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SAZETAK

Pri istrazivanju biologije kitova znanstvenici Cesto nailaze na probleme prilikom
prikupljanja podataka na terenu. Ponekad nije moguce morfoloski odrediti spol Zivotinje
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ABSTRACT

Investigations of cetacean biology often encounter problems in gaining information from
the field. It is not always possible to morphologically determine sex of an animal whose
carcass was found in an advanced state of decomposition. Determining the gender of living
cetaceans is also difficult or impossible, since in most species sexually dimorphic
characters are poorly marked. The purpose of this study was to introduce a reliable method
for molecular sexing of cetaceans that could be used on tissue samples from carcasses, as
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chromosomes, respectively. Three oligonucleotide primers were employed to produce
fragments specific for the ZFY and ZFX sequences. Amplification products differed in
length and therefore gave distinct, sex-specific bands on 1% agarose gel after
electrophoresis. The sex of 40 cetacean specimens was successfully determined. Method
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when applied on fresh or well preserved samples.
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1.UVOD
1.1. Spolna diferencijacija

Spol kod razli¢itih vrsta odreden je na razliCite nacine. Poznato je da je spol kod
vinske musice (Drosophila melanogaster) odreden omjerom izmedu broja X kromosoma 1
broja setova autosomalnih kromosoma. Kod mnogih opnokrilaca (mravi, pcele, ose) spol je
odreden ploidijom jedinke, gdje su muZzjaci haploidni, a Zenke diploidne. U nekih
vodozemaca, gmazova i riba temperatura okolisa u kojem se jaja nalaze igra glavnu ulogu
u diferencijaciji spola. Cak i otpadne tvari poput nekih fenolnih derivata u vodama, koje su
staniSte mnogih riba i vodozemaca, mogu znatno promijeniti spolnu strukturu njihove
populacije (Uguz i sur. 2003). Medutim, kod sisavaca spol je odreden iskljucivo geneticki
pomocu heteromorfnog para spolnih kromosoma.

Postoje cetiri tipa mehanizama diferencijacije spola uz sudjelovanje spolnih
kromosoma: XY, ZW, X0 i slozeni kromosomski sustav. U XY sustavu zenke imaju
homomorfni par kromosoma (XX), a muzjaci heteromorfni (XY); u sustavu ZW koji
postoji kod ptica, nekih riba i leptira, muzjaci su homomorfni (ZZ), a Zenke heteromorfne
(ZW). Kod X0 sustava postoji samo jedan oblik spolnog kromosoma pa zenke obi¢no
imaju paran broj kromosoma (XX), a muzjaci (X0) neparan jer posjeduju samo jedan X
kromosom (mnogi kukci). Neki obli¢i 1 kukeci imaju slozeni kromosomski sustav

odredivanja spola u kojem sudjeluje po nekoliko X i Y kromosoma.

1.1.1. Spolna diferencijacija u sisavaca

Spolna diferencijacija u sisavaca je uredeni slijed dogadaja koji zapocinje
utvrdivanjem genetskog (kromosomskog) spola i postepeno se nastavlja kroz dugi period
od fetalnog zivota do puberteta, odnosno spolne zrelosti.

U sisavaca zenka je homogametni spol jer u svojim stanicama ima dva X
kromosoma i proizvodi jajasca s jednim X kromosomom. MuZjak je heterogametni spol jer
posjeduje X 1 Y kromosome i proizvodi dvije populacije spermija, od kojih jedna nosi X, a
druga Y kromosome. Stoga je spol odreden genetski ve¢ u trenutku oplodnje, ovisno o
tome kojoj populaciji pripada spermij koji se spojio s jajascem. Gonadni (primarni) spol je
odreden genetskim spolom 1 ¢im gonade zavrSe svoju diferencijaciju poc¢inju upravljati

razvojem fenotipskih sekundarnih spolnih svojstava (Nagai 1992).
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Danas se zna da je plan spolne diferencijacije u sisavaca u osnovi zenski. Stanice
gonadnog zametnog tkiva su programirane da razviju jajnik. Medutim, u prisutnosti Y
kromosoma razvija se sjemenik umjesto jajnika. Prouavanjem osoba s poremecajem u
broju spolnih kromosoma utvrdeno je da se sjemenici nee razviti ako u stanici nije
prisutan Y kromosom. Stoga je o€ito da Y kromosom sadrzi neki ¢imbenik, nazvan TDF
(engl. testis-determining factor), potreban za razvitak sjemenika. Ako se gonadni primordjij
razvije u sjemenike, razvit ¢e se fenotipske znacajke muzjaka, ali ne viSe pod izravnim
utjecajem genske aktivnosti, ve¢ djelovanjem hormona proizvedenih u sjemenicima.
Njihov razvitak iz gonadnog primordija kljuan je trenutak u spolnoj diferencijaciji

sisavaca, u kojoj TDF ima glavnu ulogu (Nagai 1992).

1.1.2. Grada Y kromosoma

Ljudski Y kromosom predstavlja 2 % genoma i velik je oko 60 Mb. Citogeneticka
istrazivanja su pokazala da se sastoji od eukromatinskog podrucja koje obuhvaca cijeli
kratki krak (p) i proksimalni dio dugog kraka (q) kromosoma te od heterokromatinskog
podrucdja koje €ini centromerna regija i distalni dio dugog kraka (q).

Y kromosom posjeduje dvije tzv. pseudoautosomne regije (PAR) na samim
krajevima svakog kraka u kojima je moguc¢a rekombinacija izmedu X i Y kromosoma za
vrijeme mejoze u muskim spolnim stanicama, budu¢i da se homologni geni iz tog podrucja
nalaze i na X kromosomu (slika 1). Ve¢inu kromosoma od 95 % c¢ini nerekombinirajuca
regija (NRY, engl. non-recombining region of Y). U toj regiji se nalazi i gen za cinkov prst
nazvan ZFY gen. Do ZFY gena nalazi se SRY gen (engl. sex-determining region Y) za
kojeg se smatra da bi mogao biti faktor koji odreduje sjemenike, TDF. Eukromatin
proksimalnog dijela dugog kraka (q) sadrzi gene odgovorne za spermatogenezu, a distalna

regija je inaktivni heterokromatin (Nagai 1992, Quintana Murci i sur. 2001).
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Geni svojstveni samo Y kromosomu —,  ‘Geni koji imaju homologe na X

