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1. Uvod

Iako je divlja macka (Felis silvestris Schreber, 1777) najrasprostranjenija vrsta unutar
porodice macaka (Yamaguchi i sur., 2015), smatra se kako ucestala hibridizacija s domacom
mackom (Felis silvestris catus) predstavlja prijetnju genomskoj Ccistoéi populacije divlje
macke (Oliveira i sur., 2015). Ovo je ve¢ pokazano za populacije u Italiji (Randi i sur., 2001),
ékotskoj (Beaumont i sur., 2001) i Madarskoj (Pierpaoli i sur., 2003), dok je u Hrvatskoj
situacija nepoznata. Obzirom da su divlje macke i hibridi divljih i domacih macaka izgledom
jako slicni (Slika 1.), stanje populacije Cistokrvnih divljih macaka tesko je odrediti
morfolosSkom diferencijacijom. Stoga, kako bi se utvrdio moguéi protok gena izmedu
populacija divljih i domacih macaka te odredila genetska Cistoca populacije divljih macaka
primjenjuje se genotipizacija pomoc¢u mikrosatelitnih billjega.

Jedan od koraka genotipizacije ukljuCuje lan¢anu reakciju polimerazom. Lancana reakcija
polimerazom (PCR od eng. polymerase chain reaction) je Cesto koriStena metoda u
molekularnoj biologiji. Omogucava brzo i specificno umnazanje tocno odredenog fragmenta
DNA molekule u strogo kontroliranim uvjetima. Pritom nastane velik broj kopija zeljenog
fragmenta koji se onda moze koristiti za daljnju analizu. Kako bi se omogucilo umnaZanje
tocno odredenog, Zeljenog dijela DNA potrebno je eksperimentalno odrediti optimalne uvjete
reakcije (Katusi¢ Hec¢imovi¢, 2007).

Cilj ovog rada je optimizacija lanCane reakcije polimerazom za umnazanje mikrosatelitnih
biljega divlje macke, a kako bi se smanijili troSkovi i vrijeme utroSeno u provodenje pokusa
tezilo se umnazanju viSe mikrosatelitnih biljega istovremeno. U svrhu optimizacije uvjeta
reakcije varirana je koncentracija kalupa DNA te koncentracija pocletnica, a osim toga
ispitivan je i utjecaj razlicitih temperatura i vremena pri kojima se pocetnice vezu na kalup te
vremena trajanja produljivanja lanaca. Takoder, istrazen je i utjecaj viSestrukog odmrzavanja

i smrzavanja pocetnica na uspjesnost reakcije.

Slika 1. Izgled krzna kod divlje macke Felis silvestris silvestris (lijevo) i
domace macke Felis silvestris catus (desno). lzvor: Falsone i sur.,
2013.




2. Teorijski dio

2.1. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

PCR (Slika 2.) je metoda /n vitro umnazanja to¢no odredenog dijela DNA molekule pomocu
enzima DNA polimeraze. Osnovu metode Cine tri koraka: denaturacija DNA kalupa, vezanje
pocetnica na kalup i produljivanje lanaca DNA. Denaturacija podrazumijeva odvajanje lanaca
dvostruke uzvojnice pri temperaturi od 94 do 98°C pri cemu se dobiju dva jednostruka lanca
koji onda sluze kao kalup na koje se vezu oligonukleotidne pocetnice (pri nizoj temperaturi,
obi¢no izmedu 51 i 68°C). Nakon toga, zahvaljujuéi djelovanju termostabilne DNA
polimeraze, slijedi produljivanje lanaca pri 72°C te se sintetiziraju nove dvolanc¢ane molekule
DNA. Time je zavrSen jedan ciklus PCR reakcije. Kontinuiranim ponavljanjem ciklusa koli¢ina
novonastalih DNA eksponencijalno raste i u konacnici se dobije 2" molekula DNA, pri ¢emu

“n" oznacava broj ciklusa u reakciji (Katusi¢ He¢imovi¢, 2007).
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€ Vezanje pocetnica pri ~68°C
€ Produljivanje lanaca pri~72°C

Slika 2. Princip lanéane reakcije polimerazom (http://www.microbiologyinfo.com/polymerase-chain-
reaction-pcr-principle-procedure-types-applications-and-animation/), (25.06.2017.)

Razvoj PCR-a kao metode zapoCeo je 1983. godine. Slijedece dvije godine skupina
znanstvenika iz Cetus Corporation, skupa sa zacetnikom ideje Kary Mullis-om, radila je na
njegovom usavrsanju, a 1985. metoda je predstavljena na godiSnjem susretu Americkog
drustva za humanu genetiku ( 7he American Society for Human Genetics) (Roche Molecular

Systems Inc., 2016). Kasnije te godine objavljen je i prvi znanstveni rad u kojem je koriSten


http://www.microbiologyinfo.com/polymerase-chain-reaction-pcr-principle-procedure-types-applications-and-animation/
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PCR (Saiki i sur., 1985). Kary Mullis je 1993. godine za izum PCR-a dobio Nobelovu nagradu
za kemiju (Nobelprize.org, 2014).

1986. godine uspjesno je izolirana 7ag polimeraza iz bakterije Thermus aquaticus. Za razliku
od DNA polimeraze prvotno koriStene u PCR reakciji, a koja je bila izolirana iz bakterije
Escherichia coli, Taqg polimeraza je bila stabilna pri visokim temperaturama te nije dolazilo do
njene inaktivacije tijekom reakcije. Zahvaljuju¢i ovom otkricu provedba PCR-a se uvelike
pojednostavila. Dodatno pojednostavljenje metode nastupilo je 1987. godine kada je
proizveden prvi uredaj za PCR tzv. Thermocycler programiran da mijenja temperaturu
reakcije, odnosno da zagrijava ili hladi reakcijsku smjesu prema zadanim uvjetima (Roche

Molecular Systems Inc.,2016).

Od pocetka koriStenja metode do danas PCR je nasao primjenu u brojnim znanstvenim
poljima. Tako se primjerice ¢esto koristi prilikom dijagnosticiranja razlicitih bolesti, ali i za
detekciju patogena u tjelesnim tekuc¢inama, hrani ili vodi. Ova je metoda iznimno korisna i u
forenzici obzirom da se iz male koli¢ine DNA, koja je primjerice sadrzana u kapljici krvi, moze
dobiti dovoljna kolicina DNA za daljnje analize. Nadalje, PCR se u mikrobiologiji i
molekularnoj biologiji, izmedu ostalog, koristi za sekvencioniranje DNA, pripravu
rekombinantne DNA i kloniranje gena, a koristi se i prilikom genotipizacije (Joshi i
Deshpande, 2011).

PCR je izrazito specificna metoda jer omogucava umnazanje to¢no odredenog odsjecka DNA
molekule. Jasno je kako onda ne postoji jedinstveni protokol za umnazanje svih mogucih
DNA fragmenata. Zbog toga je PCR reakciju potrebno optimizirati kako bi se odredili
parametri pogodni za umnazanje zeljenog fragmenta. Jedan od kljuénih koraka u
postavljanju PCR reakcije je odabir odgovarajuteg para pocetnica od kojih je jedna
komplementarna 3' kraju jednog, a druga 3' kraju drugog lanca DNA kalupa te na taj nacin
one omeduju dio DNA kojeg se zeli umnoziti (Katusi¢ Hec¢imovi¢, 2007). Problemi koji se
mogu javiti prilikom provodenja PCR reakcije ukljuuju: pojavu nespecificnih produkata,
pojavu male koli¢ine produkta ili potpuni izostanak rezultata. Moguéi uzrok pojave
nespecificnih produkata je previsoka koncentracija pocetnica u reakcijskoj smijesi ili
prisutnost kontaminanata. Osim toga, nepravilno podeSeni uvjeti umnazanja, poput preniske
temperature vezanja pocetnica na kalup ili preduga vremena vezanja pocetnica i
produljivanja lanaca, takoder mogu rezultirati pojavom nespecifiénih produkata. S druge
strane, loSa kvaliteta DNA kalupa te previsoka, odnosno preniska koncentracija pojedinih

komponenata reakcijske smjese te nepravilno podeSeni uvjeti umnazanja (prekratka



vremena vezanja pocetnica te produljenja lanaca, previsoka temperatura vezanja pocetnica,
preduga ili pak prekratka denaturacija kalupa te preniska temperatura denaturacije kalupa)
mogu uzrokovati pojavu male koli¢ine produkta ili potpuni izostanak amplifikacije (Bio-Rad
Laboratories, Inc., n.d.). Kako bi se navedeni problemi razrijeSili potrebno je optimizirati
reakciju, odnosno odrediti optimalne koncentracije pojedinih sastojaka reakcijske smjese
(DNA kalup, potetnice, polimeraza, pufer sa Mg?* ionima te nukleotidi) te postaviti optimalne
uvjete provodenja reakcije (npr. temperatura vezanja pocetnica, vrijeme vezanja pocetnica i

vrijeme produljivanja lanaca, vrijeme i temperatura denaturacije kalupa).

