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Molekularna struktura, poreklo i funkcija B hromozoma kod Zutogrlog Sumskog

misa Apodemus flavicollis (Mammalia, Rodentia)

Sazetak

B hromozomi predstavljaju prekobrojne hromozome koji nisu neophodni za
normalan rast i razvice. Ovi prekobrojni hromozomi se javljaju kod svih viSecelijskih
eukariotskih grupa, osim kod ptica, i razli¢iti su po poreklu, morfologiji, veli¢ini, broju,
geneti¢koj strukturi i efektima na fenotip. Njihova prisutnost u zivom svetu procenjuje
se na 3% Kkariotipski analiziranih vrsta. KarakteriSe ih nasledivanje koje ne prati
Mendelova pravila, kao i izostanak rekombinacije sa hromozomima osnovnog A seta.
Glavna pitanja koja se postavljaju u savremenim istrazivanjima B hromozoma se
odnose na njihovo poreklo, mehanizme nastanka i odrZzavanja. Poznavanje genetickog
sadrzaja, transkripcionog statusa i1 efekata prekobrojnih hromozoma, omogucuje
rasvetljavanje njihovog bioloskog znacaja.

Glodari su najbrojniji nosioci B hromozoma medu sisarima. Rod Apodemus broji
ukupno 20 vrsta, od kojih je kod Sest zabeleZeno prisustvo B hromozoma. U ovoj studiji
izuGavani su B hromozomi na jedinkama vrste zutogrli mis, Apodemus flavicollis.
Nosioci imaju najée$ée jedan ili dva B, dok je maksimalan zabelezen broj osam B
hromozoma. Prekobrojni hromozomi se kod ove vrste javljaju u svim do sada
proucavanim populacijama na teritoriji Republike Srbije, sa razli¢itom ucestaloscu.
Brojne populacione studije na ovoj vrsti pokazuju da jedinke sa B hromozomima imaju
viSu adaptivnu vrednost u poredenju sa jedinkama bez prekobrojnih hromozoma.

Cilj ove studije bio je utvrdivanje sekvence, proucavanje porekla, kao i analiza
transkripcione aktivnosti pojedinih sekvenci B hromozoma vrste A. flavicollis. U
istrazivanje su ukljucene Zivotinje sa lokaliteta u Republici Srbiji, Ruskoj federaciji i
Republici Belorusiji. Metodom mikrodisekcije iz kariotipa tri jedinke su izolovani B
hromozomi koji su potom umnozeni u lan¢anoj reakciji polimeraze (PCR). Proizvedene
su fluorescentne B-specifi¢ne probe. Procena homologije izmedu B-specifi¢nih proba i
hromozoma osnovnog kariotipa iste vrste izvrSena je putem fluorescentne in Situ
hibridizacije (FISH). Utvrdena je homologija izmedu sekvence B hromozoma i:

a) pericentromernog regiona (PR) polnih hromozoma,

b) subtelomernih regiona dva para malih autozoma, kao i



c¢) slabija homologija sa distalnim regionom Y hromozoma.

Homologija izmedu sekvenci razli¢itih B hromozoma je potvrdena bez obzira na
geografsku udaljenost populacija iz kojih uzorci vode poreklo i nezavisno od broja B
hromozoma u Kariotipu. Ovo ukazuje na isto poreklo i/ili strukturu svih B hromozoma
kod vrste A. flavicollis.

U ovoj studiji je takode pokazano da i pored Ceste zastupljenosti C-kit gena na B
hromozomima razli¢itih vrsta sisara, ovaj gen nije pronaden na B hromozomima vrste
A. flavicollis.

Poredenjem sekvenci B hromozoma sa referentnim genomom vrste Mus
musculus, identifikovano je 39 gena sa 22 hromozomska regiona koja vode poreklo sa
16 hromozoma referentnog genoma. Sa izuzetkom B hromozoma poreklom iz Ruske
federacije, koji u sekvenci sadrzi jedan dodatni hromozomski region koji nije naden kod
populacija iz Republike Srbije, rezultati pokazuju da su svi analizirani B hromozomi
izgradeni od istih regiona hromozoma A seta. Sekvenca B hromozoma je u najvecoj
meri sadrzi gene koji kodiraju proteine mikrotubula i ¢elijskog ciklusa. Takode su
prisutni i geni koji kodiraju nukleotid-vezujuce, metal-vezujuée proteine kao i proteine
membrane, identifikovan je i veliki broj repetitivnih sekvenci, medu kojima su
transpozoni u nekim slucajevima bili tandemski organizovani. Utvrdeno je i da se geni
smesteni na B hromozomima nalaze u razli¢itim stadijumima degradacije.

Nasuprot viSedecenijskom uverenju da su B hromozomi geneticki inertni, u
ovom istrazivanju je pokazano da se pseudogeni poreklom sa B hromozoma
transkribuju. Pored toga, neizmenjeni geni sa B hromozoma, ili sa osnovnog genoma, u
prisustvu B hromozoma, pokazuju visi nivo transkripcije kod Zenki u mladem Zivotnom
dobu. Transkripcija gena Cenpe je povezana i sa brojem B hromozoma, tako da je nivo
transkripcije najvisi kod jedinki koje imaju jedan B hromozom.

B hromozomi vrste A. flavicollis, najverovatnije vode poreklo od pericentromernog
regiona X hromozoma koji se nalazi neposredno uz pseudoautozomalni region, odlikuju
se stabilnom genetickom strukturom na Sirokom arealu vrste, transkripciono su aktivni

na nacin koji je povezan sa polom, staro$¢u i brojem B hromozoma u kariotipu.

Klju¢ne re¢i: B hromozomi, genetika, FISH, mikrodisekcija, sekvenciranje, RT-PCR,
Apodemus flavicollis.
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Molecular structure, origin and function of B chromosomes in yellow-necked wood

mouse Apodemus flavicollis (Mammalia, Rodentia)

Summary

B chromosomes (Bs) are supernumerary chromosomes in a standard karyotype,
unnecessary for normal growth and development. Bs are present in all main groups of
multicellular eukaryotes, except birds, and extremely variable considering origin,
morphology, size, number, molecular structure, and phenotypic effects. 3% of all
analyzed species have B chromosomes. The Bs do not follow rules of Mendelian
segregation law and do not recombine with members of the basic A chromosome
complement. The main questions considered in contemporary studies of Bs are
surrounding their origin, mechanisms of formation and maintenance. Knowledge of
their molecular structure, transcriptional activity, and phenotypic effects, will allow a
deeper understanding of their biological importance.

Within mammals, the most frequent carriers of Bs are rodents. The genus
Apodemus includes 20 species, six of which carry Bs, in addition to A chromosome set.
In this study, B chromosomes were analyzed in specimens of the yellow-necked mouse,
Apodemus flavicollis. Carriers usually have one or two Bs, and the highest recorded
number in this species is eight B chromosomes. In different frequencies,
supernumeraries are present in all studied populations of A. flavicollis in the territory of
the Republic of Serbia. Numerous population studies of this species are indicating that
B carriers have a higher fitness compared to individuals without B chromosomes.

The aim of this study was to define sequence, origin and transcriptional activity
of selected B regions in species A. flavicollis. Specimens were collected from different
localities in the Republic of Serbia, Russian Federation and the Republic of Belarus. B
chromosomes have been isolated by microdissection from the karyotype of three
individuals and amplified in the polymerase chain reaction (PCR). B-specific
fluorescent probes were synthesized. Estimation of homology between B-specific
probes and chromosomes of A set had been obtained by fluorescent in situ hybridization
(FISH). Homology was shown between the B chromosome and:

a) pericentromeric region (PR) of sex chromosomes

b) subtelomeric region of the two pairs of small chromosomes and



c) lower homology with the distal region of the Y chromosome.

Despite the distinct geographical origin of samples and different number of Bs in
karyotypes, hybridized probes showed the same affinity to Bs. This indicates the same
origin and/or structure of all Bs in A. flavicollis.

This study has demonstrated that C-kit gene does not contribute to the
composition of supernumeraries in A. flavicollis, contrary to the studies of Bs in
numerous mammalian species.

Comparing sequences of Bs and referent genome of the species Mus musculus,
39 genes in 22 chromosomal regions that originate from 16 chromosomes of the referent
genome have been identified. With the exception of one region present on B
chromosome from Russian Federation, that contained one additional chromosomal
region not present on the samples from Serbian populations, results demonstrate that all
analyzed Bs are composed of the same A-chromosomes’ regions. B chromosomes are
rich in microtubule and cell cycle protein-coding genes. Other present categories
include genes that are coding nucleotide-binding, membrane, and metal-binding
proteins, as well as a high amount of repetitive elements. Transposable elements were
tandemly arranged in some cases. Genes present on B chromosomes are at different
stages of degradation.

In contrast to the view accepted for many decades that Bs are genetically inert
elements, this study demonstrates that pseudogenes on Bs are transcribed. The study
also demonstrates that Bs-genes, or standard-genome genes in the presence of Bs, show
higher transcriptional levels in young females. Furthermore, transcription of Cenpe gene
is linked with the number of Bs, in the manner that samples with one B show the
highest transcription level.

B chromosomes in A. flavicollis probably originate from the pericentromeric
region of the X chromosome which is positioned near pseudoautosomal region, they are
featured with stable genetic structure throughout the whole areal of the species and are

transcriptionally active depending on the sex, age and number of Bs.

Key words: B chromosomes, genetics FISH, microdissection, sequencing, RT-PCR,
Apodemus flavicollis.
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Uvod

B hromozomi, opste karakteristike

Uz osnovni kariotip kod nekih vrsta mogu se naci i hromozomi koji nisu
neophodni za prezivljavanje, normalan rast i razvice, ali se isto tako ne dovode u vezu
sa nekim Stetnim promenama na fenotipskom nivou, kao S$to je to slucaj kod
aneuploidija. Ovi dodatni hromozomi otkriveni su pocetkom proslog veka kod jedne
vrste insekata roda Anisoscelis (Wilson 1906). Nazvani su B hromozomima kako bi se
naznacdila razlika izmedu njih i hromozoma osnovnog seta (A seta) (Randolph 1928).

Termin B hromozomi obuhvata izuzetno heterogenu grupu prekobrojnih
hromozoma raznovrsnih po pitanju porekla, morfologije, veli¢ine, broja, strukture i
efekata na fenotip. Ono s$to bi jedino, bez izuzetaka, moglo da se izdvoji kao zajedni¢ka
osobina B hromozoma jeste da nisu neophodni za prezivljavanje. I pored toga $to nisu
neophodni za normalno razviée i rast organizma, zacudujuca je njihova znacajna
zastupljenost u Zivom svetu. Pronadeni su medu vrstama svih visecelijskih eukariotskih
grupa (Kimura i Kayano 1961; Jones i Rees 1982; Jones 1991) sem ptica (Blagojevic i
Vujosevi¢ 2004). Ranije je bilo procenjeno da oko 15% eukariotskih vrsta ima B
hromozome (Jones i Rees 1982; Beukeboom 1994) ali najnovija studija (D’ Ambrosio i
sar. 2017) je pokazala da su prisutni kod oko 3% kariotipski ispitanih vrsta. Medu njima
je 1 oko 2% vrsta sisara ¢iji su hromozomi izuc¢eni (Vujosevi¢ i sar. 2018).

B hromozomi su veoma raznovrsni po veli¢ini, kako izmedu vrsta, tako i medu
jedinkama iste vrste. U odnosu na kariotip nosilaca, veli¢ina im varira u opsegu od
mikrohromozoma do dimenzija koje premaSuju najve¢e hromozome osnovnog seta.
Morfoloski, na osnovu poloZaja centromere B hromozomi mogu biti akrocentri¢ni,
metacentri¢ni i submetacentricni (Jones i Rees 1982; Houben i sar. 2014). Mogu se
javljati pojedinac¢no u kariotipu, ili po broju prevazilaziti broj hromozoma osnovnog
seta. Na primer, kukuruz koji ima diploidni broj od 20 hromozoma, moze u svom
genomu da ima ¢ak 34 B hromozoma (Jones i Rees 1982; Burt i Trivers 2006). Do sada
je najveéi broj od 50 B hromozoma naden kod biljke Pachyphytum fittkaui (Uhl i Moran
1973), a rekorder medu sisarima je korejski poljski mis, Apodemus peninsulae, koji

moze imati i do 30 B hromozoma (Borisov i sar. 2010).



Ucestalost B hromozoma u zZivom svetu je veoma varijabilna, kako medu
vrstama, tako i medu populacijama iste vrste, ali i medu tkivima samih jedinki koje su
nosioci. B hromozomi mogu da se javljaju u svim ili samo nekim populacijama jedne
vrste. Medu populacijama mozZe postojati razli¢ita u¢estalost B hromozoma (Vujosevic i
sar. 1991; Vujosevi¢ i Blagojevi¢ 1995), ¢ak i celije razli¢itog tkiva jedne jedinke se
mogu razlikovati po prisustvu i broju B hromozoma usled hromozomskog mozaicizma
(Roslik i Kartavtseva 2010; Bugarski-Stanojevi¢ i sar. 2016).

Dok je prisustvo A hromozoma u nebalansiranom broju pra¢eno poremecajima u
fenotipu (Siegel i Amon 2012), prisustvo B hromozoma se kod mnogih vrsta najcesce
ne moze povezati sa promenama u fenotipu.

Pored numericke i morfoloSke varijabilnosti, B hromozome karakteriSe i
strukturna varijabilnost. Naime, razlikuju se po nacinu pakovanja hromatina - ¢e$c¢e su
zapazani heterohromati¢ni nego euhromati¢ni B hromozomi (Jones i Rees 1982). Te
karakteristike su dovele do zakljucka da su B hromozomi siromasni funkcionalnim
genima, da su transkripciono utiSani te generalno predstavljaju inertne elemente
genoma. Ipak, zabelezeni su raznovrsni efekti B hromozoma na fenoptip nosilaca. Kod
nekih vrsta je primeceno da kad su prisutni u velikom broju mogu ispoljavati neke
Stetne fenotipske efekte kao Sto je opadanje fertiliteta (Jones i Rees 1982). Nasuprot
tome, kod drugih vrsta su primeceni i pozitivni efekti B hromozoma na adaptivnu
vrednost nosilaca (Holmes i Bougourd 1989; Plowman i Bougourd 1994).

