-DRB*02 CG. ... ..CTC. ... ... ... TAC ... ...

Egca-DRB*(04 O

Egca-DRB*05 CG.
Egqca-DRB*06
Egca-DRB*07
Egca-DRB*10 e e e e e e e e
Egca-DRB*11 CG. ... ..A .C. ... ... ... TAC

234]
234]
234]
234]
234]
234]
234]
234]
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Egca-DRB*03
Egqca-DRB*02
Egca-DRB*04
Egca-DRB*05
Egca-DRB*06
Egqca-DRB*07
Egqca-DRB*10
Egqca-DRB*11
Egqca-DRB*01
Egca-DRB*08
Egqca-DRB*09
Egca-DRB*12
Egca-DRB*13
Eqca-DRB*14

Slika 20. Nukleotidni sljedovi alela DRB lokusa pronadenih u istraZivanoj populaciji konja.
Nesinonimna promjenjiva nukleotidna mjesta oznaCena su *. Nukleotidi koji su identi¢ni

onima u prvom alelu oznaceni su tockom. Crtica oznacava nukleotidna mjesta obuhvacena

*k * * k%%

GGC GTC AGC
CTT

TT

CTT

* *x%

* k% *k k%%

GAG AGC TTC CTG GTG CAG CGG CGA

..C .A.

T G..

Q-
>

.C.
Cooven o
GCA GC. GCG

[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]
[267]

delecijom. Novi, dosad neidentificirani aleli prikazani su na slici osjencano.

Svaki od 14 DRB alela utvrdenih u istrazivanoj populaciji konja translacijom daje jedinstven
aminokiselinski slijed (slika 21). Aminokiseline koje ¢ine vezno mjesto receptora oznacene su

ruzicastom bojom. Od ukupno 40 promjenjivih aminokiselinskih mjesta, ¢ak njih 18 nalazi se

u veznom mjestu receptora.
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Egca-DRB*03
Egqca-DRB*02
Egqca-DRB*04
Egca-DRB*05
Egca-DRB*06
Egqca-DRB*07
Egca-DRB*10
Egca-DRB*11
Egca-DRB*01
Egca-DRB*08
Egca-DRB*09
Egca-DRB*12
Egca-DRB*13
Eqca-DRB*14
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Slika 21. Aminokiselinski sljedovi za DBR alele prisutne u istrazivanoj populaciji konja.

(@]

Aminokiseline identicne aminokiselinama alela u prvom redu prikazane su tockom.
Ruziastom bojom oznaceni su aminokiselinski ostaci koji tvore vezna mjesta receptora
(odredeno na temelju analize ljudskog ortolognog DRB gena). Novi, dosad neidentificirani

aleli prikazani su na slici osjencano.

Novi alel DRB*01 najsli¢niji je alelu koji je u GenBank bazi zaveden pod pristupnim brojem
AF170067, a u naSoj populaciji nije pronaden. Razlikuju se medusobno u svega tri
nukleotidna mjesta, na kojima su nesinonimne mutacije rezultirale promjenom aminokiselina
na aminokiselinskim mjestima 5 1 87. Na mjestu 5 doslo je do promjene metionina (M) u
glutaminsku kiselinu (E), dok je na mjestu 87 doslo do promjene prolina (P) u glutamat (Q).
Kod novog alela DRB*08 i alela DRB*07 ve¢ pohranjenog u genskoj banci, zabiljeZena je
delecija 15 nukleotida, koja rezultira translacijskim produktom krac¢im za 5 aminokiselina.
Deletirane su aminokiseline koje se nalaze na 50. do 55. aminokiselinskom mjestu.
Novoutvrdeni alel DRB*08 1 otprije poznati alel DRB*07 razlikuju se u svega dva
nukleotidna mjesta, gdje su nesinonimne mutacije rezultirale promjenom aminokiselina. Tako
je na 74. aminokiselinskom mjestu glicin (G) promijenjen u alanin (A), a na 82.
aminokiselinskom mjestu mjestu doslo je do promjene glutamata (Q) u prolin (P). Sljedeci
novi alel DRB*09 najsli¢niji je ve¢ otprije poznatom alelu DRB*03, od kojeg se razlikuje u
samo jednom nukleotidnom mjestu, na kojem je nesinonimnom mutacijom doslo do
promjene aminokiseline glicina (G) u alanin (A). Novi alel DRB*13 najsli¢niji je alelu
HRSDRBA koji je identificiran u prethodnim istrazivanjima i nalazi se u genskoj banci
zaveden pod pristupnim brojem L76973.1, a u naSoj populaciji nije pronaden. Razlikuje se od
njega na ¢ak 20 nukleotidnih mjesta Sto rezultira promjenom 14 aminokiselina od kojih je

sedam u veznom mjestu receptora. DRB*12 je takoder novoutvrdeni alel koji je pronaden u
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homozigotnom obliku u cak osam jedinki. On je najsli¢niji alelu HRSDRBG koji je veé
opisan u literaturi 1 pohranjen u banci gena zaveden pod pristupnim brojem L77079.1, no nije
pronaden u ovom istrazivanju. Aleli DRB*12 i HRSDRBG razlikuju se na 19 nukleotidnih
mjesta Sto rezultira promjenom 13 aminokiselina od kojih je veé¢ina, njih ¢ak osam, na veznim
mjestima receptora. Sljede¢i novoidentificirani alel DRB*14 takoder pokazuje najviSe
sli¢nosti sa HRSDRBG alelom. Medusobno se razlikuju u 26 nukleotidnih mjesta $to uvjetuje

17 aminokiselinskih promjena od kojih se njih ¢ak 12 nalazi na veznom mjestu receptora.

4.1.3 DRA/DRB haplotipovi

Dvolokusne DRA/DRB haplotipove utvrdila sam kod 187 jedinki. Za 13 jedinki nisam bila u
moguénosti odrediti pripadaju¢e dvolokusne haplotipove, budu¢i da za te jedinke nisam
uspjela dobiti kvalitetan PCR proizvod DRB lokusa. DRA/DRB haplotipove prisutne u
istrazivanoj populaciji konja utvrdila sam analizom rekonstrukcije haplotipova pomocu
programa Arlequin 3.11. Program Arlequin 3.11 koristi se za procjenu gametnih faza u
populaciji. U istrazivanoj populaciji konja utvrdeno je postojanje ukupno 41 haplotipa (tablica
8). Ukupno 12 haplotipova utvrdeno je u homozigotnom obliku u istrazivanoj populaciji
konja i1 to njih ¢ak osam u viSe od jedne jedinke. Najucestaliji haplotip u istrazivanoj
populaciji konja je Eqca-DRA*0101/DRB*03 haplotip s uestalosti 19,79%. On se pojavljuje
u homozigotnom obliku u ¢ak 19 jedinki. Nadalje po ucestalosti slijedi haplotip Eqca-
DRA*0101/DRB*01 (9,36%) koji se u homozigotnom obliku pojavljuje u 15 jedinki, te
haplotip Eqca-DRA*0101/DRB*04 (8,82%) koji se u homozigotnom obliku pojavljuje u Sest
jedinki. Utvrdeno je 29 haplotipova koji se pojavljuju samo u heterozigotnom obliku, dok se

njih 15 pojavljuje samo u po jednoj jedinci istrazivane populacije konja (tablica 8).
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Tablica 8. Dvolokusni DRA/DRB haplotipovi utvrdeni u istrazivanoj populaciji konja, njihov

apsolutan broj u populaciji, te broj jedinki kod kojih je utvrden odredeni homozigotni

haplotip.
Dvolokusni DRA/DRB haplotip Ucestalost haplotipa u Apsolutan broj haplotipa u Broj jedinki kod kojih je
istrazivanoj populaciji istrazivanoj populaciji konja  utvrden homozigotni haplotip
konja (%)
Eqca-DRA*0301/ DRB*03 8,56 32 1
Eqca-DRA*0101/ DRB*04 8,82 33 6
Eqca-DRA*0101/ DRB*01 9,36 35 15
Eqca-DRA*0201/ DRB*04 5,88 22 1
Eqca-DRA*0101/ DRB*03 19,79 74 19
Eqca-DRA*0101/ DRB*02 5,88 22 9
Eqca-DRA*0101/ DRB*11 6,68 25 9
Eqca-DRA*0101/ DRB*06 7,22 27 4
Eqca-DRA*0401/ DRB*03 2,94 11 1
Eqca-DRA*0401/ DRB*02 0,53 2 1
Eqca-DRA*0101/ DRB*12 4,28 16 8
Eqca-DRA*0101/ DRB*14 2,41 9 3
Eqca-DRA*0101/ DRB*13 0,27 1 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*13 0,27 1 0
Eqca-DRA*0501/ DRB*01 0,27 1 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*03 3,21 12 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*06 1,34 5 0
Eqca-DRA*0301/ DRB*04 0,80 3 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*01 0,53 2 0
Eqca-DRA*0301/ DRB*02 0,53 2 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*02 0,53 2 0
Eqca-DRA*0501/ DRB*06 0,53 2 0
Eqca-DRA*0301/ DRB*06 1,60 6 0
Eqca-DRA*0301/ DRB*11 1,07 4 0
Eqca-DRA*0101/ DRB*10 0,53 2 0
Eqca-DRA*0401/ DRB*04 1,07 4 0
Eqca-DRA*0301/ DRB*09 0,53 2 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*11 0,53 2 0
Eqca-DRA*0401/ DRB*06 0,27 1 0
Eqca-DRA*0101/ DRB*07 0,80 3 0
Eqca-DRA*0501/ DRB*11 0,27 1 0
Eqca-DRA*0301/ DRB*01 0,27 1 0
Eqca-DRA*0101/ DRB*08 0,27 1 0
Eqca-DRA*0401/ DRB*14 0,27 1 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*14 0,27 1 0
Eqca-DRA*0301/ DRB*10 0,27 1 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*10 0,27 1 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*09 0,27 1 0
Eqca-DRA*0201/ DRB*05 0,27 1 0
Eqca-DRA*0101/ DRB*05 0,27 1 0
Eqca-DRA*0501/ DRB*04 0,27 1 0
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4.2 Evolucijske udaljenosti medu alelima DRA i DRB lokusa

Pomocu programa MEGA verzije 6.06 odredene su nukleotidne i aminokiselinske evolucijske
udaljenosti medu DRA i DRB alelima koji su prisutni u istrazenom uzorku. Evolucijsku
udaljenost program odreduje prema modelima koje odabire kao najprikladnije za pojedini
skup alela. Kao najprikladniji model za racunanje evolucijske udaljenosti nukleotidnih
sljedova DRA alela odabran je Jukes-Cantor (JC) model, dok je za aminokislinske sljedove
istog lokusa odabran Jones-Taylor-Thornton (JTT) model. Za alele DRB lokusa kao
najprikladniji model nukleotidne supstitucije program je izabrao Tajima Nei distance (T92
model). Za najprikladniji model aminokiselinske supstitucije odabran je JTT model sa gama

distribucijom (JTT+G) (tablica 9).

Aminokiselinske udaljenosti na oba lokusa veée su od njihovih nukleotidnih udaljenosti.
Utvrdeno je, takoder, da su nukleotidna i aminokiselinska evolucijska udaljenost ve¢e za DRB

lokus, nego za DRA lokus (tablica 9).

Tablica 9. Srednje vrijednosti evolucijskih nukleotidnih i aminokiselinskih udaljenosti medu
alelima za pojedini lokus (d), standardne pogreske (S.E.), modeli supstitucije koriSteni za

odredivanje nukleotidne 1 aminokiselinske evolucijske wudaljenosti, broj varijabilnih

nukleotidnih mjesta i broj aminokiselinskih sljedova za pojedini lokus.

Broj jedinstvenih Broj Nukleotidna udaljenost Aminokiselinska udaljenost
aminoKkiseli- varijabilnih
nskih sljedova nukleotidnih Model .E. Model amino-

sekvenci - duljina
analizirane sekvence)

LOKUS (broj analiziranih

mjesta nukleoti- kiselinske
dne supstitucije
supstituci-
je
DRA (5- 5 8 IC 0,013 0,005 JTT 0.025 0,011
243 pb)
DRB 14 67 T92+G 0,199 0,037 JITT+G 0,323 0,064
(14-267
pb)

JC - Jukes-Cantor model nukleotidne supstitucije, JTT - Jones-Taylor-Thornton model aminokiselinske
supstitucije, G — parametar gama distribucije, T92 — Tamura 3 parametar model nukleotidne supstitucije, d -
srednja vrijednost evolucijskih nukleotidnih i aminokiselinskih udaljenosti
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4.3 Selekcija na DRA i DRB lokusima

Postojanje pozitivne selekcije na lokusima analizirala sam pomocu dva testa: dN/dS testom i
PAML programom. Obje analize temelje se na omjeru sinonimnih i nesinonimnih mutacija
medu nukleotidnim sljedovima. Ako se sinonimne i nesinonimne supstitucije dogadaju se
podjednakom ucestaloS¢u, rije¢ je o neutralnoj evoluciji. U slu€aju pozitivne selekcije,

nesinonimne supstitucije prevladavaju nad sinonimnim supstitucijama.

4.3.1 dN/dS test

Omjer sinonimnih i nesinonimnih mutacija odredila sam pomocu programa MEGA 6.06. Na
temelju dobivenih dN i dS vrijednosti za pet utvrdenih alela DRA lokusa i 14 alela DRB
lokusa, utvrdila sam da je unutar vezne regije (PBR regije) na oba lokusa broj nesinonimnih
mutacija statisticki znacajno ve¢i od broja sinonimnih mutacija (tablica 9). Vjerojatnost
odbacivanja nulte hipoteze (neutralna evolucija) u korist alternativne hipoteze (dN>dS,
pozitivna selekcija) za veznu regiju na oba lokusa statisticki je znacajna (P<0,05) Sto ukazuje
na djelovanje pozitivne selekcije na veznim regijama DRA i DRB lokusa (tablica 10). Na
dijelovima nukleotidnih sljedova koji se nalaze izvan vezne regije nije pronadena naznaka

djelovanja pozitivne selekcije.

Tablica 10. Sinonimne (dS) i nesinonimne (dN) udaljenosti medu alelima DRA i DRB

lokusa, njihovi omjeri (dN/dS) i1 P vrijednosti testiranja neutralne evolucije u korist pozitivne

selekcije.
Lokus Broj alela PoloZaj analiziranih ds
kodona
DRA 5 Unutar vezne regije 0,032 0,000 ' 0,014*
Izvan vezne regije 0,003 0,034 0,100 1,000
DRB 14 Unutar vezne regije 0,303 0,145 2,089 0,011%*
Izvan vezne regije 0,072 0,122 0,590 1,000

* statisticki znacajna P vrijednost (P<0.05)
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4.3.2 PAML analiza

Osobitost programa PAML u odnosu na MEGA program je Sto PAML analizira pojedinacne
kodone i medu njima odreduje one koji su pod djelovanjem pozitivne selekcije, dok MEGA
program analizira cijeli nukleotidni slijed pojedinog alela. Razinu vjerojatnosti djelovanja
pozitivne selekcije na odredene kodone PAML procjenjuje pomocu dvije metode: NEB

(Naive empirical Bayesian) i BEB (Bayes empirical Bayesian).

Zbog relativno malog broja utvrdenih alela u istrazenoj populaciji konja, za DRA alele (5

alela) nisam provodila PAML analizu.

PAML analiza nudi tri para modela. U svakom paru modela jedan model ukljucuje djelovanje
pozitivne selekcije (M2a, M3 i M8 modeli), dok ga drugi ne ukljuuje (Mla, MO i M7
modeli). Analizom nukleotidnih sljedova 14 DRB alela pronadenih u ovom istrazivanju,
utvrdila sam da iste bolje opisuju modeli koji ukljuuju parametre za pozitivnu selekciju
(M2a, M3 i M8) od jednostavnijih modela koji im sluze za usporedbu. Rezultati su prikazani

u tablici 11 1 kao takvi ukazuju na postojanje pozitivne selekcije na DRB lokusu.

Tablica 11. Usporedba modela M2a, M3 i M8 sa modelima Mla, MO i M7 za alele DRB

lokusa.

Lokus Usporedivani Stupnjevi slobode

modeli

DRB M2a vs Mla 2 24 0,0001*
M3 vs MO 4 64 0,0001*
M8 vs M7 2 24 0,0001*

2A1=2(Lb-La), LaiLb su log-likelihood vrijednosti za svaki usporedeni model

* statisticki znacajna p-vrijednost (P<0.05)
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U tablici 12 prikazani su kodoni na kojima je prema modelima M2a i M8 uz pomo¢ NEB i
BEB statisticke analize utvrdeno djelovanje pozitivne selekcije. BEB metoda je
vjerodostojnija jer u obzir uzima pogresku kod uzorkovanja. Brojevi kodona odgovaraju
translatiranom egzonu 2. Prvi kodon egzona kodira prvu aminokiselinu. U istoj tablici su
takoder navedene i1 razine statisticke vjerojatnosti da je pojedini kodon pod djelovanjem

pozitivne selekcije.