2.2. Mikrosatelitni biljezi

Mikrosatelitni biljezi su kratke nukleotidne sekvence koje se uzastopno ponavljaju odredeni
broj puta (obi¢no izmedu 15 i 30 puta) (Koreth i sur., 1996). Sekvence su veli¢ine 2 — 6 bp, a
njihov raspored u genomu je nasumican (Harcet i sur., 2007). Zahvaljujuéi svojstvu da se
lako umnazaju pomocu PCR reakcije te Cinjenici da im je veliCinu moguce precizno odrediti
pomoc¢u automatskih sekvencera, danas se mikrosatelitni biljezi sve ceSce koriste u
populacijskoj genetici za utvrdivanje razine srodnosti populacija te za pracenje protoka gena
medu populacijama. Osim toga primjenjuju se i u forenzickim analizama te medicinskoj
dijagnostici. Postupak odredivanja veli¢ine mikrosatelitnih biljega provodi se u nekoliko
koraka. Prvi korak predstavlja provodenje lan¢ane reakcije polimerazom radi umnazanja
Zeljenih mikrosatelitnih biljega. U praksi se Cesto primjenjuje tzv. multiplex PCR, odnosno
istovremeno se umnaza viSe mikrosatelitnih biljega u istoj reakcijskoj smjesi, kako bi se
smanjio broj potrebnih PCR reakcija u svrhu ubrzanja citavog procesa. Pritom je jednu od
pocetnica potrebno oznaciti fluorescentnom bojom kako bi se kasnije omogucila detekcija
umnozenih fragmenata na automatskom sekvenceru. Slijedeéi korak ukljucuje provedbu
kapilarne elektroforeze kako bi se precizno odredila veli¢ina umnoZenih mikrosatelitnih
billjega (Harcet i sur., 2007; Kocijan, 2007). Na temelju dobivenih rezultata izvode se

zakljucci ovisno o tome u koju svrhu se provodi genotipizacija.

2.2.1.  Mikrosatelitni biljezi divije macke Felis silvestris Schreber,
1777

Genomska Cistoca populacije divlje macke ugrozena je zbog sve CeSce hibridizacije s
doma¢om mackom. Glavni problem koji se javlja kao posljedica hibridizacije je "prijelaz
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gena" izmedu vrsta Sto moze rezultirati izumiranjem Ciste populacije divljih macaka (Oliveira i
sur., 2015). Kako bi se utvrdilo postoji li ovaj trend, u brojnim je europskim zemljama poput
Skotske (Beaumont i sur., 2001), Italije (Randi i sur., 2001) i Madarske (Pierpaoli i sur.,
2003) provedeno istrazivanje genomske Cistoée populacija. Pritom je umnozeno 12 (Randi i
sur., 2001; Pierpaoli i sur., 2003), odnosno 9 (Beaumont i sur., 2001) mikrosatelitnih biljega
pomocu lancane reakcije polimerazom. Veli¢ina mikrosatelitnih biljega za svaku je jedinku
jedinstvena. Na temelju razlike, odnosno slicnosti u veli¢ini pojednih biljega moguce je
zakljuciti o srodnosti pojedinih jedinki. Sto su veli¢ine odredenih mikrosatelita sli¢nije to znadi
i da su jedinke medusobno srodnije (Oliveira i sur., 2006). Nakon statisticke obrade
dobivenih podataka utvrdeno je stanje populacije divljih macaka u pojedinim dijelovima
Europe. Rezultati istraZivanja pokazuju kako je na odredenim podrucjima Skotske, Madarske
i Italije hibridizacija divljih i domadih macaka prisutna te se predlazu daljnja istrazivanja sa
veéim brojem uzoraka (Randi i sur., 2001) te istrazivanje veceg broja mikrosatelitnih biljega
(Randi i sur., 2001; Pierpaoli i sur., 2003).



3. Materijali i metode

3.1. DNA kalup - genomska DNA divlje macke

Uzorci genomske DNA divlie macke koriSteni kao kalup za lananu reakciju polimerazom
navedeni su u Tablici 1. DNA je iz skeletnog misica izolirana uz pomo¢ kompleta QIAamp®
DNA Mini Kit (QIAGEN).

Tablica 1. Uzorci DNA

Oznaka Lokalitet sakupljanja Koncentracija DNA | Omjer apsorbancija
jedinke (ng/uL) 260/280 | 260/230
WC#1 S. PoZega 20 2,08 2,09
WC#3 Ogulin izlaz 20,5 1,43 0,29
WC#15 Raca 20,2 2,10 1,74
WC#18 Gudovac, V. Korenovo 19,8 2,07 1,64

Koncentracija i Cistoéa izolirane DNA odredena je spektrofotometrijski na uredaju Nanodrop
2000 (Thermo Scientific Inc., SAD) mjerenjem apsorbancija pri 230 nm, 260 nm i 280 nm. Iz
apsorbancije izmjerene pri 260 nm odreduje se koncentracija DNA obzirom da pri toj valnoj
duljini nukleinske kiseline apsorbiraju zracenje. O Cistoéi uzorka moguée je zakljuciti iz
vrijednosti omjera apsorbancija pri 260 i 280 nm, odnosno iz vrijednosti omjera apsorbancija
pri 260 i 230 nm. ,Cistim" uzorkom DNA smatra se onaj kojemu je omjer 260/280 priblizno
jednak 1,8. Vrijednosti znatno nize od 1,8 upucuju na prisutnost proteina, fenola ili drugih
kontaminanata u uzorku koji apsorbiraju pri 280 nm. S druge strane vrijednosti vise od 1,8
upucuju na prisutnost RNA. Nadalje, vrijednost omjera 260/230 manja od ocekivane ukazuje
na moguée kontaminante koji apsorbiraju pri valnim duljinama od 230 nm ili nizim.
Ocekivane vrijednosti ovog omjera kreéu se u rasponu 2,0 - 2,2 i obicno su vise od

vrijednosti omjera 260/280 (Thermo Fisher Scientific, n.d.).

Iz omjera vrijednosti apsorbancija 260/280 za uzorke WC#1, WC#15 i WC#18 moguce je
zakljuciti kako su uzorci (u odredenoj mjeri) kontaminirani s RNA. Vrijednost omjera 260/230
za uzorak WC#1 nalazi se unutar ocekivanog raspona (2,0 — 2,2), dok su vrijednosti omjera
za ostale uzorke manje od ocekivane Sto upucuje na moguce kontaminante koji apsorbiraju
zraCenje pri 230 nm ili nizim valnim duljinama. Unato¢ tome, uzorci genomske DNA su
uspjesno posluzili kao kalup za umnaZanje mikrosatelitnih biljega lan¢anom rekacijom

polimerazom.



3.2. Oligonukleotidne pocetnice

U radu je koriSteno 12 parova oligonukleotidnih pocetnica za umnozavanje mikrosatelitnih
biljega divlje macke (Randi i sur., 2001) dugackih izmedu 18 i 24 baznih parova (bp).
Uzvodna pocetnica svakog para bila je oznacena fluorescentnom bojom, kako je navedeno u
Tablici 2. Nakon umnozavanja mikrosatelitnih biljega njihova ¢e se to¢na veliina odrediti
detekcijom fluorescencije prilikom kapilarne elektroforeze na automatskom sekvenceru
(Poglavlje 3.5.). S ciljem smanjivanja broja reakcija sekvencioniranja, odnosno ukupnog
vremena i troSka pokusa, tezilo se umnazanju po Cetiri mikrosatelitna biljega u istoj PCR
reakciji (tzv. multiplex PCR). Stoga su parovi pocetnica grupirani u tri skupine po Cetiri para,
MIX 1, MIX 2 i MIX 3 (Tablica 2), te su razli¢ite pocetnice oznacene razlicitim fluorescentnim
bojama kako bi se kasnije, prilikom odredivanja veli¢ine fragmenata kapilarnom

elektroforezom lako raspoznalo koji fragment je produkt koje pocetnice.