S obzirom na to da su B hromozomi znacajno razli¢iti po geneti¢koj strukturi od
pojedina¢nih hromozoma A seta, smatra se da se oni ne sparuju niti rekombinuju sa
hromozomima iz osnovnog Kkariotipa (Jones i Houben 2003). Ipak, i tu ima izuzetaka.
Ovakve interakcije izmedu hromozoma A i B seta zabeleZene su kod lisice Vulpes
vulpes (Basheva i sar. 2010), §to moze ukazivati na postojanje vecih, neizmenjenih

regiona poreklom sa A hromozoma na B hromozomima nekih vrsta.

Poreklo i nastanak B hromozoma

Postoji nekoliko pretpostavki o poreklu B hromozoma. Smatra se da su nastali ili
od hromozoma osnovnog seta nosilaca ili u procesu hibridizacije izmedu sestrinskih

vrsta. Eksperimentalne potvrde postoje i za jednu i za drugu pretpostavku (Camacho i



sar. 2000; Jones i Houben 2003; Houben i sar. 2014; Valente i sar. 2017; Dhar i sar.
2019). B hromozomi nastali u procesu hibridizacije javljaju se kod biljaka roda Coix
(Sapre i Deshpie 1987), ribe Poecilia formosa (Schartl i sar. 1995), parazitske ose
Nasonia vitripennis (McAllister i Werren 1997).

Brojni su i primeri B hromozoma koji vode poreklo od hromozoma A seta iste
vrste, bilo da su u pitanju autozomi ili polni hromozomi. B hromozomi kukuruza, na
primer, u DNK sekvenci sadrze ponovke specifiéne za centromere hromozoma broj
Cetiri iz A seta, Sto ukazuje da je hromozom cetiri verovatni donor centromere B
hromozoma (Page i sar. 2001). Sekvenciranjem B hromozoma razi pokazano je da su
oni nastali od dva hromozoma iz A seta. Njima su pridodate i sekvence organela, koje
kasnije nakupljaju velike koli¢ine specifi¢nih repetitivnih elemenata i insercija tokom
nezavisne evolucije B hromozoma od ostatka genoma (Martis i sar. 2012). Evoluciono
mlad B hromozom, koji je najverovatnije nastao od hromozoma broj Cetiri, pronaden je
kod vinske musice, Drosophila melanogaster (Bauerly i sar. 2014). Kod voéne musice,
Drosophila albomicans, B hromozomi takode nastaju spajanjem segmenata razli¢itih
hromozoma A seta (Zhou i sar. 2012). U nekim slucajevima klasteri segmentne
duplikacije kod skakavca, Podisma sapporensis, mogu biti povezani sa formiranjem
neo-B hromozoma (Bugrov i sar. 2004). Dalje, upotrebom metoda NGS (engl. Next
Generation Sequencing) otkriveno je i da su B hromozomi riba, Astatotilapia
latifasciata i Astyanax paranae nastali od vise hromozoma A seta (Silva i sar. 2014;
Valente i sar. 2014). B hromozomi u juznoameri¢kom tribusu glodara Oryzomyini
nastali su od pericentromernog heterohromatinskog regiona polnih hromozoma
(Ventura i sar. 2015). Za B hromozome vrste Apodemus peninsulae, pokazano je da
nastaju od heterohromatina sa autozoma i polnih hromozoma (Rubtzov i sar. 2009).

Kada je re¢ o B hromozomima koji nastaju od hromozoma A seta iste vrste,
postavlja se pitanje koji su mehanizmi nastanka ovih dodatnih elemenata? Postoji
nekoliko pretpostavki koje se medusobno ne iskljucuju.

Pored mogu¢nosti da B hromozomi nastaju dupliranjem segmenata hromozoma
A seta, moguce je i da nastaju kao sporedni proizvod Robertsonove translokacije
izmedu dva nehomologa, akrocentricna hromozoma sa taCkama prekida blizu
centromera. U prilog tome govore podaci da je analizom sisarskin B hromozoma

pokazano da su oni ¢e$¢i kod vrsta sa akrocentri¢cnim hromozomima (Patton 1977



Palestis i sar. 2004). Takode je ocekivano da se B hromozomi javljaju u taksonima sa
ve¢im brojem hromozomskih rearanzmana i nestabilnim brojem hromozoma. To i jeste
slu¢aj kod glodara za koje su karakteristi¢éni hromozomski rearanzmani (Graphodatsky
2007), a koji su medu do sada istraZzenim sisarim najzastupljeniji nosioci B hromozoma
(Vujosevi¢ 1 sar. 2018). U skladu sa ovom pretpostavkom, zanimljivo je i videnje B
hromozoma kao sporednih proizvoda evolucije A hromozoma (Jones i Houben 2003).
Dobar primer za to je raz, Secale cereale, gde je zbog iste procenjene starosti roda
Secale i B hromozoma ove vrste, pretpostavljeno da je B hromozom u ovom slu¢aju
nastao kao sporedni proizvod hromozomskih rearanzmana prilikom odvajanja od
pSenice (Martis i sar. 2012).

Evolucija B hromozoma mnogih vrsta je dostigla stadijum u kom su oni
izgradeni od brojnih kopija malih regiona razli¢itih hromozoma A seta (Yoshida i sar.
2011; Martis i sar. 2012; Valente i sar. 2014; Makunin i sar. 2016), $to bi moglo da
bude posledica postepenog dodavanja sekvenci na mladi B hromozom (Houben i sar.
2014) i/ili jednog, katastroficnog hromozomskog rearanzmenta, kao $to je hromotripsis

(Stephens i sar. 2011).

Modeli odrzavanja

Primeceno je da su B hromozomi u populacijama nekih vrsta prisutni sa istom
ucestalos¢u dugi niz godina. Zanimljivo je pitanje kako se B hromozomi odrZzavaju u
populacijama, s obzirom na to da nisu neophodni za normalno razviée svojih nosilaca?

Karakteristika ovih elemenata jeste Cesto odstupanje od Mendelovih pravila
nasledivanja (Jones 1991). Mali je broj istrazivanja koja to potvrduju, ili opovrgavaju,
ali se ipak smatra da je odstupanje od standardnih pravila nasledivanja Cesta
karakteristika B hromozoma.

Postoje dva osnovna modela koja opisuju odrzavanje B hromozoma u
populacijama.

Prvi, parazitski model (Ostergren 1947) predlaze da B hromozomi ostaju u
populacijama zahvaljuju¢i ravnotezi koja je produkt akumulacije B hromozoma putem
mejotic¢kog drajva i1 eliminacije nosioca B hromozoma iz populacije zbog njihovih

Stetnih efekata (Jones 1991). Parazitski model je zasnovan na pretpostavci da B



hromozomi ne obezbeduju nikakvu adaptivnu prednost svojim nosiocima, i da su
zapravo genomski paraziti koji koriste Celijske resurse za odrzavanje, provlaceéi se uz
hromozome iz A seta. U tom slu¢aju, kada su u manjem broju ovi hromozomi ,,ne
smetaju* svojim nosiocima, medutim kada se njihov broj poveca to dovodi do efekata
poput smanjene fertilnosti i oni bivaju eliminisani iz populacije (Bougourd i Jones
1997; Jones i Houben 2003; Camacho 2005; Houben i sar. 2013). Visoka ucestalost B
hromozoma bez jasnog pozitivnog efekta kod domacina teorijski se moze povezati sa
viSom stopom prenosa iz jedne u drugu generaciju, koriS¢enjem mehanizma drajva koji
dovodi do ne-Mendelovske segregacije u mejozi (Jones 1991). Ovaj mehanizam
povecava verovatnocu da ¢e B hromozomi biti zadrzani u genomu domacina (Camacho
2005). Pretpostavlja se da taj mehanizam omogucava brz porast ucestalosti B
hromozoma u populacijama. Mejotic¢ki drajv moze biti zastupljen kod oba ili samo kod
jednog pola (Jones 1991). Mehanizam kojim bi B hromozomi mogli da uti¢u na
mejoticki drajv je potpuno nepoznat. U prilog ovakvom nacinu odrzavanja B
hromozoma kroz generacije potencijalno govore i nalazi da kod nekih vrsta, poput razi i
kukuruza gde B hromozomi, pored ponovaka karakteristicnih za centromere A
hromozoma, imaju i B specificne centromerne ponovke (Jin i sar. 2005; Banaei-
Moghaddam i sar. 2012). Akumulacija B specifiénih ponovaka u pericentromernom
regionu verovatno ima znacajnu ulogu u segregaciji hromozoma (Yamagishi i sar.
2008).

Drugi model je heteroti¢ni (White 1973) i on predlaze da B hromozomi bivaju
zadrzani u populacijama zahvaljujuéi ravnotezi koja nastaje izmedu korisnih efekata
koje ovi elementi ispoljavaju kada su prisutni u malom broju, i eliminacije nosilaca
velikog broja B hromozoma kao posledice ispoljavanja njihovih Stetnih efekata.
Pretpostavlja se da su u ovom slucaju prednosti u adaptivnoj vrednosti koju imaju
nosioci B hromozoma preduslov za odrzavanje B hromozoma. U prilog tome govori i
¢injenica da kod jednog broja vrsta nije potvrdena akumulacija B hromozomima u
gametima, te mejoticki drajv nije uocen kod svih vrsta koje imaju B hromozome
(Vujosevic i sar. 1990). Kod ovih vrsta se pretpostavlja da su upravo prednosti koje B
hromozomi daju svom nosiocu, presudne za odrzavanje ovih genetickih elemenata u

populacijama (White 1973).



Danas je parazitski model u odrzavanju B hromozoma dominantan iako je
postojanje mejotickog drajva, koji je uslov za ovu teoriju, potvrdeno kod malog broja
vrsta. Isti je slucaj i za odsustvo drajva, pa je oCigledno da obe teorije zahtevaju dodatna
istrazivanja 1 modifikacije.

Postoji i tre¢i model koji je dao (Camacho i sar. 1997). Ovaj model kombinuje
prethodna dva, ali se i dalje razmatra kao prosirenje parazitskog modela. Po njemu su B
hromozomi u momentu nastanka parazitski i poseduju mehanizam akumulacije. Kroz
paralelnu evoluciju genom sve bolje prihvata B hromozome, a oni postaju sve manje
parazitski tako da stizu do gotovo adaptivno neutralnog stanja. U tom stupnju mogu biti
eliminisani, ili se javlja novi oblik B koji je ponovo parazitski. Dokazi za cikli¢nu
promenu odrZzavanja B hromozoma ne postoje, a bazirani su na isklju¢ivom stavu da

svojim nosiocima nikada ne obezbeduju povecanje adaptivne vrednosti.

Efekti B hromozoma

Mada generalno vlada misljenje da B hromozomi ne uti¢u na fenotip, zapazeni
su i pozitivni i negativni fenotipski efekti kod nosilaca B hromozoma. Direktne dokaze
da B hromozomi mogu delovati na porast adaptivne vrednosti svojih nosilaca
predstavljaju slucajevi ovsa, Avena sativa i patogenih gljiva Nectria haematococca i
Alternaria alternata. Naime, utvrdeno je prisustvo gena na B hromozomima koji kod
ovsa obezbeduju rezistenciju na zitnu rdu, a kod navedenih gljiva povecavaju
sposobnost infekcije i otpornost na antibiotike (Han i sar. 2001; Harimoto i sar. 2007;
Coleman i sar. 2009). Adaptivna prednost nosilaca B hromozoma pokazana je kod vrste
luka Allium schoenoprasum, gde prisustvo B hromozoma ubrzava germinaciju semena
posebno u uslovima suse (Plowman i Bougourd 1994) i povecava prezivljavanje tokom
ranih stupnjeva celijskog razvica (Holmes i Bougourd 1989). Kod riba iz porodice
ciklida B hromozomi imaju ulogu u determinaciji pola (Yoshida i sar. 2011). Kada je
re¢c o negativnim efektima na adaptivhu vrednost u slucaju parazitskog modela
odrzavanja, jedan od najstetnijih efekata koji se pripisuje B hromozomima bi bila
energija koja se trosi na odrzavanje ovih elemenata tokom mejoze kao i na hijazme i
rekombinaciju ¢ija se ucestalost u njihovom prisustvu povecava (Jones i Rees 1982;
Jones 1995; Camacho 2005; Burt i Trivers 2006). Stetni efekti B hromozoma su



najcesce povezani sa fertilnos¢u nosioca (Camacho i sar. 2000). Povec¢anje broja B
hromozoma, na primer, dovodi do steriliteta kod kukuruza Zea mays (Masonbrink i
Birchler 2012). Pokazano je i da prisustvo B hromozoma smanjuje aktivnost
antioksidativnih enzima u kalusima biljke Acanthophyllum laxiusculum pod stresnim

uslovima saliniteta (Meratan i sar. 2013).

Geni na B hromozomima

Na osnovu izu¢avanja B hromozoma upotrebom metoda citogenetike, a zatim i
molekularne citogenetike, ovi dodatni elementi genoma su uglavnom opisivani kao
heterohromati¢ni, bogati repetitivnim DNK elementima, ukljuc¢uju¢i mobilne i satelitske
DNK elemente (Camacho 2005; Burt i Trivers 2006). B-specificna akumulacija Gypsy
retrotranspozona i drugih ponovaka je registrovana kod uklije Alburnus alburnus
(Ziegler i sar. 2003), kukuruza (Lamb i sar. 2007), razi (Sandery i sar. 1990) i gljive
Nectria hematococca (Coleman i sar. 2009). Identifikacija sekvenci na B hromozomima
je zapoceta upotrebom dostupnih proba za FISH (engl. Fluorescent In Situ
Hibridization) za sekvence koje se inace nalaze u osnovnom genomu. Pre svega su tako
pretrazivane i nalazene repetitivne sekvence LINE (engl. Long Interspersed Nuclear
Elements), SINE (engl. Short Interspersed Nuclear Elements) (Peppers i sar. 1997),
intersticijalne telomerne sekvence (Wurster-Hill i sar. 1988; Szczerbal i Switonski
2003), geni za ribozomalnu RNK (rRNK) (Lopez-Leén i sar. 1994; Donald i sar. 1995;
Stitou i sar. 2000; Szczerbal i Switonski 2003; Bidau i sar. 2004; Silva i Yonenaga-
Yassuda 2004; Van Vugt i sar. 2005; Sabrina i sar. 2009) i histonski geni (Teruel i sar.
2010; Serrano i sar. 2016). Sa takvim saznanjima koja su delimi¢no pruzala uvid u
geneticku strukturu B hromozoma, a usled izostanka lako uocljivih, ili prisustva
diskretnih fenotipskih efekata, zajedno sa nedostatkom dokaza o prisustvu protein
kodirajué¢ih gena, B hromozomi su u vecini slu¢ajeva smatrani transkripciono utiSanim
delom genoma.