Tablica 12. Kodoni DRB lokusa kod kojih je utvrdeno djelovanje pozitivne selekcije NEB i

BEB analizom.

Lokus Model Kodoni pod pozitivnom Kodoni pod pozitivhnom

selekcijom - NEB analiza  selekcijom - BEB analiza

DRB M2a S5** 6%, 69* 5%*, 6%, 69*

M8 5*% 6% 69* 5%% 6% 69% 89"

** kodon odabran s vjerovjatnoséu >99%
* kodoni odabrani s vjerojatnoscu >95%

" kodon je odabran s vjerojatnoséu >90%

Svi koriSteni modeli NEB 1 BEB analizom pronalaze iste kodone DRB lokusa koji su pod
pozitivnom selekcijom. To su kodoni 5, 6 i 69 (tablica 12). Razlidit je jedino rezultat BEB
analize kod modela 8, koji uz navedene kodone pronalazi statisticku podrzanost od 93% za
djelovanje pozitivne selekcije na kodonu 89. Znacajno je da se kodoni 6 1 69 za koje je
utvrdeno da se nalaze pod pozitivhom selekcijom, nalaze unutar vezne regije odredene prema

ljudskom orolognom DRB genu, dok je kodon 5 smjesten izmedu dva vezna mjesta (slika 22).
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Slika 22. Srednje o vrijednosti za pojedine kodone lokusa DRB dobivene modelom MS.
Posteriorne vjerojatnosti izraCunate su Bayes empirical Bayes (BEB) metodom u programu

CODEML koji je dio programskog paketa PAML.

**oznacava mjesto za koje je vjerojatnost pozitivne selekcije ve¢a od 99%, * oznaCava mjesta za koje je
vjerojatnost pozitivne selekcije ve¢a od 95%, + oznaCava mjesto za koje je vjerojatnost pozitivne selekcije 93%.
Brojevi kodona odgovaraju aminokiselinskom slijedu dobivenom translacijom egzona 2. 1 oznacava

pretpostavljena aminokiselinska vezna mjesta prema ortolognom ljudskom B3 lancu
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4.4 Filogenijska analiza

Filogenijsku analizu alela DRA i DRB lokusa napravila sam u programu MEGA metodom
Maximum likelihood (ML), koja se temelji na modelu nukleotidne supstitucuje odabranom
prema Bayesovom informacijskom kriteriju. Za izradu filogenijskih stabala pojedinog lokusa
rabila sam alele pronadene u ovom istrazivanju, te alele koji su ve¢ ranije utvrdeni u rodu
Equus 1 dostupni u bazi podataka GenBank. Vanjska grupa za analizu DRB lokusa bili su
ljudski MHC aleli, dok su MHC aleli goveda i svinje bili izabrani kao vanjske grupe za izradu
DRA stabla.

4.4.1 Filogenijsko stablo DRA alela

Na slici 23 prikazano je filogenijsko stablo za DRA alele. Za izradu stabla upotrijebila sam
nukleotidne sljedove 5 alela DRA lokusa pronadenih u istrazivanoj populaciji konja. Njima
sam dodala nukleotidne sljedove ve¢ otprije poznatih 18 DRA alela koji pripadaju razli¢itim
vrstama roda Equus: magarac (E. asinus), Burchellii zebra (E. burchelli), Grevy zebra (E.
grevy), kulan ili azijski magarac (E. hemionus), tibetanski magarac (E. kiang), planinska zebra
(E. zebra). Duljina pojedine grane odgovara broju supstitucija po nukleotidnom mjestu. Aleli
pronadeni u ovom istrazivanju oznaceni su masnim tiskom. Iz filogenijskog stabla vidljivo je
da se tri alela iz istrazivane populacije konja, Eqca-DRA*0301, Eqca-DRA*0201 i Eqca-
DRA*0101 smjestaju u izdvojenu grupu alela. Alel Eqca-DRA*0501 smjestio se u grupu
alela u kojoj se nalaze jos aleli nadeni u magarca (Eqas-DRA*0301) 1 Bruchelii zebre (Eqbu-
DRA*0101). Alel iz istrazivane populacije konja Eqca-DRA*0401 posebno je zanimljiv jer je
kod njega zabiljezen trans-specijski polimorfizam, odnosno isti taj alel pronaden je jo$ u
Bruchelii zebre. Trans-specijski polimorfizam utvrden je 1 kod alela Eqas- DRA*0401 kojeg
nalazimo u magaraca i zebre, zatim kod alela Eqbu- DRA*0501 kojeg nalazimo u Bruchelli
zebre 1 planinske zebre, alela Eqbu-DRA*0401 koji se moze pojaviti kod Bruchelli zebre i
tibetanskog magarca. Posebno su zanimljivi aleli koji se pojavljuju u ¢ak tri ili viSe vrsta iz
porodice Equidae: Eqas-DRA*0101 koji je utvrden u magarca, planinske zebre i Bruchelii
zebre, zatim alel Eqbu-DRA*0101 utvrden kod Bruchelii zebre, Grevyi zebre i planinske
zebre, te alel Eqas-DRA*0201 kojeg nalazimo kod magarca, tibetanskog magarca, azijskog
magarca 1 Bruchelli zebre. 1z stabla je takoder vidljivo da je podrzanost grana relativno slaba,
ali grana koja odvaja alele roda Equus od DRA alela svinja i goveda dobro je statisticki

podrzana.
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Slika 23. Filogenijsko stablo Eqca-DRA alela dobiveno ML metodom temeljenoj na Kimura
2- parametar modelu s gama distribucijom. Svinjski 1 govedi DRA aleli koriSteni su kao
vanjska grupa. Bootstrap vrijednosti dobivene s 2 500 ponavljanja prikazane su pokraj
pripadajuéih ¢vorova, a odgovaraju postotku dobivenih stabala kod kojih su aleli grupirani
kako je prikazano. Konjski DRA aleli pronadeni u istrazivanom uzorku masno su otisnuti.
Ostali aleli preuzeti su iz genske banke. Slova u zagradama oznacavaju vrstu kod koje je
pronaden pojedini alel: A- magarac (E. asinus), B- Burchellii zebra (E. burchelli), G- Grevy
zebra (E. grevy), H- kulan ili azijski polumagarac (E. hemionus), K- tibetanski magarac (E.
kiang), Z- planinska zebra (E. zebra). Duljina grana odgovara broju supstitucija po

nukleotidnom mjestu.
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4.4.2 Filogenijsko stablo DRB alela

Na slici 24 prikazano je filogenijsko stablo za DRB alele. Za izradu stabla upotrijebila sam
nukleotidne sljedove 14 alela DRB lokusa pronadenih u istrazivanoj populaciji konja. Od 14
alela, njih Sest je identificirano po prvi put u ovom istrazivanju, dok ih je osam ve¢ otprije
poznato. Za izradu stabla, tim sam alelima dodala 25 DRB alela ve¢ otprije poznatih za rod
Equus. Ukupno 19 od tih alela pronadeno je kod domaceg konja (Equus caballus), dok je Sest
alela pronadeno u divljeg konja (Equus ferus przewalski). Aleli pronadeni u ovom istrazivanju
oznaceni su crnim rombom. Iz filogenijskog stabla moze se uociti da su se aleli pronadeni u
istrazivanoj populaciji konja rasporedili duz stabla, Sto potvrduje njihovu medusobnu
raznolikost. Novoutvrdeni aleli u istrazivanoj populaciji konja smjestaju se u grupu s alelima s
novi alel Eqca-DRB*07 smjestio u grupu s alelom Eqca-DRB*08 kojemu je najsli¢niji,

odnosno razlikuje se od njega u svega dvije aminokiseline.

Duljina grana odgovara broju supstitucija po mjestu. Grana koja odvaja alele roda Equus od

ljudskih alela DRB alela dobro je statisticki podrzana.
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Slika 24. Filogenijsko stablo Eqca-DRB alela dobiveno ML metodom temeljenoj na Kimura
2-parametar modelu s gama distribucijom. Ljudski aleli HLA-DRB koriSteni su kao vanjska
grupa. Bootstrap vrijednosti dobivene s 2 500 ponavljanja prikazane su pokraj pripadajucih
¢vorova, a odgovaraju postotku dobivenih stabala kod kojih su aleli grupirani kako je
prikazano. Aleli pronadeni u istrazivanom uzorku oznaceni su crnim rombom. Ostali aleli
preuzeti su iz genske banke, a u zagradi je prikazan pridruzeni broj pojedinog alela. Duljina

grana odgovara broju supstitucija po nukleotidnom mjestu.
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4.5 Statisticke analize podataka

4.5.1 Analize grupiranja jedinki

Podatci o jedinkama koji su koriSteni u statistickim analizama prikazani su u Prilogu 1.

Da bi prvotno istrazila postoje li grupiranja medu podatcima o istrazenim jedinkama,
napravila sam analize grupiranja podataka. Vazno je napomenuti da su u analizama koriSteni
samo podatci za jedinke za koje su bile poznate sve vrijednosti, §to znaci spol, mjesto
prebivaliste zivotinje, rezultat seroloske pretrage MAT na prisutnost specifi¢nih protutijela na
leptospire, te pripadaju¢i aleli DRA 1 DRB lokusa, odnosno DRA/DRB haplotipovi. Takvih
jedinki bilo je 187.

Najprije sam napravila hijerarhijsku analizu grupiranja. U toj se analizi odreduje broj razreda
u koje se jedinke svrstavaju s obzirom na strukturu podataka. Hijerarhijsko grupiranje jedinki
radila sam na osnovu DRA/DRB haplotipa jedinke, serovara na koji jedinka pokazuje
seroloski odgovor i kombinacije tih dvaju grupiranja, dakle prema haplotipu i1 serovaru. Iz
rezultata te analize uocila sam da se svaka jedinka smjeSta u svoj razred (grupu) bez
iznalazenja nekog pravila grupiranja. Hijerarhijsko grupiranje dostatno je i smisleno u slucaju
jednoznac¢nih podataka s jasnim razlikama medu jedinkama. No, obiljezja nasih jedinki nisu
bila jednoznacna, ve¢ slozena, te nam zato takvo grupiranje podataka nije dalo dovoljno dobre
rezultate grupiranja jedinki. Zbog toga sam podatke analizirala fuzzy clustering analizom,
(FCMCA, eng. fuzzy c-means cluster analysis). Kod te analize prvobitno sami predvidamo
broj razreda, pri ¢emu je maksimalan broj razreda jednak broju kategorija ili rasponu
podataka. Isto tako svaka jedinka moZe biti ¢lan svih razreda ili grupa. Na osnovu te analize

kvantitativno sam odredila u kolikom udjelu pojedina jedinka pripada kojem razredu.
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4.5.1.1 Fuzzy clustering grupiranje jedinki prema seroloSkom odgovoru jedinki na
leptospirozu

Podaci su obradeni binarno, odnosno umjesto vrijednosti titra upotrjebljene su vrijednosti 1
za pozitivan nalaz i 0 za negativan. Jedinke su se na osnovu seroloskih podataka, odnosno
seroloSkog odgovora kojeg su pokazivale prema rezultatima MAT metode grupirale u 12

razreda.

Razred 1: jedinke s negativnim seroloskim nalazima na leptospirozu (ukupno 100 Zivotinja)
Razred 2: jedinke pozitivne samo na serovare Canicola i Ictherohaemorrhagiae (ukupno 11
jedinki)

Razred 3: jedinke pozitivne samo na serovar Grippotyphosa (8 jedinki)

Razred 4: jedinke pozitivne samo na serovar Bratislava (7 jedinki)

Razred 5: jedinke pozitivne samo na serovare Grippotyphosa, Bratislava i Pomona (5 jedinki)
Razred 6: jedinke pozitivne samo na serovare Bratislava, Canicola i Ictherohaemorrhagiae (4
jedinke)

Razred 7: jedinke pozitivne samo na serovare Grippotyphosa i Bratislava (3 jedinke)

Razred 8: jedinke pozitivne samo na serovare Grippotyphosa, Sejroe, Pomona i
Ictherohaemorrhagiae (1 jedinka)

Razred 9: Jedinke pozitivne samo na serovare Bratislava, Pomona, Canicola i
Ictherohaemorrhagiae (1 jedinka)

Razred 10: jedinke pozitivne samo na serovare Sejroe, Bratislava, Australis,
Icterohamorrhagiae i Saxkoebing (2 jedinke)

Analizom je utvrdeno da se ukupno 42 jedinke s karakteristicnim seroloskim odgovorima
grupiraju u devet karakteristicnih razreda. U zaseban su razred svrstane jedinke kod kojih je
na osnovu rezultata MAT seroloske pretrage ustanovljeno da nema specifi¢nih protutijela na
leptospire (100 jedinki). 58 jedinki kod kojih je ustanovljen seroloski odgovor na leptospire,

medusobno se nedovoljno razlikuju da bi mogle formirati zasebne razlikovne razrede.
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4.5.1.2 Fuzzy clustering analiza grupiranja jedinki prema DRA/DRB haplotipovima

Na osnovu fuzzy clustering analize grupiranja jedinki prema pripadajuéim DRA/DRB
haplotipovima jedinke su svrstane u ukupno sedam razreda. Grupirale su se prema pripadnosti
jedinki odredenom DRA/DRB haplotipu (slika 25). Rezultati fuzzy clustering analize

prikazani su graficki sa sedam razreda i tocnoS¢u ovih dviju komponenti od 79,54%.

Grpoet2
1
1
b

Component 1
These two components explain 79.54 % of the point variability.

Slika 25. Graficki prikaz rezultata dobivenih fuzzy clustering analizom grupiranja prema

haplotipovima u sedam razreda.

Fuzzy clustering provedene analize podataka posluzile su mi za bolje uocavanje strukture

podataka i postojecih grupiranja jedinki na osnovu podataka koristenih u pojedinoj analizi.
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4.5.1.3 Fuzzy clustering analiza grupiranja jedinki prema serovaru leptospira i
DRA/DRB haplotipu

Nakon toga sam provela fuzzy clustering analizu grupiranja jedinki prema serovaru leptospira
na kojeg pojedina jedinka pokazuje seroloski odgovor i DRA/DRB haplotipu jedinke. Ta je
analiza pokazala da se jedinke grupiraju u najvise 11 razreda, te da svega nekoliko jedinki

pokazuje izuzetnu medusobnu sli¢nost, odnosno veliku razlicitost od ostalih jedinki (slika 26).

1Y%

T T T
-10 -5 o

Component 1
These two components explain 30.41 % of the point variability.

Slika 26. Rezultat fuzzy clustering analize grupiranja podataka na osnovu serovara leptospira i

pripadaju¢eg DRA/DRB haplotipa.

4.5.2 ViSestruka analiza povezanosti

Zatim je provedena viSestruka analiza povezanosti (MCA, eng. multiple correspondence
analysis) sa svrhom uocavanja i kvantifikacije znacajnosti medusobnih povezivanja medu
varijablama, te iznalaZzenja podatkovnih struktura. Rezultati MCA analize pokazali su da
nema znacajnijih grupiranja jedinki prema haplotipovima i serovarima (slika 27). U analizi su
izdvojene dvije osi koje ¢ine korelirane varijable (u naem sluéaju serovar i haplotip). Sto je
neka varijabla blize tim osima, to ona vise doprinosi varijaciji koju pojedina os objasnjava.
Isto tako Sto je dalje od sjeciSta dviju osi ta je varijabla specificnija ili "svojstvena". Iz
rezultata MCA analize moZe se tako uociti da su npr. jedinke koje pokazuju seroloski odgovor

na serovare Bataviae, Sejroe 1 Saxkoebing specificne u odnosu na druge jedinke. Isto tako
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vidljivo je da su jedinke pozitivne na Sejroe i Saxkoebing puno znacajnije za objasnjenje

varijance od jedinki pozitivnih na Bataviae, jer se nalaze neposredno uz prvu os.

MCA, antitijela’haplotipovi

DRB_2_

Dim.2

Dim.1

Slika 27. Rezultati viSestruke analize povezanosti MCA.