FAR
SRY 1 RPS4Y
ZFY
Ty: | | PCOHY
TSEY [ | PRy
PRY AMELY
Y1
TTYZ a4
TsPY
Centromers
UusPay
nBy
uTY
TB4Y
]
VCY
coy
XKRY
SMCY
EiF1AY
geninfestale ekspresije PRY REMY
Zeml koji se eksprimirapu TTv2 &
testisima DAz B
hlik je mih BPY2
gen za oblikovarje zubne gy
cakline oY
Zen sa specififnom ekspresijom D Heterakromatin
1L rmosEn
F’#ﬂ#
FaR

Slika 1. Shematski prikaz ljudskog Y kromosoma i poloZaj gena u nerekombiniraju¢oj regiji
(NRY). Heterokromatin je oznacen sivom bojom. Od centromere prema gore: p-krak;

prema dolje: g-krak
(preuzeto od Bachtrog i Charlesworth 2001)
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1.2. ZFY/ZFX gen

ZFY gen (engl. zinc finger) se nalazi na kratkom kraku Y kromosoma u blizini
pseudoautosomne regije, odmah uz SRY gen. Struktura i organizacija ZFY 1 ZFX gena nije
u potpunosti istraZzena, no uocene su cetiri regije na ljudskim ZFY i1 ZFX genima koje su
evolucijski visoko sacuvane. Pretpostavlja se da sadrZe jedan ili viSe eksona (ali nisu u
potpunosti sastavljene od njih) s velikom sli¢nos¢u u sljedovima izmedu Y 1 X kromosoma
(Schneider-Gédicke i sur. 1989). Ranije se smatralo kako bi ovaj gen mogao biti dovoljan i
nuzan za induciranje diferencijacije bipotencijalnih gonada u sjemenike (Page 1 sur. 1987),

no ta je teorija odbacena kad je otkriveno da postoje muskarci koji imaju deleciju ZFY

gena.
1 - : =
2FX IIIGPDGHPLTVYP 3 it ]
+ o SN PO B :
PEHLEKEK LTSKAIKAIE B
KEXGENEM NF 1 B 7 H
BB |- B = o
QES@T Y K B P
KEE@M L R
.i-B- . N |
sErRAV ‘ Y R H
A [ DF § 5 E F
~-G-K-YQC-=-CEY-T TED-PH-C--C-K-F-=--EL--H---H
1 29 30 51
L A X LIRS
A) VT ~
fingers 2,4,6...12 fingers 1,3,5...13
.
Slika 2.

A) Domena cinkova prsta ZFX i ZFY proteina
(preuzeto od Schneider-Gddicke i sur. 1989)

B) Shematski prikaz motiva cinkova prsta. o
uzvojnica ima klju¢nu ulogu u prepoznavanju DNA
(preuzeto od Stryer 1997)

Cinkov ion je vezan na dva histidinska ostatka

uzvojnice (crveno) i dva cisteinska ostatka § nabrane

ploce (zeleno)
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Sekvenciranjem posljednjeg eksona ZFY gena pokazalo se da kodira protein s motivom
cinkova prsta koji se uzastopno ponavlja 13 puta. Domena cinkova prsta ZFY/ZFX
proteina sastoji se od Sest i pol sekundarnih jedinica ponavljanja, sastavljenih od para
prstiju, svaki 21 ili 22 ostatka dugacak, i od dviju poveznica (engl. linker) dugackih sedam
ili vise aminokiselinskih ostataka (slika 2A). Evolucijski najoCuvanija znacajka motiva je
par cisteina odvojen s 12 aminokiselinskih ostataka od para histidina, medusobno
tetraedarski rasporedeni oko srediSnjeg cinkovog kationa (slika 2B). Ostatak strukture ¢ini

DNA omcu (Page 1 sur. 1987).

1
ZFX 1 ACTTTATATTCGCARAGAAACTGGAACAGAACTTGGTTTGAGCACTCATACTCCTITCTTTTCCTT TTTTAGCA
ZFY -AGC.T..AAAAATTCATG.GGA. .C. ... . GoTWA A e Govrrnrenae o Coivaus

11 I I 6 PDGHPILTVY?PCMITCS®GEKTZ KT FTEKSRGTFTLIZXTZEREHMEDNI HEPETHTLA
75 ATAATTAT Ju;t.n,uumuu\l,}\wu. TTGACTGTCTATCCTTGCATGATTTG TGRS "GMGTTTAAG’I'CGAGAGGTTTTﬂGAAAAGGCACATGAAAAACCATCCCGAACACCTTGCC

4 K K XK Y E¢C T D CDYTTNZEKTIEKTISILUHNIHTLETSHTEKTLTSHKAETZ KU ATITETCDE
195 AAGAAGAMTACCGCTGTACTGACTGTGATTACACTACCAACAAGAAGATAAGTTTACACAACCACCTGGAGAGCCACMGCTGACCAGCAAGGCAGAGAAGGCCATTGMTGCGATGRG
T

81C G K HF § HA GALFTHT EKMVYVHEKETIEKG GANIEKMMEZ KT CUXTFCEYZETATEDQ QG
315 TGTGGGMGCATTTC'IC TCATGCAGGGGC! TT'DGTTTACTCACMAATGGTGC}\TMGGAAMAGGAGCCMCMMTGCACMGTGTAMTTC TGTGAATACGAGACAGCTGAACARGGG
B T T T ¢ N G...