Miao i saradnici (1991) su prvi pronasli gen na B hromozomima koji kodira
protein, kod gljive Nectria hematoccoca. Protein-kodirajuci geni su kasnije pronadeni i
na B hromozomima kod sisara (Graphodatsky i sar. 2005). Kod tri vrste iz familije

Canidae je potom na B hromozomima locirano nekoliko hromozomskih regiona sa



visestruko umnozenim sekvencama poreklom od domaceg psa na kojima su bili i
protein-kodirajuci geni (Becker i sar. 2011).

Savremeni metodoloski pristupi (Ahmad i Martins 2019), koji podrazumevaju
izolaciju B hromozoma metodama protoc¢ne citometrije (Martis i sar. 2012) ili
mikrodisekcije (Silva i sar. 2014; Valente i sar. 2014) i odredivanje kompletne sekvence
B hromozoma, omogucuju precizan uvid u geneticku strukturu B hromozoma (Trifonov
i sar. 2002). Uz to, i poredenje sekvenci celokupnog genoma jedinki sa i bez B
hromozoma omogucava informaciju o genetickom sadrzaju dodatnih hromozoma
(Ruban i sar. 2017). Brzim razvojem tehnologija sekvenciranja i brzim nakupljanjem
podataka o sekvencama B hromozoma raznih vrsta, predlozeni su i precizniji scenariji o
postanku, odrzavanju i evoluciji ovih dodatnih elemenata genoma. NGS (engl. Next
Generation Sequencing) tehnologija omogucava veliki opseg analiza genomskog
sadrzaja, sto nije bilo moguce u klasi¢cnoj i molekularnoj citogenetici, i samim tim
identifikaciju velikog broja gena i sekvenci koji su povezani sa izu¢avanom varijacijom
kariotipa. Upotreba ovih metoda omogucila je identifikovanje hiljada genskih sekvenci
lokalizovanih na B hromozomima razli¢itth vrsta. Ono S§to je u dosada$njim
istrazivanjima uoceno za sekvence B hromozoma, jeste da bez obzira na to kako su
nastali, gotovo uvek predstavljaju mesavinu sekvenci sa razli¢itih hromozoma A seta
(Martis i sar. 2012; Silva i sar. 2014; Valente i sar. 2014). Analize sekvenci B
hromozoma pokazuju da vecina njih vodi poreklo sa vise A hromozoma. Pored toga,
poredenjem roditeljskih gena lociranih na A i njima odgovarajuc¢ih gena lociranih na B
hromozomima, uoceno je da su geni smeSteni na B hromozomima podloZniji
mutacijama, i da stopa mutacija izmedu razli¢itih gena nije ista. Identi¢nost sekvenci
paralogih gena na A i B hromozomima moze da ukazuje na to da su geni na B
hromozomima na pocetku svoje evolucije (Ma i sar. 2017), ili je pak re¢ o
»esencijalnim® genima koji su kljucni za opstanak B hromozoma u genomu (Ahmad i
Martins 2019). Neke od genskih sekvenci na B hromozomu razi imaju malu sli¢nost sa
svojim roditeljskim sekvencama na A hromozomima, $to ukazuje, ili na brzu
degradaciju, ili na davnu inserciju na B hromozom (Valente i sar. 2014; Banaei-
Moghaddam i sar. 2015). Valente i saradnici (Valente i sar. 2014) su pokazali da B
hromozomi kod ribe Astatotilapia latifasciata sadrze hiljade sekvenci dupliranih sa

gotovo svih hromozoma A seta, ukljucujuéi i transpozone i gene. Kod ovih ciklida



najveci deo gena identifikovanih na B hromozomima je fragmentisan. Takode, sve je
viSe otkrivenih intaktnih, neizmenjenih gena na B hromozomima, za koje se smatra da
su ,esencijalni za B hromozome (Ma i sar. 2017; Navarro-Dominguez i sar. 2017;
Makunin i sar. 2018; Clark i sar. 2018; Kichigin i sar. 2019). Kod A. latifasciata je za tri
takva gena potvrdena i ekspresija in silico, a pored toga identifikovani su i hnRNP Q-
like (engl. heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q-like) geni koji su jedinstveni za
nosioce B hromozoma (Valente i sar. 2014). Veci stepen pseudogenizacije je naden kod
rRNK gena lociranih na B hromozomima skakavca Eyprepocnemis plorans, gde ovi
geni prakti¢no sluze kao ,,hvataci“ R2 neLTR retrotranspozona i na taj nacin znacajno
smanjuju mogucnost njihove insercija na A hromozome (Montiel i sar. 2014). WGS
(engl. Whole Genome Shotgun) sekvenciranje genoma patogene gljivice
Mycosphaerella graminicola, (Goodwin i sar. 2011) pokazalo je da B hromozomi
poseduju repetitivne sekvence i genske sekvence sa vecine ili svih hromozoma glavnog
seta, sa dodatnim jedinstvenim genima nepoznatog porekla. Sekvence B hromozoma
zapravo najceSce izgledaju kao kolekcije repetitivnih elemenata koje su isprekidane
neizmenjenim, ili u manjoj, ili vecoj meri, mutiranim genskim fragmentima,
pseudogenima, koji vode poreklo sa velikog broja hromozoma A seta (Martis i sar.
2012; Makunin i sar. 2014).

Kada govorimo o genima otkrivenim na B hromozomima, primecena je i
tendencija da ovi hromozomi razli¢itih vrsta na sebi imaju gene koji pripadaju
regulatorima Celijskog ciklusa koji su ukljuceni u organizaciju mikrotubula 1 kinetohora
(Becker i sar. 2011; Makunin i sar. 2014; Valente i sar. 2014). Za neke od njih
potvrdena je i transkripciona aktivnost (Banaei-Moghaddam i sar. 2012; Trifonov i sar.
2013; Makunin i sar. 2014). Tako je zapazeno da protoonkogen C-kit postoji na B
hromozomima lisice, Vulpes vulpes (Graphodatsky i sar. 2005), rakun psa, Nyctereutes
procynoides (Yudkin i sar. 2007) i juznoamerickog jelena, Mazama gouazoubira
(Makunin i sar. 2016). B hromozmi su kod dve vrste jelena, Capreolus pygargus i
Mazama gouazoubira, izgradeni od vise autozomnih regiona na kojima su izmedu
ostalog smesteni protoonkogeni ili tumor-supresor geni (Makunin i sar. 2016). Nekoliko
gena ukljuCenih u organizaciju mikrotubula, strukturu kinetohora, rekombinaciju i
progresiju ¢elijskog ciklusa je pronadeno na B hromozomima ribe A. latifasciata

(Valente i sar. 2014). Geni koji su ukljuceni u regulaciju ¢elijskog ciklusa su pronadeni i



kod skakavca E. plorans (Navarro-Dominguez i sar. 2017). Vrkl (Vaccinia Related
Kinase 1) gen, takode ukljuc¢en u kontrolu c¢elijskog ciklusa, pronaden je na B

hromozomima Zutogrlog misa, A. flavicollis (Bugarski-Stanojevi¢ i sar. 2016).

Transkripciona aktivnost sekvenci na B hromozomima

Pored identifikovanja sekvenci na B hromozomima, moguénost provere njihove
transkripcione aktivnosti, kao i poredenja kompletnog transkriptoma izmedu genoma sa
B i bez B hromozoma, ukazuju na znacaj i potencijalne funkcije B hromozoma u
genomima domacina. Tako da istrazivanja koja uklju¢uju DNK i RNK analize znacajno
povecavaju razumevanje biologije B hromozoma iznad do sada koris¢enih klasi¢nih i
molekularno-citogeneti¢kih metoda.

Kako B hromozomi nisu neophodni za normalno razvice, ocekivano je da budu
podlozni mutacijama i pseudogenizaciji (Makunin i sar. 2014). Ono S$to je pre
razumevanja uloge pseudogena bila misterija jeste, kako jedan ovakav dodatni element,
koji je prakti¢no skladiste pseudogena, moze da doprinese genomu? Cak i pre direktnih
dokaza o transkripciji sekvenci sa B hromozoma postojali su indirektni dokazi o
njihovoj aktivnosti. Na ovaj nacin, kroz identifikaciju nukleolarnih fenotipova
povezanih sa ekspresijom rRNK gena, B hromozomi su prvobitno opisani kod vrsta
Dichroplus pratensis (Bidau 1986) i Simulium juxtacrenobium (Brockhouse i sar.
1989).

Zahvaljuju¢i moguénosti da se ispita transkripciona aktivnost sekvenci koje vode
poreklo sa B hromozoma, kao i transkripciona aktivnost celog genoma u prisustvu B
hromozoma u odnosu na genome iste vrste koji ne sadrze ove dodatne elemente,
dobijene su potvrde kako o transkripciji repetitivnih, protein-kodiraju¢ih sekvenci,
pseudogena, tako i o globalnom uticaju B hromozoma na aktivnost ostatka genoma.
Neki od prvih dokaza o transkripcionoj aktivnosti B hromozoma pronadeni su u vidu
transkripcije rRNK gena u biljci, Crepis capillaris (Leach 2005), zatim kod parazitskih
crva, Trichogramma kaykai (van Vugt i sar. 2005). Kod zutogrlog misa, A. flavicollis, je
takode pokazana razlika u transkripcionoj aktivnosti tri gena izmedu jedinki sa i bez B
hromozoma (Tani¢ i sar. 2005). Transkripciono aktivni rRNK geni su kasnije
identifikovani kod skakavaca E. plorans (Ruiz-Estévez i sar. 2012). Pored gena, na B

10



hromozomima su transkripciono aktivni i derivati retrotranspozona i repetitivnih
elemenata kod kukuruza i razi (Lamb i sar. 2007; Carchilan i sar. 2007). Ta¢na funkcija
transkripata ovih ponovaka sa B hromozoma nije poznata. Kod kukuruza i razi je za
delove pseudogenskih sekvenci potvrdena transkripciona aktivnost, a neke od njih imaju
moguénost da u tkivima na genotip-zavisan nacin uti¢u na ekspresiju gena sa A
hromozoma od kojih vode poreklo (Banaei-Moghaddam i sar. 2015; Huang i sar. 2016;
Valente i sar. 2017). Identifikovan je i prvi gen koji kodira funkcionalni protein na B
hromozomima. Uporednom analizom transkriptoma razi potvrdeno je da ukupnom
transkriptomu doprinose 1 sekvence sa B hromozoma. In vitro analiza protein-
kodirajuc¢eg gena koji se nalazi i na A i na B hromozomu pokazivala je sli¢no, RNK
posredovano, utiSavanje aktivnosti obe varijante. To ukazuje da B hromozomi raZi nose
funkcionalne protein kodiraju¢e gene, i da proteini kodirani sa B hromozoma mogu da
deluju kao utisivaci hromatin/DNK elemenata (Ma i sar. 2017). Analize transkriptoma
kod kukuruza sa razli¢itim kopijama B hromozoma obezbeduju dokaze da na ekspresiju
gena na A hromozomima uti¢e prisustvo B hromozoma 1 da ve¢i broj B hromozoma
daje mnogo ociglednije fenotipske efekte (Huang i sar. 2016). Pokazano je i da su neki
ponovci karakteristicni za B hromozome kod razi diferencijalno transkribovani u
zavisnosti od tkiva (Klemme i sar. 2013). Da B hromozomi reguliSu ekspresiju
nekodiraju¢e RNK, 1 na taj nacin uticu na ekspresiju A genoma potvrdeno je do sada u
brojnim istrazivanjima (Carchilan i sar. 2009; Banaei-Moghaddam i sar. 2012, 2015;
Akbari i sar. 2013; Huang i sar. 2016; Ramos i sar. 2017).

Medutim nije za sve istrazivane B hromozome pokazana aktivnost, pa su tako
kod vrste vinske musice Drosophila melanogaster vrSene geneticke analize i merenja
nivoa ekspresije gena sa hromozoma broj cetiri, od kog se smatra da je nastao B
hromozom. Rezultati pokazuju da B hromozom ne doprinosi transkriptomu genima
hromozoma od kog je nastao. Za razliku od toga, kod druge vrste voéne musice
(Drosophila albomicans) B hromozomi kodiraju transkripciono aktivne gene (Zhou i
sar. 2012). Profilisanje transkriptoma kod muzjaka sa i bez B hromozom-sli¢nih PSR
(engl. Paternal Sex Ratio) hromozoma, uradeno na parazitskoj osi, Nasonia vitripennis,
otkriveno je devet PSR specifi¢nih transkripata, ¢etiri od njih kodiraju proteine, a za
ostale je verovatno da daju nekodiraju¢éu RNK (Akbari i sar. 2013). Sem toga, B

hromozomi usled heterohromati¢ne strukture mogu znacajno uticati na efekat promene
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pozicije gena u odnosu na predacki hromozom, pa mogu funkcionisati kao pojacivaci,
ili utiSivaci, u zavisnosti od pozicije gena (Bauerly i sar. 2014).

lako su geni na B hromozomima kod ribe Astatotilapia latifasciata ve¢im delom
fragmentisani, nekoliko gena je ostalo intaktno, a za tri takva gena je potvrdena i
ekspresija in silico (Valente i sar. 2014). Rezultati RT-qPCR su pokazali da postoje
varijacije u ekspresiji hnRNP Q-like sekvenci u zavisnosti od egzona, tkiva, pola,
prisustva i odsustva B hromozoma. Ove sekvence su prisutne samo na B hromozomima.
Egzoni B retrokopija ovog gena su prekomerno eksprimirani, narocito kod Zenki sa B
hromozomima. Rezultati ukazuju da su retroinsercije jedan dodatni i vazan mehanizam
koji doprinosi formiranju B hromozoma. Rezultati ovog rada takode pokazuju da kod
zenskog pola postoji diferencijalna ekspresija sekvenci sa B hromozoma, $to govori u
prilog tome da su ekspresija B hromozoma i determinacija pola kod ciklida na neki
nac¢in povezane (Valente i sar. 2014). B hromozomi kod A. latifasciatae su i u drugim
istrazivanjima povezivani sa determinacijom pola, sli¢no kao $to je to kod drugih
ciklida (Yoshida i sar. 2011; Clark i sar. 2018). Veza izmedu ekspresije B hromozoma i
zenskog pola takode moze da ukazuje na mehanizam drajva koji je aktivan u toku
mejoze kod zenki, ali i na to da B hromozom doprinosi vi$oj adaptivnoj vrednosti zenki
(Clark i sar. 2017). Kod sisara su takode identifikovane transkribovane sekvence sa
dodatnih hromozoma, konkretno u kulturi fibroblasta, B-specifi¢ne, protein-kodirajuce
sekvence kod sibirskog jelena, Capreolus pygargus (Trifonov i sar. 2013).