Kroz MCA analizu napravljena je analiza skupnih povezanosti s izlaznim parametrima
vjerojatnosti statistiCke znacajnosti povezanosti (p) i transformacije p vrijednosti u normalne
kvantile tj. v - statistike. Tako sam dobila podatke o zdruZenosti ili povezanosti pojedinih
kategorija i varijabli u istrazenoj populaciji jedinki (Prilog 2). Ukoliko p iznosi manje od 0,05
povezanost je statistiCki znaCajna. Pozitivna vrijednost v ukazuje na Cinjenicu da je neka
varijabla zastupljenija od ostalih varijabli kod promatrane kategorije, dok negativna vrijednost
v govori o vecoj zastupljenosti neke varijable kod nekih drugih kategorija. Vazno je naglasiti
da ovi rezultati sadrze statisticki znacajne povezanosti izmedu pojedinih varijabli i kategorija
samo u nasem uzorku analiziranih jedinki (200 jedinki). Ta se statisticka znacajnost, dakle,
odnosi samo na ispitivani uzorak jedinki, te nije op¢enito pravilo koje bi se moglo primijeniti

na cjelokupnu populaciju konja. Kroz analizu sam istrazila medusobnu zdruzenost varijabli
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koje su ukljucivale pasminu, mjesto prebivalista jedinki, utvrdene alele DRA 1 DRB lokusa
pojedine jedinke, odnosno homozigotni ili heterozigotni oblik alela lokusa, zatim status
seroloskog odgovora na infekciju leptospirama kod jedinki (pozitivan ili negativan) i serovar
leptospira na koji je pojedina jedinka pokazala seroloSki odgovor u vidu titra protutijela

specifi¢nih za leptospire.

Prema podacima iz Priloga 1 odredila sam ucestalost pojedine pasmine u istrazenoj populaciji
konja. Najzastupljenija pasmina u istrazivanju je hrvatski toplokrvnjak (43%), nakon njega
slijedi hrvatski hladnokrvnjak (35,5%), zatim hrvatski posavac (10,5%), lipicanac (3,5%),
poni (2,5%), araber (2%), shetlandski poni (1,5%), hrvatski sportski konj (1%), te krizana
pasmina (0,5%).

Sto se ti¢e povezanosti kategorije - pasmine jedinke i varijable - alela DRB lokusa, statisti¢ki
znacCajna povezanost uocena je kod pasmine araber i alela Eqca-DRB*10. Taj je alel pronaden
samo u jedinkama navedene pasmine. On se pojavljuje u 75% jedinki pasmine araber u
istrazenoj populaciji konja. Alel Eqca-DRB*04 pronaden je u 51,28% jedinki pasmine
hrvatskog hladnokrvnjaka. Nadalje, alel Eqca-DRB*12 je zastupljeniji kod pasmine hrvatski
posavac nego kod ostalih pasmina, u 50% hrvatskih posavaca utvrden je taj alel. Alel Eqca-
DRB*09 statisticki je najzastupljeniji DRB alel u pasmine hrvatski sportski konj. Alel Eqca-
DRB*13 pojavljuje se u istrazenom uzorku samo u pasmini lipicanac. Statisticki znacajna
zdruzenost alela DRA lokusa i pasmine araber, uocena je za alel Eqca-DRA*0301. Utvrdena
je 1 statisticki znacajna povezanost alela Eqca-DRA*0101 1 pasmine hrvatski posavac u kojoj
se taj alel pojavljuje u ¢ak 95,24% jedinki. Kod 50% jedinki u kojih smo utvrdili postojanje
alela Eqca-DRA*0501 sa statisticki zna¢ajnom podrzanoscu taj je alel povezan sa pasminom
poni. Alel Eqca-DRB*11 se u istrazenoj populaciji konja pojavljuje u 81,25% jedinki pasmine

hrvatski toplokrvnjak i to u homozigotnom obliku.

Sto se ti¢e pak zdruzenosti kategorije pasmine i homozigotnog ili heterozigotnog oblika alela
pojedinog lokusa, statisticki znacajna povezanost uocena je izmedu homozigotnih alela DRB
lokusa i pasmine hrvatski posavac, gdje je u ¢ak 95,24% jedinki navedene pasmine utvrden je
homozigotni oblik alela. Statisticki znafajna povezanost utvrdena je i izmedu kategorije
lipicanac i varijable heterozigotnog DRB lokusa, naime 71,43% jedinki pasmine lipicanac je

heterozigotno za DRB lokus.

Utvrdeno je da je ¢ak 60,49% istrazenih muzjaka seroloski negativno na leptospirozu, dok je

samo 32% zenki seroloski negativno (odnosno 68% jedinki Zenskog spola je pozitivno).
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Statisticki znacajna povezanost utvrdena je za kategoriju zenskog spola i pojedinih serovara
leptospira na koje su jedinke pokazale seroloski odgovor. Tako je primjerice u 72% istraZenih
jedinki pozitivnih na serovar Grippotyphosa, te 75,93% jedinki pozitivnih na serovar
Icterohaemorrhagiae 1 68% jedinki pozitivnih na Pomonu utvrdena statisticki znacajna
povezanost sa Zenskim spolom jedinki. StatistiCki znacajna povezanost alela Eqca-DRA*0301
1 muSkog spola utvrdena je kod 59,52% jedinki, dok je kod 73,95% Zenki utvrdena statisticki

znacajna povezanost s alelom Eqca-DRA*0101.

Na osnovu dobivenih statisti¢ki znacajnih zdruzivanja izmedu kategorije serovara na koji
jedinka pokazuje seroloski odgovor i odredenog alela DRA lokusa, utvrdena je povezanost
serovara Sejroe i Saxkoebing s alelom Eqca-DRA*0401 (40% jedinki s tim alelom je
pozitivno na oba serovara). Takoder je utvrdena statisticki znaCajna povezanost serovara
Pomona 1 alela Eqca-DRB*03 (60,47% jedinki pozitivnih na serovar Pomona imaju alel
Eqca-DRB*03). Utvrdena je i znacajna statisticka povezanost jedinki pozitivnih na serovar
Australis i pasmine hrvatski posavac. Naime, 54,55% jedinki pozitivnih na serovar Australis

su pasmine hrvatski posavac. 52,38% jedinki iste pasmine pozitivne su na serovar Bratislava.

Prema statistiCki znacajnoj povezanosti dobivenoj izmedu kategorije - DRB homozigotnog
haplotipa 1 varijable - alela DRB lokusa, utvrdeno je da su sve jedinke istrazene populacije s
pronadenim alelima Eqca-DRB*02, Eqca-DRB*05, Eqca-DRB*11, Eqca-DRB*12 i Eqca-
DRB*13 homozigotne za DRB lokus. Unutar iste kategorije jedinki utvrdena je znacajna
statisticka podrzanost povezanosti s varijablom koja odreduje pozitivan seroloski odgovor na

serovar Australis.

Kategorija DRB heterozigotnog haplotipa statisticki je znacajno povezana s odredenim
alelima DRA i1 DRB lokusa. 87,5% jedinki kod kojih je utvrden alel Eqca-DRA*0201 su
heterozigoti za DRB lokus. 80% jedinki koji imaju alel Eqca-DRA*0301 takoder su DRB
heterozigotnog haplotipa.

Na osnovu statisticki znacajnih povezanosti izmedu kategorije - DRA homozigotnog
haplotipa 1 varijabli koje predstavljaju alele DRA lokusa, utvrdeno je da 92,17% homozigota
za DRA lokus ima alel Eqca-DRA*0101. Isto tako pronadene su statisti¢ki znacajno podrzane
poveznice izmedu te kategorije i pojedinih alela DRB lokusa. 80% jedinki koje imaju alel
Eqca-DRB*01 homozigotno je za DRA lokus. Sve jedinke koji imaju alel Eqca-DRB*12
pokazuju statisticki znaCajnu povezanost s alelom DRA Ilokusa, Eqca-DRA*0101, u

homozigotnom obliku.
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MCA analizom podataka odredene su dvije dimenzijske osi. Varijable koje oznacavaju
serovar ¢ine jednu, a varijable vezane za haplotipove ¢ine drugu dimenziju (slika 28).
Varijable pasmina i spol nemaju nikakvo znacenje u objaSnjavanju varijanci uzoraka. Obje
dimenzije objasnjavaju vrlo mali dio ukupne varijance (12,42%). Zbog toga je gotovo
nemoguce temeljem ovih rezultata potvrditi opcenito pravilo. Medutim, s druge strane,
podatci pokazuju naznake pravila, $to je vidljivo iz ,,razdvajanja* varijabli u dvije dimenzije,

koje predstavljaju haplotipove i serovar.
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Slika 28. Rezultati MCA analize za dvije dimenzijske osi koju ¢ine varijabla serovara i

varijabla haplotipa.
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Utvrdena visoka seroprevalencija leptospiroze u konja u Republici Hrvatskoj potakla me na
istrazivanje raznolikosti glavnoga sustava tkivne podudarnosti skupine II koji ima izrazito
vaznu ulogu u prepoznavanju patogenih mikroorganizama i pokretanju imunosnog odgovora
domacina. Dio tog genskog sustava kodira stani¢ne povrSinske glikoproteine, odnosno
receptore, koji vezu antigene i prikazuju ih pomocnickim T-limfocitima. Grada receptora
stoga izravno utjece na pokretanje i u¢inkovitost imunosnog odgovora domacina na patogeni
mikroorganizam, odnosno njegovu prijemljivost ili otpornost na infekcije (Kindt i sur.,

2007.).

Glavna postavka ove disertacije bila je utvrditi polimorfizam gena MHC skupine II u konja
prirodno inficiranih patogenim bakterijama iz roda Leptospira, te ga usporediti s
polimorfizmom istih gena u neinficiranih konja. Predmet istrazivanja bili su DRA 1 DRB

lokusi MHC skupine II.

U istrazivanoj populaciji konja pronasla sam ukupno pet alela DRA lokusa. Svi su aleli ve¢
opisani u rodu Equus u ranijim istrazivanjima. Buduc¢i da je u istrazivanje ukljucen velik broj
jedinki (200), te su uz autohtone pasmine analizirane i ostale pasmine konja zastupljene u
Republici Hrvatskoj, poput hrvatskog toplokrvnjaka, lipicanca, ponija, te jedinke ostalih i
krizanih pasmina, ocekivana je relativno visoka raznolikost alela DRA lokusa. Naime, vazno
je napomenuti da je DRA lokus kod vecéine dosad istrazivanih vrsta monomorfan ili neznatno
polimorfan (Takada i sur., 1998., Yuhki i sur., 2003.). Tako je npr. kod ljudi utvrdeno
postojanje svega 3 HLA-DRA alela (Murphy i sur., 2008.). Medutim, iznimku ¢ini upravo
porodica Equidae koju odlikuje izraziti polimorfizam DRA lokusa. Naime, do danas je u toj
porodici utvrdeno ¢ak 23 alela DRA lokusa (Albright-Fraser i sur., 1996., Brown i sur., 2004.,
Arbanasi¢ i sur., 2009.).

Najucestaliji alel DRA lokusa u istrazivanoj populaciji bio je alel Eqca-DRA*0101 (68,25%).
Upravo se taj alel pojavljuje s najve¢om ucestalosti u svim dosad istrazivanim populacijama
konja. Tako je kod arapskih konja zastupljen s ucestalosti od 44%, kod punokrvnih konja
62%, a kod irskih hladnokrvnih konja 70% (Brown 1 sur., 2004.). Isti je alel pronaden s vrlo
visokom ucestalosti i u ranijem istrazivanju hrvatskih autohtonih pasmina konja: hrv.

hladnokrvnjaka (80%) i hrv. posavca (83%) (Arbanasi¢ i sur., 2009.).

U istrazivanoj populaciji konja pronaden je i alel DRA lokusa koji dosad nije zabiljeZzen u
populaciji konja R. Hrvatske. Rije¢ je o alelu Eqca-DRA*0301, drugom alelu po ucestalosti u

istrazivanoj populaciji, utvrdenom u cak 52 jedinke. U tri jedinke se pojavio u homozigotnom

112



obliku, dok je u ostalim jedinkama utvrden u heterozigotnom obliku. Spomenuti alel ve¢ je
ranije opisan u konja i1 to s relativno visokom ucestalosti kod pojedinih pasmina, poput

arapskih i punokrvnih konja (>20%) (Brown i sur., 2004.).

Treéi alel po ucestalosti utvrden u ovom istrazivanju je Eqca-DRA*0201 (12,75%). U
istrazivanju Arbanasi¢ 1 suradnika (2009.) taj se alel pojavio kod svega 3% hrv.
hladnokrvnjaka i 2% hrv. posavca, §to je moguce objasniti manjim ukupnim brojem

analiziranih jedinki.

Alel s vrlo niskom ucestalosti u istrazivanoj populaciji bio je alel Eqca-DRA*0501 (1,25%).
Spomenuti alel prvi je puta pronaden u uzorku hrvatskih konja u istrazivanju Arbanasi¢ i
suradnika (2009.). Zabiljezena ucestalost mu je i u tom istrazivanju bila vrlo niska, svega
0,05% u hrv. hladnokrvnjaka i 0,01% u hrv. posavca. Na osnovu rezultata obaju istrazivanja

moze se zakljuciti da je navedeni alel vrlo rijedak u populaciji hrvatskih konja.

Alel Eqca-DRA*0401 pronasla sam u 4,75% istrazivane populacije konja. Osobitost tog alela
jest da se on osim u konja, pojavljuje jos i u zebre (Equus burchelli) (Kamath i Getz., 2011.).
To nije neuobicajeno za MHC alele buduc¢i da vrlo ¢esto bliske vrste dijele iste MHC alele, a
ta se pojava naziva trans-specijski polimorfizam (Klein, 1980.). Trans-specijski polimorfizam
alela DRA lokusa jo$ jedna je od osobitosti porodice Equidae. U istrazivanju DRA lokusa
vise razli¢itih vrsta iz roda Equus, ustanovljeno je da se pojedini aleli pronadeni u zebre mogu
javiti u jo§ nekih vrsta istog roda (Janova i sur., 2009.). U istraZivanje je bilo ukljuceno 140
jedinki razli¢itih vrsta zebri, Sest magaraca, 12 kianga i Sest azijskih polumagaraca. Od
ukupno 17 pronadenih alela DRA lokusa, ¢ak tri su utvrdena i u zebre i u magarca, dok su dva
utvrdena u vise vrsti zebri. Pojava trans-specijskog polimorfizma dokazana je kod tri od
sedam utvrdenih alela DRA lokusa u magarca (Equus africanus asinus) s Balkanskog
poluotoka. Tako se alel Eqas-DRA*0401 osim u magarca pojavljuje joS i u zebre, alel Eqas-
DRA*0101 u magarca, planinske zebre i Bruchelii zebre, a alel Eqas-DRA*0201 u magarca,
tibetanskog magarca, azijskog magarca i Bruchelli zebre (Arbanasi¢ i sur., 2013.). Pojava
trans-specijskog polimorfizma objasnjena je teorijom da su pojedini aleli nastali znatno prije
no $to je doslo do razdvajanja vrste u dvije nove vrste. Tako su nastali aleli stariji od vrste
kojoj pripadaju (Klein, 1980.). Odrzavanje nekog alela u populaciji kroz dugo evolucijsko
razdoblje posljedica je djelovanja ravnotezne selekcije na pojedini lokus. Polimorfizam DRA
lokusa porodice Equidae najvjerojatnije je rezultat djelovanja ravnotezne selekcije na taj

lokus. Djelovanjem ravnotezne selekcije opstaje viSe funkcionalnih alela u populaciji.
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Znacajno je da se aleli zadrzavaju u populaciji visSe milijuna ili ¢ak viSe desetaka milijuna
godina (Hughes 1 Nei, 1988., Richman, 2000.). Jedan od dokaza djelovanja ravnotezne
selekcije na DRA lokus porodice Equidae jest upravo trans-specijski polimorfizam. Pojava
trans-specijskog polimorfizma moze se najbolje uociti iz filogenijskih stabala MHC alela.
Tako je iz filogenijskog stabla sac¢injenog od pet DRA alela pronadenih u ovom istrazivanju,
te jo§ 18 DRA alela koji pripadaju razli¢itim vrstama iz roda Equus, vidljivo da se aleli ne
grupiraju prema vrstama kojima pripadaju. Unutar iste grupe nalazimo alele razli¢itih vrsta,
dok su neki aleli koji pripadaju razli¢itim vrstama potpuno identi¢ni. Primjer je alel Eqca-
DRA*0401 koji se osim u konja pojavljuje jos i u zebre. Ostala ¢etiri DRA alela pronadena u
ovom istrazivanju najvjerojatnije su specificna samo za konje (budu¢i da nisu nadeni kod
drugih vrsta iz roda Equus), Sto moZe biti posljedica njihovog relativno nedavnog nastanka.
Budu¢i da su se konji od ostalih rodova iz porodice Equidae odvojili prije 2 milijuna godina
(Oakenfull i Clegg, 1998., Oakenfull i sur., 2000.), mozemo pretpostaviti da su ti aleli mladi
od navedenog razdoblja i da je polimorfizam alela DRA lokusa kod konja relativno mlad.
Naime, za neke polimorfne lokuse MHC skupine II pretpostavljena je starost alela od viSe
desetaka milijuna godina; npr. za DRB1 lokus kod ljudi pretpostavljena je starost alela 55
milijuna godina, a kod jedne vrste africkog Stakora (Heterocephalus glaber) starost
polimorfizma DQA lokusa procijenjena je na 40 milijuna godina. Znacajno je napomenuti da
filogenijska stabla konstruirana za MHC alele ne sluZe za donoSenje zakljucaka o podrijetlu
vrste €iji se MHC istrazuje, jer se ta stabla najéeS¢e ne poklapaju sa stablima koja prikazuju
filogeniju vrste, ve¢ ona sluze za odredivanje razine srodnosti medu alelima, a ujedno i za

utvrdivanje trans-specijskog polimorfizma medu njima.