120L L NRHLLAV HS KNTFP HICVECGIKTGT FRUHEPSELIETZ KHMERTIUBHTG
435 TTATTGAATCGCCACCTCTTGGCAGTCCACAGCAAGAACTTTCCTCATAT T TG TGTGGACTGTGGTAAGGGTT T TCGTCACCCGTCAGAGC TCAARAAGCACATGAGRATCCATACTGGG
.................................................................... AL ClALLLL.LGLA GGl uCllalLnnlCL G

161 E K P Y @ C Q ¥ C E Y R S A D S8 8 N L KTHUYIKTI KU HSIEKTEHWMEPTFUZ XOCcDTICTLL
555 GAGAAGCCGTACCMTGCCAGTACTGCGMTATAGGTC'IGCAGM]‘CT’[CTAACTTGAAAACGCA'I‘GTCAAAACTAAGCATAGTAAAGAGATGCCATTCAAGTG’DGACATTTGTCTTC’I‘G
............................................................ 7 T
201T F § D T K E V @ Q HALJLIHG QESKTHG QOCULHCODHTEKSSHNSS D L KRH]I
675 ACTTTC'I‘CGGATACCAMGAGGTGCAGCMCATGCTCT"I‘ATCCACCMGAAAGCAAAACAFACCAGTGTTTGCA’]‘I'GCGACCACMGAGT'I‘CGMC'I‘CAAGTGATT'IGMACG}\CACATA
................... T
2411 5 V A T KD ¥ PHUEKCUPDMCDIEKGTFHRESETLIKTEKHVYAJZSZHIEKTEGI XK KMHZGQC
795 A'I'T'DCAG‘I'TCACACGMAGACTACCCCCATAAGTGTGACATGTGTGATMAGGCTTTCACAGGCCTTCAGMCTCMGAMCACG’I‘GGCTGCCCACMGGGCAMAMATGCACCAGTGT
cienrerres Toniinnieas T..T. e G..... L I Tavvearas Towiaian P Tl A,
28l R K C D F K I ADZPFFVLSERIEHETIILSUVHTIEKDTILTPTFIRTE CEKRTCRIEKTEGTEFRZOQDOZS
915 AGACATTGTGACTTTAAGATTGCAGATCCATTTGTTCTAAGTCGCCATATTC'I‘CTCAGTTQCACMAGGA’I‘CT’I‘CCATTTAGG’[‘GCMGAGATGTAGAAAGGGATTTAGGCMCAGAGT
.................................................................................................................. ALA,
321E L K K HM K TH S GREKVWVYQCEYTCEYSTTHDASTGTFKRHEVI1I S 1 HTK
1035 GAGCTTAAAAAGCATATGAAGACACACAGTGGCAGGARRGTG TATCAGTGTGAGT}\C'I‘GTGAGTATAGCACTACAGATGCCTCAGGC'I‘TTM}\CGGCACGTTATTTCC‘\TTCACACGW
T T T T T T T O T..A...

31D ¥ P HRCEY CXEKGT FRRTPSEI KNG GHTIMUBRUHEHEEKTEVWVG L P * 333
1155 GACTATCCTCACCGGTGTGAGTACTGCAAGRAAGGCTTCCGAAGACCTTCAGAAARGAACCAGCACATAATGCGACATCATARAGAAGTTGGCCTGCCCTAACAATACTTCTACAGAACG 1274

Slika 3. Nukleotidni slijed eksona ZFX 1 ZFY gena. Deset aminokiselinskih
ostataka u kojima se razlikuju domene cinkova prsta ZFY i ZFX proteina su

podcrtane u ZFX aminokiselinskom slijedu

(preuzeto od Schneider-Gddicke i sur. 1989)

Protein se veZze na specificni slijed u DNA i djeluje kao transkripcijski faktor, to¢na

funkcija kojeg nije poznata. Motiv cinkova prsta jedan je od evolucijski najo¢uvanijih
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motiva. Vecina placentalnih sisavaca, osim miSeva, imaju dva ZF alela: na Y 1 na X
kromosomu (Nagai 1992). Grada ZFX na ljudskom X kromosomu je vrlo sli¢cna ZFY (slika
3), sli¢nost u nukleotidnom slijedu posljednjeg eksona je 95 % (Schneider-Géidicke i sur.
1989, Palmer i sur. 1990). Smatra se da su nastali iz zajednickog ancestralnog gena prije 60

do 80 milijuna godina, prije radijacije placentalnih sisavaca (Page i sur. 1987).

1.3. Kitovi (Cetacea)

Kitovi su red sisavaca koji cijeli svoj zivot provode u vodi, zbog ¢ega su razvili niz
prilagodbi na takav nacin zivota. Taksonomski su podijeljeni u tri podreda — Archaeoceti
(prakitovi), poznati samo iz fosilnih ostataka, i dvije skupine zivucih kitova — Mysticeti
(kitovi usani) 1 Odontoceti (kitovi zubani).

Iako su kroz povijest nadene 1 opisane mnoge vrste kitova u Jadranskom moru,
jedino su obi¢ni i dobri dupini bili pravi stalni stanovnici Jadrana (Gomer¢i¢ i sur. 1998).
Prije Drugog svjetskog rata broj¢ano je prevladavao obi¢ni dupin (Delphinus delphis) dok
danas ovdje zivi samo dobri dupin (Tursiops truncatus). Danas se zna da je dobri dupin
jedini morski sisavac u Hrvatskoj. Procjenjuje se da je kod nas trajno nastanjeno oko 220
jedinki ove vrste dok ostale vrste dupina i kitova ovdje borave samo povremeno. Podaci su
utemeljeni na viSegodi$njem promatranju zivotinja u prirodi i fotodokumentaciji s terena
(Gomer¢i¢ i sur.1998).

Citogeneticka istrazivanja su pokazala znacajnu genetsku jedinstvenost unutar reda
kitova. Vecina vrsta ima 44 kromosoma (2n) 1 vrlo sli¢ne kariotipove. Vrste iz porodica
Ziphiidae i Physeteridae, te Balaenidae imaju 2n = 42 kromosoma (Arnason i sur. 1984).
Visoko ponavljajuca satelitna DNA izmedu vrsta iz podreda Odontoceti i Mysticeti vrlo je
o¢uvana, §to podupire teoriju o monofiletskom porijeklu ovih dviju skupina (Arnason i sur.

1984).
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1.4. Metode odredivanje spola

Otkri¢a na polju molekularne tehnologije u posljednjih nekoliko godina otvorila su
novo poglavlje u populacijskoj biologiji. Molekularne metode kojima znanost danas
raspolaze pruzaju uvid u odnose izmedu jedinki, populacija i vrsta te omogucavaju
prac¢enje onih vrsta koje je vrlo teSko pratiti u prirodi (Haig 1998). Danas je modernim
molekularnim analizama moguce dobiti informacije o jedinkama iz minimalnih koli¢ina
njihovog genetskog materijala izoliranog iz koznih biopsija (Caldwell i sur. 2002, Darling i
Bérubé 2001). Kako istrazivanje populacija u prirodi ima neizbjezan popratni u¢inak na
promjenu populacijske dinamike koji je teSko predvidjeti, ili moze promijeniti neke
znaCajke koje istraziva¢ pokuSava istraziti, razvijaju se 1 razne neinvazivne metode
uzorkovanja: sakupljanje izmeta (Kohn i Wayne 1997, Parsons 2001), dlake (Gilson i sur.
1998) pa cak 1 oljustenih komadica koze kitova (Valsecchi i sur. 1998).

