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Uvod
Divokoza, Rupicapra spp.

Rupicapra rupicapra

Rupicapra pyrenaïca

Izvor: Wikipedia

Izvor: Wikipedia
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Uvod
Glavni sustav tkivne podudarnosti
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Uvod
Glavni sustav tkivne podudarnosti

• adaptivni imuni odgovor

• koevolucija domaćina i patogena

• kodominantna ekspresija polimorfnih gena i 
poligenost

• visokopropusne metode sekvenciranja
sljedeće generacije (NGS)

Izvor: Primer to the Immune Response 2ed., 2014

Izvor: Immunobiology, 7ed., 2008
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• transmembranski glikoproteinski receptori

• egzon 2 DRB lokusa MHC gena skupine II

• balansirajuća selekcija
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Wieczorek et al. 2017 Frontiers in Immunology

Uvod
Glavni sustav tkivne podudarnosti

Izvor: Primer to the Immune
Response 2ed., 2014
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Ciljevi i hipoteze 

Ciljevi:

1. Istražiti genetičku raznolikost egzona 2 DRB lokusa skupine II glavnog sustava tkivne podudarnosti
u populacijama divokoza.

2. Usporediti raznolikost i učestalost alela egzona 2 DRB lokusa među populacijama divokoza.

3. Istražiti dupliciranost DRB lokusa unutar roda Rupicapra.

Hipoteze:

1. Postoji visoki stupanj nukleotidnog i aminokiselinskog polimorfizma egzona 2 DRB lokusa skupine
II glavnog sustava tkivne podudarnosti u populacijama divokoza.

2. Raznolikost i učestalost alela egzona 2 DRB lokusa u populaciji ovise o lokalnoj adaptaciji i o
veličini i izoliranosti populacije, koji su pod utjecajem prirodne selekcije i neutralnih evolucijskih
procesa (migracija i genetički drift).

3. Prisutna je genska duplikacija, dok se broj dupliciranih lokusa razlikuje među populacijama,
pogotovo između populacija koje su prostorno izolirane.
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Materijal i metode istraživanja
Prikupljanje uzoraka

• uzorci mišićnog tkiva divokoze i uzorci kostiju

• prosječan broj uzoraka po podvrsti: ~ 5

Izvor: Laboratorij za molekularnu ekologiju, Koper, Slovenija
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3. Sekvenciranje DNA

barkod uzvodna početnica nizvodna početnica

2. PCR umnožavanje

…

Ion Torrent S5, 
Thermo Fisher

MHCII DRB exon2

Materijal i metode istraživanja
Laboratorijske analize

1. Izolacija DNA

Komercijalni kit
Demineralizacija uzoraka kostiju 
(EDTA) 

Izvor: ThermoFisher

Izvor: Peqlab Biotechnologie
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Materijal i metode istraživanja
Statističke analize

1. De-multipleksiranje

Amplikon 1 Amplikon 2 Amplikon 1 
Klaster 1

Amplikon 2 
Klaster 1

Amplikon 1 
Klaster 2

Amplikon 2 
Klaster 2

2. Klasteriranje 3. Filtriranje

Amplikon 1 
Alel 1

Amplikon 2 
Alel 1

Amplikon 1 
Alel 2

Amplikon 2 
Alel 2

Izvor: Snimka ekrana AmpliSAT web servera

Procesiranje sirovih podataka (sekvenci)
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Materijal i metode istraživanja
Statističke analize
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razlika: 
1 – 2 pb
> 2 pb

3. Filtriranje
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Materijal i metode istraživanja
Statističke analize

Izvor: Snimka ekrana genske baze GenBank (NCBI) 

Analiza i identifikacija alela

Pretraživanje baze pomoću alata BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool)
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Materijal i metode istraživanja
Statističke analize

dN/dS test - standardna mjera selekcijskog pritiska

Evolucijske analize nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova
Kvantificiranje selekcije

≃ 1 neutralna evolucija
< 1 negativna selekcija
> 1 pozitivna selekcija

Izvor: Proteopedia

Izvor: Primer to the Immune Response
(Second Edition), 2014
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Rezultati ovog istraživanja pridonijet će:

• boljem poznavanju raznolikosti i evolucije MHC gena 
u populacijama divokoza

• procjeni fitnesa i imunosne kompetentnosti tih 
populacija

definiranju uvjeta koji su važni za očuvanje i           
gospodarenje populacijama divokoza

Izvor: Divokoza na Biokovu, slikao Krešimir Kavčić

Očekivani znanstveni doprinos predloženog istraživanja
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