Medu alelima DRA lokusa pronadenim u istrazenoj populaciji konja, utvrdeno je ukupno
osam polimorfnih nukleotidnih mjesta. Na tri su nukleotidna mjesta utvrdene sinonimne
supstitucije, koje ne donose promjenu aminokiseline, dok su na pet nukleotidnih mjesta
utvrdene nesinonimne supstitucije koje rezultiraju promjenom aminokiseline. Pet alela
utvrdenih u istrazivanoj populaciji konja translacijom daje pet jedinstvenih aminokiselinskih
sljedova. Taj jednakomjerni odnos nukleotidnih prema aminokiselinskim sljedovima odrazava
visoku razinu nesinonimnih supstitucija na DRA lokusu i ukazuje na funkcionalnu vaznost
postojecih alela. Znacajno je napomenuti, da se ¢ak cetiri od pet aminokiselinskih promjena
utvrdenih medu DRA alelima nalazi u veznom mjestu receptora, ukoliko pretpostavimo
analogiju sa a lancem DR receptora u ljudi (Brown 1 sur., 1993.). To govori u prilog

funkcionalnosti polimorfizma DRA lokusa, te njegovog znaaja za imunokompetentnost
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jedinke (Hughes i1 Nei, 1988., Richman, 2000.). Visoki polimorfizam svojstven je upravo za
one dijelove MHC gena koji kodiraju za funkcionalno vaZne regije proteina, odnosno
receptora (Garrigan i Hedrick, 2003.). Funkcionalno vazne regije receptora su one koje
sudjeluju u vezanju antigenih peptida (eng. peptide binding region, PBR). Sukladno tome
velik broj nukleotidnih supstitucija nalazi se upravo u MHC genskim regijama koje kodiraju
za antigen vezujuca mjesta receptora (Hughes 1 Nei, 1989.).

Aminokiselinske udaljenosti na utvrdenim alelima DRA lokusa pokazale su se ve¢ima od
nukleotidnih udaljenosti. To je izravan dokaz utjecaja ravnotezne selekcije na opstanak i
zadrzavanje nesinonimnih mutacija u istrazivanoj populaciji konja. Evolucijske udaljenosti
medu alelima rezultat su nukleotidnih ili aminokiselinskih razlika medu njima, te su tako
ujedno 1 izravan pokazatelj njihove raznolikosti. Niska nukleotidna udaljenost medu
pronadenim alelima DRA lokusa u istrazivanoj populaciji konja ukazuje na Cinjenicu da je
polimorfizam DRA lokusa porodice Equidae relativno mlad, odnosno da se razvio relativno
nedavno, $to je u skladu s ranije iznesenom pretpostavkom o starosti DRA alela u konja.
Postojanje selekcije na odredenim lokusima utvrduje se razli¢itim testovima koji istrazuju
djelovanje selekcije na tri vremenske razine: u sadasnjoj generaciji, kroz povijest populacije 1
tijekom evolucije vrste (Bernartchez i Landry, 2003., Garragan i Hedrick, 2003., Sommer,
2005.). Najdublji trag ostavlja selekcija koja se na nekom lokusu dogadala kroz evoluciju
vrste. Jedan od najces$¢ih testova koji se rabi za dokazivanje djelovanja selekcije kroz
evoluciju vrste na nekom lokusu je dN/dS test (Hughes i Nei, 1988.). Tim se testom utvrduje
omjer izmedu nesinonimnih nukleotidnih supstitucija (dN) i sinonimnih ili ,,tihih* mutacija
(dS) koje ne rezultiraju proteinskom promjenom. Usmjerena selekcija djeluje u slucaju kada
odredeni alel pridonosi vecoj sposobnosti prezivljavanja (,,fitness,,), te njegova ucestalost
raste dok ne postane fiksiran u populaciji, dok se ostali aleli koji nose nesinonimne mutacije
ne odrze u populaciji. Nasuprot tome, kad je veéi broj nesinonimnih mutacija u odnosu na
sinonimne, lokus je pod djelovanjem ravnotezne (balansirajuce) selekcije. Znacajna
nukleotidna, pa tako i aminokiselinska varijabilnost MHC lokusa znatno je ucestalija na
kodonima koji kodiraju za aminokiseline za koje se pretpostavlja da tvore vezno mjesto
antigena. Medutim, sinonimne mutacije koje se dogadaju na kodonima koji kodiraju za mjesta
izvan vezne regije smanjuju dN/dS omjer. Zbog toga se dN/dS test provodi odvojeno za vezna
1 nevezna mjesta. Na osnovu dobivenog rezultata dN/dS testa za vezna mjesta DRA alela
istrazivane populacije konja (beskonacna vrijednost, sinonimne mutacije na veznim kodonima
nisu prisutne, tablica 10) moze se zakljuciti da je DRA lokus pod utjecajem ravnotezne

selekcije koja odrzava opstanak novih proteinskih proizvoda u populaciji. Ravnotezna
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selekcija ne rezultira fiksacijom samo jednog alela u populaciji, nego odrzava postojanje vise
funkcionalnih alela. Kad je broj sinonimnih mutacija ve¢i od broja nesinonimnih mutacija,
lokus je pod utjecajem purificirajuce selekcije. Purificirajuca selekcija djeluje na one dijelove
proteina koji su neophodni za gradu proteina, a time i za njegovu funkcionalnost. U skladu s
tim veci dijelovi proteinskog receptora su pod djelovanjem purificirajuce selekcije, a samo
neki od kodona u MHC genima su pod djelovanjem pozitivne selekcije. Za testiranje
djelovanja pozitivne selekcije na pojedinac¢ne kodone razvijeni su mnogi ra¢unalni programi.
NajceS¢e se za istrazivanje djelovanja pozitivne selekcije na pojedinacnim kodonima
odredenog lokusa upotrebljava PAML program. U prijasnjim istrazivanjima djelovanja
pozitivne selekcije na alelima DRA lokusa porodice Equidae pomo¢u PAML programa,
kodoni 14, 47 1 49 odabrani su s 99% -tnom vjerojatnoSéu kao kodoni pod djelovanjem
pozitivne selekcije (Janova i sur., 2009., Kamath i Getz 2011.). Kodoni 19 i 63, odabrani su s
90%- tnom vjerojatnoscu djelovanja pozitivne selekcije. Od pet navedenih kodona, prema
analogiji s ljudskim o lancem DR receptora (Brown i sur., 1993.) samo kodon 19 nalazi se u
veznom mjestu receptora, dok su kodoni 47, 49 i1 63 susjedni onima koji kodiraju za vezna
aminokiselinska mjesta. Visoka varijabilnost susjednih kodona ukazuje na njihov doprinos u
strukturi vezne regije, a uz to i na mogucée specificnosti DR receptora kod porodice Equidae u
odnosu na ljudski receptor. Manji broj kodona DRA lokusa pod djelovanjem pozitivne
selekcije, u odnosu na ostale lokuse MHC gena skupine II (Kiemnec-Tyburczy i sur., 2010.,
Arbanasi¢ i sur., 2013.) u skladu je s nizim polimorfizmom DRA lokusa u odnosu na ostale

polimorfne lokuse te genske regije.

U istrazivanoj populaciji konja utvrdila sam visoku raznolikost alela DRB lokusa. Utvrdila
sam ukupno 14 DRB alela. Osam alela poznato je otprije, dok je Sest alela utvrdeno po prvi
put u ovom istraZzivanju. Poznato je da se DRB lokusi MHC gena odlikuju puno veéim
polimorfizmom u odnosu na DRA lokus. U ljudi su dosad utvrdena ¢ak 503 razliCita alela

DRBI lokusa (Murphy i sur., 2008.).

Ukupan broj promjenjivih nukleotidnih mjesta medu pronadenim alelima DRB lokusa je 78,
od cega je na Cak 71 mjestu zabiljezena nesinonimna nukleotidna promjena koja uvjetuje

aminokiselinsku promjenu.

Nukleotidne promjene medu DRB alelima pronadenim u istrazivanoj populaciji konja
uvjetovale su nastajanje 40 promjenjivih aminokiselinskih mjesta. Cak njih 18 nalazi se u

veznom myjestu receptora, prema analogiji s ljudskim B lancem DR recepora (Brown i sur.,
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1993.). Budu¢i da grada receptora izravno utjeCe na pokretanje i ucinkovitost imunosnog
odgovora domacina na patogeni mikroorganizam, odnosno njegovu prijemljivost ili otpornost
na infekcije (Kindt i sur., 2007.), svaka aminokiselinska promjena unutar te regije doprinosi
funkcionalnom polimorfizmu DRB lokusa (Richman, 2000.), te je ujedno i dokaz djelovanja
ravnotezne selekcije na DRB lokus.

Aminokiselinska udaljenost medu pronadenim alelima DRB lokusa vec¢a je od nukleotidne
udaljenosti, Sto je posljedica postojanja veceg broja nesinonimnih supstitucija od sinonimnih 1
ukazuje na selektivno odrZavanje nesinonimnih supstitucija na lokusu kroz dulji evolucijski
period (Leutkemeier i sur., 2009.). Djelovanje ravnotezne selekcije na DRB lokus kroz
evoluciju vrste utvrdila sam dN/dS testom, kojim sam analizirala zasebno vezna i nevezna
mjesta. Na osnovu dobivenog rezultata omjera nesinonimnih i sinonimnih mutacija u veznim
mjestima (dN/dS>1), vidljivo je da je DRB lokus pod utjecajem ravnotezne selekcije koja
odrzava opstanak novih proteinskih proizvoda u populaciji. Djelovanje ravnotezne selekcije
na MHC lokusima pomoc¢u dN/dS testa utvrdeno je 1 u drugih vrsta iz porodice konja (Janova
1 sur., 2009.), ali i u drugih vrsta sisavaca, poput voluharice (Bryja i sur., 2006.), psa
(Kennedy i sur., 2007.), svinje (Leutkemeier i sur., 2009.) i vodene voluharice (Oliver i

Piertney, 2006.).

Pojedina¢nom analizom kodona pomoc¢u PAML programa utvrdila sam djelovanje pozitivne
selekcije na kodone 5, 6, 69 te na kodon 89. Znacajno je istaknuti da su kodoni 6 1 69 kodoni
koji kodiraju aminokiseline koje se nalaze unutar veznih mjesta (prema analogiji sa ljudskim
B lancima), a kodon 5 je smjeSten izmedu dva pretpostavljena vezna mjesta (Brown i sur.,

1993.).

Ako usporedimo nukleotidnu i aminokiselinsku evolucijsku udaljenost za DRB lokus u
odnosu na te udaljenosti DRA lokusa, mozemo uociti da je ona u skladu s ostalim
pokazateljima veceg polimorfizma DRB lokusa u odnosu na DRA lokus, kao $to su veci broj
DRB alela pronadenih u istrazenoj populaciji konja i ve¢i broj polimorfnih mjesta utvrdenih
kod alela DRB lokusa. Sve su to pokazatelji da je djelovanje selekcije jace izrazeno na DRB

lokusu.

U istrazivanoj populaciji konja utvrdila sam 41 dvolokusni DRA/DRB haplotip. Osam
haplotipova pojavljuje se u homozigotnom obliku u vise od jedne jedinke. 15 se haplotipova
pojavljuje u samo jednoj jedinci, te za njih mozemo re¢i da predstavljaju rijetke haplotipove.

Treba napomenuti da se novoutvrdeni DRB aleli u istrazenoj populaciji konja javljaju u istim
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aleli unutar haplotipova nastali nakon Sto su utvrdeni djelotvorni haplotipovi. Pretpostavlja se
da u populaciji opstaju oni haplotipovi koji su djelotvorni u imunosnom odgovoru (Klitz i
Thomson, 1987.). Stoga se pojava neuravnotezenog vezanja alela smatra posljedicom, a
ujedno 1 dokazom djelovanja selekcije. No, da bi se u populaciji fiksirale odredene alelne
kombinacije potrebno je djelovanje selekcije tijekom viSe desetaka ili Cak stotina generacija
(Hedrick 1 Kim, 2000., Hedrick, 2004.).

Znacajno je napomenuti da je u genskoj banci pohranjeno relativno malo alela DRB lokusa
porodice Equidae, utvrdenih u svega dvije vrste: Equus caballus 1 Equus ferus przewalski. Za
genske 1 filogenijske analize DRB lokusa, iz genske banke sam preuzela dostupnih Sest DRB
alela utvrdenih u vrste Equus ferus przewalski (Hedrick 1 sur., 1999.) i dostupnih 27 DRB
alela utvrdenih u vrste Equus caballus (Gustafsson i Andersson, 1994., Fraser i Bailey, 1996.,
Diaz i sur., 2001., Andersson i sur., 2012.). Iz filogenijskog stabla DRB alela vidljivo je da se
aleli pronadeni u istrazivanoj populaciji konja rasprSuju duz filogenijskog stabla, Sto je dokaz
njihove medusobne raznolikosti 1 posljedica njihovog visokog polimorfizma i1 divergencije.
Za ocekivati je da ¢e buduca istrazivanja polimorfizma DRB lokusa, u kojima ¢e biti
zastupljeni i DRB aleli ostalih vrsta iz porodice Equidae, pruziti bolji uvid u polimorfizam, a
vrlo vjerojatno 1 trans-specijski polimorfizam DRB lokusa porodice Equidae.

Utjecaj raznolikosti gena MHC skupine II na molekularnu epizootiologiju leptospiroze u
konja, jo$ uvijek je potpuno neistrazeno podrucje, stoga ovo istrazivanje predstavlja tek
pocetak u rasvjetljavanju odgovora na pitanje da li polimorfizam gena MHC skupine II ima i
u kolikoj mjeri, utjecaj na patogenezu leptospiroze u konja. Raznolikost alela DRA i DRB
lokusa u konja prirodno inficiranih patogenim bakterijama iz roda Leptospira, pokuSala sam
dovesti u vezu s raznoliko$¢u istih u neinficiranih jedinki testiranjem navedene hipoteze
primjenom odredenih statistiCkih metoda. Za uvid u grupiranje jedinki koristila sam fuzzy
clustering metodu. Cilj je bio uvidjeti postoji li bilo ikakvo grupiranje medu jedinkama na
osnovu njihovog DRA/DRB haplotipa, odnosno seroloskog odgovora na leptospirozu. U
analizi grupiranja jedinki prema serovaru leptospira na koji pokazuju seroloski odgovor
utvrden MAT metodom, jedinke su se grupirale u najvise 12 razreda. Zaseban su razred
formirale jedinke s negativnim seroloSkim nalazima. Ostali razredi formirani su prema
seroloSkom odgovoru jedinki na pojedine serovare leptospira. Dva su razreda formirale
jedinke pozitivne samo na jedan serovar, no ve¢ina pozitivnih jedinki svrstavale su se u
razrede prema pozitivnoj reakciji na viSe serovara istovremeno. Pozitivna reakcija na vise

serovara naziva se kooaglutinacijska ili krizna reakcija. Ona je rezultat postojanja vrlo slicnih
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povrsinskih antigena kod odredenih serovara leptospira. Vjerojatno infektivni serovar je onaj
s najviSom vrijednoS¢u titra, odnosno razrijedenjem seruma u kojem je jo§ uvijek prisutna
pozitivna reakcija (Levett, 2001.).