U razumevanju aktivnosti B hromozoma korak dalje vodi metodoloski pristup
poredenja ukupnog transkriptoma jedinki sa i bez B hromozoma. Naime, istrazivanja
koja uklju¢uju genomiku, transkriptomiku, epigenomiku, proteomiku, mogu
sistemati¢nije da sagledaju efekte B hromozoma. Neka od tih istrazivanja, pokazuju da
B hromozomi uticu na biologiju ¢elije na vrlo kompleksan nacin, koji najverovatnije
favorizuje njihovo odrzavanje (Valente i sar. 2017). Prisustvo gena i funkcionalnih
sekvenci na B hromozomima kao i njihov uticaj na ekspresiju celog genoma menja
prvobitnu sliku o B hromozomima kao nefunkcionalnim elementima i usmerava nas ka
stavu da B hromozomi mogu da izazovu velike promene na transkripcionom profilu
¢elije 1 tako znacajno uti¢u na biologiju ¢elije. Analiza mikroRNK (miRNK) radena je
na celom mikroRN-omu izmedu uzoraka sa B i bez B, vrste A. latifasciata (Valente i

sar. 2017). Podaci dobijeni ovim istrazivanjem govore da su miRNK, izmedu ostalog,
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ukljucene u Celijsko razvice, kontrolu ¢éelijskog ciklusa i ¢elijske deobe. Bazirajuci se na
ovakvim integrativnim metodama jasno je da su efekti B hromozoma na osnovni genom
nosilaca izuzetno varijabilni i zavise od analiziranog tkiva, §to znaé¢i da su B hromozomi
aktivni na tkivno-specifi¢an nacin. Sve navedeno dovodi do zaklju¢ka da B hromozomi
uticu na biologiju celije tako Sto menjaju ekspresuju gena osnovnog genoma i/ili

doprinose transkriptomu ekspresijom svojih gena.

B hromozomi kod roda Apodemus

Rod Apodemus je specifican medu sisarima jer ¢ak Sest vrsta od 20 imaju B
hromozome: A. flavicollis (Soldatovi¢ i sar. 1972), A. peninsulae (Hayata 1973), A
sylvaticus (Vujosevi¢ and Zivkovié 1987), A. mystacinus (Belcheva i sar. 1988), A.
agrarius (Kartavtseva 1994) i A. argenteus (Obara i sar. 1997). Postoji velika razlika u
broju i ucestalosti B hromozoma medu vrstama roda Apodemus (Vujosevic i sar. 2007).
B hromozomi su prisutni u gotovo svim populacijama kod Zzutogrlog misa, A. flavicollis,
i korejskog poljskog misa, A. peninsulae. Kod poslednje vrste B hromozomi su u
mnogim populacijama prisutni kod svih jedinki (Kartavtseva i Roslik 2004), a najveéi
zabeleZzen broj B hromozoma je 30 (Borisov i sar. 2010). Poreklo i molekularna
struktura B hromozoma je najvise izucavana kod A. peninsulae (Karamysheva i sar.
2002; Trifonov i sar. 2002; Rubtsov i sar. 2004; Matsubara i sar. 2004, 2008). Kod ove
vrste je pokazano da postoji viSe tipova B hromozoma koji imaju razli¢ito poreklo
(Trifonov i sar. 2002; Matsubara i sar. 2004). U populacijama A. sylvaticus, A. agrarius
i A. mystacinus, jedinke sa B hromozomima se retko pojavljuju (Vujosevié i Zivkovié
1987; Belcheva i sar. 1988; Kartavtseva 1994). Ovakva niska u¢estalost B hromozoma u
populacijama neke vrste moze biti odraz njihovog skorijeg nastanka (Jones i Rees
1982).

B hromozomi kod vrste A. flavicollis

U populacijama vrste A. flavicollis B hromozomi su §iroko rasprostranjeni (Zima

I Macholan 1995; Kartavtseva 2002). Na teritoriji Srbije B hromozomi su pronadeni u
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svim istrazivanim populacijama ove vrste, u opsegu ucestalosti koji izmedu populacija
varira od 7% do 64% (Vujosevi¢ i sar. 1991; Vujosevi¢ i Blagojevic 1995, 2000).
Maksimalan broj B hromozoma do sada zabeleZen je osam (Zima i Macholan 1995),
dok je u Srbiji najveci zabelezen broj pet (Blagojevi¢ i Vujosevi¢ 1991), ali se najcesce
sre¢u jedinke sa jedan i dva B hromozoma (Vujosevi¢ i sar. 1991; Wojcik i sar. 2004).
Razlika u ucestalosti jedinki sa B hromozomima izmedu Zenki i muzjaka ove vrste nije
pronadena (Vujosevi¢ 1992; Vujosevi¢ i Blagojevi¢ 2000; Blagojevi¢ i VujoSevié
2004). Dodatni hromozomi kod vrste A. flavicollis su akrocentri¢ni kao i svi ostali
hromozomi A seta, a po veli¢ini se ne razlikuju od grupe pet najmanjih hromozoma u
kariotipu (Vujosevic i sar. 1991). U toku dijakineze, B hromozomi se pojavljuju u formi
univalenata ili bivalenata, ne sparuju se sa hromozomima A seta i ne prave
multivalentne konfiguracije (Vujosevic i sar. 1990; Banaszek i Jadwiszczak 2006).
Odsustvo akumulacije B hromozoma u mejozi muzjaka (VujoSevi¢ i sar. 1990),
kao i izostanak znacajne razlike u fertilitetu izmedu zenki sa B 1 bez B hromozoma kod
ove vrste (Blagojevi¢ i sar. 2006), govore o izostanku mejotickog drajva i podrzavaju
heteroti¢ni model odrzavanja B hromozoma u populacijama. Pracenjem istih populacija
kroz razli¢ite sezone uofene su promene u ucestalosti nosilaca B hromozoma
(Blagojevi¢ 1 Vujosevi¢ 1995), i to na nadin da su poviSene ucestalosti uocene
neposredno pre i posle zime, s tim da je ucestalost stabilna kroz uzastopne godine
(Vujosevi¢ 1992). Razli¢ita ucestalost B hromozoma je takode povezana i sa
prilagodavanjem na razliCita stanista, posredstvom promenljivih sredinskih faktora koji
direktno i/ili indirektno uti¢u na populacionu dinamiku vrste A. flavicollis (Vujosevic¢ i
sar. 2007). Promene u ucestalosti nosilaca B hromozoma prati porast u gustini
populacije u uslovima u kojima nema kompeticije za hranu i prostor (Vujosevic i
Blagojevi¢ 1995). Primecena je pozitivna korelacija izmedu ucestalosti jedinki sa B
hromozoma 1 srednjeg broja dana kada je temperatura bila ispod nule, kao i sa
povecanjem nadmorske visine (Vujosevi¢ i Blagojevi¢ 2000). Korelacija izmedu
ucestalosti B hromozoma 1 kvaliteta Zivotne sredine koji je odredivan na osnovi indeksa
telesne mase tela ukazuje na to da kod ove vrste postoji negativna korelacija izmedu
ucestalosti nosioca B hromozoma 1 indeksa veli¢ine tela, Sto takode govori u prilog
heteroti¢nog modela odrzavanja ovih hromozoma (Vujosevi¢ i sar. 2007). Uopsteno

govoreéi, u razliCitim istrazivanjima zabelezen je poviSen procenat nosilaca B
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hromozoma u sredinskim uslovima koji nisu optimalni za ovu vrstu u poredenju sa
populacijama koje zive u optimalnijim zivotnim uslovima. To bi moglo da znaci da
jedinke koje su nosioci B hromozoma imaju vecu adaptivnu vrednost u odredenim
sredinskim uslovima. Iako na prvi pogled nema ociglednih fenotipskih razlika izmedu
jedinki koje u svom genomu sadrze dodatne elemente i1 jedinki bez njih, razli¢itim
eksperimentalnim pristupima do sada su zabelezeni brojni fenotipski efekti B
hromozoma kod ove vrste. Visi nivo integracije donje vilice (mandibule) je zabelezen
kod Zivotinja koje su imale B hromozome, $to ukazuje na to da prisustvo B hromozoma
na neki nacin uti¢e na fenotip mandibule (iako je mehanizam nepoznat), §to povecava
variabilnost u populaciji i moze voditi ka selektivnoj prednosti (Joji¢ i sar. 2007).
Istrazivanje efekata B hromozoma na kvalitativne osobine lobanje (Blagojevic i
Vujosevi¢ 2004), kao i na tri komponente varijabilnosti lobanje (Joji¢ i sar. 2011),
potvrduju da B hromozomi ne naruiavaju razvojnu homeostazu svojih nosilaca. Sta
vise, B hromozomi igraju znacajnu ulogu u strukturiranju morfoloskog variranja
lobanje. Generalno, nosioci B hromozoma imaju vis$i nivo fenotipske varijabilnosti
(Blagojevi¢ i Vujosevi¢ 2004) sto se dovodi u vezu sa B hromozomima, koji se mogu
smatrati proSirenom genetickom varjabilno$¢u. Pokazana je i negativna korelacija
izmedu ekspresije Tgf-f3 gena i prisustva B hromozoma. Kako Tgf-f gen kroz regulaciju
¢elijskog ciklusa utice na razvice 1 homeostazu, mogao bi da bude od velikog znacaja za
nosioce B hromozoma, koji moraju da produ kroz razli¢ite mitoticke i mejoticke tacke
provere (Adnadevi¢ i sar. 2014). Postojanje specifiénih DNK profila (Tani¢ i sar. 2000)
I diferencijalna ekspresija tri DNK sekvence u prisustvu B hromozoma (Tani¢ i sar.
2005), svedoci o interakciji B hromozoma sa ostatkom genoma.

Do sada sakupljeni podaci o povezanosti uéestalosti B hromozoma i sredinskih
uslova kod vrste A. flavicollis, kao i fenotipskih varijacija, ukazuju na to da B
hromozomi kod ove vrste ispoljavaju svoje efekte na nivou populacije (Vujosevic i
Blagojevi¢ 2000), i pretpostavlja se da u odredenim sredinskim okolnostima, prisustvo

B hromozoma moze biti od koristi njihovim nosiocima (Zima i sar. 2003).
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Ciljevi

Na osnovu iznetih teorijskih saznanja u ovoj disertaciji postavljeni su sledeci ciljevi:

1. Izolacija B hromozoma, putem mikrodisekcije, iz kariotipa vrste A. flavicollis;

2. Istrazivanje porekla B hromozoma na osnovu homologije B sekvence i osnovnog
kariotipa analizirane vrste putem fluorescentne in situ hibridizacije;

3. Sekvenciranje i analiza sekvence B hromozoma;

4. Provera transkripcione aktivnosti izabranih sekvenci sa B hromozoma;

5. Predlaganje moguéeg modela nastanka i evolucije B hromozoma u svetlu dobijenih

rezultata.
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Materijal 1| metode

Prikupljanje i priprema bioloSkog materijala za eksperimente

U ovu studiju su ukljuéene ukupno 53 jedinke Zutogrlog misa, Apodemus
flavicollis koje su prikupljene sa ukupno 16 lokaliteta, od kojih je 14 na teritoriji
Republike Srbije i po 1 lokalitet na teritoriji Republike Belorusije i Ruske Federacije
(Tabela 1.; 2.; 3. i 6.). Jedinke su iz prirodnih populacija sakupljane Zivolovkama
(Longworth klopke), i tretirane u skladu sa Direktivom Evropskog Parlamenta o zastiti
zivotinja koje se koriste u naucne svrhe (engl. Directive 2010/63/EU European
parliament i the Council of 22nd September 2010) koja se sprovodi u Republici Srbiji.

IstraZivanja su vrSena u tri faze koje su u zavisnosti od starosti, odnosa polova,
broja jedinki sa B i bez B hromozoma, ukljucivale razli¢ite kombinacije jedinki.

Faze su:
e analiza porekla B hromozoma;
e analiza strukture B hromozmoma i
e provera transkripcione aktivnosti sekvenci B hromozoma.
Eksperimenti su radeni na hromozomskim preparatima i ekstrahovanim DNK i

RNK molekulima odabranih jedinki vrste A. flavicollis.

Hromozomski preparati

Preparacija hromozoma uradena je direktno iz ¢elija koStane srzi, polnih ¢elija i iz
¢elijske kulture fibroblasta. Odredivanje broja B hromozoma kod jedinki vrste A.
flavicollis vrSeno je prebrojavanjem hromozoma na konvencionalno obojenim
hromozomskim preparatima. Hromozomski preparati iz ¢éelija koStane srzi i polnih
¢elija su pravljeni modifikovanom standardnom metodom (Hsu i Patton 1969). Pre
preparacije hromozoma, Zivotinjama je intraperitonealno ubrizgavan citostatik kolhicin
(20 ug po gramu telesne tezine), koji je ostavljen da deluje jedan sat. Nakon zrtvovanja,

¢elije kostane srzi kostiju zadnjih ekstremiteta (0s femur i os tibia), ili polne celije
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muzjaka su inkubirane u hipotoni¢nom rastvoru kalijum hlorida (0,56 M) u trajanju od
25 minuta, u vodenom kupatilu na temperaturi od 37 °C. Nakon inkubacije i
centrifugiranja (7 min na 1500 obrtaja po minutu) dobijeni talog je tretiran fiksativom
(siréetna kiselina i metanol u razmeri 1:3) na temperaturi od 4 °C u trajanju od 15 min.
Proces fiksacije je ponovljen jo$ jednom, a potom su pravljeni mikroskopski preparati i
bojeni 10% Gimsa bojom. Broj hromozoma za svaku jedinku je utvrden analizom 20
metafaza pod mikroskopom. Hromozomi su brojani na snimljenim fotografijama
pomocu programa Analyst (Malkov i sar. 1997).