Za istrazivanje populacija odredene vrste Zivotinja nuzni podaci ukljucuju
poznavanje spola pojedine jedinke. Utvrdivanje spola moze biti otezano u nekim
slucajevima, kao na primjer u ranoj embrionalnoj fazi, kod vrsta sa neizrazenim
sekundarnim spolnim znac¢ajkama ili u vrsta sa unutarnjim gonadama (kitovi, ptice i dr.). U
nekim skupinama zivotinja, kao §to su mnogi gmazovi, vodozemci i ribe, spol jedinke ovisi
o okoliSu (temperaturi) u kojem je jaje bilo inkubirano, no u veéine vrsta spol ima jasnu
genetsku osnovu. Za takve vrste molekularni biljezi vezani za spolne kromosome
predstavljaju moéno orude utvrdivanja spola (Avise 1994).

Metode odredivanja spola tradicionalno su bile usredotocene na citoloske tehnike,
no danas lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) otvara
moguénost razvoju niza jednostavnih metoda za odredivanje spola iz minimalnih koli¢ina
genetskog materijala. Postoje dva pristupa u kojima se koristi PCR za spolno odredivanje
kod sisavaca: (I) umnozavanje fragmenata svojstvenih samo Y kromosomu i (II)
umnozavanje homolognih fragmenata sa X 1 Y kromosoma. Prvi pristup zasniva se na
umnozavanju SRY gena, gdje muZzjak daje pozitivni rezultat na elektroforetskom gelu
(Palsbell 1 sur. 1992, Gilson i sur. 1998). Medutim, negativni rezultat ne potvrduje nuzno
zenku, on moZe biti posljedica neuspjeha PCR reakcije iz mnogih razloga. Stoga je
potrebno paralelno umnozavati kontrolnu regiju koja je najces¢e dio mitohondrijske DNA

ili ZFX gena (Palsbell i1 sur. 1992, Gilson i sur. 1998). Medutim, takve kontrole Cesto su se
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pokazale nepouzdanima (Fernando i Melnick 2001), budu¢i da je teSko uskladiti
osjetljivost 1 optimalne uvjete za oba seta pocetnica u istoj reakciji.
Umnozavanje X i Y homolognih nizova je mnogo pouzdaniji pristup jer se u PCR
ulazi s jednim setom pocetnica, a razlikovanje X 1 Y sljedova zahtijeva polimorfizam
veli¢ine fragmenata (Nakahori 1 sur. 1991) ili jedinstveno restrikcijsko mjesto (Aasen i

Medrano 1990). U takvom pristupu koriste se gen za amelogenin (Nakahori 1 sur. 1991) 1

ZFY/ZFX geni (Aasen i Medrano 1990, Bérubé i Palsbell 1996).

1.4.1. Metode odredivanja spola u kitova

Spol kitova odreduje se morfoloski na mrtvim Zivotinjama, no ponekad je truplo
toliko raspadnuto ili su pronadeni samo dijelovi trupla (ostaci koze ili kostiju), da takvim
jedinkama nije moguée morfoloski odrediti spol. Takoder je teSko, ili ¢ak nemoguce,
promatranjem u prirodnom okoliSu odrediti spol Zive jedinke, budu¢i da u vecine vrsta
kitova spolni dimorfizam nije izraZzen. Fotodokumentacija u takvim slu¢ajevima ne moze
posluziti kao tehnika za spolno odredivanje pa je potrebno sakupiti uzorke i primijeniti
neku od molekularnih metoda odredivanja spola.

Metoda kojom odredujem spol u ovom radu se zasniva na lancanoj reakciji
polimerazom, PCR (engl. polymerase chain reaction). PCR se temelji na denaturaciji
dvolan¢ane DNA, hibridizaciji komplementarnih pocetnica na DNA kalup i sintezi DNA
pomocu termostabilne DNA polimeraze (Mullis 1990). Danas postoji mnogo razlicitih
termostabilnih DNA polimeraza, dobivenih rekombinantim putem ili procis¢enih iz
bakterija. U svom radu sam koristila jednu od najpoznatijih — Taq polimerazu iz vrste
Thermus aquaticus. Enzim je optimalno aktivan na temperaturama izmedu 70 1 80 °C, dok
aktivnost gubi, ali se ne denaturira, iznad 90 °C. Pri povratku na nize temperature ponovo
se aktivira. Osnovni princip lan¢ane reakcije polimerazom prikazan je na slici 4.

PCR mi je posluzio za umnozavanje dijela posljednjeg eksona X-Y homologne
regije za gen cinkova prsta, ZFY/ZFX. Bérubé i Palsbell (1996) su dizajnirali tri pocetnice:
ZFYX0582F prema slijedu ljudskog ZFX (Schneider-Géadicke 1 sur. 1989), a ZFY0767R 1
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odvajanje

; lanaca DNA i sintezy
odvajanje . . spajanje podetnica DNA
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Slika 4. PCR, shematski prikaz (preuzeto od Alberts i sur. 1994)

ZFX0923R prema slijedu ZF regije kitova zubana, Odontoceti. Uzvodna oligonukleotidna
pocetnica prilijeze 1 ZFX i ZFY slijedu. 3'-kraj svake od dviju nizvodnih pocetnica prianja
na mjesta koja imaju spolno specifi¢ne supstitucije. Stoga svaka od nizvodnih pocetnica
umnozava (u kombinaciji s uzvodnom pocetnicom) samo ZFY ili ZFX slijed. Budu¢i da te
pocetnice prianjaju kalupu na razli¢itim mjestima, umnozavaju se fragmenti razlicite
velicine koje je potom moguce razdvojiti u elektroforetskom gelu.