Tablica 2. Koristene oligonukleotidne pocetnice

Ocekivana
Oznaka veli¢ina Boja Nukleotidni slijed uzvodne Tm Nukleotidni slijed nizvodne [1-::‘]
lokusa | fragmenta pocetnice 5' > 3' [°C] poéetnice 5' > 3'
/ bp

FCA088 | 102-126 FAM AGGAAAATGAAGTCAAGAAAATGG 58,4 TTTTTCTTTTTCCCGTAATACACA 56,7
; FCA126 | 113-151 GCCCCTGATACCCTGAATG 59,5 CTATCCTTGCTGGCTGAAGG 60,5
= | FCAO43 | 118-138 ROX GAGCCACCCTAGCACATATACC 64 AGACGGGATTGCATGAAAAG 56,4

FCAO77 | 141-157 FAM GGCACCTATAACTACCAGTGTGA 62,9 ATCTCTGGGGAAATAAATTTTGG | 57,5

FCAO08 | 119-151 FAM ACTGTAAATTTCTGAGCTGGCC 60,3 TGACAGACTGTTCTGGGTATGG 62,1
: FCA149 | 120-138 CCTATCAAAGTTCTCACCAAATCA 60,1 GTCTCACCATGTGTGGGATG 60,5
= | FCAO23 | 130-154 ROX CAGTTCCTTTTTCTCAAGATTGC 59 GCAACTCTTAATCAAGATTCCATT | 58,4

FCA096 | 179-231 FAM | CACGCCAAACTCTATGCTGA 58,4 CAATGTGCCGTCCAAGAAC 57,3

FCA132 | 132-160 FAM | ATCAAGGCCAACTGTCCG 56,1 GATGCCTCATTAGAAAAATGGC 58,4
: FCAO026 | 136-162 GGAGCCCTTAGAGTCATGCA 60,5 TGTACACGCACCAAAAACAA 54,3
S | FCA045 | 144-163 ROX TGAAGAAAAGAATCAGGCTGTG 58 GTATGAGCATCTCTGTGTTCGTG 62,9

FCAO58 | 209-231 FAM | CATCCCTGACTAGCCTGAGC 62,5 GTGAAGAAAGCTGGTGTGCA 58,4




3.3. Umnozavanje odabranih mikrosatelitnih biljega divlje

macke lancanom reakcijom polimerazom

Za umnozavanje odabranih mikrosatelitnih biljega divlje macke koristen je EmeraldAmp® PCR
2X Master Mix (TAKARA) - dvostruko koncentrirana mjeSavina koja sadrzi ,hot-start" DNA
polimerazu, pufer za polimerazu te smjesu dNTP-ova potrebnih za reakciju produljenja
lanaca. ,Hot-start" DNA polimeraza inaktivna je pri sobnoj temperaturi te se aktivira tijekom
pocetne denaturacije (10 minuta pri 98°C). Na taj se nacin sprecava umnazanje nespecificnih
fragmenata nastalih kao posljedica nespecifi¢cnog vezanja pocetnica na kalup ili medusobnog
povezivanja pocetnica (Obradovic i Kevresan, 2010.). Osim toga, Master Mix sadrzi i dvije
boje, plavu i Zutu, te sredstvo za povecavanje gustoce (tzv. density reagent), Sto omogucuje
jednostavno i brzo nanoSenje uzorka u jazice, bez potrebe da se dodaje boja za
elektroforezu. Takoder, boje omogucavanju pracenje tijeka same elektroforeze. Obzirom da
plava boja migrira kao fragment veli¢ine oko 3 — 5 kb, a zZuta boja kao fragment manji od 50
bp iz njihovog se poloZaja na gelu moze zakljuciti i o poloZaju Zeljenih DNA fragmenata
(TAKARA BIO INC, 2016).

Lancana reakcija polimerazom provedena je u uredaju Alpha Cycler 1 (PCRmax).

Sastav reakcijske smjese, uz razliCite modifikacije koje su testirane prilikom optimizacije

lancane reakcije polimerazom, prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za umnaZanje mikrosatelitnih biljega lan¢anom rekacijom
polimerazom

Komponenta reakcijske smjese Volumen

genomska DNA (kalup) 0,5-6puL (10 - 120 ng)

EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix 12,5 L

10 uM uzvodna pocetnica 0,5ili 1 pL (0,2 ili 0,4 uM radna koncentracija)
10 uM nizvodna pocetnica 0,5ili 1 uL (0,2 ili 0,4 uM radna koncentracija)
dH,0 do ukupnog volumena od 25 uL

KoriSteni program, uz razli¢ite modifikacije koje su testirane prilikom optimizacije lancane

reakcije polimerazom, naveden je u Tablici 4.



Tablica 4. Uvjeti prilikom lan¢ane reakcije polimerazom

Vrijeme [min] | Temperatura [°C]
Pocetna denaturacija 10 98
Denaturacija kalupa 0,5 98
35 ciklusa Vezanje pocetnica na kalup 0,5ili 1,5 51-61
Sinteza komplementarnih lanaca 0,5ili1,5 72
Zavrsno produzivanje lanaca 5 72

Kako bi se omogudilo umnazanje po Cetiri mikrosatelitna biljega u istoj PCR reakciji proveden
je tzv. touchdown PCR - modifikacija PCR-a u kojoj je poletna temperatura vezanja
poCetnica na kalup za nekoliko stupnjeva visa od optimalne te se sa svakim ciklusom
postupno smanjuje do optimalne temperature (Anantha, 2015). Sastav reakcijske smjese za
touchdown PCR prikazan je u Tablici 5., a pritom koriSteni program u Tablici 6.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese za touchdown PCR

Komponenta reakcijske smjese Volumen
genomska DNA (kalup) 0,5 pL (10 ng)
EmeraldAmp® PCR 2X Master Mix 12,5 L

0,5 pL (0,2 UM radna koncentracija) ili 0,3 pL

10 uM uzvodna pocetnica
(0,12 uM radna koncentracija)

0,5 pL (0,2 UM radna koncentracija) ili 0,3 pL

10 uM nizvodna pocetnica
(0,12 uM radna koncentracija)

dH,0 do ukupnog volumena od 25 L




Tablica 6. Uvjeti prilikom touchdown PCR-a

Vrijeme [min] | Temperatura [°C]

Pocetna denaturacija 15 95
Denaturacija kalupa 0,5 98

30 ciklusa Vezanje pocCetnica na kalup 1,5 62 > 57
Sinteza komplementarnih lanaca 1,5 72
Denaturacija kalupa 0,5 98
8 ciklusa Vezanje pocetnica na kalup 1,5 57
Sinteza komplementarnih lanaca 1,5 72
Zavrsno produzivanje lanaca 10 72

3.4. Detekcija mikrosatelitnih biljega elektroforezom DNA u

agaroznom gelu

Elektroforeza DNA u agaroznom gelu provedena je radi provjere uspjeSnosti umnazanja
Zeljenih fragmenata. Ova metoda omogucava razdvajanje fragmenata nukleinskih kiselina u
istosmjernom elektricnom polju na temelju razlike u njihovoj velicini, pri ¢emu manji
fragmenti migriraju brze od vecih (Yilmaz i sur., 2012). U ovom je radu kao nosac
pripremljen 2%-tni agarozni gel otapanjem agaroze (Sigma-Aldrich) u TAE puferu (40 mM
Tris; 20 mM octena kiselina; 1mM EDTA; Sigma-Aldrich), a za vizualizaciju DNA fragmenata u
gel je dodana boja GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Lonza), prema uputama proizvodaca.
Elektroforeza se provodila u TAE puferu, u elektricnom polju napona 100 V kroz 40 minuta,
odnosno u elektricnom polju napona 80 V kroz 1 sat i 30 minuta. Vrpce na gelu vizualizirane
su pod UV-svjetlom (transiluminator UVIpure, UVITEC Cambridge) i fotografirane, a za
provjeru veli¢ine dobivenih fragmenata kao standard je koriSten molekularni biljeg
DirectLoad™ 50 bp DNA Step Ladder (Sigma-Aldrich).