Hromozomski preparati c¢elija iz kulture fibroblasta su dobijeni upotrebom
slede¢eg protokola. Nakon dodavanja kolcemida (0,04 ug/ml) u medijum, celije su
preko noéi ostavljene u CO; inkubatoru na 37 °C, nakon ¢ega je dodat etidijum bromid
(EtBr) (1,5 pg/ml) tri sata pre fiksacije ¢elija. Nakon toga je dodat hipotoni¢ni rastvor
(33,5 mM KCI, 7,75 mM Na-citrat) i celije su inkuibirane 55 minuta na 37 °C.
Prefiksacija i fiksacija hromozoma je vrSena prema standardnom protokolu sveze
pripremljenim hladnim fiksativom (metanol i siréetna kiselina u odnosu 3:1). Radi
boljeg Sirenja materijala predmetne plo¢ice su dobro oprane i ¢uvane u destilovanoj
vodi na 4 °C. Kap hromozomske suspenzije je nanoSena na hladno, mokro
mikroskopsko staklo i ostavljana da se su$i na sobnoj temperaturi. Hromozomski
preparati su blago obojeni kratkotrajnim bojenjem sa rastvorom Gimze i analizirani pod

mikroskopom.

Izolovanje RNK

Ukupna RNK je izolovana iz tkiva slezine upotrebom reagensa TRIzol, prema
slede¢em protokolu. Oko 20 mg tkiva je homogenizovano uz koriS¢enje te¢nog azota,
nakon cega je dodavan 1 ml reagensa TRIzol i inkubirano 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Dodato je 200 pl hloroforma po mililitru TRIzol-a nakon ¢ega je smesa
vorteksovana 15 sekundi. Usledila je inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju od 15
minuta uz povremeno vorteksovanje, pa zatim centrifugiranje (12 000 g, 4 °C, 15
minuta). Izdvajana je povrSinska vodena faza koja je sadrzala RNK, dok su donje faze

sacuvane na -20 °C radi izolovanja DNK molekula iz istog uzorka.
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U RNK- vodenu fazu je dodavano po 500 ul izopropil alkohola, i nakon neznog
meSanja i 10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, usledilo je centrifugiranje
(12 000 g, 4 °C, 10 minuta), a RNK je postajala vidljiva kao beli talog forme gela.
Supernatant je odliven a talog pazljivo ispran ledenim 75% etanolom. Nakon
centrifugiranja (12 000 g, 4 °C, 15 minuta), supernatant je odliven a talog je ostavljen
da se osus$i na sobnoj temperaturi. Nakon toga RNK talog je rastvoren sa 50 ul dietil

piro karbonat (DEPC)-tretirane vode.

Izolovanje DNK

Genomska DNK (gDNK) je ekstrahovana iz tkiva jetre, koze (komadica uveta) i
slezine u zavisnosti od potreba eksperimenta. DNK dobijena iz tkiva jetre koriS¢ena je
za proveru prisustva gena u ve¢em broju kopija kod jedinki sa B hromozomima, DNK
iz komadic¢a uveta je koris¢ena za proveru prisustva marker gena za B hromozome, a da
pri tom zrtvovanje jedinki bude izbegnuto, dok je DNK iz slezine izolovana nakon
izolacije RNK iz istog komadica tkiva u cilju provere postojanja odredenih sekvenci
najpre na DNK nivou da bi zatim transkripciona aktivnost tih sekvenci bila proverena
na nivou RNK. Izolacija DNK iz tkiva jetre i1 uveta je radena komercijalnim setom
hemikalija za izolaciju Dneasy Blood i Tissue Kit (Qiagen, Germany) prema uputstvu
proizvodaca, a TRIzol® reagensom iz tkiva slezine prema slede¢em protokolu.

TRIzol reagens je koris¢en za ekstrakciju RNK, ali je tokom procedure
ekstrahovanja sac¢uvana i faza koja sadrzi DNK i proteine (DNK/protein faza) da bi se
potom ekstrahovala 1 DNK iz istog tkiva svake Zivotinje. Najpre je paZljivo
DNK/protein faza oc¢is¢ena od eventualnih ostataka RNK faze, zatim je dodato po 300
pl 100% etanola po mililitru koriS¢enog TRIzola u prethodnoj fazi. Nakon laganog
mesanja, smeSa je inkubirana na sobnoj temperaturi 2 do 3 minuta. Usledilo je
centrifugiranje (12 000 g, na sobnoj temperaturi, 5 minuta). Otklonjen je zatim
supernatant, a DNK talog je dva puta ispran 0,1 M natrijum citratom u kom je ostajao
30 minuta na sobnoj temperaturi, uz povremeno lagano mesanje. Nakon svakog
ispiranja je usledila centrifuga (12 000 g, na sobnoj temperaturi, 5 minuta) i odlivanje
supernatanta. DNK talog je potom resuspendovan 75% etanolom koji je nakon
inkubacije (20 min na sobnoj temperaturi) i centrifugiranja (12 000 g, na sobnoj
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temperaturi, 5 minuta) odlivan, a talog ostavljen da se dobro isusi. Suv talog je rastvaran
sa 8 mM NaOH i nakon muckanja i centrifugiranja (12 000 g, na sobnoj temperaturi, 10

minuta), supernatant koji sadrzi rastvorenu DNK je ¢uvan na -20 °C do kori$¢enja.

DNAzni tretman

Moguce prisustvo molekula DNK u RNK izolatima je eliminisano tretmanom
enzimom DNasa | (Thermo Fisher Scientific) koji degraduje molekul DNK. Enzim je
dodat u uzorke RNK i inkubiran na 37 °C, 30 minuta, nakon Cega je reakcija
zaustavljena dodavanjem etilen diamin tetrasiréetne kiseline (EDTA) i zagrevanjem na

65 °C. Tako pripremljena RNK ¢uvana je na -80 °C do upotrebe.

Odredivanje koncentracije DNK i RNK

Koncentracija DNK i RNK je odredivana merenjem absorbance uzoraka na
talasnoj duzini od 260 nm spektrofotometrom BioPhotometer (Eppendorf, Nemacka).
Za proveru cistoce DNK 1 RNK uziman je odnos apsorbance na 260, 280 i 230 nm.
Apsorpcija na 280 nm ukazuje na prisustvo proteina u uzorku, dok apsorpcija na 230
nm ukazuje na kontaminaciju uzorka ugljenim hidratima, peptidima, fenolima i
aromati¢nim jedinjenjima. Odnosi A260/A280 > 1,8 i A260/A230 > 1,8 smatrani su

znakom zadovoljavajucéeg kvaliteta.

Odredivanje starosti

Jedinke koje su ukljucene u istrazivanje birane su na osnovu prisustva/odsustva i
broja B hromozoma, vode¢i ratuna o odnosu polova, starosti jedinki i ukljucivanju
jedinki iz razli¢itih populacija, kako bi se proverila varijabilnost u okviru areala vrste.
Starost je kao masa susenih o¢nih soc¢iva (Lord 1959). Pokazano je da je porast mase
ocnih sociva visoko korelisan sa starenjem jedinki, poSto se njihova masa linearno

povecava usled taloZenja nerastvorljive frakcije tirozina.
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Istrazivanje porekla B hromozoma

U ovo istrazivanje ukljucene su tri jedinke iz geografski udaljenih populacija,
jedan muzjak i1 dve Zenke sa razli¢itim brojem B hromozoma, ¢ije su metafaze koris¢ene
za mikrodisekciju i sekvenciranje B hromozoma (Tabela 1.), kao i dodatnih pet jedinki
iz razlic¢itih, geografski udaljenih populacija, na ¢ijim preparacijama metafaza je takode
proveravana specifi¢nost rezultata mikrodisekcije (Tabela 2.). Medu njima dve jedinke
nisu imale B hromozome u Kkariotipu, dok su ostale u kariotipovima imale jedan, dva ili

tri B hromozoma.

Tabela 1. Lista uzoraka iz ¢ijih kariotipova su mikrodisekcijom izdvojeni potencijalni B hromozomi.

Uzorak Obelezene B-specifi¢ne probe  Kariotip Hromozomski preparati Lokalitet
3727 3727WCPB 48,XY,+1B Polne éelije Milosev Do,
Republika Srbija
3980  3980WCPB 48,XX,+1B  Celijska kultura Orasac, Republika
fibroblasta Srbija
24985  24985aWCPB 48,XX,+3B  Celije kostane srzi Rostov-na-Donu,

24985bWCPB Ruska federacija

Tabela 2. Lista uzoraka ¢iji su hromozomski preparati koriS¢eni za hibridizaciju fluorescentnih B-

specifiénih proba dobijenih umnozavanjem mikrodisekovanog materijala.

Uzorak Kariotip Hromozomski preparat Lokalitet

3980 48,XX,+1B Celijska kultura fibroblasta Oragac, Republika
Srbija

3977 48,XX,+1B Celijska kultura fibroblasta Petnica, Republika
Srbija

3978 48,XY Celijska kultura fibroblasta Oragac, Republika
Srbija

3979 48,XY Celijska kultura fibroblasta Oragac, Republika
Srbija

3656 48,XX,+2B Celije kosStane srzi Milosev Do, Republika
Srbija

3854 48,XX,+3B Celije kosStane srzi Misaca, Republika
Srbija

24985 48,XX,+3B Celije kostane srzi Region Rostov-na-
Donu, Ruska federacija

24943 48,XY,+1B Celije koStane srzi Region Minsk,

Republika Belorusija
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Celijska kultura

Primarna kultura fibroblasta je uspostavljena od uzoraka tkiva repa Ccetiri
zivotinje iz centralne Srbije. Odabir zivotinja za zasnivanje Celijske kulture je vrSen na
osnovu marker trake za B hromozom, dobijene u lanc¢anoj reakciji ISSR-PCR (eng.
Inter Smal Simple Repeats) izvedene po protokolu Bugarski-Stanojevi¢ i saradnika
(2016). Rep svake jedinke je najpre bio ispran 70% etanolom, a nakon biopsije, tkivo je
ispirano viSe puta u fizioloSkom rastvoru sa antibioticima (penicilin 500000 U/l i
kanamicin 500 U/I) i antimikoticima (amfotericin B 12,5 mg/l). Po odstranjivanju koze,
tkivo je isprano u tri nove porcije fizioloSkog rastvora sa antibioticima i antimikotikom.

Primarna kultura fibroblasta je izvodena prema protokolu Stanyon i Galleni
(1991) koji je modifikovan (Romanenko i sar. 2015). Celije su uzgajane na 37 °C i 5%
CO,. U zavisnosti od toga kojom brzinom su ¢elije rasle, hranljivi medijum koji je
sadrzao antibiotik/antimikotik miks, menjan je svakih nekoliko dana. Celije su
presadivane kada bi u potpunosti prekrile povrinu flaska. Celije su odlepljivane sa
povrsine flaska 0,25% tripsinom u 0,2% EDTA. Nakon nekoliko pasaZza, koli¢ina ¢elija

je bila dovoljna za preparaciju hromozoma.

Tehnika G-traka

Tehnika G-traka je radena prema standardnom protokolu Graphodatsky i
Radjabli (1988). Hromozomski preparati, pripremljeni na prethodno opisan nacin, su
dehidrirani na temperaturi od 60 °C, tokom 60 minuta, a nakon 12 sati provedenih na
sobnoj temperaturi tretirani su rastvorom 0,125% tripsina u 1x PBS u trajanju od 15 do

60 sekundi u zavisnosti od toga kako su hromozomi izgledali nakon tretmana.

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)
FISH je uraden prema protokolu Trifonov i saradnici (2009). Hromozomi su

kontrastirani 4,6-diamidino-2-fenilindol dihidrohloridom, (DAPI), i analizirani pod

fluorescentnim mikroskopom Olympus BX53 i Axioskop 2 plus (Zeiss). FISH je uraden
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na hromozomima na kojima su prethodno uradene G-trake. Metafaze su najpre
fotografisane samo sa G-trakama, a koordinate svake metafaze su zapisane radi kasnijeg
poredenja sa FISH signalom. Pokrovno staklo je otklanjano ksilolom, a plocice sa
preparatima su suSene pa ¢iS¢ene fiksativom. FISH je nakon toga izvoden standardnom
procedurom. FISH sa komercijalnom probom za X hromozom kué¢nog misa, Mus
musculus WCPX (engl. Whole Chromosome Painting X) je izvedena po uputstvima
proizvodaca (CytoCell Ltd., UK).

Pravljenje DNK biblioteka i obojenih proba od mikrodisekovanih B hromozoma
Mikrodisekcija B hromozoma je uradena po protokolu Yang i saradnici (2009).
Izolovani materijal umnozen je kitom za umnoZavanje celog genoma (WGA Sigma-
Aldrich, USA), prema protokolu proizvodaca, koji podrZzava umnozavanje fragmenata
duzine od 300 do 3000 bp. U ponovljenoj reakciji sa dodatkom fluorescentno
obelezenih nukleotida, Tetrametil-rodamin-5dUTP, dobijeni PCR produkti su bili
fluorescentno obeleZeni. Fluorescentno obeleZene probe odgovaraju¢ih hromozoma su
imenovane tako $to je na broj jedinke dodata skracenica WCPB (engl. Whole
Chromosome Paint for the B). Boje koje su koris¢ene za obelezavanje su biotin-16-
dUTP i tetrametil-rodamin-5-dUTP. Dve probe dobijene obelezavanjem razli¢itih B
hromozoma jedinke 24985 su imenovane 24985aWCPB i 24985bWCPB (Tabela 1.).
Specificnost produkta dobijenog mikrodisekcijom, umnozavanjem i obeleZavanjem
fluorescentnom bojom je proveravana FISH-om na metafazama istih jedinki od kojih

mikrodisekovani materijali vode poreklo.