Opisani postupak osigurava unutarnju kontrolu uspjesSnosti reakcije bez uporabe
dodatnih pocetnica i bez razgradnje PCR proizvoda restrikcijskim endonukleazama.
Metoda se oslanja na pretpostavku da ne postoji polimorfizam na mjestu gdje se kalup
spaja s 3'-krajevima pocetnica. Budu¢i da autori nisu uocili takve supstitucije prilikom
sekvenciranja dijela ZFY/ZFX gena, one vjerojatno niti ne postoje ili su vrlo rijetka
pojava.

Metodu koju su opisali Bérubé 1 Palsbell (1996) odabrala sam jer umnoZava
relativno kratak slijed, a budu¢i da je tkivo s kojim sam radila bilo u loSem stanju,
oc¢ekivala sam visoku degradaciju DNA kalupa. Naime, u stanicama tkiva koje se nalazi u
stanju truljenja odvijaju se procesi sli¢ni nekroticnim i apoptoti¢énim procesima. Jedna od
znacajki ovih procesa je razgradnja jezgrine DNA endogenim nukleazama na manje

fragmente (Ueda i Shah 1994, Trump 1996).
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1.5. Cilj rada

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1.

Uvesti u na$ laboratorij molekularnu metodu odredivanja spola kitova koja bi se
mogla primijeniti na uzorcima tkiva s izuzetno raspadnutih leSina i s nepotpunih

leSina, kod kojih nije moguce odrediti spol morfoloski, te na uzorcima biopsija.

Procijeniti informativnost uzoraka misSi¢nog tkiva s leSina razliitog stupnja

raspadanja.

Primijeniti metodu (Bérubé i1 Palsbell 1996) na DNA drugih vrsta (Covjeka,
misa, Stakora i goveda) kako bih ispitala univerzalnost pocetnica i mogucénost

kontaminacije stranom DNA.

Odrediti spol 50 jedinki razli¢itih vrsta kitova koriste¢i metodu koju su opisali

Bérubé i Palsbell (1996).
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2.1. MATERIJAL

2.1.1. Standardne kemikalije:

agaroza (Sigma, Njemacka)

borna kiselina (Kemika, Hrvatska)

Chelex 100, 5 % (Bio-Rad, SAD)

EDTA, etilendiamintetraoctena kiselina (Kemika, Hrvatska)
etanol, 100 % (Kemika, Hrvatska)

etidijev bromid, 2.5 mg/ml (Serva, Njemacka)

kloridna kiselina (Kemika, Hrvatska)

natrijev hidroksid (Kemika, Hrvatska)

natrijev klorid, (Kemika, Hrvatska)

natrijev dodecilsulfat, SDS (Serva, Njemacka)
Tris-(hidroksimetil)-aminometan, C4H;;NO; (Kemika, Hrvatska)

2.1.2. Otopine:

e otopine za izolaciju DNA:
pufer TNE: 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7,5
pufer TE: 10 mM Tris-HCIL, 1 mM EDTA, pH 7,4
proteinaza K, 50 mg/ml (Sigma, Njemacka)
e otopine za elektroforezu u agaroznom gelu:
pufer TBE: 45 mM Tris borat, | mM EDTA
pufer za nanoSenje uzoraka na gel: 0,25 % bromfenol plava, 0,25 % ksilencijanol
fluorofosfat, 15 % fikol
DNA biljeg: 100 bp Molecular Ruler, 100 pg/ml (Bio-Rad, SAD)
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2.1.3. Materijal za umnoZavanje lan¢anom reakcijom polimerazom:

10xPCR pufer (Roche, Njemacka)

MgCl, 25 mM (Roche, Njemacka)

dATP, dCTP, dGTP, dTTP svaki po 10 mM (Roche, Njemacka)

AmpliTaq Gold 5 U/ul (Roche, Njemacka)

Tween20, 10 % (Roche, Njemacka)

pocetnice:
ZFYXO0582F (5'- ATAGGTCTGCAGACTCTTCTA - 3') (VBC-Genomics, Austrija)
ZFYO0767R ( 5' - TTTGTGTGAACTGAAATTACA - 3") (VBC-Genomics, Austrija)
ZFX0923R ( 5'- AGAATATGGCGACTTAGAACG - 3") (VBC-Genomics, Austrija)

2.1.4. Tkivo kitova:

Uzorci tkiva sakupljeni su duz hrvatske jadranske obale u razdoblju od 1997. do
2002. godine s mrtvih jedinki ukupno 50 kitova: 28 dobrih dupina (Tursiops truncatus), 11
plavobijelih dupina (Stenella coeruleoalba), sedam glavatih dupina (Grampus griseus),
dva krupnozuba dupina (Ziphius cavirostris) 1 dva velika sjeverna kita (Balaenoptera
physalus). Svi su uzorci bili iz miSi¢nog tkiva, osim jednog koji je uzet s koze dobrog
dupina zajedno s potkoznim masnim tkivom. Cuvani su u 96 % etanolu na —20 <C.

Tkiva su se nalazila u razliitim stanjima raspadanja, osim u sluc¢aju uzorka koze,
kod kojeg je leSina bila stara tek nekoliko sati.

Spol 10 jedinki mi je bio unaprijed poznat iz morfoloskih podataka: dva muzjaka i
dvije Zenke dobrog dupina, muzjak i zenka glavatog dupina, muzjak i Zenka plavobijelog
dupina, Zenka krupnozubog dupina i muzjak velikog sjevernog kita. Ove podatke sam
iskoristila za utvrdivanje pouzdanosti metode 1 optimizaciju uvjeta reakcije. Spol ostalih
jedinki nije mi bio poznat, no postojala je moguénost provjere rezultata usporedbom s

morfoloskim podacima.
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2.1.5. Krv:

Krv je uzeta muzjaku i Zenki kuénog miSa (Mus musculus) i Stakora selca (Rattus
norvegicus) iz repne vene. Muskarcu i zeni (Homo sapiens) je krv uzeta iz jagodice prsta.
Krv je sakupljena i ¢uvana na FTA karticama (Whatman Bioscience) na sobnoj

temperaturi.
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2.2. METODE

2.2.1. Sterilizacija pribora i materijala

Kako bi se smanjio rizik od zagadenja uzoraka stranom DNA ili prijenosom iz
uzoraka, trebalo je poduzeti odredene mjere: u svakom koraku od izolacije genetskog
materijala pa do samog kraja reakcije koristila sam sterilni pribor — bilo da sam ga sama
sterilizirala ili sam koristila pribor za jednokratnu upotrebu (epruvete, skalpeli, filter papir
itd.). Metalni pribor sam sterilizirala u etanolu 1 potom spaljivala, a plasticni pribor
(epruvete, pipete, nastavci za pipete) i kemikalije (puferi, razne otopine neosjetljive na UV
svjetlo) sam izlagala ultraljubiastom svjetlu. Prostorije za izolaciju DNA, pripremu
reakcijske smjese te pripremu PCR-produkata za elektroforezu, bile su fizicki odvojene.
Uz to, reakcijske smjese sam pripravljala u laminaru koji je prethodno bio svaki put

steriliziran etanolom 1 UV-zracenjem.
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2.2.2. Izolacija genomske DNA iz tkiva

Izolirala sam DNA iz svih 50 uzoraka metodom isoljavanja (Miller i sur. 1988),
gdje se visokom koncentracijom natrijeva klorida postize talozenje denaturiranih proteina.
Ova metoda je brza i manje toksiCna od standardne izolacije fenol-kloroformom, a

dobiveni je izolat zadovoljavajuce Cistoce. Postupak izolacije opisan je prema protokolu:

Izolacija genomske DNA isoljavanjem
1. U plasti¢ne epruvete od 2 ml s ¢epom staviti po 1 ml TNE, pH 7,5.

2. Odrezati oko 50 mg tkiva i usitniti skalpelom na filter papiru te
prebaciti u epruvetu s TNE puferom. Prije pripreme svakog slijedeceg
uzorka treba promijeniti filter papir, a skalpel sterilizirati u etanolu i na
plamenu kako bi se izbjegla kontaminacija.

3. Dodati po 30 pul 20 % SDS 1 promuckati.

4. Dodati po 1,5 ul proteinaze K, koncentracije 50 mg/ml. Promuckati te
inkubirati na tresilici preko no¢i na 45 °C.

5. Dodati po 500 pul 6M NacCl i snazno protresti.

6. Centrifugirati 10 minuta na 2500 okretaja u minuti.

7. Supernatant prenijeti u novu epruvetu. Ako je supernatant "prljav"
treba ponoviti korak 6.

8. Dodati 2.5X veéi volumen 100 % etanola ohladenog na -20 °C.

9. Pazljivo mijesati izvrtanjem epruvete, a zatim centrifugirati 5 minuta na
13000 okretaja u minuti.

10. Izliti pazljivo etanol a talog DNA isprati sa 1 ml 70 % etanola.

11. Centrifugirati 5 minuta na 13000 okretaja u minuti.

12. Izliti etanol i1 preko noci ostaviti epruvete poloZzene naopako kako bi se
talog DNA osusio.

13. Otopiti talog DNA u 50 ul TE pufera, pH 7,4, i ostaviti na 4 °C preko
noc¢i da se DNA dobro otopi. Dalje ¢uvati na -20 °C.
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2.2.3. Izolacija DNA sa FTA kartica

Izolacija je napravljena prema protokolu:

Izolacija DNA s FTA kartica

1.

N » ok

Komad FTA kartice veli¢ine oko 5 x 5 mm staviti u 1 ml
sterilne destilirane vode te ostaviti na sobnoj temperaturi 15
min.

SnaZno promijesati na vortex mijesalici i centrifugirati 3 minute
na 13000 okretaja u minuti.

Odbaciti supernatant i dodati 150 pl 5 % Chelex-ai 5 pl
proteinaze K (20 mg/ml).

Inkubirati 1 h na 56 °C u vodenoj kupelji 1 povremeno mijesati.
Mijesati na vortex mijeSalici 5-10 sekundi.

Kuhati 8 minuta u vodenoj kupelji.

Mijesati na vortex mijesalici 5-10 sekundi. Centrifugirati 3
minute na 13000 okretaja u minuti.

Supernatant prebaciti u nove epruvete i ¢uvati na —20 "C.
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2.2.4. Provjera kakvoce izolirane genomske DNA na agaroznom gelu

Elektroforeza u agaroznom gelu metoda je koja omoguéava razdvajanje molekula
DNA. Agaroza je polimerna molekula sa svojstvom stvaranja umrezenih struktura. U
takvoj umrezZenoj strukturi u elektricnom polju, molekule DNA — koje su negativno
nabijene pri neutralnom pH, putuju prema anodi. Brzinu putovanja odreduju veli¢ina i
konformacija molekule, koncentracija i vrsta agaroze, napon struje, prisutnost etidijevog
bromida i sastav elektroforetskog pufera (Maniatis i sur. 1989).

Kakvocu izolirane DNA sam ispitivala na 1 % agaroznom gelu. Gel sam pripremila
otapanjem 0,5 g agaroze u 50 ml TBE pufera uz mijeSanje i zagrijavanje smjese u
mikrovalnoj peénici do vrenja. Smjesu sam zatim ohladila na oko 60 °C i izlila u kadicu za
elektroforezu. U gel sam dodala etidijev bromid tako da njegova kona¢na koncentracija u
gelu bude 0,15 pg/ml. Etidijev bromid se ugraduje u molekulu DNA 1 fluorescira
narancastom svjetlos¢u kad se gel osvijetli ultraljubicastim svjetlom valne duljine 312 nm,
¢ime je omoguéeno promatranje uzoraka DNA (Maniatis i sur. 1989). U kadicu s gelom
postavila sam cesSalj kako bi se napravile jazice. Nakon §to je gel polimerizirao, uronila
sam ga u sustav za elektroforezu napunjen puferom TBE. U jazice sam nanijela po 15 pl
izolata u TE puferu i po 5 pl pufera za nanoSenje. U dvije krajnje jazice nanijela sam DNA
biljeg 100 bp Molecular Ruler, po 4 pl. Elektroforeza se odvijala 60 minuta pri
konstantnom naponu od 90 V i na sobnoj temperaturi. Gelove sam promatrala na

transiluminatoru i fotografirala pomocu sustava za fotografiranje.