3.5. Detekcija mikrosatelitnih biljega kapilarnom

elektroforezom na automatskom sekvenceru

Kako bi se odredile tocne veliCine mikrosatelitnih biljega umnozenih lan¢anom reakcijom
polimerazom provodi se kapilarna elektroforeza. Pritom se umnozeni fragmenti razdvajaju na

temelju razlike u omjeru naboja i mase u elektricnom polju, unutar kapilare ispunjene
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odgovarajuéim elektrolitom (Nigovi¢ i sur., 2012). Pojedinacni fragmenti detektiraju se na
temelju fluorescentne boje kojom su obiljezeni tako Sto sefluorescencija inducira laserskim
zrakama i kao rezultat se na kromatogramu dobiju maksimumi krivulje razlicitih boja.
Fragmenti podjednakih veli¢ina oznaceni su razli¢itim fluorescentnim bojama kako bi se lakse

razlikovali prilikom ocitavanja rezultata (Guichoux i sur., 2011).

Nakon uspjesno provedene PCR reakcije i provjere na agaroznom gelu, pripremljeni uzorci
poslani su na detekciju kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru u
komercijalni servis Macrogen. Kao DNA standard upotrijebljen je 500 LIZ (Applied
Biosystems), a nakon provedene kapilarne elektroforeze dobiveni su rezultati u obliku .fsa
podataka. Pregledavanje rezultata i ocitavanje veli¢ina umnozenih mikrosatelitnih fragmenata
provedeno je pomocu racunalnog programa STRand (University of California, Davis'

Veterinary Genetics Lab).
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4. Rezultati

4.1. Optimizacija PCR reakcije za pojedinacne parove

pocetnica

4.1.1.  Utjecaj vremena trajanja vezanja pocetnica na kalup i
vremena produljivanja lanaca na ucinkovitost PCR reakcije

Pocetni uvjeti PCR reakcije kreirani su prema literaturi (Mattucci i sur., 2013.) i slijedeci
upute proizvodaca koristene DNA polimeraze (TAKARA BIO INC, 2016.) te su testirani
koriste¢i pocetnice 088, 126 i 043. Temperatura vezanja oligonukleotidnih pocetnica iznosila
je 51°C kako bi se omogucilo vezanje svih pocetnica na kalup. Naime, prema navodima iz
literature, optimalna temperatura za vezanje pocetnica na kalup trebala bi biti biti 3 — 5°C
niza od T, pocetnica, ali u praksi to nije uvijek slucaj i treba se eksperimentalno ispitati za
svaki par pocetnica (Applied Biological Materials (ABM) Inc., n.d.). Temperatura taljenja
pocetnica (eng. melting temperature, T,,) je temperatura pri kojoj je 50% dvolancane DNA
denaturirano, odnosno u jednolan¢anom obliku. U ovom istrazivanju T, pocetnica je bio
izmedu 56,1 i 62,9 °C (Tablica 2) te je odabrana temperatura vezanja oligonukleotidnih
pocetnica od 51°C bila za 5,1 stupanj niza od najnize T, vrijednosti pocetnica (pocetnica
132). Koli¢cina DNA (uzorak WC#1) iznosila je 10 ng, a koncentracija oligonukleotidnih
pocetnica 0,4 uM. Na Slici 3a vidljivo je kako je PCR reakcija bila uspjeSna odnosno dobiveni

su fragmenti ocekivanih velicina, izmedu 102 i 151 bp.

U slijedeéem je koraku istrazen utjecaj vremena trajanja vezanja pocetnica na kalup i
vremena produljivanja lanaca na ucinkovitost PCR reakcije. Testirano je vrijeme od 30 i 90
sekundi (Slika 3). Moguce je zakljuciti kako povoljnije vrijeme vezanja pocetnica na kalup i
vrijeme produljivanja lanaca iznosi 90 sekundi, jer je koriStenjem tog vremena dobiven veéi
prinos PCR produkata, posebice za parove oligonukleotidnih pocetnica 088 i 126. Stoga je

ovo vrijeme koristeno u daljnjim pokusima.
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a) vrijeme vezanja pocetnica b) vrijeme vezanja podetnica ¢) vrijeme vezanja pocetnica
i produljivanja lanaca 90 s 30 s, vrijeme produljivanja 90 s, vrijeme produljivanja
lanaca 90 s lanaca 30s

088 126 bilieg 088 126 043 | biljeg| 088 126 043

Slika 3. Rezultati optimizacije vremena vezanja pocetnica i produljivanja lanaca, temperatura vezanja
pocenica 51°C, koli¢ina DNA kalupa (WC#1) 10 ng, parovi pocetnica 088, 126, 043 koncentracije 0,4
UM,

4.1.2.  Utjecaj razlicitih koncentracija oligonukleotidnih pocetnica
na ucinkovitost PCR reakcije

Za uspjesnu provedbu PCR reakcije vaznu ulogu igra koncentracija oligonukleotidnih
pocetnica. U ovom slucaju ispitane su dvije koncentracije pocetnica, 0,2 i 0,4 uM. Dobiveni
fragmenti veliCine su izmedu 100 i 150 parova baza Sto odgovara ocekivanim vrijednostima
(Slika 4). Intenzitet vrpci je bio vedi pri koncentraciji oligonukleotidnih pocetnica od 0,2 pM,
posebice za pocetnice s oznakama 088 te 126. Stoga je moguce zakljuciti kako je

koncentracija pocetnica od 0,2 UM povoljnija za PCR reakciju.

13



088, 0.4 UM
126, 0.4 UM
043, 0.4 uM
088, 0.2 M
126, 0.2 UM
043, 0.2 M

blljeg

150 bp
100 bp

Slika 4. Utjecaj koncentracije pocetnica na lancanu reakciju
polimerazom, vrijeme vezanja pocetnica na kalup te vrijeme sinteze
komplementarnih DNA lanaca 90 sekundi, temperatura vezanja
pocetnica 51°C, kolicina DNA kalupa (WC#1) 10 ng, parovi pocetnica
088, 126, 043 koncentracije 0,4 te 0,2 uM.

4.1.3.  Utjecaj razlicitih koncentracija DNA kalupa na ucinkovitost
PCR reakcije

Kako bi se provjerio utjecaj koncentracije kalupa na uspjesnost reakcije te kako bi se izbjegla
moguca inhibicija kalupom provedene su PCR reakcije s razliCitom kolicinom DNA: 10 ng, 30
ng, 60 ng te 120 ng (Slika 5). VeliCine dobivenih fragmenata kreCu se u ocekivanom
rasponu od 100 — 150 bp. Za pocetnicu 043 ucinkovitost je u svim reakcijama bila jednaka, a
kod pocetnice 126 uocava se pad prinosa produkta porastom koncentracije kalupa. Shodno
tome moguce je zakljuciti kako je koli¢ina DNA kalupa u iznosu od 10 ng optimalna za

provedbu PCR reakcije.
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150 bp
100bp

biljeg

150 bp
100 bp
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126, 10 ng

043, 10 ng

126,30 ng

043, 30 ng
126, 60 ng
043, 60 ng
126, 120 ng
043, 120 ng

Slika 5. Utjecaj koli¢ine kalupa na lan¢anu reakciju polimerazom, vrijeme vezanja
pocetnica na kalup te vrijeme sinteze komplementarnih DNA lanaca 90 sekundi,
temperatura vezanja pocetnica 51°C, kolicine DNA kalupa (WC#1) 10 ng, 30 ng, 60
ng, 120 ng, parovi pocetnica 126, 043 koncentracije 0,2 uM.

4.1.4.

B 088, odmrz./zamrz.

126, odmrz./zamrz.

Utjecaj visestrukog odmrzavanja i smrzavanja
oligonukileotidnih pocetnica na ucinkovitost PCR reakcije

043, odmrz./zamrz.

1 088, svieti

1043, sviedi

Kako bi se usporedila ucinkovitost svjeze

razrijedenih  poCetnica u odnosu na

viSestruko  smrzavane i odmrzavane
pocCetnice tri su para pocetnica (088, 126,
043) odmrznuti te potom ponovno smrznuti
Sesnaest puta uzastopno. Na Slici 6 uocljivo
je kako je intezitet wvrpci dobivenih

korisStenjem  viSestruko  odmrzavanih i
smrzavanih pocetnica nesto slabiji u odnosu
na svjeze pocetnice, osobito za par
oligonukleotidnih pocetnica 043. Stoga su u
daljnjem radu prilikom provedbe svake PCR

reakcije koristene svjeze pocetnice.