Skrining B hromozoma na C-kit gen i gen za 18S rRNK

Provera prisustva dodatnih kopija dva gena, C-kit i gena za 18S rRNK kod
jedinki sa B hromozomima izvr$ena je na deset uzoraka, poreklom od Cetiri Zenke i Sest
muzjaka, sa tri lokaliteta (planina Tara, Avala i Cer). Tri jedinke nisu imale B
hromozome, dok su ostale imale jedan, dva ili tri B hromozoma kao dodatak osnovnom
kariotipu (Tabela 3.).
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Tabela 3. Lista jedinki ¢ija DNK je kori$¢ena za kvantifikaciju broja kopija C-kit gena i gena za 18S

rRNK.

Uzorak kariotip lokalitet analiza

3120 48,XX Tara, Republika Srbija  agarozni gel, RT
3123 48, XY Avala, Republika Srbija agarozni gel
3102 48,XX Cer, Republika Srbija RT

3073 48,XY,+1B Cer, Republika Srbija RT

3111 48,XY,+1B Cer, Republika Srbija RT

3108 48,XY,+2B Cer, Republika Srbija agarozni gel
3109 48,XX,+2B Cer, Republika Srbija RT

3110 48,XY,+2B Cer, Republika Srbija RT

3107 48,XY,+3B Cer, Republika Srbija agarozni gel, RT
3112 48,XX,+3B Cer, Republika Srbija agarozni gel, RT

Za proveru prisustva veéeg broja gena kod jedinki sa B hromozomima, metodom

multipleks-PCR i RT-PCR koris¢eni su prajmeri za ciljane i kontrolne gene (Tabela 4.).

Tabela 4. Lista prajmera kori§¢enih u multipleks PCR i RT-PCR.

C-kit F 5’CCTGGTCTTAGAGGGCACAG3’
R 5’AAAGCATCACCAAACTCGCC?’
Sprn F 5’GATGGAGTTTAGCCTGGTCT3’
R 5’CAATTCTGCCCAGTAGGATG3’
18S rRNK F 5’AGTTCCAGCACATTTTGCGAG3’
R 5S’TCATCCTCCGTGAGTTCTCCA3’
Mhc Il DRB F 5’GAGTGTCATTTCTACAACGGGACG3’
R 5’GATCCCGTAGTTGTGTCTGCA3’

Multipleks lan¢ana reakcija polimeraze PCR (engl. Polymerase Chain Reaction)
PCR je reakcija u kojoj se in vitro sintetiSu i umnozavaju Zeljeni fragmenti DNK
molekula. Posredstvom oligonukleotida (prajmera) koji hibridizuju na krajeve ciljane
sekvence, enzim polimeraza ugraduje nukleotide izmedu njih 1 tako sintetiSe sekvencu
od interesa. Multipleks PCR je raden u cilju provere prisustva vise od jedne kopije C-kit
gena kod jedinki sa i bez B hromozoma, reakcija u kojoj je moguc¢e umnoziti vise od
jedne ciljane sekvence DNK. U istoj lan¢anoj reakciji su koriS¢eni prajmeri za ciljnu (C-

kit) sekvencu i za kontrolnu sekvencu (engl. shadow protein gene Sprn), za koju je

24



pretpostavljeno da se nalazi u jednoj kopiji. Lancana reakcija je izvedena u 1 x PCR
Dream Taq puferu, 10 mM dNTPs, 20 uM svakog prajmera i 1 U Dream Taq
polimeraze (Thermo Scientific Inc.). Temperaturni profil u kom je reakcija izvedena je
bio 95 °C, 2 minuta, 34 ciklusa denaturacije na 95 °C, 30 sekundi, anilinga 60 °C, 30
sekundi i ekstenzije 72 °C, 1 minut, i krajnje ekstenzije od 72 °C u trajanju od 5 minuta.
Rezultati reakcije su analizirani elektroforezcom na 1,2% agaroznom gelu. U
elektroforezi je koriS¢en i molekularni marker radi precizne procene duzine DNK
fragmenata dobijenih u reakciji (GeneRuler 100 bp DNA Ladder). Debljine traka
ciljnog i1 kontrolnog gena na agaroznom gelu poredene su vizuelno kako u okviru

jednog uzorka tako i izmedu uzoraka sa i bez B hromozoma.

Agarozna gel-elektroforeza

Agarozni gel (1,2%), za elektroforezu je pravljen u zapremini od 100 ml, sa
dodatkom 0,05 mg etidijum bromida (EtBr) radi vizuelizacije dvolan¢anih DNK
molekula pod UV svetlom. Elektroforeza je uradena na aparatu za horizontalnu
elektroforezu (Sigma Aldrich) pomoc¢u transformatora struje Electrophoresis Power
Supply- EPS601 (Amersham Biosciences), na voltazi od 120 V. Nakon 45 minuta gel je
fotografisan na aparatu Gel Doc™ EZ system (BIO RAD, Nemacka).

Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu RT-PCR (engl. Real
Time-PCR), DNK matrica

Na DNK matrici uraden je i RT-PCR da bi se preciznije odredilo potencijalno
postojanje veceg broja kopija odredenog gena kod jedinki sa B hromozomima u
poredenju sa brojem kopija kontrolnog gena i u poredenju sa jedinkama bez B
hromozoma. Komparativna Ct metoda je koriS¢ena za kvantifikaciju rezultata,

koris¢enjem Ct vrednosti dobijenih u toku PCR-a.

Relativna kvantifikacija je RQ=2"9"

dCt je izracunata normalizovanjem Ct vrednosti target sekvence sa Ct-om

endogene kontrole (Ct target — Ct endogena kontrola). Vrednost ddCt je onda izraunata
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oduzimanjem srednje dCt vrednosti kalibratornog uzorka (jedinke bez B hromozoma)
od odgovarajuée srednje dCt vrednosti target uzorka (jedinke sa B hromozomima).
Relativni nivo umnoZzavanja target gena je izrazen kao stopa promene u odnosu na
kalibrator. Kvantitativni RT-PCR je izvoden na aparatu AB Prism 7000 Sequence
Detector System (Applied Biosystems). KAPA tm SYBR FAST One-Step gRT-PCR
Kit je koris¢en za RT-PCR. Reakcije su radene u zapremini od 10 ul koja je sadrzala
KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (1x), prajmere, dUTP (10 mM), ROX High,
Kapa RT Mix (1x) i DNK kao matricu. Prvi korak koji ukljucuje reverznu transkripciju
je bio iskljucen, a temperaturni profil reakcije je bio slede¢i: 40 ciklusa denaturacije na
95 °C, 15 sekundi, 1 minut anilinga i ekstenzije na 60 °C. Kriva topljenja je imala
automatski podesen profil 95 °C, 15 sekundi; 60 °C, 15 sekundi, 95 °C, 15 sekundi.

Sekvenciranje mikrodisekovanih B hromozoma

DNK biblioteke su napravljene koris¢enjem kitova Illumina TruSeq Library
Prep Kit v.2 za Afl_B i lllumina TruSeq v.3 Library Prep Kit za AfIB1, AfIB5, AfIB6,
AfIB7 i Afl23 hromozome (Tabela 5.). Sekvenca B hromozoma je odredivana na

aparatu Illumina MiSeq.

Tabela 5. Lista uzoraka ¢iji su B hromozomi uspe$no mikrodisekovani i umnozeni u odgovaraju¢e DNK
biblioteke.

uzorak kariotip DNK biblioteka Hromozomski preparati Lokalitet
3727 48 XY ,+1B AfIB1 Polne celije Milo$ev Do,
Republika Srbija
3980 48,XX,+1B AfIB5, Celijska kultura fibroblasta Oragac,
AfIB6, Republika Srbija
AfIB7,
Afl23
24985 48,XX,+3B AflB Celije koStane srzi Region Rostov-

na-Donu, Ruska

federacija
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Identifikacija ciljanih regiona

Radi identifikacije genskih sekvenci koje se nalaze na B hromozomima, DNK
biblioteke su poredene sa referentnim genomima softverskom alatkom
DOPseq_analyser, u okviru seta Galaxy. Slaganje nepoznate sekvence sa ciljnim (misji
mm10), i kontaminiraju¢im (ljudski hgl19) genomima vrSena je programom Bowtie2 (s
prethodno podesenim ,vrlo osetljivim“ opcijama u lokalnom poravnanju).
Kontaminacije i nizak kvalitet slaganja su smanjeni pomoc¢u contam_filter alatki. Ciljani
regioni na hromozomima su bili identifikovani na osnovu promena u srednjoj gustini
spojenih o¢itanih pozicija pomocu region dnacopy. U obzir su uzimani samo regioni

koji su ukljucivali preko pet pozicija.

Analize varijacija sekvence

Za pronalazenje razli¢itih varijanti sekvenci u okviru identifikovanih regiona su
koriS¢eni softveri GATK HaplotypeCaller (McKenna i sar. 2010) i snpEff (Cingolani i
sar. 2012). TraZzenje varijanti i preraCunavanje gustine je automatizovano vca_reg

alatkom programa DOPseq_analyzer-a.

Analize repetitivnih elemenata

Sekvence koje su prosle proveru kvaliteta, iz kojih su iseceni delovi adaptera i
koje su zadovoljile uslov odredene duzine (>19 bp) analizirane su softverskom
protocnom linijom RepeatExplorer clustering i annotation pipeline (Novak i sar. 2010;
2013) na IMCB serveru baziranom na Galaxy platformi. Ocitane sekvence koje su
imalu preko 55% sli¢nosti u okviru duzine jedne sekvence bile su identifikovane kao
margine koje povezuju sli¢ne ocitane sekvence. Klasteri, grupacije povezanih Citanja
(svaki sadrzi >0,1% pocetnih ¢itanja) bili su obelezeni sa mammalian RepeatMasker
bazom podataka. Povezane kontige (engl. contigs) poravnate su naspram NCBI baze
podataka sekvenci nukleotida (nt, pristupljeno 8.8.2016.) programom BLAST. Klasteri
sa najboljim podudaranjem sa sekvencama poreklom iz porodice Muridae i Klasteri
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jedinstvene sekvence (bez i jednog pogotka u BLAST) su smatrani za deo sekvence

uzorkovanog hromozoma.

Dostupnost podataka

Podaci dobijeni sekvenciranjem u ovoj studiji su deponovani u bazu podataka
NCBI SRA pod brojem PRINA419100 i PRINA420911. Softverska proto¢na linija za
poziv operacija s UNIX komine linije dostupna je na GitHub platformi

(https://github.com/ilyakichigin/DOPseq_analyzer). Galaxy alatke su dostupne na Git

Hub platformi (https://github.com/drevoz/galaxy dopseq) kao i na Galaxy Test Tool
Shed.

Transkripciona aktivnost i B hromozomi

Grupa jedinki ¢ija RNK je koriS¢ena za proveru transkripcione aktivnosti tri
sekvence koje su prethodno potvrdene na DNK sekvencama B hromozomima,
ukljucivala je 34 jedinke od kojih 14 bez B hromozoma a 20 sa jednim, dva ili tri B
hromozoma. Za ovaj deo eksperimenta birane su pretezno mlade jedinke (teZina sociva
manja od 22 mg) i to tako da medu polovima budu ravnomerno zastupljene jedinke sa B

i jedinke bez B hromozoma (Tabela 6.).

Tabela 6. Lista jedinki uklju¢enih u analizu transkripcione aktivnosti sekvenci nadenih na B hromozoma.

uzorak kariotip Telesna Masa o¢nih

masa (g) sociva (mg) Lokalitet
4063 48,XX 10 9,2 kavez, Republika Srbija
4095 48,XX 10 8,2 Petnica, Republika Srbija
4060 48,XX 10 9,4 kavez, Republika Srbija
3694 48,XX 8 12,0 kavez, Republika Srbija
4172 48, XX 21 17,7 kavez, Republika Srbija
4216 48,XX 15 18,9 Vlasina, Republika Srbija
4218 48, XX 15 11,8 Vlasina, Republika Srbija
4134 48, XY 15 10,2 Babin zub, Republika Srbija
3698 48, XY 10 11,7 kavez, Republika Srbija
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3699 48,XY 10 12,2 kavez, Republika Srbija
4061 48,XY 9 8,9 kavez, Republika Srbija
4062 48,XY 10 9,0 kavez, Republika Srbija
4195 48, XY 18 16,2 Go¢, Republika Srbija

4209 48,XY 9 7,9 Vlasina, Republika Srbija
4099 48,XX,+1B 10 8,2 kavez, Republika Srbija
4133 48,XX,+1B 12 7,5 Babin zub, Republika Srbija
3695 48,XX,+1B 8 11,3 kavez, Republika Srbija
4056 48,XX,+1B 18 9,9 kavez, Republika Srbija
3860 48 XX,+1B 21 17,6 Misaca, Republika Srbija
4174 48 XX,+1B 21 18,0 kavez, Republika Srbija
4148 48 XX,+1B 32 29,9 Petnica, Republika Srbija
4157 48, XX,+2B 28 30,2 Petnica, Republika Srbija
4183 48, XX,+2B 32 31,1 Maljen, Republika Srbija
4224 48 XX,+2B 18 20,8 Vlasina, Republika Srbija
4227 48, XX,+3B 17 18,8 Vlasina, Republika Srbija
3796 48,XY,+1B 20 13,8 Bosilegrad, Republika Srbija
4112 48 XY,+1B 12 8,7 Vlasina, Republika Srbija
3696 48,XY,+1B 9 11,4 kavez, Republika Srbija
3913 48 XY,+1B 21 15,9 Ruski Krstur, Republika Srbija
3907 48 XY,+1B 21 15,2 Ruski Krstur, Republika Srbija
4150 48 XY,+1B 40 31,9 Petnica, Republika Srbija
4230 48 XY,+1B 18 27,2 Vlasina, Republika Srbija
4115 48,XY,+2B 11 10,0 Vlasina, Republika Srbija
4229 48,XY,+2B 24 20,8 Vlasina, Republika Srbija
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Odabir prajmera

Prajmeri za RT-PCR za sekvence specificne za B hromozom (Rraga, Cenpe i
Haus6), su odabrani u on line dostupnom programu Primer3Plus (Koressaar i Remm
2007), u okviru sekvenci koje su pokazale najvecu akumulaciju mutacija, odnosno
najznacajnije razlike u odnosu na originalnu sekvencu gena. Pored prajmera za ciljane
sekvence korisceni su i kontrolni prajmeri (Calnexin, Pgk i s-aktin) (Tabela 7.). Softver

OligoAnalyser 3.1 je koriS¢en za procenu efikasnosti prajmera.