Na osnovu grupiranja jedinki prema DRA/DRB haplotipovima utvrdeno je postojanje najvise
sedam razreda. Jedinke su se grupirale s obzirom na homozigotno/heterozigotni oblik DRA/
DRB haplotipa. Provedene analize grupiranja jedinki posluzile su za uocavanje strukture
podataka i postoje¢ih grupiranja na osnovu varijabli koriStenih u pojedinoj analizi i bile su

neophodne za nastavak statistickih analiza koje su uslijedile.

Fuzzy clustering grupiranjem jedinki prema obje varijable, dakle DRA/DRB haplotipu i
seroloskom odgovoru na leptospire utvrdeno je postojanje 11 razreda, ali znacajno je istaknuti
da je samo mali broj jedinki, svega 31 jedinka, pokazala izuzetnu medusobnu sli¢nost,

odnosno veliku razli€itost od ostalih jedinki.

U svrhu jasnog pregleda svih varijabli, korisnih za interpretaciju rezultata, provedena je
viSestruka analiza povezanosti (MCA, eng. multiple correspondence analysis). Tom sam
analizom uocila 1 kvantificirala znacajnost medusobnih povezanosti medu varijablama.
Rezultati MCA analize pokazali su da nema znaCajnijih grupiranja jedinki prema

haplotipovima i serovarima.

Analizom skupnih povezanosti dobila sam podatke o zdruZenosti ili povezanosti pojedinih
kategorija 1 varijabli u istrazenoj populaciji jedinki. Vazno je naglasiti da rezultati zdruzenosti
nisu primijenivi u vidu opcenitog pravila koje bi vrijedilo za cjelokupnu populaciju konja, jer
se statisticka znacajnost njihove medusobne povezanosti odnosi samo na ispitivani uzorak
jedinki. Utvrden je niz statisti¢ki znacajnih povezanosti odredenih alela DRA 1 DRB lokusa s
kategorijom pasmine konja, no te se povezanosti moraju promatrati s obzirom na ucestalost
pojedine pasmine konja u istrazivanju. Statisticki znaCajna povezanost utvrdena je za
kategoriju spola i pojedinih serovara na koje su jedinke pokazale seroloski odgovor. Tako je
primjerice kod jedinki pozitivnih na serovar Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae i Pomona
utvrdena statisticki znacajna povezanost sa Zenskim spolom. Takoder je utvrdena povezanost
odredenih DRA/DRB alela sa kategorijom spola jedinki. Od statisti¢ki znacajnih povezanosti
serovara leptospira na koji jedinke pokazuju seroloski odgovor i DRA/DRB alela, utvrdena je
povezanost jedinki sa seroloSkim odgovorom na serovar Pomona s alelom Eqca-DRB*03. No,
treba uzeti u obzir Cinjenicu da je upravo alel Eqca-DRB*03 najzastupljeniji alel u

istrazivanoj populaciji konja, te je stoga to ocekivani rezultat. Postoje i naznake povezanosti
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serovara na koji je utvrden seroloski odgovor jedinke s odredenom pasminom konja. UoCena
je tako znacajna statisticka povezanost jedinki pozitivnih na serovar Australis i Bratislavu s
pasminom hrvatski posavac. Ovdje opet treba uzeti u obzir nejednak udio pojedinih pasmina

konja u provedenom istrazivanju.

Posebno su zanimljivi rezultati povezanosti DRA/DRB haplotipa s odredenim alelima DRB
lokusa. Utvrdeno je, naime, da su sve jedinke koje imaju alele Eqca-DRB*02, Eqca-DRB*05,
Eqca-DRB*11, Eqca-DRB*12 1 Eqca-DRB*13 homozigotne za DRB lokus. Kod tih rezultata
treba uzeti u obzir da se ve¢ina navedenih alela u istrazenoj populaciji pojavljuje s ucestaloséu
manjom od 10%, a aleli Eqca-DRB*05 i Eqca-DRB*13 i manjom od 1%. DRA/DRB haplotip
heterozigotnog oblika DRB lokusa statisticki je pak znacajno povezan s alelima Eqca-
DRA*0201 1 Eqca-DRA*0301. Kod ovog rezultata takoder treba imati na umu da je alel
Eqca-DRA*0201 zastupljen u ispitivanoj populaciji u manje od 10% jedinki. DRA/DRB
haplotip homozigotnog oblika DRA lokusa statisti¢ki je znacajno povezan s alelom Eqca-
DRA*0101 sto je i oCekivano buduéi da je to najzastupljeniji alel DRA lokusa u istrazenoj

populaciji konja.

Visestrukom analizom povezanosti, MCA, ukupni podatci o istrazivanim jedinkama formirali
su dvije dimenzijske osi. Varijable koje oznacavaju serovar €inile su jednu, a varijable vezane
za DRA/DRB haplotipove drugu dimenziju. Znacajno je da varijable pasmine i spola nisu
imale nikakvo znacenje u objaSnjavanju varijanci uzoraka.

Temeljem rezultata dobivenih navedenim statistickim analizama nije moguce, dakle, utvrditi
opc¢enito pravilo koje bi vrijedilo za cjelokupnu populaciju konja, iz razloga S§to se iz
formiranih dviju dimenzija analiziranih podataka moZe objasnti samo mali dio ukupne
varijance (svega 12,42%). Medutim, s druge strane, rezultati statistickih analiza ukazuju na
naznake pravila, sto je vidljivo iz ,razdvajanja“ varijabli u dvije dimenzije, te ukazuju na

potrebu za dodatnim statistickim analizama 1 nastavkom ovog istrazivanja.
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6.ZAKLJUCCI



Raznolikost alela DRA lokusa utvrdenih u istrazivanoj populaciji konja potvrduje
funkcionalni polimorfizam DRA lokusa karakteristican za porodicu Equidae. Pronadeno je
ukupno pet DRA alela koji su svi ve¢ opisani u ranijim istrazivanjima. Svaki alel rezultira

jedinstvenim proteinskim proizvodom.

Postojanje trans-specijskog polimorfizma DRA lokusa dokaz je djelovanja ravnotezne

selekcije na taj lokus tijekom evolucije vrste.

Niska nukleotidna udaljenost medu pronadenim alelima DRA lokusa dokaz je da se
polimorfizam DRA lokusa porodice Equidae razvio relativno nedavno. Vecina
aminokiselinskih promjena utvrdenih medu DRA alelima nalazi se u veznom mjestu receptora

Sto ukazuje na funkcionalnost polimorfizma i njegov znacaj za imunokompetentnost jedinki.

Utvrden je visoki polimorfizam alela DRB lokusa. Pronadeno je ukupno 14 DRB alela, od
¢ega njih Sest po prvi put u ovom istrazivanju. Svaki alel rezultira jedinstvenim proteinskim

proizvodom.

Veci broj nesinonimnih u odnosu na sinonimne mutacije u veznim mjestima DRB lokusa,
dokaz je djelovanja ravnotezne selekcije koja odrzava opstanak novih proteinskih proizvoda u

populaciji.
Utvrden je 41 dvolokusni DRA/DRB haplotip u istraZivanoj populaciji konja.

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost pojedinih serovara leptospira na koji jedinke
pokazuju seroloski odgovor i alela DRA i DRB lokusa, kao i pasmine konja, te povezanost

odredenih alela DRA i DRB lokusa i kategorija spola i pasmine konja.

Iz rezultata viSestruke analize povezanosti medu podatcima nije moguce utvrditi opéenito
pravilo koje bi vrijedilo za cjelokupnu populaciju konja zbog malog broja jedinki koje
pripadaju pojedinoj kategoriji, a iz analiziranih podataka formirane dvije dimenzije, serovar
leptospira 1 haplotip jedinke, objaSnjavaju samo mali dio ukupne varijance (svega 12, 42%)),
no postoje naznake pravila grupiranja podataka, vidljive upravo iz ,,razdvajanja“ spomenutih

varijabli u dvije dimenzije.
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Titar protutijela;< 50

Bra 1:6400, Pom 1:3200

Titar protutijela;< 50

Bra 1:1600, Icth 1:100

Grpth 1:200, Pom 1:800, Icth 1:6400
Grpth 1:800, Pom 1:3200, Can 1:100,
Icth 1:200

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:800, Bra 1:400, Pom 1:12800
Titar protutijela;< 50

Bra 1:400, Pom 1:1600, Icth 1:50
Bra 1:6400

Pom 1:6400

Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0501
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*11
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Zuja
Flayer
Zenta
Inka
Lisa
Dora
Mirza
Fred
Brnjo
Zeka
Marina
Olympia
Lana
Faraon
Madhavi
Maja
Karla
Maza
Zoran
Cvetko
Rina
Mimi
Kraljica Kunti

Suza

HH
HT
HH
arapski
konj
HT
poni
HP
HT
HH
HH
HT
HH
HH
HT
HT
HH
HT
HH
HH
HH
HH
HH
HT

HH

11

Veliki Grdevac
Duga Resa
Pozega
Vrbovsko
Veliki Grdevac
Ludbreg
Ludbreg
Varazdin
Veliki Pasijan
Veliki Pasijan
Daruvar
Daruvar
Veliki Pasijan
Bjelovar
Bjelovar
Bjelovar
Bjelovar
Velika
Pisanica
Velika
Pisanica
Bjelovar
Bjelovar
Ivanska

Bjelovar

Koprivnica

Pom 1:1600

Titar protutijela;< 50

Pom 1:1600

Grpth 1:100, Bra 1:100, Pom 1:12800
Pom 1:1600

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:6400, Bra 1:400, Pom 1:200,
Can 1:100, Icth 1:800

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:400, Pom 1:6400

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:400, Pom 1:1600, Icht 1:400
Titar protutijela;< 50

Grpth 1:3200, Bra 1:100, Pom 1:800
Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:200, Pom 1:3200

Titar protutijela;< 50

Pom 1:6400

Grpth 1:1600, Bra 1:800, Pom 1:400
Pom 1:3200

Grpth 1:50, Sej 1:100, Pom 1:1600, Sax

1:50
Grpth 1:1600, Bra 1:400

Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01

Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*08
Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01

Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*10
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*07
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*10
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G 2480
Princeza
Sultan
Mrka

Astra

Lasta
Reiffeisen
Toplica 918
Gilda
Pastuh
Hungaro
Azra

Princ Casper
Hana

Cvetko

Roki

Ida
Alhambra
Wolf
Niki
Bambi
Zuja
Ivica

Rubis

HH

HH

HH

HH

HT

HP

HT

HH

HT

HH

HH

HH

HT

HT

HH

HH

lipicanac

HT
HT
HT
poni
HH
poni

HH

1,5

5,5

14

12

Rovisce
Bjelovar
Veliki Pasijan
Bjelovar
Bjelovar
Ivanska
Bjelovar
Babina Greda
Bjelovar
Bjelovar
Velika
Pisanica
Ivanska
Koprivnica
Koprivnica

Orahovica

Orahovica
Konjs¢ina
Koprivnica
Pula

Pula
Zagreb
Sesvete
Sesvete

Sesvete

Bra 1:200, Pom 1:800, Grpth 1:3200,
Icth 1:50

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:200, Bra 1:400, Pom 1:3200,
Icth 1:51200

Grpth 1:1600

Titar protutijela;<50

Grpth 1:200, Pom 1:6400

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:1600, Bra 1:100, Icth 1:50
Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Can 1:200, Icth 1:1600

Grpth 1:100, Sej 1:800, Bra 1: 400, Pom

1:800, Can 1:400, Icth 1:12800, Sax
1:200, Bat 1:50

Titar protutijela;< 50

Grpth 1:51200, Bra 1:200

Grpth 1:1600

Bra 1:3200

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Grpth 1:50, Sej 1:200, Pom 1:100, Can

1:200, Icth 1:1600, Sax 1:50
Titar protutijela; <50

Grpth 1: 1600

Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*14
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*14
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*04
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Batosta 792
Lala
Elton
Santa 900
Meli
Chasmir
Bela
Fabian
Tarzan
Ruthe Kids Hot
Negrita
Anastasia
Ambra
Rafael
Amona

K 276

K 18

K 250
K_399
Antonino
K_411
K_404
Axel

Finesa

HT
HH
HT
HT
HT
HT
HT
HT
HH
HT
HT
HT
arapski
konj
HT
HT
HT
HT
HT
HT
HT
HT
HT
HT

HSK

12

£ g = = £ £ K < g <

£ £ £ £ £ £ £ g™

i

Dbakovo
Pakrac
Lipik
DPakovo
Karlovac
Dubrava
Duga Resa
Vrbovec
Sesvete
Slatina
Slatina
Oroslavje
Vinkovci
Oroslavje
Oroslavje
Lipik
Lipik
Lipik
Lipik
Zagreb
Lipik
Lipik
Oroslavje

Bjelovar

Titar protutijela;<50

Grpth 1:3200, Sej 1:100, Icth 1:400
Titar protutijela;<50

Grpth 1:6400, Icth 1:400

Titar protutijela;<50

Bra 1:400, Pom 1:100, Can 1:800, Icth
1:12800

Grpth 1:1600, Bra 1:800, Pom 1:12800

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;< 50

Bra 1:3200, Can 1:100, Icth 1:800
Titar protutijela;<50

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Grpth 1:1600

Grpth 1:1600

Grpth 1:1600

Titar protutijela;<50

Pom 1:100, Can 1:800, Icth 1:12800
Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;< 50

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;< 50

Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0201

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*12

Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*10
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*12

Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*10
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*04
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Gabna

Cuca

Azra
Cincila
Fantazija
Pluto Munja
Munja 321
Mima
Maestoso Trofeta
Sabra

Astra
Ribica
Vinet
Charry B
Krabe 365
Vilma

Vita

Lara

Mirn IV H560
Atila

Zeus
Marjana
Stefina

Mica

HT

HH

HT

HT

HT
lipicanac
lipicanac
HH

HH

HT

HT

HH

HH
HSK
lipicanac
HP

HH

HP

HH

HT

HT

HH

HP

HP

1,5

23

35

Krizevci
Bjelovar
Bjelovar
Karlovac
Karlovac
Luzani
Luzani
Luzani
Luzani
Cakovec
Cakovec
Oroslavje
Krapina
Vinkovci
Vinkovei
Tordinci
Tordinci
Tordinci
Vinkovci
Samobor
Samobor
Oborovo
Oborovo

Vrbovec

Grpth 1:1600, Icth 1:50

Grtph 1:400, Sej 1:200, Pom 1:3200,
Icth 1:200

Grpth 1:800, Pom 1:6400

Grpth 1:3200, Pom 1:800, Can 1:400,
Icth 1:1600

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Grpth 1:1600, Pom 1:200

Titar protutijela;<50

Sej 1:1600, Sax 1:400

Titar protutijela;<50

Grpth 1:12800, Icth 1:400

Grpth 1:25600

Grpth 1:100, Pom 1:6400, Icth 1:100
Icth 1:1600

Titar protutijela;<50

Bra 1:3200, Pom 1:200, Icth 1:800
Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Grpth 1:1600, Sej 1:400, Bra 1:200, Sax
1:100

Bra 1:1600

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Bra 1:3200

Titar protutijela;<50

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*09
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*12

Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*09
Eqca-DRB*09
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*14

Eqca-DRB*12
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Vidra
Ciba
Ricka
Rida
Mrka
Sara
Zora
Tinda
Vidra
Masa
Ricko
Linda
Vranka
Iskra
Cenda
Shadow
Wishky
Lila
Rosita
Misa
Panco

7 Drina VIII
Ruza

Cvetko

HH
HH
HH
HP 13
HP
HH
HH 20
HH
HH 4
HH
HP 1
HP
HP
HH
HP
HT 4
HT 9
HP 10
HP
HH 4
HP 1
lipicanac 15
HP
HP 1

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Beli Manastir

Beli Manastir

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vrbovec

Vinkovci

Vrbovec

Vrbovec

Aus 1:400, Bra 1:1600, Icth 1:800

Titar protutijela;<50

Grpth 1:800, Aus 1:200, Bra 1:3200, Icth

1:400

Aus 1:400, Bra 1:3200, Can 1:200, Icth
1:400

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Sej 1:200, Aus 1:400, Bra 1:3200, Icth
1:100, Sax 1:100

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Aus 1:800, Bra 1:3200

Sej 1:100, Aus 1:800, Bra 1:3200
Titar protutijela;<50

Aus 1:3200, Bra 1:12800

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Bra 1:3200, Can 1:200, Icth 1:800

Sej 1:800, Aus 1:400, Bra 1:3200, Icth
1:100, Sax 1:100

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Aus 1:100, Bra 1:3200

Bra 1:1600

Titar protutijela;<50

Aus 1:800, Bra 1:3200

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*02

Eqca-DRB*12

Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*12
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*02