Slika 6. Rezultati lancane reakcije polimerazom sa svjeZzim, odnosno
visestruko odmrzavanim i smrzavanim pocetnicama, vrijeme vezanja
pocetnica na kalup te vrijeme sinteze komplementarnih DNA lanaca
90 sekundi, temperatura vezanja pocetnica 51°C, koli¢ina DNA
kalupa (WC#1) 10 ng, parovi pocetnica 088, 126, 043 (visetruko
odmrzavani i smrzavani te svjezi) koncentracije 0,2 pM.
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4.1.5.  Utecaj razlicitih temperatura pri kojima se pocetnice vezu
na kalup na ucinkovitost PCR reakcije

Za uspjesnu provedbu PRC reakcije iznimno je vazno odabrati odgovarajuéu temperaturu
vezanja oligonukelotidnih pocetnica na kalup (eng. annealing temperature). Gradijent PCR
omogucava testiranje nekoliko razli¢itih temperatura vezanja pocetnica istovremeno, na
nacin da se odabere rapon temperatura koje se onda automatski rasporede po stupcima
termo bloka PCR masine, tj. u svakom je stupcu razli¢ita temperatura (Prezioso i Jahns,
2000). Za svaku skupinu oligonukleotidnih pocetnica (MIX 1, MIX 2 i MIX 3) testirano je

nekoliko razli¢itih temperatura vezanja pocetnica pomocu gradijent PCR-a.

Prva skupina pocetnica (MIX 1) koriStena je u PCR reakciji pri tri razliite temperature
vezanja pocetnica na kalup: 51°C, 55°C te 57°C (Slika 7). Pri temperaturi vezanja od 51 °C,
kod para pocetnica 126 bila je prisutna nespecificna vrpca cija je veliina veca od ocekivane
(ocekivana veli¢ina vrpce je izmedu 113 i 151 bp, a vrpca vidljiva na gelu veli¢ine je oko 200
bp). Medutim, poviSenjem temperature vezivanja pocetnica do 57 °C, nespecificna vrpca
nestaje, a prinos DNA je i dalje velik. Stoga optimalna temperatura vezanja pocetnica na

kalup za skupinu pocetnica MIX 1 iznosi 57 °C.

200bp
150 bp
1”lw.I l II

Slika 7. Utjecaj temperature vezanja pocetnica na rezultate lancane reakcije polimerazom za
skupinu pocetnica MIX 1, vrijeme vezanja pocetnica na kalup te vrijeme sinteze komplementarnih
DNA lanaca 90 sekundi, kolicina DNA kalupa (WC#1) 10 ng, parovi pocetnica 088, 126, 043, 077
koncentracije 0,2 UM, temperature vezanja pocetnica 51°C, 55 °C, 57 °C. Nespecifi¢na vrpca, Cija je
veli¢ina veca od ocekivane, oznacena je crveno.

biljeg
088, 51°C
126, 51°C
043, 51°C
077, 51°C
088, 55°C
126, 55°C
043, 55°C
077, 55°C
088, 57°C
126, 57°C
043, 57°C
077,57°C
biljeg

150 bp
100 bp
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Za drugu skupinu pocetnica (MIX 2), testirane su temperature vezanja pocetnica na kalup u
rasponu od 51°C do 57°C (Slika 8). Pri temperaturi vezanja od 51°C jasno su vidljive
nespecificne vrpce prisutne kod pocetnica 008 te 023. Ocekivane veliine fragmenata nalaze
se u rasponu 119 — 151 bp (za par pocetnica 088), odnosno 130 — 154 bp (za par pocetnica
023). Dobivene nespecificne vrpce vece su od ocekivanih (oko 350 bp kod para pocetnica
088 te oko 250 bp kod para pocetnica 023). PoviSenjem temperature vezanja pocetnica na
52, 55 i 57 °C nespecificne vrpce viSe nisu vidljive. Stoga je 57°C odabrana kao optimalna
temperatura vezanja pocetnica za skupinu MIX 2. Nadalje, na Slici 8. je takoder vidljivo
kako je vrpca pocetnica s oznakom 023 difuzna Sto upuduje na prisutnost jos jednog
fragmenta velicine sli¢cne onoj Zeljenog fragmenta. Obzirom da veli¢ina dobivenog fragmenta
odgovara ocekivanom rasponu veli¢ina u pb za taj lokus, moguce je zakljuciti kako je macka
s oznakom WC#1 heterozigot za taj lokus. Kako bi se protvrdila ova teza provedena je
reakcija s parom pocetnica 023 pri istim uvjetima uz temperaturu vezanja pocetnica 57°C pri
¢emu su kao kalupi koristeni uzorci DNA izolirani iz divljih macaka s oznakama WC#3,
WC#15 te WC#18 (Slika 9). 1z slike je vidljivo kako pri temperaturi vezanja od 57°C ukoliko
se koriste drugi uzorci DNA dodatne vrpce nisu vidljive, kao Sto je to slucaj prilikom
koriStenja uzorka DNA WC#1 kao kalupa. Ovime je potvrdeno da je macka WC#1
heterozigot za lokus FCA023.

149, 51°C
008, 52°C
149, 52°C
023, 52°C
096, 52°C
008, 55°C
149, 55°C
023, 55°C
096, 55°C
008, 57°C
149, 57°C
023, 57°C
096, 57°C

023, 51°C
096, 51°C
biljeg

O
o
i
n
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o (=]

Slika 8. Utjecaj temperature vezanja pocetnica na rezultate Slika 9. Rezultati lancane

lan¢ane reakcije polimerazom za skupinu pocetnica MIX 2, polimerazom za skupinu pocetnica 023 uz
vrijeme vezanja pocetnica na kalup te vrijeme sinteze koristenje razli¢itih uzoraka DNA kao kalupa,
komplementarnih DNA lanaca 90 sekundi, koli¢ina DNA vrijeme vezanja pocetnica na kalup te vrijeme

kalupa (WC#1) 10 ng, parovi pocetnica 008, 149, 023, 096 sinteze komplementarnih DNA lanaca 90
koncentracije 0.2 uM, temperature vezanja pocetnica 51°C, sekundi, DNA kalupi WC#3 (10.25 ng), WC#15
52°C, 55 °C, 57 °C. Nespecificne vrpce, cija je veli¢ina veéa od (10.1 ng), WC#18 (9.9 ng), par pocetnica 023
ocekivane, oznacene su crveno. Zutom bojom oznadene su koncentracije 0.2 uM, temperatura vezanja

dvije vrpce dobivene kao rezultat heterozigotnosti macke pocetnica 57 °C.
WCH1 za lokus FCA023.
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Vezanje pocetnica iz tre¢e skupine (MIX 3) na kalup ispitano je pri temperaturama od 51°C,
52°C, 55°C te 57°C (Slika 10). Pri temperaturi vezanja od 51 °C bile su vidljive nespecificne
vrpce prisutne kod pocetnica 132 te 045 veli¢ine oko 250, odnosno 600 bp Sto je vece od
ocekivanih vrijednosti (132 — 160 bp za par pocetnica 132, i 144 — 163 bp za par pocetnica
045). Postavljanjem temperature vezanja na 52, 55 ili 57 °C nespecificne vrpce viSe nisu bile
vidljive na gelu, stoga je 57 °C odabrana kao optimalna temperatura za skupinu pocetnica
MIX 3.
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Slika 10. Utjecaj temperature vezanja pocetnica na rezultate lan¢ane reakcije polimerazom za
skupinu pocetnica MIX 3, vrijeme vezanja pocetnica na kalup te vrijeme sinteze komplementarnih
DNA lanaca 90 sekundi, koli¢ina DNA kalupa (WC#1) 10 ng, parovi pocetnica 132, 026, 045, 058
koncentracije 0,2 uM, temperature vezanja pocetnica 51°C, 52 °C, 55 °C, 57 °C. Nespecificne
vrpce, Cija je veli¢ina veéa od ocekivane, oznacene su crveno.