Tabela 7. Lista prajmera kori§¢enih za PCR i RT-PCR.

Rraga F 5’GCGGGACAACATCTTCTGTA3’

R S’ATCTTTTTCCAGTTCGCGG3’
Cenpe F 5’GAGCCAAGGACTGGCATTAGA3’

R 5’TGCAGCTTCGATTTGCCTTG3’
Haus6 F 5’TTGGCTACAGGGCTCAGTTC3’

R 5’CTTCCAGAAGAAGTTGGCGA3’
Calnexin F 5’ATGGAAGGGAAGTGGTTACTGT3’

R 5S’GCTTTGTAGGTGACCTTTGGAGS’
Pgk F 5S’ATGTCGCTTTCCAACAAGCTG3’
(fosfoglicerat kinaza 1) R 5’GCTCCATTGTCCAAGCAGAATS’
[S-aktin F 5’TGGACATCCGCAAAGACCTGTAC3’

R 5S’TCAGGAGGAGCAATGATCTTGA3’

Lancana reakcija polimeraze PCR

Koris¢eni su prajmeri za sekvence gena koji se nalaze na B hromozomima
(Rraga, Haus6 i Cenpe geni), radi provere prisustva ovih DNK sekvenci u uzorcima, za
koje su kasnije uradene i provere transkripcione aktivnosti. Lan¢ana reakcija je izvedena
u 1x PCR Gold Taq puferu, 10 mM dNTPs, 20 uM svakog prajmera i 1 U Gold Taq
polimeraze (Promega). Temperaturni profil u kom je reakcija izvedena je bio 95 °C, 2
minuta, 28 ciklusa denaturacije na 95 °C, 30 sekundi, anilinga 58 °C, 30 sekundi i
ekstenzije 72 °C, 45 sekundi, i krajnje ekstenzije od 72 °C u trajanju od 10 minuta.

Rezultati reakcije su analizirani elektroforezom na 1% agaroznom gelu. U elektroforezi
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je koris¢en i molekularni marker radi precizne procene duzine DNK fragmenata

dobijenih u reakciji (GeneRuler 100 bp DNA Ladder).

Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu RT-PCR (engl. Real
Time-PCR), RNK matrica

Na RNK nivou je uraden RT-PCR. Odreden je nivo transkripcije sekvenci
prisutnih na B hromozomima u poredenju sa kontrolnim (engl. housekeeping) genima i

u poredenju sa jedinkama koje nemaju B hromozome.

Relativna kvantifikacija je RQ=2"94

Komparativna Ct metoda je koriS¢ena za kvantifikaciju rezultata, koris¢enjem Ct
vrednosti dobijenih u toku PCR-a.

Vrednost dCt je izracunata normalizovanjem Ct vrednosti target sekvence sa Ct-
om endogene kontrole (Ct target — Ct endogena kontrola). Kori$¢eno je vise od jedne
endogene kontrole, pa je izra¢unata srednja vrednost MCt endogene kontrole (Ct target-
MCt endogena kontrola). Vrednost ddCt je zatim izracunata oduzimanjem srednje dCt
vrednosti kalibratornog uzorka (jedinke bez B hromozoma) od odgovarajuce srednje
dCt vrednosti target uzorka (jedinke sa B hromozomima). Relativni nivo umnozavanja
target gena je izraZen kao stopa promene u odnosu na kalibrator.

Temperatura topljenja je koriS¢ena za ispitivanje specifi¢nosti proizvoda
reakcije. Odabrani prajmeri za ovu analizu su obuhvatali sekvencu koja se razlikuje po
sadrzaju nukleotida na B hromozomima u poredenju sa originalnom sekvencom u
standardnom genomu, pa je u skladu sa tim ocekivano da postoji razlika izmedu
temperatura topljenja proizvoda koji su transkribovani sa B hromozoma i onih koji su
nastali sa originalne sekvence.

Lancana reakcija polimeraze (eng. Polimerase chain reaction; PCR) u realnom
vremenu (RT-PCR) je izvodena na aparatu AB Prism 7000 Sequence Detector System
(Applied Biosystems). KAPA tm SYBR FAST One-Step gRT-PCR Kit je koris¢en za
RT-PCR. Reakcije su uradene u zapremini od 10 pl koja je sadrzala KAPA SYBR
FAST gPCR Master Mix (1x), prajmere, dUTP (10 mM), ROX High, Kapa RT Mix
(1x) i RNK kao matricu. Temperaturni profil reakcije je bio po preporuci proizvodaca, a

ukljucivao je sintezu ¢cDNK 42 °C, 5 min, inaktivaciju (reverzne transkriptaze) RT 95
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°C, 5 min, denaturaciju 95 °C, 30 sekundi i aniling i ekstenziju 58 °C ili 60 °C u
zavisnosti od prajmera i 1 min. Kriva topljenja je imala automatski podesen profil 95
°C, 15 sekundi; 60 °C, 15 sekundi, 95 °C, 15 sekundi.

Dobijene vrednosti ekspresije (relativne koncentracije IRNK - RQ), za
analizirane gene medu grupama jedinki sa i bez B hromozoma, kao i medu grupama
jedinki bez B i sa jednim B hromozomom testirane su neparametarskim Mann-Whitney
U testom upotrebom softvera Statistica 7.0 (StatSoft Icn., 2004). U istom softverskom
paketu analizirana je korelacija izmedu mase o¢nih sociva (mg), kao parametra starosti

jedinki i relativne koncentracije iRNK (RQ), kao mere ekspresije analiziranih gena.
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Rezultati

Poreklo B hromozoma

Za analizu kariotipa jedinki ukljuéenih u ovu studiju kori$é¢eni su hromozomski
preparati dobijeni iz primarne kulture fibroblasta i direktno iz ¢elija koStane srzi. Medu
jedinkama odabranim za ovu analizu, sedam njih su imale od jedan do tri B hromozoma,
dok su dve jedinke bile bez B hromozoma. Kod hromozomskih preparata dobijenih iz
fibroblasta, identifikacija B hromozoma je bila moguéa primenom tehnike G-traka i
bojenja DAPI-jem, koje odgovara tehnici C-traka, ha metafaznim hromozomima (Slika
1a; 2a). Obe tehnike su hromatin B hromozoma istakle kao heterohromati¢an (Slika 1a;
2a).

Provera specificnosti mikrodisekovanog materijala vrSena je hibridizacijom
fluorescentnih proba, koje su dobijene umnozavanjem i fluorescentnim obeleZavanjem
mikrodisekovanih hromozoma, na mikroskopske preparate mitotskih hromozoma.
Ovako napravljene fluorescentne probe su u potpunosti hibridizovale na celu povrsinu B

hromozoma kao i na odredene regione hromozoma osnovnog kariotipa (Slika 1a ; 1b).

Slika 1. Kariotip Zenke sa B hromozomom (3980) dobijen preparacijom iz kulture
fibroblasta a) G-trake; b) hibridizacija probe 3727WCPB (zeleni signal). B hromozom i
X hromozomi su oznaceni slovima, strelice pokazuju heterohromati¢ne blokove na dva

para malih autozoma. DAPI je plave boje.
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Hibridizacija B-specifi¢nih proba (3980WCPB i 3727WCPB) je potvrdila da je
mikrodisekcija bila uspeSna i da su mali heterohromati¢ni hromozomi primeceni u
metafazama zapravo B hromozomi (Slika 1b; 2b). B-specificne probe su pored cele
povrsine B hromozoma, hibridizovale i na pericentromerni region (PR) dva velika
hromozoma, koji odgovaraju X hromozomima, kao i na subtelomerne regione dva para
malih hromozoma A seta (Slika 1b; 2b).
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Slika 2. Nepotpun kariotip uzorka 3980. a) softverski invertovano DAPI bojenje; b)
hibridizacija probe 3980WCPB (zeleni signal). B hromozom i X hromozomi su
oznaceni, strelice pokazuju heterohromaticne blokove na dva para malih autozoma.

DAPI je plave boje.

Nacin na koji su sve tri sintetisane probe (24985WCPB, 3980WCPB i
3727WCPB) hibridizovale na razli¢ite metafaze kod muzjaka koji nisu imali B
hromozome, potvrduje da su sve probe homologe sa PR polnih hromozoma, i da nesto
slabiju homologiju pokazuju sa ostatkom Y hromozoma. Takode, u svim
kombinacijama hibridizacija, B-specificne probe su pokazale i afinitet za subtelomerne
regione dva para malih autozoma (Slika 3a; 3b; 3c).
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Slika 3. Hibridizacija razli¢itih B-specificnih proba na metafaze muzjaka bez B
hromozoma iz iste populacije. a) 24985aWCPB (crveni signal); b) 3980WCPB (zeleni
signal); c) 3727WCPB (zeleni signal). Y i X hromozomi su oznaceni, strelice pokazuju

heterohromati¢ne blokove na dva para malih autozoma. DAPI je plave boje.

Konacna potvrda homologije izmedu PR polnih hromozoma i B-specifi¢ne
probe, dobijena je istovremenom hibridizacijom X-specificne probe (BAC clone) i
24985bWCPB na metafaze bez B hromozoma kod muzjaka (Slika 4).

BAC clone

Slika 4. Deo kariotipa uzorka 3978 na koji je hibridizovana proba 24985WCPB (zeleni
signal) i X-specificna BAC clone proba (crveni signal). Y hromozom, X hromozom i
BAC clone su oznaceni, strelice pokazuju heterohromati¢ne blokove na dva para malih

autozoma. DAPI je plave boje.
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Sa druge strane, upotreba komercijalne probe za ceo X hromozom misa, Mus
musculus, dala je signal na ve¢em delu X hromozoma sa izuzetkom upravo PR (Slika
5a; 5b; 5¢). Takode izostao je i signal na B hromozomima kako kod metafaza sa jednim
B hromozomom (Slika 5b) tako i kod onih sa tri B hromozoma (Slika 5¢). Komercijalna

proba za ceo X hromozom ne sadrzi repetitivne sekvence.

Slika 5. Hibridizacija probe za ceo X hromozom vrste Mus musculus (crveni signal) na

metafaze jedinki vrste A. flavicollis. a) metafaza muzjaka bez B hromozoma (3978); b)
metafaze zenke sa jednim B hromozomom (3980); c) metafaza Zenke sa tri B

hromozoma (3854); X hromozom je oznacen. DAPI je siv (a, b) i plav (c).

U cilju da se proveri potencijalno odstupanje u homologiji i postojanje
strukturno razli¢itth B hromozoma, uradeno je viSe kombinacija hibridizacije B-
specificnih proba i metafaza poreklom iz geografski udaljenih populacija. Pa su tako
probe 24985aWCPB i 24985bWCPB (iz populacije Rostov-na Donu, Ruska federacija)
hibridizovane na preparate sa jednim B hromozomom, populacija iz Republike Srbije
(Slika 6a; 6¢) i Minsk regiona iz Republike Belorusije (Slika 6b). Fluorescentne probe
su na svim hromozomskim preparatima pokazale isti hibridizacioni afinitet za B
hromozome, PR polnih hromozoma i subtelomerni region dva para malih autozoma, bez

obzira na geografsku udaljenost populacija iz kojih uzorci poticu.
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Slika 6. Hibridizacija B-specifi¢nih proba na metafaze sa B hromozomom poreklom iz

razli¢itih populacija vrste A. flavicollis. a) 24985aWCPB (region Rostova-na-Donu,
Ruska federacija) (crveni signal) hibridizovana na preparat 3980 (OraSac, Republika
Srbija); b) 24985bWCPB (region Rostova-na-Donu, Ruska federacija) (crveni signal)
hibridizovana na preparat 24943 (region Minsk, Republika Belorusija); c)
24985bWCPB (region Rostova-na-Donu, Ruska federacija) hibridizovana na preparat
3977 (Petnica, Republika Srbija); B hromozom i X hromozomi su oznaéeni, strelice

pokazuju heterohromati¢ne blokove na dva para malih autozoma. DAPI je plave boje.

U cilju provere odstupanja od strukturne ujednacenosti izmedu B hromozoma,
probe su takode hibridizovane i na metafaze koje sadrze dva ili tri B hromozoma. U
slu¢aju hromozomskih preparacija iz ¢elija koStane srzi, usled loSijeg kvaliteta preparata
I nedovoljne rasprsenosti hromozoma, signali nisu bili informativni kao kod preparata iz
¢elijske kulture. Signali na malim hromozomima A seta su slabije vidljivi, dok su
signali jasno vidljivi na svim B hromozomima prisutnim u metafazama kao i na X

hromozomima (Slika 7a; 7b; 7c).
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Slika 7. Hibridizacija B-specifi¢nih proba na metafaze koje sadrze vise od jednog B

hromozoma. a) 3980WCPB (zeleni signal) hibridizovana na preparat 3656 (dva B
hromozoma); b) 24985aWCPB (crveni signal) hibridizovana na preparat 3854 (tri B
hromozoma); ¢) 24985bWCPB (crveni signal) hibridizovana na preparat 24985 (tri B
hromozoma); B hromozom i X hromozomi su oznaceni, strelice pokazuju

heterohromati¢ne blokove na dva para malih autozoma. DAPI je plave boje.