Eqca-DRB*12
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834 Mira VI
Ponita
Nera
Rain
Gimmli
Picollo
Farka
Lara

Jack
Anonimo
Delarosse
El Cador Pasa
Rambo
Lasta
Linda
Lisa
Lakrima
Bony
Vihor
Etolile
Saratoga
Ines
Marta

Tigra

HT
HT
HT
HT
shetl_poni
shetl_poni
HP
HP
HT
HT
HT
HT
HT
HH
HP
HP
HSK
HT
HT
HT
HT
HH
HT

HT

13
11

13

1,5

13

14

£ £

£ £

Vinkovci
Vinkovci
Split

Split
Vukovar
Vukovar
Pleternica
Pleternica
Zagreb
Zagreb
Cakovec
Cakovec
Dugo Selo
Konjs¢ina
Mali Zdenci
Mali Zdenci
Krizevei
Labin
Bjelovar
Zagreb
Zagreb
Luzani
Bjelovar

Bjelovar

Titar protutijela;<50

Grpth 1:400, Bra 1:1600

Grpth 1:400, Sej 1:400, Bra 1:3200, Can
1:100, Icth 1:400, Sax 1:200

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Bra 1:1600

Titar protutijela;<50

Can 1:400, Icth 1:1600

Titar protutijela;<50

Bra 1:400, Can 1:400, Icth 1:3200
Can 1:800, Icth 1:6400

Titar protutijela; <50

Pom 1:3200

Titar protutijela;<50

Sej 1:400, Bra 1:3200, Pom 1:400, Can
1:409600, Icth 1:819200

Titar protutijela;<50

Can 1:400, Icth 1:3200

Bra 1:3200

Titar protutijela;<50

Titar protutijela;<50

Icth 1:3200

Grpth 1:1600, Aus 1:200, Bra 1:800,
Can 1:800, Icth 1:6400

Titar protutijela;<50

Can 1:800, Icth 1:3200

Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0501
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0401
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0501
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*05
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*12

Eqca-DRB*01

Eqca-DRB*07

Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*01

Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*11
Eqca-DRB*05
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*12

Eqca-DRB*01

Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*06
Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*04

Eqca-DRB*01
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Latino
Ledy
Veco

Iskra

Lila

Duki
Megi
Gina

Dorea

LeilSAHS

HT

HT
arapski
konj
HT
arapski
konj
HT

HT

HT

HT

HT

Krizevci
Krizevci
Pleternica
Pozega
Pleternica
Pozega
Labin
Labin
Daruvar

Daruvar

Titar protutijela;<50

Can 1:400, Icth 1:1600

Titar protutijela;<50

Grpth 1:1600, Pom 1:12800

Bra 1:1600, Pom 1:800, Icth 1:50
Titar protutijela;<50

Pom 1:1600

Titar protutijela;<50

Grpth 1:1600, Pom 1:800, Icth 1:50

Titar protutijela;<50

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101

Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0301
Eqca-DRA*0201
Eqca-DRA*0101
Eqca-DRA*0201

Eqca-DRA*0201

Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*02

Eqca-DRB*11

Eqca-DRB*01
Eqca-DRB*14
Eqca-DRB*02
Eqca-DRB*04
Eqca-DRB*03
Eqca-DRB*06

Eqca-DRB*03

Eqca-DRB*02

Eqca-DRB*11

Skracenice:

Pasmine konja: HP- hrvatski posavac, HH- hrvatski hladnokrvnjak, HSK- hrvatski sportski konj, HT- hrvatski toplokrvnjak, shetl. poni-

shetlandski poni

Serovari leptospira: Grpth- Grippotyphosa, Sej- Sejroe, Sax- Saxkoebing, Icth- Icterohaemorrhagiae, Can- Canicola, Bra- Bratislava, Aus-

Australis, Pom- Pomona

155



Prilog 2. Rezultati zdruzenosti medu pojedinim kategorijama i varijablama.

40.00
100.00
7.14

95.00
100.00
51.28
100.00
0.00
0.00
0.00

52.17

54.55
2391

14.18
50.00

50.00

15.13

13.79

100.00

66.67
2.38
1.82
3.70
0.00
0.00
6.49
7.94

100.00
50.00

81.25
81.25
100.00
43.92

50.00
25.00
75.00

26.39
5.56
27.78
4.17
0.00
0.00
0.00

57.14

28.57
52.38

95.24
19.05

19.05

85.71

95.24

9.52

9.52
4.76
4.76
14.29
0.00
0.00
47.62
71.43

33.33
33.33

15.66
15.66
8.43
100.00

2.50
0.50
21.00

10.00
2.00
19.50
1.50
3.50
6.50
6.50

11.50

5.50
23.00

70.50
4.00

4.00

59.50

72.50

1.00

21.00
27.50
40.50
19.50
21.50
77.00
94.50

0.50
1.00

8.00
8.00
3.50
94.50

0.0029846
0.02
0.0315019

9.728E-09
0.0159046
0.0312539
0.0454089

0.041388
0.0023969
0.0023969

4.084E-08

0.0002284
0.0021847

0.0049149
0.0052187

0.0052187

0.0083033

0.0084995

0.0105528

0.0306457
0.0439027
0.0084995
0.0083033
0.0079796
0.0045365
0.0021847
0.0002284

0.015
0.03

0.0010431
0.0010431
0.0018179
0.0022374

2.969
2.326
2.151

5.735
2411
2.154
2.001
-2.040
-3.036
-3.036

5.487

3.685
3.064

2.813
2.793

2.793

2.639

2.632

2.557

2.162
-2.015
-2.632
-2.639
-2.653
-2.838
-3.064
-3.685

2.432
2.170

3.279
3.279
3.118
3.057
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85.71 7.23 3.50 0.0229718 2274
100.00 4.82 2.00 0.0284088 2.192
43.32 97.59 93.50 0.0492333 1.967
15.38 2.41 6.50 0.0492333 -1.967
0.00 0.00 4.00 0.0123764 -2.501
0.00 0.00 4.00 0.0123764 -2.501
0.00 0.00 5.50 0.0022374 -3.057
5.00 1.20 10.00 0.0001991 -3.720
435 1.20 11.50 3.583E-05 -4.133
40.00 28.57 2.50 0.0102863 2.566
9.09 71.43 27.50 0.0197606 2.331
28.57 28.57 3.50 0.0212285 2.304
100.00 14.29 0.50 0.035 2.108
100.00 14.29 0.50 0.035 2.108
1.38 28.57 72.50 0.0197606 -2.331
50.00 33.33 2.00 0.0044617 2.844
40.00 33.33 2.50 0.0073854 2.679
3333 33.33 3.00 0.011002 2.543
20.00 33.33 5.00 0.0320935 2.143
100.00 66.67 1.00 0.0001508 3.790
33.33 33.33 1.50 0.0449992 2.005
100.00 8.64 3.50 0.0015225 3.1704
46.58 83.95 73.00 0.0037779 2.8961
59.52 30.86 21.00 0.0056972 2.7647
70.00 17.28 10.00 0.0061431 2.7400
49.00 60.49 50.00 0.015119 2.4295
44.59 86.42 78.50 0.0242751 22527
44.97 82.72 74.50 0.0279614 2.1978
28.00 17.28 25.00 0.0379715 -2.0752
35.46 61.73 70.50 0.0272343 -2.2081
25.58 13.58 21.50 0.0242751 -2.2527
17.39 4.94 11.50 0.0151533 -2.4287
32.00 39.51 50.00 0.015119 -2.4295
7.69 1.23 6.50 0.0104699 -2.5599
7.69 1.23 6.50 0.0104699 -2.5599
14.29 3.70 10.50 0.0083033 -2.6395
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33.33 54.32 66.00 0.0045688 -2.8360
24.07 16.05 27.00 0.0037779 -2.8961
75.93 34.45 27.00 0.0037779 2.8961
66.67 73.95 66.00 0.0045688 2.8360
85.71 15.13 10.50 0.0083033 2.6395
9231 10.08 6.50 0.0104699 2.5599
92.31 10.08 6.50 0.0104699 2.5599
68.00 57.14 50.00 0.015119 2.4295
82.61 15.97 11.50 0.0151533 2.4287
74.42 26.89 21.50 0.0242751 22527
64.54 76.47 70.50 0.0272343 2.2081
72.00 30.25 25.00 0.0379715 2.0752
55.03 68.91 74.50 0.0279614 -2.1978
55.41 73.11 78.50 0.0242751 -2.2527
51.00 42.86 50.00 0.015119 -2.4295
30.00 5.04 10.00 0.0061431 -2.7400
40.48 14.29 21.00 0.0056972 -2.7647
53.42 65.55 73.00 0.0037779 -2.8961
0.00 0.00 3.50 0.0015225 -3.1704
100.00 54.00 27.00 2.527E-21 9.5E+00
100.00 50.00 25.00 2.223E-19 9.0E+00
100.00 46.00 23.00 1.584E-17 8.5E+00
100.00 43.00 21.50 3.425E-16 8.2E+00
100.00 29.00 14.50 1.727E-10 6.4E+00
100.00 13.00 6.50 8.05E-05 3.9E+00
100.00 11.00 5.50 0.0003652 3.6E+00
100.00 8.00 4.00 0.0033773 2.9E+00
57.14 68.00 59.50 0.015119 2.4E+00
39.51 32.00 40.50 0.015119 -2.4E+00
47.92 92.00 96.00 0.0033773 -2.9E+00
47.09 89.00 94.50 0.0003652 -3.6E+00
46.52 87.00 93.50 8.05E-05 -3.9E+00
41.52 71.00 85.50 1.727E-10 -6.4E+00
36.31 57.00 78.50 3.425E-16 -8.2E+00
35.06 54.00 77.00 1.584E-17 -8.5E+00
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33.56 50.00 74.50 7.706E-18 -8.6E+00
31.51 46.00 73.00 2.527E-21 -9.5E+00
68.49 100.00 73.00 2.527E-21 9.48E+00
66.44 99.00 74.50 7.706E-18 8.60E+00
64.94 100.00 77.00 1.584E-17 8.52E+00
63.69 100.00 78.50 3.425E-16 8.16E+00
58.48 100.00 85.50 1.727E-10 6.38E+00
53.48 100.00 93.50 8.05E-05 3.94E+00
5291 100.00 94.50 0.0003652 3.56E+00
52.08 100.00 96.00 0.0033773 2.93E+00
60.49 49.00 40.50 0.015119 2.43E+00
42.86 51.00 59.50 0.015119 -2.43E+00
0.00 0.00 4.00 0.0033773 -2.93E+00
0.00 0.00 5.50 0.0003652 -3.56E+00
0.00 0.00 6.50 8.05E-05 -3.94E+00
0.00 0.00 14.50 1.727E-10 -6.38E+00
0.00 0.00 21.50 3.425E-16 -8.16E+00
0.00 0.00 23.00 1.584E-17 -8.52E+00
0.00 0.00 25.00 2.223E-19 -9.00E+00
0.00 0.00 27.00 2.527E-21 -9.48E+00
50.00 100.00 50.00 2.223E-19 9.0016764
65.12 56.00 21.50 1.528E-10 6.4025317
48.15 52.00 27.00 1.182E-05 4.3808377
61.54 16.00 6.50 0.0048834 2.8146241
41.30 38.00 23.00 0.0055019 2.7760759
62.50 10.00 4.00 0.0282087 2.1943723
30.25 72.00 59.50 0.0379715 2.0751626
17.28 28.00 40.50 0.0379715 -2.075163
23.44 90.00 96.00 0.0282087 -2.194372
0.00 0.00 6.50 0.0207221 -2.31301
0.00 0.00 6.50 0.0207221 -2.31301
435 2.00 11.50 0.0092524 -2.602583
20.13 62.00 77.00 0.0055019 -2.776076
22.46 84.00 93.50 0.0048834 -2.814624
16.44 48.00 73.00 1.182E-05 -4.380838
14.01 44.00 78.50 1.528E-10 -6.402532
0.00 0.00 50.00 2.223E-19 -9.001676
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100.00 66.67 50.00 2.223E-19 9.0016764
85.99 90.00 78.50 1.528E-10 6.4025317
83.56 81.33 73.00 1.182E-05 4.3808377
77.54 96.67 93.50 0.0048834 2.8146241
79.87 82.00 77.00 0.0055019 2.7760759
95.65 14.67 11.50 0.0092524 2.6025834

100.00 8.67 6.50 0.0207221 2.3130102

100.00 8.67 6.50 0.0207221 2.3130102
76.56 98.00 96.00 0.0282087 2.1943723
82.72 44.67 40.50 0.0379715 2.0751626
69.75 55.33 59.50 0.0379715 -2.075163
37.50 2.00 4.00 0.0282087 -2.194372
58.70 18.00 23.00 0.0055019 -2.776076
38.46 333 6.50 0.0048834 -2.814624
51.85 18.67 27.00 1.182E-05 -4.380838
34.88 10.00 21.50 1.528E-10 -6.402532
50.00 33.33 50.00 2.223E-19 -9.001676

100.00 61.54 4.00 2.336E-11 6.68E+00
13.00 100.00 50.00 8.05E-05 3.94E+00
16.67 69.23 27.00 0.001393 3.20E+00
16.00 61.54 25.00 0.0048834 2.81E+00
15.22 53.85 23.00 0.0147877 2.44E+00
27.27 23.08 5.50 0.0291021 2.18E+00
17.24 38.46 14.50 0.0299457 2.17E+00
40.00 15.38 2.50 0.0370194 2.09E+00
13.95 46.15 21.50 0.0446814 2.01E+00

2.41 15.38 41.50 0.0492333 -1.97E+00
4.46 53.85 78.50 0.0446814 -2.01E+00
4.68 61.54 85.50 0.0299457 -2.17E+00
5.29 76.92 94.50 0.0291021 -2.18E+00
3.55 38.46 70.50 0.0160588 -2.41E+00
3.90 46.15 77.00 0.0147877 -2.44E+00
3.33 38.46 75.00 0.0048834 -2.81E+00
2.74 30.77 73.00 0.001393 -3.20E+00
0.00 0.00 50.00 8.05E-05 -3.94E+00
2.60 38.46 96.00 2.336E-11 -6.68E+00
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97.40 100.00 96.00 2.336E-11 6.683E+00
100.00 53.48 50.00 8.05E-05 3.943E+00
97.26 75.94 73.00 0.001393 3.196E+00
96.67 77.54 75.00 0.0048834 2.815E+00
96.10 79.14 77.00 0.0147877 2.438E+00
96.45 72.73 70.50 0.0160588 2.408E+00
94.71 95.72 94.50 0.0291021 2.182E+00
95.32 87.17 85.50 0.0299457 2.171E+00
95.54 80.21 78.50 0.0446814 2.008E+00
97.59 43.32 41.50 0.0492333 1.967E+00
86.05 19.79 21.50 0.0446814  #HHHHHH#H
60.00 1.60 2.50 0.0370194  #H#HH###H##H
82.76 12.83 14.50 0.0299457  HHHHHHHH
72.73 4.28 5.50 0.0291021  HHHHHHHH
84.78 20.86 23.00 0.0147877  #HHHHHHH#H#H
84.00 22.46 25.00 0.0048834  ##HHHHHH
83.33 24.06 27.00 0.001393  HHHHHHHH
87.00 46.52 50.00 8.05E-05  #HHHHHHHH

0.00 0.00 4.00 2.336E-11  #HHHHH##H
43.48 90.91 11.50 5.292E-10 6.2102
2391 100.00 23.00 3.44E-08 5.5174
28.57 54.55 10.50 0.0002284 3.6854
11.00 100.00 50.00 0.0003652 3.5640

7.59 100.00 72.50 0.0260878 2.2249
40.00 18.18 2.50 0.0263823 2.2205
23.08 27.27 6.50 0.0291021 2.1821