4.1.6.  Optimalni uvjeti PCR reakcije za pojedinacne parove
pocetnica

Nakon provedenog postupka optimizacije PCR reakcije umnazanja mikrosatelitnih biljega
divlje macke s pojedinacnim parovima oligonukleotidnih pocetnica (poglavlja 4.1.1. do 4.1.5.)

utvrdeni su slijedeci optimalni uvjeti PCR reakcije:
e koli¢ina DNA kalupa u 25 pL reakcijske smjese: 10 ng

e koncentracija oligonukleotidnih pocetnica u reakcijskoj smjesi: 0,2 UM
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e za svaku reakciju koriste se svjeZi alikvoti oligonukleotidnih pocetnica koncentracije
10 uM

Tablica 7. Optimalni uvjeti PCR reakcije za pojedinacne parove pocetnica

Vrijeme | Temperatura
[min] [°C]
Pocetna denaturacija 10 98
Denaturacija kalupa 0,5 98
35 ciklusa Vezanje pocetnica na kalup 1,5 57
Sinteza komplementarnih lanaca 1,5 72
Zavrsno produzivanje lanca 5 72

4.2. Optimizacija PCR reakcija s viSe parova pocetnica
istovremeno (eng. Multiplex PCR)

Ispitana je uspjesnost mutipleks PCR reakcija koristedi istovremeno Cetiri para pocetnica iz
MIX-a 1, 2 ili 3. Uspjesnost svake reakcije provjerena je na agaroznom gelu i to tako da je
usporeden rezultat multipleks PCR-a ("PCR mix") s rezultatom pojedinacnih PCR reakcija
provedenih sa svakim parom pocetnica zasebno koji su naknadno pomijeSani u omjeru
1:1:1:1 ("umjetni mix"). Ukoliko su rezultati na agaroznom gelu bili podudarni, provedena je
dodatna provjera uspjesnosti multipleks PCR-a kapilarnom elektroforezom na automatskom
sekvenceru radi precizne provjere veli¢ine svakog pojedinog fragmenta (koje na agaroznoj
elektroforezi nije bilo moguce razlikovati). Za sve skupine pocetnica prvo je testirano da li se
koriStenjem uvjeta PCR reakcije ranije optimiziranih za pojedinatne parove pocetnica
(Poglavlje 4.1.) moze provesti multipleks PCR. Ukoliko to nije bilo uspjesno, koristen je

touchdown PCR, kako je opisano u nastavku teksta.

4.2.1.  Optimizacija multipleks PCR reakcije za skupine pocetnica
MIX 1iMIX2

Rezultati multiplex PCR-a za skupine pocetnica MIX 1 i MIX 2 provedenog pri uvjetima
opisanim u Poglavlju 4.1. nisu bili uspjesni, odnosno rezultati multipleks PCR-a nisu se
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podudarali s rezultatima pojedinacnih PCR reakcija provedenih sa svakim parom pocetnica
zasebno koji su naknadno pomijesani u omjeru 1:1:1:1 (rezultati nisu prikazani). Stoga je,
radi uspjeSnog umnazanja sva Cetiri mikrosatelitna biljega parovima pocetnica iz MIX-a 1,
odnosno MIX-a 2, u istoj reakcijskoj smjesi, proveden touchdown PCR. U slucaju kada je u
reakcijskijskoj smjesi za fouchdown PCR koncentracija svih pocetnica bila jednaka (0,2 uM),
prinos produkta za pocetnice 088 (MIX 1) i 096 (MIX 2) bio je manji u odnosu na produkte
drugih pocetnica (rezultati nisu prikazani). Zato je, kako bi se povecala ucinkovitost reakcije,
proveden touchdown PCR pri kojem je u reakcijskoj smjesi koncentracija pocetnica 088 (MIX
1) i 096 (MIX 2) bila visa (0,2 uM) od ostalih pocetnica po (0,12 pM). Kako je vidljivo na
agaroznom gelu (Slike 11. i 12.), i za MIX 1 i za MIX 2 dobivene vrpce PCR mix-a, osim Sto
se nalaze u ocekivanom rasponu veli¢ina Zeljenih fragmenata (102 — 157 bp za MIX 1,
odnosno 119 — 231 bp za MIX 2), odgovaraju svojom veliéinom vrpcama dobivenim u
pojedinacnim PCR reakcijama. Stoga je na temelju ovih rezultata moguce pretpostaviti kako

je multiplex PCR za skupine pocetnica MIX 1 i MIX 2 uspjesno proveden.

Obzirom da na temelju rezultata dobivenih elektroforezom nije moguce sa sigurnocu
zakljuciti o uspjesnosti pojedinaCih PCR reakcija niti multipleks PCR-a provedena je i
kapilarna elektroforeza te su odredene veliCine umnozenih fragmenata u bp. Rezultati
kapilarne elektroforeze prikazani su u Tablici 8. Na temelju dobivenih rezultata sa
sigurnos¢u se moze utvrditi kako su uspjesno optimizirani uvjeti za provedbu pojedinacnih
PCR reakcija obzirom da veliine dobivenih fragmenata odgovaraju ocekivanim veliCinama.
Isto tako, veli¢ine fragmenata dobivenih u multipleks reakciji za skupinu pocetnica MIX 1
odgovaraju ne samo ocekivanim vrijednostima nego i veliCinama fragmenata dobivenih u
pojedinacnim reakcijama. Stoga je moguce zakljuciti kako je uspjesno optimizirana reakcija
multipleks PCR-a za skupinu pocetnica MIX 1. S druge strane, rezultate kapilarne
elektroforeze dobivene za skupinu pocetnica MIX 2 nije bilo moguce ocitati, Sto znaci da ili
reakcija multipleks PCR-a ili kapilarna elektroforeza nije uspjesno provedena. Ovaj ¢e pokus

trebati ponoviti u nastavku istrazivanja.
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Slika 11. Rezultati touchdown PCR-a za skupinu
pocetnica MIX 1, vrijeme vezanja pocetnica na kalup te
vrijeme sinteze komplementarnih DNA lanaca 90
sekundi, temperatura vezanja pocetnica 57 °C, kolicina
DNA kalupa (WC#15) 10 ng, parovi pocetnica 088, 126,
043, 077 koncentracije 0.2 uM. "PCR mix" (oznacen
zelenom bojom) predstavlja rezultat multiplex PCR-a,
"Umijetni mix" (oznacen crvenom bojom) pripremljen
je mijeSanjem PCR produkata pojedinacnih pocetnica u
omjeru 1:1:1:1. Zutom bojom oznaéene su dvije vrpce
dobivene kao rezultat heterozigotnosti macke WCH#15

PCR mix 2
Umijetni mix 2
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Slika 12. Rezultati touchdown PCR-a za
skupinu pocetnica MIX 2, vrijeme vezanja
pocetnica na kalup te vrijeme sinteze
komplementarnih DNA lanaca 90 sekundi,
temperatura vezanja pocetnica 57 °C,
koli¢cina DNA kalupa (WC#3) 10 ng, parovi
pocetnica 008, 149, 023, 096 koncentracije
0.2 uM. "PCR mix" (oznacen zelenom
bojom) predstavlja rezultat multiplex PCR-a,
"Umjetni mix" (oznacen crvenom bojom)
pripremljen je mijeSanjem PCR produkata
pojedinacénih pocetnica u omjeru 1:1:1:1.

Tablica 8. Veli¢cine umnozenih fragmenata odredene kapilarnom elektroforezom.

Ocekivana Detektirana veli¢ina fragmenata / bp
. veliina Pojava
Boja fragmenata / Uzorak DNA heteronigotnosti
bp PCR mix Umjetni mix
088 | FAM 102 - 126 114" 116 114 116 WC#15 DA
; 126 113 -151 133 137 133 137 WC#15 DA
s 043 | ROX 118 — 138 122 130 122 130 WC#15 DA
077 | FAM 141 - 157 142 152 142 152 WC#15 DA
008 | FAM 119 - 151 / 136 WC#15 NE
; 149 120 - 138 / 127 129 WC#15 DA
s 023 | ROX 130 - 154 / 134 136 WC#15 DA
096 | FAM 179 - 231 / 212 214 WC#15 DA
132 | FAM 132 - 160 154 157 154 157 WC#1 DA
Q 026 136 — 162 155 159 155 159 WC#1 DA
s 045 | ROX 144 - 163 146 153 146 153 WC#1 DA
058 | FAM 209 — 231 224 226 224 226 WC#1 DA

("dobiveni pik je smanjenog inteziteta; / reakcija oredivanja veli¢ine fragmenata nije uspjela)
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4.2.2.  Optimizacija multipleks PCR reakcije za skupinu pocetnica
MIX 3

Rezultati multiplex PCR-a za skupinu pocetnica MIX 3 provedenog pri uvjetima opisanim u
Poglavlju 2.6. prikazani su na Slici 13. Moguce je pretpostaviti kako je reakcija multiplex
PCR-a uspjesno provedena jer se dobivene vrpce nalaze u rasponu ocekivanih velic¢ina (132 —
231 bp) te veliCinom odgovaraju vrpcama pojedinac¢nih fragmenata. Rezultati dodatne
provjere uspjesnosti muitiplex PCR kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru
prikazani su u Tablici 8 i na Slici 14. Kao i u slu¢aju MIX-a 1, moze se utvrditi kako su
uspjesno optimizirani uvjeti za provedbu pojedinacnih PCR reakcija obzirom da veliine
dobivenih fragmenata odgovaraju ocekivanim veli¢inama. Isto tako, veliCine fragmenata
dobivenih u multipleks reakciji za skupinu pocetnica MIX 3 odgovaraju veli¢inama
fragmenata dobivenih u pojedinacnim reakcijama, odnosno uspjesno je optimizirana reakcija

multipleks PCR-a za ovu skupinu pocetnica.