2.2.5. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Dio gena za cinkov prst na Y 1 X kromosomima sam umnazala lanCanom reakcijom
polimerazom. PCR reakcija je provedena na GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems) u 10ul reakcijske smjese ¢iji je sastav prikazan u tablici 1. Trazeéi
najpovoljniji reakcijski sastav, mijenjala sam koncentracije pocetnica, kolicinu DNA i Taq
polimeraze, no nije bilo znacajnih razlika u dobivenim rezultatima. Budu¢i da su volumeni
pojedinih reagensa premali za pojedinacno pipetiranje svake reakcijske smjese posebno, a i
kako bih smanjila pogreske prilikom pipetiranja, napravila sam zajedni¢ku reakcijsku

smjesu (engl."master mix") za nekoliko uzoraka tako da sam pomnozila volumene svakog
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reagensa za pojedinacnu smjesu s brojem uzoraka koje sam htjela podvrgnuti lancanoj
reakciji polimerazom. Zatim sam u epruvete za PCR razdijelila po 9 pl zajednicke
reakcijske smjese te po 1 ul izolata DNA razlicitih uzoraka. Sastav zajednicke reakcijske
smjese za 10 reakcija takoder je prikazan u tablici 1. Reakcijsku smjesu sam pripravljala na

ledu kako bih sprijecila prijevremenu aktivaciju polimeraze.

Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za lan¢anu reakciju polimerazom

VOLUMEN ZA VOLUMEN ZA
POLAZNA  KONACNA JEDNU 10 REAKCIJA

REAGENS KONC. KONC. REAKCIJU (ul) (ub)

H,O0, deionizirana

PCR pufer 1x
Mg*' 25mM  1,5mM 0,60 6,0
dNTP 1,25mM 0,2 mM 1,60 16,0
ZFYX0582F 10 uM 0,5 uM 0,50 5,0
ZFY0767R 10 uM 0,5 uM 0,50 5,0
ZFX0923R 10 uM 0,5 uM 0,50 5,0
Tween20 10 % 0,5 % 0,50 5,0

Taq polimeraza 50U/l 0,025 U/ ul 0,05 0,5
DNA kalup 1,00

Kona¢ni volumen 10,00

Svaki uzorak, odnosno izolat njegove DNA sam podvrgla lancanoj reakciji
polimerazom najmanje dvaput kako bih potvrdila rezultat. Temperaturni profil reakcijskih

uvjeta prikazan je u tablici 2.
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Tablica 2. Temperaturni profil lancane reakcije polimerazom

Pocetna denaturacija 94 °C/ 5 min

Denaturacija kalupa 94 °C/ 60 sek
Prianjan;e pocetligga 52 "C/ 60 sek
Produljivanje lanca 72 °C /90 sek

Zavrsno produljenje 72 °C/ 10 min

2.2.6. Elektroforeza

Produkte lancane reakcije polimerazom sam stavljala na 1 % agarozni gel koji sam
pripravila na isti nacin kao i gel za provjeru kakvoce izolirane DNA. U jazice sam nanosila
po 3 ul PCR produkta i 2ul pufera za nanoSenje prethodno pomijesanih na parafilmu. U
jednu jaZicu sam nanijela DNA biljeg 100 bp Molecular Ruler (4 pl) pomocu kojeg sam
kasnije procijenila veli¢inu umnozenih fragmenata. Gel sam podvrgla konstantnom naponu

od 90 V kroz 40 minuta na sobnoj temperaturi.
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3.1. Provjera kakvoce genomske DNA

Elektroforetski gel s reprezentativnim uzorcima izolirane DNA prikazan je na slici 5.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Slika 5. Kakvoc¢a izolirane DNA. M, DNA biljeg; 5, 7, 10,
plavobijeli dupin; 6, 12, glavati dupin; 8, krupnozubi dupin;

ostalo, dobri

Razvuceni tragovi na gelu ukazuju na uznapredovanu razgradnju izolirane DNA. Kod
nekih uzoraka se nije mogla uociti prisutnost DNA na gelu, a lan¢anom reakcijom

polimerazom je ipak dokazana u izolatu.
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3.2. Odredivanje spola

Umnozavanjem pomoc¢u ZFYX0582F i1 ZFX0923R pocetnica kod oba spola nastaje
fragment veli¢ine 383 bp, a fragment veli¢ine 227 bp nastaje samo kod muzjaka uz
ZFYXO0582F 1 ZFY0767R pocetnice. Stoga je PCR kod muzjaka dao dva fragmenta,
veli¢ine 383 1 227 bp, a kod Zenke jedan fragment od 383 bp (slika 6).

383bp «
227 bp «

Slika 6. Izgled gela nakon elektroforeze produkata PCR reakcije.
M, DNA biljeg; @, negativna kontrola; 1-4, uzorci muzjaka; 5-8,

uzorci Zenki; 2 1 8, plavobijeli dupin; ostalo, dobri dupin.

Fragmenti veli¢ine oko 720 bp predstavljaju nespecificne produkte reakcije koji su
se javljali u nekim slu¢ajevima, ali nisu utjecali na odredivanje spola.

Uspjesno sam odredila spol ukupno 40 kitova: 22 dobra, deset plavobijelih dupina,
pet glavatih dupina, obje jedinke velikog sjevernog kita i jednog krupnozubog dupina.
Rezultate sam usporedila s podacima dobivenim morfoloskim istrazivanjem lesina. U Cetiri
slu¢aja spol odreden metodom PCR nije se podudarao s morfoloSskim podacima: PCR je

pokazao zenku i muzjaka dobrog dupina te po jednu zenku glavatog i krupnozubog dupina,
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gdje je morfoloski utvrdeno da se radilo o muzjaku 1 zenki dobrog te muzjacima glavatog i
krupnozubog dupina. U Sest slucajeva gdje su tkiva bila u stanju truljenja nisam uspjela
odrediti spol: Cetiri dobra dupina, jedan glavati dupin i jedan plavobijeli dupin. 1z uzorka
DNA koju sam izolirala iz svjezeg tkiva koze, dobila sam bogato umnozene fragmente
svojstvene muzjaku.