4.28 72.73 93.50 0.0291021 -2.1821

0.00 0.00 27.50 0.0260878 -2.2249

0.00 0.00 41.50 0.0022374 -3.0568

0.00 0.00 50.00 0.0003652 -3.5640

0.00 0.00 77.00 3.44E-08 -5.5174

100.00 81.48 77.00 3.44E-08 5.5174
100.00 5291 50.00 0.0003652 3.5640
100.00 43.92 41.50 0.0022374 3.0568
100.00 29.10 27.50 0.0260878 2.2249
95.72 94.71 93.50 0.0291021 2.1821
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76.92 5.29 6.50 0.0291021 -2.1821
60.00 1.59 2.50 0.0263823 -2.2205
92.41 70.90 72.50 0.0260878 -2.2249
89.00 47.09 50.00 0.0003652 -3.5640
71.43 7.94 10.50 0.0002284 -3.6854
76.09 18.52 23.00 3.44E-08 -5.5174
56.52 6.88 11.50 5.292E-10 -6.2102
46.00 100.00 50.00 1.584E-17 8.52E+00
100.00 2391 5.50 3.44E-08 5.52E+00
44.44 52.17 27.00 3.181E-05 4.16E+00
52.38 2391 10.50 0.0021847 3.06E+00
38.00 41.30 25.00 0.0055019 2.78E+00
53.85 15.22 6.50 0.0147877 2.44E+00
37.21 34.78 21.50 0.0174215 2.38E+00
62.50 10.87 4.00 0.019164 2.34E+00
43.48 21.74 11.50 0.0217872 2.29E+00
21.35 89.13 96.00 0.019164 -2.34E+00
19.11 65.22 78.50 0.0174215 -2.38E+00
20.86 84.78 93.50 0.0147877 -2.44E+00
18.00 58.70 75.00 0.0055019 -2.78E+00
15.07 47.83 73.00 3.181E-05 -4.16E+00
18.52 76.09 94.50 3.44E-08 -5.52E+00
0.00 0.00 50.00 1.584E-17 -8.52E+00
100.00 64.94 50.00 1.584E-17 8.52E+00
81.48 100.00 94.50 3.44E-08 5.52E+00
84.93 80.52 73.00 3.181E-05 4.16E+00
82.00 79.87 75.00 0.0055019 2.78E+00
79.14 96.10 93.50 0.0147877 2.44E+00
80.89 82.47 78.50 0.0174215 2.38E+00
78.65 98.05 96.00 0.019164 2.34E+00
56.52 8.44 11.50 0.0217872 -2.29E+00
37.50 1.95 4.00 0.019164 -2.34E+00
62.79 17.53 21.50 0.0174215 -2.38E+00
46.15 3.90 6.50 0.0147877 -2.44E+00
62.00 20.13 25.00 0.0055019 -2.78E+00
47.62 6.49 10.50 0.0021847 -3.06E+00
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55.56 19.48 27.00 3.181E-05 -4.16E+00
0.00 0.00 5.50 3.44E-08 -5.52E+00
54.00 35.06 50.00 1.584E-17 -8.52E+00
43.00 100.00 50.00 3.425E-16 8.1573361
56.00 65.12 25.00 1.528E-10 6.4025317
40.74 51.16 27.00 0.0001352 3.816819
30.59 60.47 42.50 0.0082737 2.6406926
34.78 37.21 23.00 0.0174215 2.3776897
26.89 74.42 59.50 0.0242751 22527471
37.93 25.58 14.50 0.0296115 2.175248
46.15 13.95 6.50 0.0446814 2.0076416
100.00 4.65 1.00 0.0453769 2.0011439
5.00 2.33 10.00 0.0490655 -1.968022
19.79 86.05 93.50 0.0446814 -2.007642
0.00 0.00 6.50 0.0384232 -2.070311
0.00 0.00 6.50 0.0384232 -2.070311
18.71 74.42 85.50 0.0296115 -2.175248
13.58 25.58 40.50 0.0242751 -2.252747
17.53 62.79 77.00 0.0174215 -2.37769
0.00 0.00 11.50 0.0026141 -3.00981
14.38 48.84 73.00 0.0001352 -3.816819
10.00 34.88 75.00 1.528E-10 -6.402532
0.00 0.00 50.00 3.425E-16 -8.157336
100.00 63.69 50.00 3.425E-16 8.1573361
90.00 85.99 75.00 1.528E-10 6.4025317
85.62 79.62 73.00 0.0001352 3.816819
100.00 14.65 11.50 0.0026141 3.0098098
82.47 80.89 77.00 0.0174215 2.3776897
86.42 44.59 40.50 0.0242751 2.2527471
81.29 88.54 85.50 0.0296115 2.175248
100.00 8.28 6.50 0.0384232 2.0703109
100.00 8.28 6.50 0.0384232 2.0703109
80.21 95.54 93.50 0.0446814 2.0076416
95.00 12.10 10.00 0.0490655 1.9680223
0.00 0.00 1.00 0.0453769 -2.001144
53.85 4.46 6.50 0.0446814 -2.007642
62.07 11.46 14.50 0.0296115 -2.175248
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73.11 55.41 59.50 0.0242751 -2.252747
65.22 19.11 23.00 0.0174215 -2.37769
69.41 37.58 42.50 0.0082737 -2.640693
59.26 20.38 27.00 0.0001352 -3.816819
44.00 14.01 25.00 1.528E-10 -6.402532
57.00 36.31 50.00 3.425E-16 -8.157336
53.70 100.00 27.00 2.342E-20 9.2454803
29.00 100.00 50.00 1.727E-10 6.3838634
25.58 37.93 21.50 0.0296115 2.175248
38.46 17.24 6.50 0.0299457 2.1708081
38.46 17.24 6.50 0.0299457 2.1708081
38.46 17.24 6.50 0.0299457 2.1708081
12.83 82.76 93.50 0.0299457 -2.170808
11.46 62.07 78.50 0.0296115 -2.175248
0.00 0.00 50.00 1.727E-10 -6.383863
0.00 0.00 73.00 2.342E-20 -9.24548
100.00 85.38 73.00 2.342E-20 9.2454803
100.00 58.48 50.00 1.727E-10 6.3838634
88.54 81.29 78.50 0.0296115 2.175248
87.17 95.32 93.50 0.0299457 2.1708081
61.54 4.68 6.50 0.0299457 -2.170808
61.54 4.68 6.50 0.0299457 -2.170808
61.54 4.68 6.50 0.0299457 -2.170808
74.42 18.71 21.50 0.0296115 -2.175248
71.00 41.52 50.00 1.727E-10 -6.383863
46.30 14.62 27.00 2.342E-20 -9.24548

100.00
52.00
52.17

51.16
69.23
34.45

53.70
48.15
44.44

40.74
16.67
75.93

14.50
25.00
23.00

21.50
6.50
59.50

2.527E-21
2.342E-20
1.182E-05
3.181E-05
0.0001352

0.001393
0.0037779

9.4806572
9.2454803
4.3808377
4.1600778

3.816819
3.1960941
2.8961335
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62.50
25.52
16.05
24.06

20.38

19.48

18.67
14.62

0.00

100.00

85.38

81.33

80.52

79.62
75.94
83.95
74.48
37.50
65.55
30.77
48.84
47.83

48.00
0.00
46.00

61.54

8.00
40.00
10.87

10.00
100.00
9.26
2.05
3.52
2.00
1.95

1.42

9.26
90.74
24.07
83.33

59.26

55.56

51.85
46.30

0.00

68.49

100.00

83.56

84.93

85.62
97.26
46.58
97.95

2.05
53.42

2.74
14.38
15.07

16.44
0.00
31.51

100.00
100.00
25.00
62.50

62.50
12.50
62.50
37.50
87.50
37.50
37.50

25.00

4.00
96.00
40.50
93.50

78.50

77.00

75.00
85.50

50.00

50.00

85.50

75.00

77.00

78.50
93.50
40.50
96.00

4.00
59.50

6.50
21.50
23.00

25.00
14.50
50.00

6.50
50.00
2.50
23.00

25.00

0.50
27.00
73.00
99.50
75.00
77.00

70.50

0.0400618
0.0400618
0.0037779

0.001393

0.0001352

3.181E-05

1.182E-05
2.342E-20

2.527E-21

2.527E-21

2.342E-20

1.182E-05

3.181E-05

0.0001352

0.001393
0.0037779
0.0400618
0.0400618
0.0037779

0.001393
0.0001352
3.181E-05

1.182E-05
2.342E-20
2.527E-21

2.336E-11
0.0033773
0.013644
0.019164

0.0282087
0.04
0.0400618
0.0400618
0.04
0.0282087
0.019164

0.0098978

2.0531114
-2.053111
-2.896133
-3.196094

-3.816819

-4.160078

-4.380838
-9.24548

-9.480657

9.4806572

9.2454803

4.3808377

4.1600778

3.816819
3.1960941
2.8961335
2.0531114
-2.053111
-2.896133
-3.196094
-3.816819
-4.160078

-4.380838
-9.24548
-9.480657

6.6833257
2.9311279
2.4665013
2.3423254

2.1943723
2.0537489
2.0531114
-2.053111
-2.053749
-2.194372
-2.342325

-2.579381
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0.00

0.00

100.00
100.00

98.58

98.05

98.00

96.48

97.95
90.74

0.00
90.00
89.13
60.00
92.00
38.46

0.00

0.00

97.40
52.08

72.40

78.65

76.56

100.00

74.48
25.52
0.00
23.44
21.35
1.56
47.92
2.60

50.00

93.50

93.50
50.00

70.50

77.00

75.00

99.50

73.00
27.00
0.50
25.00
23.00
2.50
50.00
6.50

0.0033773

2.336E-11

2.336E-11
0.0033773

0.0098978

0.019164

0.0282087

0.04

0.0400618
0.0400618
0.04
0.0282087
0.019164
0.013644
0.0033773
2.336E-11

-2.931128

-6.683326

6.6833257
2.9311279

2.579381

2.3423254

2.1943723

2.0537489

2.0531114
-2.053111
-2.053749
-2.194372
-2.342325
-2.466501
-2.931128
-6.683326

12.5

100
87.5
50

100

96.48241
3.517588
0.502513

96

96

0.04
0.04

0.04
0.04
0.01

2.5758293
2.0537489
-2.053749

2.0537489
-2.053749
-2.575829

75.18
73.95
90.00

89.47
100.00
100.00

92.31

9231

70.34

45.00

80.30
66.67
13.64

12.88
6.06
6.06
9.09
9.09

77.27
6.82

70.50
59.50
10.00

9.50
4.00
4.00
6.50
6.50
72.50
10.00

1.339E-20
3.661E-05
0.0045688
0.0134554

0.0194322
0.0334201
0.0334201
0.0341616
0.0341616

0.039492
0.0465014

9.3050613
4.1279102
2.8359645
2.4714824

2.337135
2.1269993
2.1269993
2.1181585
2.1181585
2.0590231

-1.990814
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54.55

51.16

30.00
30.00

50.00
54.32

0.00

51.76

30.59

12.73
20.83
15.15
15.00
100.00
1.42
0.69

45.88

35.29
71.43
30.86

36.36
75.00
57.14
50.00
100.00
40.00
4.76
4.17
1631
14.29
2.61

14.12
40.00

1.74

33.33
20.00

4.71
50.00

22.73

16.67

2.27
227

16.67
3333

0.00

33.33

19.70

87.50
62.50
62.50
37.50
12.50
25.00
12.50

92.86

71.43
11.90
59.52

38.10
7.14
9.52

11.90
4.76

19.05
2.38
2.38

54.76

40.48
7.14

85.71
14.29

14.29

50.00
50.00
100.00
25.00

27.50

21.50

5.00
5.00

22.00
40.50

2.50

42.50

42.50

27.50
12.00
16.50
10.00

0.50
70.50
72.50

42.50

42.50
3.50
40.50

22.00
2.00
3.50
5.00
1.00

10.00

10.50

12.00

70.50

59.50

57.50

42.50
2.50

57.50

3.00
5.00
42.50
1.00

0.039492

0.0244139

0.0224768
0.0224768

0.0138496
0.0045688

0.004111

0.0003036

1.339E-20

0.0005782
0.0007665
0.0038675
0.0388039

0.04
0.0098978
0.0005782

2.173E-14

2.545E-05
0.0053691
0.0056972

0.0074782
0.0315019

0.041597
0.0425319
0.0432663
0.0434221
0.0439027
0.0220905
0.0154886
0.0056972
2.173E-14

0.0008815
0.0429588

0.0008815

0.0044617
0.0132024
0.0313023

0.04

-2.059023

-2.250552

-2.282213
-2.282213

-2.46114
-2.835964

-2.869514

-3.61219

-9.305061

3.4416276
3.3646166
2.8887751
2.0662599
2.0537489
-2.579381
-3.441628

7.639932

4.210773
2.7840125
2.7647189

2.6747616
2.1506743
2.0375296
2.0282782
2.0211298
2.0196271
-2.015019
-2.288808
-2.420747
-2.764719
-7.639932

3.325859
2.0241104

-3.325859

2.8435285
2.4782631

2.153209
2.0537489
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0.00 0.00 57.50 0.0313023 -2.153209
92.17 75.18 57.50 2.359E-15 7.920838
80.30 75.18 66.00 3.661E-05 4.1279102
95.24 14.18 10.50 0.0049149 2.8125586
72.40 98.58 96.00 0.0098978 2.579381
91.30 14.89 11.50 0.0153757 2.4234071
72.73 96.45 93.50 0.0160588 2.4075773
75.17 77.30 72.50 0.0222622 2.285865
76.47 64.54 59.50 0.0272343 2.2081435
90.00 12.77 10.00 0.0386323 2.068082
62.35 37.59 42.50 0.0323056 -2.140609
20.00 0.71 2.50 0.029257 -2.180006
28.57 1.42 3.50 0.0274975 -2.204381
61.73 35.46 40.50 0.0272343 -2.208144
58.18 22.70 27.50 0.0222622 -2.285865
38.46 3.55 6.50 0.0160588 -2.407577
54.76 1631 21.00 0.0154886 -2.420747
25.00 1.42 4.00 0.0098978 -2.579381
25.00 1.42 4.00 0.0098978 -2.579381
48.72 13.48 19.50 0.0015225 -3.170352
35.00 4.96 10.00 0.0006592 -3.406006
41.18 24.82 42.50 2.359E-15 -7.920838
45.88 90.70 42.50 1.691E-13 7.3712009
43.59 39.53 19.50 0.000507 3.477039
50.00 23.26 10.00 0.0032908 2.9391806

100.00 4.65 1.00 0.0453769 2.0011439
100.00 4.65 1.00 0.0453769 2.0011439
16.67 51.16 66.00 0.0244139 -2.250552

0.00 0.00 10.50 0.0045365 -2.838223

0.00 0.00 11.50 0.0026141 -3.00981

3.48 9.30 57.50 1.691E-13 -7.371201
14.55 80.00 27.50 0.0006509 3.4094581
15.15 50.00 16.50 0.0141635 2.4530885
16.67 40.00 12.00 0.023449 2.2660385

100.00 10.00 0.50 0.05 1.959964

227 30.00 66.00 0.0224768 -2.282213
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1.38 20.00 72.50 0.0006509 -3.409458
25.00 40.00 4.00 0.013644 2.4665013
18.18 40.00 5.50 0.0263823 2.2205379
15.38 40.00 6.50 0.0370194 2.0855496
14.29 40.00 7.00 0.0429588 2.0241104
50.00 20.00 1.00 0.05 1.959964

1.60 60.00 93.50 0.0370194 -2.08555

1.59 60.00 94.50 0.0263823 -2.220538

1.56 60.00 96.00 0.013644 -2.466501

0.00 0.00 66.00 0.004111 -2.869514
14.29 100.00 3.50 0.035 2.1083584

100.00 95.00 9.50 1.122E-25 10.475308
13.10 95.00 72.50 0.0116841 2.5215427
13.64 90.00 66.00 0.0134554 2.4714824
50.00 15.00 3.00 0.0151859 2.4279162
13.91 80.00 57.50 0.031849 2.1463004
12.77 90.00 70.50 0.0386323 2.068082
12.10 95.00 78.50 0.0490655 1.9680223

233 5.00 21.50 0.0490655 -1.968022

4.71 20.00 42.50 0.031849 -2.1463

0.00 0.00 16.50 0.0221751 -2.287355

1.82 5.00 27.50 0.0116841 -2.521543

0.00 0.00 19.50 0.0101868 -2.569425

0.00 0.00 22.00 0.0052011 -2.794306

100.00 100.00 7.00 8.476E-22 9.5939684

9.66 100.00 72.50 0.0092365 2.6031755

0.00 0.00 19.50 0.0427282 -2.026357

0.00 0.00 22.00 0.0269495 -2.212248

0.00 0.00 27.50 0.0092365 -2.603175

100.00 51.76 22.00 7.978E-21 9.359949
74.55 48.24 27.50 1.941E-08 5.6172092
71.43 35.29 21.00 2.545E-05 4.210773
60.47 30.59 21.50 0.0082737 2.6406926
58.97 27.06 19.50 0.0229653 2.2740119
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51.76
0.00
37.59
35.65
0.00