' PCR mix 3

~ biljeg
‘ Umijetni mix 3

Slika 13. Rezultati multiplex PCR-a za skupinu pocetnica MIX 3, vrijeme vezanja pocetnica na
kalup te vrijeme sinteze komplementarnih DNA lanaca 90 sekundi, temperatura vezanja
pocetnica 57 °C, koli¢ina DNA kalupa (WC#1) 10 ng, parovi pocetnica 132, 026, 045, 058
koncentracije 0,2 uM. "PCR mix" (oznacen zelenom bojom) predstavlja rezultat multiplex PCR-
a, "Umjetni mix" (oznacen crvenom bojom) pripremljen je mijesanjem PCR produkata
pojedinacnih pocetnica u omjeru 1:1:1:1.
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Na Slici 14. prikazan je kromatogram dobiven za skupinu pocetnica MIX 3. Vidljivo je kako
produkti dobiveni reakcijom multipleks PCR-a (PCR mix, Slika 14a) velicinom odgovaraju
produktima iz umjetnog mix-a, odnosno produktima pojedinacnih PCR reakcija (Slika 14b).
Takoder je moguée uoditi kako su dobivena dva pika za svaki fragment. Ovakvi rezultati
upucuju na heterozigotnost macaka, u ovom slucaju divlie macke WC#1, za odabrane
lokuse. Ista pojava primjecena je i kod ostalih skupina pocetnica za divlju macku #15. Zato

su u Tablici 8. navedene dvije veliCine za svaki lokus.

a) PCR mix
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Slika 14. Rezultati provjere multiplex PCR-a kapilarnom elektroforezom za skupinu pocetnica MIX 3.
Plavom bojom oznaceni su produkti parova pocetnica s oznakama 132 i 058, crvenom produkt para
pocetnica 045 i zelenom produkt para pocetnica 026. Narancasti pikovi odgovaraju DNA standardu 500 LIZ
(Applied Biosystems). "PCR mix" (slika a)) predstavlja rezultat multiplex PCR-a, "Umjetni mix" (slika b))
pripremljen je mijeSanjem PCR produkata pojedinacnih pocetnica u omjeru 1:1:1:1.
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5. Rasprava

Lancana reakcija polimerazom (PCR) omogucuje brzo i ucinkovito umnaZanje Zeljenih
fragmenata DNA molekule te je stoga jedna od nezaobilaznih metoda u molekularnoj biologiji
(Hernandez-Rodriguez i Ramirez Gomez, 2012). U ovom su radu optimizirane pojedinacne i

multipleks PCR reakcije za umnaZzanje 12 razli¢itih mikrosatelitnih biljega divlje macke.

Vrijeme trajanja pojedinih faza PCR reakcije utje¢e na uspjesnost umnazanja kalupa. Tako
vrijeme vezanja pocetnica na kalup (eng. annealing time) mora biti dovoljno dugo kako bi se
omogudilo njihovo komplementarno sparivanje sa tocno odredenim regijama na DNA kalupu.
S druge strane, predugo vezanje pocetnica moze rezultirati pojavom nespecifi¢nih vrpci zbog
nespecifiénog vezanja pocetnica na kalup (Subramanian, 2008). Standardno vrijeme vezanja
pocetnica na kalup iznosi 30 sekundi (Lorenz, 2012.), a tako je preporuceno i od strane
proizvodaca DNA polimeraze koristene u ovom radu (TAKARA BIO INC, 2016). Medutim, kod
umnozavanja mikrosatelitnih biljega macaka i drugih organizama cesto se koristi produljeno
vrijeme vezanja pocetnica (QIAGEN, 2009; Mattucci i sur., 2013). U skladu s tim, i u ovom se
radu kao povoljnije vrijeme vezanja pocetnica pokazalo ono od 90 sekundi. Smatra se kako
produljeno vrijeme vezanja pocetnica omogucava svim pocetnicama da se vezu na

odgovarajuée mjesto na DNA kalupu (Henrichs i sur., 2008).

Optimalno vrijeme trajanje faze produljivanja lanaca DNA (eng. extension time) ovisi 0
veli¢ini fragmenta kojeg se zeli umnoziti te o njegovoj kolicini u reakcijskoj smjesi, ali i o
temperaturi pri kojoj se provodi reakcija. Standardna temperatura pri kojoj se provodi
produljivanje lanaca iznosi 72°C. Rije¢ je o temperaturi koja je optimalna za rad DNA
polimeraze (Innis i Gelfand, 1990) te je prema uputama proizvodaca (TAKARA BIO INC,
2016) koristena i u ovom radu. Nadalje, preporuceno vrijeme trajanja faze ekstenzije iznosi 1
min/kb (TAKARA BIO INC, n.d.), odnosno 15 — 30 sekundi za fragmente manje od 500 bp
(Morel i Raccurt, 2003). Ako je faza produljivanja lanaca prekratka tada uopcée ne dolazi do
umnazanja Zzeljenog fragmenta ili se sintetiziraju kraci, nespecificni fragmenti. S druge
strane, predugo trajanje faze ekstenzije dovodi do poveéanog umnaZzanja nespecificnih
produkata, Sto kasnije rezultira difuznim vrpcama na gelu (TaKaRa Bio USA, n.d.). Medutim,
duljim vremenom ekstenzije osigurava se potpuna sinteza novih lanaca sto rezultira i boljim
rezultatima umnazanja. U ovom radu se takoder kao optimalno vrijeme trajanja faze
produljivanja lanaca pokazalo ono od 90 sekundi, kao i u nekim drugim istraZivanjima

mikrosatelita divlje macke (Mattucci i sur., 2013) i drugih organizama (Henrichs i sur., 2008).

Koncentracija pocetnica jedan je od kriterija o kojima ovisi uspjesSnost PCR reakcije. Ako je

koncentracija pocetnica u reakcijskoj smjesi preniska onda ne moze doéi do umnazanja
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kalupa. S druge strane, ako je koncentracija pocetnica previsoka tada dolazi do nespecificnog
vezanja pocetnica na kalup te nastaju nespecificni fragmenti. Smatra se kako je optimalna
koncentracija pocetnica u reakcijskoj smjesi izmedu 0,1 i 1 pM (Veeramuthumari i Isabel,
2012). U ovom je radu eksperimentalno utvrdeno da je povoljnije koristiti 0,2 UM pocetnice
za pojedinacne reakcije nego 0,4 uM. Sliénu koncentraciju istih parova pocetnica koristili su i
Randi i sur. (2001).

Ucestalo odmrzavanje i smrzavanje pocetnica moze dovesti do njihove degradacije Sto
rezultira smanjenim prinosom reakcije ili izostankom rezultata. Smatra se kako stvaranje
kristala leda moZe uzrokovati lomove unutar nukleinskih kiselina (Brunstein, 2015). S
obzirom da su mati¢ne i radne otopine oligonukleotidnih pocetnica u ovom radu pripremljene
u destiliranoj vodi, istrazen je utjecaj viSestrukog odmrzavanja i zamrzavanja otopina
pocetnica na provedbu reakcije. U skladu s ocekivanjima, uoceno je kako je prinos reakcije
provedene sa svjezim pocetnicama veci nego prilikom primjene odmrzavanih i smrzavanih

pocetnica.