Uz navedene pocetnice i u opisanim reakcijskim uvjetima nisam uspjela umnoZiti
spolno specifi¢ne niti kakve druge fragmente kod Covjeka, kuénog misa, Stakora selca i

goveda.
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Uspjesno umnozavanje kod istrazivanih vrsta upucuje na zakljucak visoke
konzerviranosti ZFY/ZFX slijeda unutar podreda Odontoceti. Medutim, primijeceno je
redovito slabije umnozavanje fragmenta od 227 bp u odnosu na fragment duljine 383 bp.
Ono bi moglo biti uzrokovano razlikom izmedu primijenjene i izraCunate optimalne
temperature spajanja pocetnica uz kalup (Hoelzel 1998) koja za ZFY0767R iznosi 49°C, a
za ZFX0923R i ZFYX0582F 55°C. Mogucée je da je na temperaturi od 52°C, pri kojoj se
provodilo prianjanje pocetnica uz kalup, vezivanje ZFY0767R pocetnice bilo otezano, $to
je rezultiralo slabijim umnoZavanjem.

Losa kakvoéa izolirane DNA posljedica je procesa truljenja u stanicama
raspadajuceg tkiva, koji sli¢i nekroti¢nim i1 apoptoti¢énim procesima. Za genetski materijal
stanica u takvom stanju svojstven je razvuCeni trag na gelu — rezultat djelovanja
oslobodenih endonukleaza. Kod nekih uzoraka se na gelu mogao primijetiti 1 tipiCan
apoptotocni  obrazac ljestvicaste DNA, koji je posljedica internukleosomnih
oligonukleotidnih lomova u ranoj fazi apoptoze (Ueda i Shah 1994, Trump 1996).

Sest uzoraka tkiva, iz kojih nisam uspjela odrediti spol, pripadala su truplima u
uznapredovanom stanju truljenja pa smatram da je DNA bila previse degradirana da bi se
umnozili fragmenti potrebne duljine. U jednakom stanju je bilo 1 tkivo u Cetiri slucaja gdje
se spol odreden PCR reakcijom nije podudarao sa morfoloskim podacima. U sva Cetiri
slu¢aja sam produkte uspjela dobiti samo jednom iako sam izolaciju DNA i PCR reakciju
ponovila najmanje dva puta sa svakim uzorkom. Pritom su se umnozeni fragmenti jedva
vidjeli na gelu te stoga smatram da su rezultat kontaminacije drugim uzorcima prilikom
pripreme reakcijske smjese. U jedinom sluc¢aju gdje sam DNA izolirala iz koZe tek
uginulog dupina, dakle tkivo je bilo u dobrom stanju, reakcija je bila vrlo uspjeSna i
potvrdila je muzjaka. Stoga zakljucujem da je upotrijebljena metoda pogodna za primjenu
na uzorcima biopsije, no nije u¢inkovita za odredivanje spola iz uzoraka s leSina visokog
stupnja raspadanja.

Budu¢i da sam DNA izolirala metodom isoljavanja, koristila sam 20 % SDS za
otapanje stani¢ne membrane i denaturaciju proteina. Poznato je da vrlo male koli¢ine SDS-
a (samo 0.01 %) smanjuju aktivnost Taq polimeraze 1 do 10 % pa sam u reakcijsku smjesu
ukljucila 1 neionski detergent Tween20. Osim $to neutralizira inhibitorni u¢inak SDS-a u
koncentracijama ve¢ od 0.5 %, Tween20 stabilizira enzim (Hoelzel 1998). Primjetila sam

znatno bolje umnozavanje PCR produkata kad sam u reakciju dodala ovaj detergent.
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Fragment veli¢ine oko 720 bp koji se ponekad javljao kod uzoraka muzjaka je
vjerojatno nespecificni produkt lancane reakcije polimerazom, koji se pojavljivao i u
izvornom radu (Bérubé i Palsbell 1996) te nije smetao odredivanju spola.

Kako bih istrazila utjecaj strane DNA u reakcijskoj smjesi na odredivanje spola kod
kitova, napravila sam izolaciju genetskog materijala iz krvi ku¢nog misa (Mus musculus) i
Stakora selca (Rattus norvegicus), buduci da su to vrste s kojima se u laboratoriju najcesce
radilo te ¢ovjeka (Homo sapiens). Uzela sam 1 ve¢ izoliranu DNA goveda (Bos taurus) te
sam DNA iz svake vrste podvrgla PCR reakciji. lako sam mijenjala reakcijske uvjete, uz
pocetnice ZFYX0582F, ZFY0767R 1 ZFX0923R, nisam uspjela ni u jednom slucaju
umnoZziti spolno specificne niti kakve druge fragmente kod istraZivanih vrsta. Usporedila
sam nukleotidne sljedove za protein cinkova prsta kod navedenih vrsta (PubMed) sa
koriStenim pocetnicama i uocila da 3'-OH krajevi ZFY0767R 1 ZFX0923R pocetnica nisu
komplementarni sa slijedom na kalupu ni kod jedne navedene vrste. Buduéi da je
prianjanje upravo 3'-OH kraja klju¢no za pravilno vezanje Taq polimeraze za kalup,
smatram da je to glavni razlog nemoguénosti umnozavanja spolno specificnih fragmenata
uz koristene pocetnice.

Iako je opisana metoda (Bérubé i Palsbell 1996) razvijena za odredivanje spola u
nekih vrsta kitova zubana, nije mi poznato iz literature da je dosad koriStena za spolno
odredivanje dobrog, plavobijelog i glavatog dupina. Ovo istraZivanje je pokazalo da je

metoda primjenjiva i na navedene vrste.



5.ZAKLJUCAK
Upotrijebljena metoda je pogodna za primjenu na uzorcima biopsije kao i na uzorcima

dobro ocuvanog tkiva. Metoda je jednostavna, brza i pouzdana.

Budu¢i da PCR zahtijeva odredenu kakvo¢u DNA kalupa, ovom metodom nije moguce

odrediti spol iz uzoraka tkiva na visokom stupnju raspadanja.

Osim na vrstama kitova koje su Bérubé¢ i Palsbell naveli u svome radu (1996), metoda
se jednako uc¢inkovito moze primijeniti za odredivanje spola u dobrog, plavobijelog i

glavatog dupina.

Ne postoji moguénost umnozavanja misje, Stakorske, govede niti ljudske DNA u
opisanim reakcijskim uvjetima pa je stoga 1 svaka kontaminacija genetskim

materijalom ovih vrsta bez utjecaja na odredivanje spola kod kitova.
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