37.58
0.00
3333

0.00
0.00
0.00
30.34

35.90
62.50
27.27
100.00
100.00
40.00
42.86
2.38
0.00

100.00
50.00

24.24
100.00

3333

3333

50.00

3333
14.29

3333
25.00
14.29

100.00
15.66
11.03

51.76
0.00
62.35
48.24
0.00

69.41
0.00
51.76

0.00
0.00
0.00
51.76

5833
20.83
37.50
8.33
8.33
16.67
12.50
4.17
0.00

100.00
100.00

100.00
12.50

50.00

100.00

100.00

100.00
100.00

100.00
100.00
100.00

100.00
81.25
100.00

42.50
3.00
70.50
57.50
4.00

78.50
6.50
66.00

7.00
8.00
9.50
72.50

19.50
4.00
16.50
1.00
1.00
5.00
3.50
21.00
22.00

0.50
1.00

16.50
0.50

1.00

1.50
3.50

1.50
2.00
3.50

8.00
41.50
72.50

0.0241102
0.0341436
0.0323056
0.0241102

0.010735

0.0082737
0.0005531
0.0003036

0.0003017
8.856E-05

1.36E-05
1.941E-08

7.062E-06
0.0007665
0.0082962
0.0138693
0.0138693

0.023449
0.0431405
0.0220905
0.0016765

0.005
0.01

2.52E-07
0.04

0.03

0.015

0.01

0.015
0.035

0.015
0.02
0.035

5.912E-24
0.0010431
0.0045713

2.2553689
-2.118371
-2.140609
-2.255369

-2.55121

-2.640693
-3.453604
-3.61219

-3.613821

-3.91997
-4.350226
-5.617209

4.4918242
3.3646166
2.6397704
2.4606296
2.4606296
2.2660385
2.0223472
-2.288808
-3.142255

2.8070338
2.5758293

5.1562194
2.0537489

2.1700904

2.4323791

2.5758293

2.4323791
2.1083584

2.4323791
2.3263479
2.1083584

10.093348
3.2786373
2.8357893
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50.00
50.00
0.00
0.00
0.00
0.00

100.00
19.05
17.39
50.00

6.96
6.06
0.00
0.00

100.00
20.00
14.29

83.33
3333
50.00
50.00

100.00
10.08
8.97
8.67
17.24
9.09
8.28
9.57
235
0.00
0.00
4.68
0.00
0.00
1.23
0.00

18.75
12.50
0.00
0.00
0.00
0.00

100.00
50.00
50.00
25.00

100.00

100.00

0.00
0.00

100.00
100.00
100.00

100.00
40.00
20.00
20.00

100.00
92.31
100.00
100.00
38.46
92.31
100.00
84.62
15.38
0.00
0.00
61.54
0.00
0.00
7.69
0.00

3.00
2.00
16.50
19.50
22.00
27.50

4.00
10.50
11.50

2.00
57.50
66.00
41.50
42.50

0.50
2.50
3.50

3.00
3.00
1.00
1.00

6.50
59.50
72.50
75.00
14.50
66.00
78.50
57.50
42.50
21.50
22.00
85.50
25.00
27.50
40.50
36.00

0.0077041
0.0344754
0.0492457
0.0266502

0.015681
0.0045713

1.815E-14
0.0052187
0.0075204
0.0082717

0.010735
0.0334201
0.0123764

0.010735

0.005
0.025
0.035

2.366E-09
0.0073854
0.05
0.05

1.132E-20
0.0104699

0.013085
0.0207221
0.0299457
0.0341616
0.0384232
0.0417332
0.0417332
0.0384232
0.0352417
0.0299457
0.0207221

0.013085
0.0104699
0.0023969

2.6647714
2.1144669
-1.966458
-2.216604
-2.416256
-2.835789

7.6631045

2.793215
2.6728771
2.6407751
2.5512097
2.1269993
-2.501226

-2.55121

2.8070338
2.2414027
2.1083584

5.9704323
2.6789466
1.959964
1.959964

9.3228877

2.559911
2.4814476
2.3130102
2.1708081
2.1181585
2.0703109
2.0361704

-2.03617
-2.070311

-2.10557
-2.170808

-2.31301
-2.481448
-2.559911
-3.036063

1.122E-25

10.475308
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13.10
12.88
13.04

4.71
0.00
0.00

100.00
9.66
0.00

0.00

51.76
30.34

38.10
100.00

39.13

0.00

0.00

0.00

16.67
0.00
0.00
0.00

45.45
58.33
39.53
27.06

27.06
27.78
57.14

100.00
0.00
0.00

13.91
0.00
0.00

13.48
9.66

100.00

100.00
89.47
78.95

21.05
0.00
0.00

100.00
100.00
0.00

0.00

100.00
100.00

36.36
4.55

20.45

0.00

0.00

0.00

50.00
0.00
0.00
0.00

64.10
35.90
43.59
58.97

58.97
51.28
10.26

5.13
0.00
0.00
41.03
0.00
0.00
48.72
35.90

100.00

72.50
66.00
57.50

42.50
27.50
42.50

7.00
72.50
27.50

42.50

42.50
72.50

21.00
1.00

11.50

6.50

7.00

8.00

66.00
10.00
12.00
27.50

27.50
12.00
21.50
42.50

42.50
36.00
3.50

1.00
7.00
8.00
57.50
10.00
10.50
70.50
72.50

0.50

0.0015642
0.0194322
0.0477894

0.0477894
0.0015642
1.36E-05

8.476E-22
0.0092365
0.0092365

0.0003017

7.978E-21
8.088E-08

0.0074782
0.0475377

0.0499391

0.0352417

0.0269495

0.015681

0.0138496
0.0052011
0.0016765
8.088E-08

8.404E-08
7.062E-06

0.000507
0.0229653

0.0229653
0.0312539
0.0315516

0.0372362
0.0427282
0.0266502
0.0229653
0.0101868
0.0079796
0.0015225
8.404E-08

0.005

3.1624969
2.337135
1.9792364

-1.979236
-3.162497
-4.350226

9.5939684
2.6031755
-2.603175

-3.613821

9.359949
5.3651496

2.6747616
1.9814781

1.9604854

-2.10557

-2.212248

-2.416256

-2.46114
-2.794306
-3.142255

-5.36515

5.3582384
4.4918242

3.477039
2.2740119

2.2740119
2.1538254
2.1500453

2.0831651
-2.026357
-2.216604
-2.274012
-2.569425
-2.652931
-3.170352
-5.358238

2.8070338
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50.00

45.45
100.00

62.50
37.50
50.00
100.00
60.00
0.00
0.00

5.52

28.57

100.00
3333

100.00

100.00
15.66
11.03
50.00
50.00

0.00
0.00

100.00
19.05
17.39
50.00

6.96
6.06
0.00
0.00
0.00

100.00

20.00

14.29

100.00

100.00

75.76
24.24

15.15
27.27
15.15
6.06
9.09
0.00
0.00

24.24

100.00

50.00
50.00

3333

100.00
81.25
100.00
18.75
12.50
0.00
0.00

100.00
50.00
50.00
25.00

100.00

100.00

0.00
0.00
0.00

100.00

100.00

100.00

83.33

1.00

27.50
4.00

4.00
12.00
5.00
1.00
2.50
8.00
10.00

72.50

3.50

0.50
1.50

0.50

8.00
41.50
72.50

3.00

2.00
27.50
42.50

4.00
10.50
11.50

2.00
57.50
66.00
41.50
42.50
42.50

0.50

2.50

3.50

2.50

0.01

2.322E-10
2.52E-07

0.0038675
0.0082962
0.0141635
0.0265327
0.0354022
0.0492457
0.0221751

2.322E-10

0.0010553

0.01
0.03

0.015

5.912E-24
0.0010431
0.0045713
0.0077041
0.0344754
0.0045713
8.856E-05

1.815E-14
0.0052187
0.0075204
0.0082717
0.010735
0.0334201
0.0123764
0.010735
0.010735

0.005

0.025

0.035

2.366E-09

2.5758293

6.3383985
5.1562194

2.8887751
2.6397704
2.4530885
2.2183253
2.1037279
-1.966458
-2.287355

-6.338399

3.2753594

2.5758293
2.1700904

2.4323791

10.093348
3.2786373
2.8357893
2.6647714
2.1144669
-2.835789

-3.91997

7.6631045
2.793215
2.6728771
2.6407751
2.5512097
2.1269993
-2.501226
-2.55121
-2.55121

2.8070338

2.2414027

2.1083584

5.9704323
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33.33 33.33 3.00 0.011002 2.542635
0.00 0.00 42.50 0.0341436 -2.118371
100.00 100.00 6.50 1.132E-20 9.3228877
10.08 92.31 59.50 0.0104699 2.559911
8.97 100.00 72.50 0.013085 2.4814476
8.67 100.00 75.00 0.0207221 2.3130102
17.24 38.46 14.50 0.0299457 2.1708081
9.09 92.31 66.00 0.0341616 2.1181585
8.28 100.00 78.50 0.0384232 2.0703109
9.57 84.62 57.50 0.0417332 2.0361704
235 15.38 42.50 0.0417332 -2.03617
0.00 0.00 21.50 0.0384232 -2.070311
4.68 61.54 85.50 0.0299457 -2.170808
0.00 0.00 25.00 0.0207221 -2.31301
0.00 0.00 27.50 0.013085 -2.481448
1.23 7.69 40.50 0.0104699 -2.559911
0.00 0.00 36.00 0.0023969 -3.036063
0.00 0.00 42.50 0.0005531 -3.453604
92.86 45.88 21.00 2.173E-14 7.64E+00
90.70 45.88 21.50 1.691E-13 7.37E+00
80.00 18.82 10.00 0.0004453 3.51E+00
85.71 14.12 7.00 0.0008815 3.33E+00
100.00 8.24 3.50 0.0021612 3.07E+00
58.97 27.06 19.50 0.0229653 2.27E+00
51.76 51.76 42.50 0.0241102 2.26E+00
100.00 4.71 2.00 0.0313023 2.15E+00
21.05 4.71 9.50 0.0477894 -1.98E+00
15.38 235 6.50 0.0417332 -2.04E+00
15.38 2.35 6.50 0.0417332 -2.04E+00
0.00 0.00 3.00 0.0341436 -2.12E+00
20.00 4.71 10.00 0.031849 -2.15E+00
0.00 0.00 4.00 0.010735 -2.55E+00
0.00 0.00 4.00 0.010735 -2.55E+00
24.82 41.18 70.50 2.359E-15 -7.92E+00
19.70 30.59 66.00 1.339E-20 -9.31E+00
80.30 92.17 66.00 1.339E-20 9.31E+00
75.18 92.17 70.50 2.359E-15 7.92E+00
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100.00 6.96 4.00 0.010735 2.55E+00
100.00 6.96 4.00 0.010735 2.55E+00
80.00 1391 10.00 0.031849 2.15E+00
100.00 5.22 3.00 0.0341436 2.12E+00
84.62 9.57 6.50 0.0417332 2.04E+00
84.62 9.57 6.50 0.0417332 2.04E+00
78.95 13.04 9.50 0.0477894 1.98E+00
0.00 0.00 2.00 0.0313023 -2.15E+00
48.24 35.65 42.50 0.0241102 -2.26E+00
41.03 1391 19.50 0.0229653 -2.27E+00
0.00 0.00 3.50 0.0021612 -3.07E+00
14.29 1.74 7.00 0.0008815 -3.33E+00
20.00 3.48 10.00 0.0004453 -3.51E+00
9.30 3.48 21.50 1.691E-13 -7.37E+00
7.14 2.61 21.00 2.173E-14 -7.64E+00
75.76 45.45 16.50 2.322E-10 6.34E+00
48.24 74.55 42.50 1.941E-08 5.62E+00
64.10 45.45 19.50 8.404E-08 5.36E+00
87.50 12.73 4.00 0.0005782 3.44E+00
80.00 14.55 5.00 0.0006509 3.41E+00
71.43 9.09 3.50 0.0197606 2.33E+00
29.10 100.00 94.50 0.0260878 2.22E+00
60.00 1091 5.00 0.0330245 2.13E+00
22.73 54.55 66.00 0.039492 -2.06E+00
0.00 0.00 5.50 0.0260878 -2.22E+00
8.70 3.64 11.50 0.0260028 -2.23E+00
22.70 58.18 70.50 0.0222622 -2.29E+00
0.00 0.00 6.50 0.013085 -2.48E+00
0.00 0.00 6.50 0.013085 -2.48E+00
5.00 1.82 10.00 0.0116841 -2.52E+00
0.00 0.00 7.00 0.0092365 -2.60E+00
0.00 0.00 7.00 0.0092365 -2.60E+00
4.76 1.82 10.50 0.0084995 -2.63E+00
0.00 0.00 8.00 0.0045713 -2.84E+00
0.00 0.00 8.00 0.0045713 -2.84E+00
0.00 0.00 9.50 0.0015642 -3.16E+00
0.00 0.00 22.00 8.088E-08 -5.37E+00
100.00 30.34 22.00 8.088E-08 5.37E+00
100.00 13.10 9.50 0.0015642 3.16E+00
100.00 11.03 8.00 0.0045713 2.84E+00
100.00 11.03 8.00 0.0045713 2.84E+00
95.24 13.79 10.50 0.0084995 2.63E+00
100.00 9.66 7.00 0.0092365 2.60E+00
100.00 9.66 7.00 0.0092365 2.60E+00
95.00 13.10 10.00 0.0116841 2.52E+00
100.00 8.97 6.50 0.013085 2.48E+00
100.00 8.97 6.50 0.013085 2.48E+00
71.30 75.17 70.50 0.0222622 2.29E+00
91.30 14.48 11.50 0.0260028 2.23E+00
100.00 7.59 5.50 0.0260878 2.22E+00
71.27 70.34 66.00 0.039492 2.06E+00
40.00 2.76 5.00 0.0330245 -2.13E+00
70.90 92.41 94.50 0.0260878 -2.22E+00
28.57 1.38 3.50 0.0197606 -2.33E+00
20.00 1.38 5.00 0.0006509 -3.41E+00
12.50 0.69 4.00 0.0005782 -3.44E+00
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35.90 9.66 19.50 8.404E-08 -5.36E+00
51.76 30.34 42.50 1.941E-08 -5.62E+00
24.24 5.52 16.50 2.322E-10 -6.34E+00

176



9. ZIVOTOPIS



Vesna Mojcec Perko, drzavljanka Republike Hrvatske, rodena je 4. kolovoza 1980. godine u
Koprivnici. Osnovnu $kolu 1 gimnaziju pohadala je u KriZzevcima. Studij biologije, smjer
molekularne biologije, upisala je 1998.g. na Prirodoslovno-matematickom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Diplomirala je 2004.g. i stekla zvanje dipl. inzenjera biologije. Od
veljate 2004. do srpnja 2006.g. zaposlena je u Veterinarskoj stanici Koprivnica d.o.o u
svojstvu voditelja DDD sluzbe. U srpnju 2006.g. zaposljava se na Veterinarskom fakultetu
SveuciliSta u Zagrebu, u svojstvu struénog savjetnika I vrste - molekularnog biologa na
Zavodu za mikrobiologiju i zarazne bolesti s klinikom. Uklju¢ena je u uvodenje i provodenje
molekularne dijagnostike bakterijskih 1 virusnih zaraznih bolesti na maticnom Zavodu.
Sudjeluje u svakodnevnom stru¢nom radu Laboratorija za leptospire. Ukljuena je u sve
znanstvene djelatnosti mati¢nog Zavoda iz podruc¢ja molekularne biologije uzro¢nika virusnih
i bakterijskih zaraznih bolesti. Glavni znanstveni interes joj je vezan uz leptospirozu, te se
tako od veljace do lipnja 2007.g. strucno i znanstveno usavrSava u Laboratoriju za
diagnostiko borelioz in leptospiroz, Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinskog
fakulteta u Ljubljani. Od svibnja do lipnja 2008.g. stru¢no se usavrSava iz podrucja
molekularnog istrazivanja leptospiroze u Leptospirosis Research Laboratory, David Geffen
School of Medicine, Division of Infectious Diseases, UCLA, USA. Poslijediplomski
sveucilisni studij molekularne biologije upisuje 2009.g. na Prirodoslovno-matematickom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Od iste godine ukljuc¢ena je u uvodenje i odrzavanje sustava
kvalitete (Norma HR EN ISO/IEC 17025) u svojstvu odgovorne osobe za umjeravanje i
opremu. Od veljace do ozujka 2012.g. stru¢no se usavrsava iz podrucja primjene proteomike
u istrazivanjima leptospiroze u Veterinary Science Centre, Dublin, Irska. Clanica je
Hrvatskog druStva za biokemiju i molekularnu biologiju 1 European Society of Clinical

Microbiology and Infectious Diseases.
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