Kao cimbenik koji moze utjecati na uspjesnost PCR reakcije je i koli¢ina DNA kalupa u
reakcijskoj smijesi. Prema navodima u literaturi, koli¢ina genomske DNA potrebne za
uspjesno umnazanje Zeljenih fragmenata nalazi se u rasponu 10 — 100 ng. Prevelika koli¢ina
DNA kalupa moze dovesti do pojave nespecificnih fragmenata (Zangenberg i sur., 1999), ali
isto tako moZe uzrokovati tzv. inhibiciju kalupom. Do inhibicije dolazi zbog prisutnosti
inhibitora u samom DNA uzorku ili zbog nedovoljne denaturacije u prvom koraku PCR
reakcije, Sto onemogucéava vezanje pocetnica na kalup (Bio-Rad Laboratories, Inc., n.d.). U
ovom radu ispitane su koli¢ine DNA u rasponu 10 — 120 ng, a kao optimalna koli¢ina
genomske DNA pokazala se ona od 10 ng, Sto odgovara kolic¢ini DNA koriStenoj u radu s istim
parovima pocetnica (10 — 20 ng) (Randi i sur., 2001). (v:injenica da se kao optimalna kolicina
DNA kalupa pokazala upravo najniza vrijednost od 10 ng ukazuje na mogucu inhibiciju
kalupom kod povecane koli¢ine DNA u reakciji, a u skladu je s rezultatima analize Cistoce
uzoraka DNA. Naime, pokazano je kako prevelika kolicina DNA u reakcijskoj smjesi moze
umanijiti uspjesnost PCR reakcije, posebice ako uzorak sadrzi kontaminante (Kramer i Coen,
2000).

Odabir odgovarajuce temperature pri kojoj se pocetnice vezu na kalup najkriticniji je korak
prilikom optimizacije PCR reakcije. Prema literaturi, temperatura vezanja pocetnica na kalup
treba biti za 3 — 5 °C niza od Tm vrijednosti. Medutim, u praksi nije uvijek slucaj da je
optimalna temperatura jednaka tako izracunatoj vrijednosti zbog cega se najpovoljnija

temperatura najceSce odreduje eksperimentalno (Applied Biological Materials (ABM) Inc.,

25



n.d.). NiZim temperaturama postize se veci prinos reakcije zbog uspjesnijeg vezanja
pocCetnica na kalup, ali postoji veca vjerojatnost pojave nespecificnih produkata. S druge
strane, viSe temperature osiguravaju vecu specificnost reakcije Sto je i pozeljno tijekom
provodenja lan¢ane reakcije polimerazom, medutim moze doéi do smanjenja prinosa
produkta (Zangenberg i sur., 1999). U ovom je istrazivanju prvo ispitana ucinkovitost
temperature od 51°C (temperatura za 5,1 stupanj niZza od najnize T,, vrijednosti pocetnica).
Ocekivano, kod nekih pocetnica (126 — Tm uzvodne pocetnice=59.5°C, Tm nizvodne
pocetnice=60,5°C; 008 — Tm uzvodne pocetnice=60,3°C, Tm nizvodne pocetnice=62,1°C;
023 — Tm uzvodne pocetnice=59°C, Tm nizvodne pocetnice=58,4°C; 132 — Tm uzvodne
pocetnice=56,1°C, Tm nizvodne pocetnice=58,4°C; 045 — Tm uzvodne pocetnice=58°C, Tm
nizvodne pocetnice=62,9°C) pojavile su se nespecificne vrpce. Tek nakon povisenja
temperature vezanja pocetnica na 57°C, koja je u prosjeku za 2,3°C niza od Tm vrijednosti,
nespecificne vrpce vise nisu bile vidljive ni kod jednog para pocetnica. U usporedbi s ovim
rezultatima, temperatura vezanja pocetnica u prethodno spomenutom radu u kojem su

koristene iste pocetnice kretala se u rasponu 50 — 55°C (Randi i sur., 2001).

Danas je u brojnim istrazivanjima, poput odredivanja geneticke Cisto¢e populacije, korisno
umnazanje viSe fragmenata DNA istovremeno kako bi se skratilo vrijeme i troskovi
istrazivanja - multipleks PCR (Mattucci i sur., 2013). U ovom je radu uspjesno optimizirana
reakcija multipleks PCR-a u svrhu umnazanja mikrosatelitnih biljega divlje macke za skupine
pocetnica MIX 1 i MIX 3, dok su za optimizaciju multipleks PCR-a za skupinu pocetnica MIX 2
potrebni dodatni pokusi. Teoretski, specificnost vezanja pocetnica na kalup te ucinkovitost
reakcije multipleks PCR-a ne bi trebala odstupati od rezultata dobivenih pomoc¢u pojedinacnih
reakcija za svaki par pocetnica zasebno uz iste uvjete reakcije. Medutim, u praksi se
pokazalo kako povecanjem broja oligonukleotidnih pocetnica u reakcijskoj smjesi raste i
vjerojatnost pojave nespecificnih fragmenata (Chamberlain i Chamberlain, 1994). U skladu s
tim, u ovom je istrazivanju pokazano da su samo u slucaju skupine pocetnica MIX 3 uvjeti
pojedinacne PCR reakcije bili optimalni i za multipleks PCR. U slucaju druge dvije skupine
pocetnica (MIX 1 i MIX 2), kako bi se postigla visoka specificnost reakcije te postavili uvjeti
pogodni za sve parove pocetnica, provedena je optimizacija reakcije. Optimalni uvjeti
pojedinacnih PCR reakcija prilagodeni su tzv. touchdown PCR-u prema uvjetima opisanima u
istrazivanju Mattuccija i sur. (2013). Ovaj oblik PCR-a koristi se radi poboljSanja specifi¢nosti,
a samim time i uspjesnosti PCR reakcije jer se na ovaj nacin poti¢e umnazanje samo Zeljenih
fragmenata (Rithidech i Dunn, 2003). Pritom se u pocetnim ciklusima reakcije koriste
temperature vezanja pocetnica koje su nekoliko stupnjeva viSe od optimalne. Svakim se

ciklusom temperatura snizava sve dok ne dostigne optimalnu vrijednost. Na ovaj se nacin na
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samom pocetku reakcije poti¢e vezanje pocetnica koje su u potpunosti komplementarne
kalupu, a smanjenjem temperature postiZe se visi prinos reakcije (Anantha, 2015). Tako je i
u ovom radu primje¢eno poboljSanje u odnosu na prethodno dobivene rezultate. Nadalje,
prilikom provedbe multipleks PCR-a vazno je da svi parovi pocetnica djeluju sa podjednakom
efikasnoS¢u (Chamberlain i Chamberlain, 1994). U sluaju da postoje parovi pocetnica za
koje je vidljivo da je prinos produkta manji u odnosu na druge pocetnice iz MIX-a, preporuca
se smanjenje koncentracije pocetnica s visSim prinosom produkta, odnosno povisenje
koncentracije onih pocetnica Cija je uspjesnost provedbe reakcije manja (QIAGEN, 2010). Iz
tog je razloga za provedbu multipleks PCR-a za skupine pocetnica MIX 1 i MIX 2
koncentracija svih pocetnica, osim pocetnica s oznakama 088 (MIX 1) i 096 (MIX 2),

smanjena na 0,12 pM, dok je koncentracija pocetnica 088 i 096 ostala 0,2 uM.
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6. Zakljucak

U ovom je radu uspjesno provedena optimizacija lancane reakcije polimerazom u svrhu
umnazanja 12 mikrosatelitnih biljega divlje macke F. silvestris. UspjeSno su optimizirane i
PCR reakcije s pojedinacnim parovima pocetnica, i multipleks PCR reakcije za skupine
pocetnica MIX 1 i MIX 3 u kojima su istovremeno umnozena po Cetiri razlicita mikrosatelitna

biljega.
e optimalna kolicina genomske DNA kalupa u reakcijskoj smjesi od 25 pL iznosi 10 ng
e optimalna koncentracija oligonukleotidnih pocetnica u reakcijskoj smjesi je 0,2 uM
e optimalna temperatura vezanja pocetnica na kalup je 57°C
e optimalno vrijeme vezanja pocetnica i sinteze komplementarnih lanaca je 90 sekundi

e prilikom provedbe multipleks PCR-a za parove pocCetnica iz skupina MIX 1 treba
koristiti touchdown PCR te u reakcijsku smjesu dodati nejednake koli¢ine pocetnica
(vise onih pocetnica koje slabije amplificiraju svoju ciljnu regiju u uvjetima multipleks
PCR-a).

Obzirom da multipleks PCR za parove pocetnica iz skupine MIX 2 nije uspjesno proveden,

potrebno je dodatno optimizirati uvjete pri kojima ¢e se provoditi navedena reakcija.

U nastavku istrazivanja ¢e se optimizirani uvjeti PCR reakcije koristiti kako bi se umnozili
mikrosatelitni biljezi veéeg broja divljih i domadih macaka. Analizom njihove duzine i
statistickom obradom podataka utvrdit ¢e se genomska Cisto¢a populacije divlje macke u te

stupanj hibridizacije s domadim mackama na teritoriju Republike Hrvatske.
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Izjava o izvornosti

1zjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeq rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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