Geneticki sadrzaj B hromozoma

Proveravanje prisustva C-kit gena i gena za 18S rRNK na B hromozomima

U delu studije koji se odnosi na istrazivanje sekvenci B hromozoma, vr$ena je
procena broja kopija dva gena, C-kit i 18S rRNK, kod jedinki vrste A. flavicollis sa
razli¢itim brojem B hromozoma, upotrebom multipleks PCR i RT-PCR analiza. U cilju
procene odnosa broja B hromozoma i broja kopija C-kit gena najpre je uraden
multipleks PCR. Kao matrica za reakciju je koris¢ena DNK jedinki bez B i sa razli¢itim
brojem B hromozoma (dva i tri). Poredenjem debljine traka dobijenih na agaroznom
gelu kontrolnog Sprn i ciljnog C-kit gena dobijenih u istoj reakciji, kao i poredenjem
traka izmedu razlicitih reakcija, nisu uocene razlike izmedu debljina traka za kontrolni i
ciljani gen kod jedinki sa B, kao ni razlika u debljini traka izmedu uzoraka sa B i

uzoraka bez B hromozoma (Slika 8).
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Slika 8. Produkti PCR umnozavanja C-kit i Sprn gena sa DNK molekula kod jedinki
bez, sa dva i tri B hromozoma. Strelicama su oznaceni produkti reakcije i to: gornji,
duzine 589 bp koji odgovara ciljnoj C-kit sekvenci i donji, duzine 478 bp koji odgovara
kontrolnoj sekvenci Sprn gena. Iznad svake kolone je oznacen broj B hromozoma u
uzorku. M - DNK leder 100-1000 bp. NK - negativna kontrola.

Radi preciznije provere postojanja razli¢itog broja kopija C-kit gena na DNK
uraden je i RT-PCR. Na ovaj nacin je analizirano osam jedinki sa razli¢itim brojem B
hromozoma. Poredenje je vrSeno u odnosu na kontrolni gen i kalibratornu jedinku bez B
hromozoma. Rezultati multipleks PCRa, kao i RT-PCRa pokazuju da se egzon jedan, C-
kit gena, kod jedinki vrste A. flavicollis ne nalazi u ve¢em broju kopija kod jedinki sa B
hromozomima nego $to je to slucaj kod jedinki bez dodatnih B hromozoma. Na ovaj
nacin nije potvrdeno postojanje dodatnih kopija C-kit gena ni u jednom analiziranom

genomu jedinki sa B (Slika 9).
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Slika 9. Relativna kvantifikacija DNK sekvenci C-kit gena kod jedinki sa razli¢itim

brojem B hromozoma.
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U analizi broja kopija drugog, gena za 18S rRNK, RT-PCR je pokazao da je kod
jedne jedinke sa dva B oko tri puta povecan broj kopija gena za 18S rRNK u odnosu na
kalibratorni uzorak, dok ostali uzorci nisu pokazivali razlike u broju kopija 18S rRNK
gena (Slika 10).
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Slika 10. Relativna kvantifikacija DNK sekvenci gena za 18S rRNK kod jedinki sa

B

razli¢itim brojem B hromozoma.

Sekvenca B hromozoma vrste A. flavicollis

Nakon §to je FISH-om potvrdeno da su B hromozomi uspe$no mikrodisekovani,
umnozene su DNK biblioteke a potom su i odredene njihove sekvence. Pored pet B
hromozoma izolovanih sa metafaza tri razlicite jedinke, izolovan je i jedan kontrolni
autozom od kog je takode umnozena DNK biblioteka. Nakon uklanjanja kontaminacije
humanom DNK, sekvence su spojene u 1000 do 6000 pozicija koje za svaki uzorak

pokrivaju izmedu 83-585 Kbp na genomu misa (Tabela 8.).

Tabela 8. Lista sekvenciranih DNK biblioteka.

uzorak  umnozavanje  ukupna poravnana pokrivenost,bp pokrivenost  pokriveni

Citanja Citanja (%) u regionima, regioni %
bp (%)

AfIB1 WGA 532352 21814 308629 179407 (58,1) 5,24
(4,10)

AfIB5 WGA 157044 3087 82710 34731 (42,0) 1,02
(1,97)

AfIB6 WGA 555946 20042 168140 91281 (54,3) 2,67
(3,61)
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AfIB7 WGA 335380 14224 244839 157340 (64,3) 4,60

(4,24)

Afi23  WGA 228064 8728 289408 218573 (75,5) 0,39
(3,83)

AflB  WGA 542358 31195 585181 380759 (65,1) 10,24
(5,75)

U skladu sa rezultatima dobijenim u istrazivanju Matsubara i saradnici (2004),
sekvenca izolovanog kontrolnog autozoma AFL23, odgovara regionima MMU10: 34-78
Mbp i MMUL17: 27-38 Mbp kod misa (Tabela 9.). Na ovaj nacin je prvi put dobijena

informacija o tacki prekida izmedu hromozoma vrsta A. flavicollis i Mus musculus.

Tabela 9. Hromozomski regioni vrste Mus musculus otkriveni na kontrolnom autozomu AFL23 vrste A.

flavicollis.

pozicija opseg, raspon komentari
MMU10:33909246-78477687 44568441

MMU11:72622033-72674262 52229 Ube2  familija, takode na

MMU10:77 Mbp

MMU17:26943243-38306309 1136066

MMU5:109174914-10921881 43901 Vmn2 familija, takode na
MMU10:79/130 Mbp,
MMU17:19-23 Mbp

MMU5:116419664-11645422 34557 Hspb8, Srrm4 fragmenti gena

MMU8:97394174-98042784 648610 intergenski

Ukupno 56710804

Identifikovani su ciljni (target) regioni za svaku DNK biblioteku B hromozoma.
AfIB1, AfIB7 i A_fIB su imale rezultate visokog kvaliteta, dok su rezultati mapiranja za
AfIB5 1 AfIB6 dali neke krace regione uz to da su neki mali regioni izostali. Postoji
znacajna podudarnost izmedu sekvenci bioloskih ponovaka (AfIB5-7), kao i uzoraka iz
razli¢itih populacija (AfIB1 i AfIB5-7 iz Republike Srbije, kao i Afl_B iz Ruske
federacije). Uoceno je i veliko preklapanje izmedu sekvenci uzoraka iz udaljenih
populacija, a jedini region Kkoji je populaciono specifi¢an jeste MMU?9: 72 Mbp koji je
pronaden u uzorku iz Ruske federacije (Tabela 10.). Ukupno 22 zajednic¢ka regiona su

povezana sa 3,5 Mbp misijeg genoma (Tabela 10.).
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Tabela 10. Hromozomski regioni vrste M. musculus otkriveni na B hromozomima vrste A. flavicollis.

Pop.-populaciono specifi¢éni regioni, prisutni samo na B hromozomima jedinke iz Ruske federacije.

A.pe.B- regioni prisutni i na B hromozomima vrste A. peninsulae.

koordinate regiona duZina, bp del, bp geni A.pe.
B
MMU1:43278320- 255901 97811 Nck2
43534221
MMU2:71111765- 152813 50247 Cybrd1, Dyncli2
71264578
MMUZ2:153694504- 72471 Maprel
153766975
MMU3:135135507- 116045 89482 Cenpe
135251552
MMU4:86486570- 775646 472423 Saxol, Saxolos, Rraga,
87262216 Haus6, Scarna8, Acer,
Slc24a
MMUG6:128081800- 22077 Tspan9
128103877
MMUS8:129218084- 16798 2610044015Rik8
129234882
MMU9:72375234- 297341 Mnsl, Tex9,
72672575 4930509E16Rik, Rfx7,
Nedd4
MMU9:114604362- 56172 Cnot10
114660534
MMU10:18688905- 82937 46227 Arfgef3
18771842
MMU10:20263319- 47433 Map7
20310752
MMU10:110209894- 380574
110590468
MMU11:112954654- 12435
112967089
MMU12:105832875- 244335 88409 Papola, Vrkl +
106077210
MMU13:65226655- 41323 +
65267978
MMU13:74395420- 222994 Zfp825, Mir 692 +
74618414
MMU13:119823094- 496740 165865 Testvl, LOC106029237,
120319834 Gm20767,
AF067061,
BC147527, Tcstv3
MMU14:12585304- 19766 Cadps
12605070
MMU15:16190645- 85879
16276524
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MMU17:94818796- 56843 38507 Gm1976, Gn20939
94875639

MMU19:3453180-3541805 88625 Ppp6r3

MMU19:37920146- 67831 29395 Myof

37987977

MMUX:18236354- 105944 Kdmeéa

18342298

Ukupno: 3718923 1078366 38 3

Funkcionalno klasterovanje je bilo moguée za 29 od 38 gena lokalizovanih u
regionima prisutnim na B hromozomima. Sekvence B hromozoma su u najvecoj meri
obogacene genima koji kodiraju proteine mikrotubula i ¢elijskog ciklusa: Cenpe (engl.
centromere pritein E), Dync 1 i 2 (engl. dynein cytoplasmic 1 intermediate chain 2),
Mns 1 (engl. microtubule-associated protein, RP/EB family, memeber 1), i Mapre 1
(engl. microtubule-associated protein, RP/EB family, member 1). Takode su u manjoj
meri prisutni i geni koji mapiraju nukleotid-vezujuce, metal-vezujuce proteine kao i
proteine membrane.

U poredenju sa autozomima referentnog genoma miSa, B hromozomi su
podlozniji nakupljanju mutacija, zamena, insercija i delecija u sekvencama (1 pozicija
na 28-31 bp u odnosu na 1 poziciju na 44 bp kod misa), §to je u skladu sa
pretpostavkom o degradaciji dodatnih hromozoma. U skladu sa tom pretpostavkom je i
poviSen broj nesinonimskih mutacija primecenih u protein-kodirajuéim genima.
Visestuke supstitucije (missense) uocene su kod gena Cenpe, Rraga (engl. Ras-related
GTP-binding protein A) i Kdm6a (engl. Lysine demethylase 6a).

U sekvenci Afl23 najveci klasteri ponovaka su bili preteZzno izgradeni od B2
SINE i L1 LINE familija. Dok su u slu¢aju B hromozoma takode prisutni i satelitski
ponovci (ukljuéuju¢i MurSatRep 1) zajedno sa ERVL (MaLR) (retro virus related) i

ERVK LTR-ovima. A u nekim slu¢ajevima transpozoni su bili tandemski organizovani.
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Transkripciona aktivnost pseudogena poreklom sa B hromozoma i
gena sa, ili u prisustvu B hromozoma

Na B hromozomima su identifikovani geni koji su imali znacajno izmenjene
sekvence u poredenju sa referentnim genima, geni kod kojih je u velikoj meri nastupila
pseudogenizacija. Na osnovu razlike u sekvenci u poredenju sa genima sa kojih vode
poreklo, ovi izmenjeni geni su birani za proveru transkripcione aktivnosti metodom RT-
PCRa. Cilj je bio da se prajmerima obuhvate regioni koji su karakteristi¢ni iskljucivo za
B hromozome, pa bi na taj nacin samo prisustvo specificnog produkta reakcije znacilo
da iRNK vodi poreklo sa B hromozoma. Od osam pari prajmera koji su odabrani za
izmenjene sekvence B hromozoma, proverom na DNK kod jediniki sa i bez B, tri para
prajmera su dala PCR- produkte povezane sa prisustvom B hromozoma (Slika 11).
Jedan prajmerski par, za gen Rraga, je kvalitativno pravio razliku izmedu uzoraka sa B i
bez B, odnosno izostajao je specifi¢an produkt reakcije kod jedinki bez B (Slika 11a).
Druga dva para prajmera, za gene Haus6 (engl. human augumin-like complex, subunit6)
(Slika 11b) i Cenpe (Slika 11c), davala su kvantitativnu razliku izmedu jedinki bez B i
sa B hromozomima. Naime, trake kod jedinki koje su imale B su bile znacajno deblje u
poredenju sa jedinkama bez B hromozoma. Kako bismo izbegli lazno negativne
rezultate gPCR-a, za svaki uzork je najpre na ovaj nacin, obi¢nim PCR-om, vrSena

provera prisustva ciljane sekvence na DNK.

M 0B 0B 0B 0B|{1B1B 1B1B| M 0B 0B 0B 0B|1B 1B 1B 1B| 0B 0B 0B 0B|1B 1B 1B 1B|M

a b c

Slika 11. Produkti PCR umnozavanja gena: a) Rraga; b) Haus6; c) Cenpe; sa DNK
molekula jedinki bez B i sa jednim B hromozomom. Iznad svake kolone je oznacen broj
B hromozoma uzorka. M - DNK leder 100-3000 bp.
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Provera prisustva specifi¢nog transkripta poreklom sa B hromozoma izvrsena je
analizom temperature topljenja proizvoda qPCR-a. Temperatura topljenja je direktno
zavisna od nukleotidnog sastava sekvence, 1 znafajan je parametar kod provere
specifi¢nosti produkta reakcije.

Na ovaj nacin je primeceno da prajmeri za izmenjenu sekvencu Rraga gena, kod
uzoraka bez B daju produkte koji su nespecific¢ni i imaju razli¢ite temperature topljenja
dok kod uzoraka sa B hromozomima dominira produkt ¢ija je temperatura topljenja 79
°C. Naime, 70% analiziranih uzoraka sa B pokazuje transkripcionu aktivnost ove

sekvence poreklom sa B hromozoma (Slika 12).

b

Slika 12. Procenat jedinki medu grupama a) bez B hromozoma; b) sa B hromozomima,
u zavisnosti od prisustva transkripta sa izmenjene Rraga sekvence. Crvena boja -

izostaje transkript; plava boja - transkript prisutan.

Prajmeri za sekvencu Haus6 gena su i kod jedinki sa B i kod jedinki bez B
davali produkt koji se topio na istoj temperaturi odnosno imali su isti nukleotidni sastav.
Ovaj podatak pokazuje da prajmerima nije obuhvacena izmenjena sekvenca. Nakon
poredenja broja jedinki kod kojih je ovaj gen transkribovan, primeceno je da je IRNK sa
ovog gena kod grupe jedinki bez B hromozoma prisutna u 50% sluc¢ajeva. Kod nosilaca

B hromozoma sa druge strane ovaj gen je transkribovan kod 80% jedinki (Slika 13).
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B- B+

a b

Slika 13. Procenat jedinki @) bez B hromozoma; b) sa B hromozomima, u zavisnosti od

prisustva transkripta sa Haus6é gena. Crvena boja - izostaje transkript. Plava boja -

transkript prisutan.

Na isti nacin, temperatura topljenja, pokazala je da je neizmenjen Cenpe gen
prepisan u iIRNK kod svih uzoraka, kako kod onih sa B, tako i kod uzoraka bez B

hromozoma (Slika 14).

B- B+

a b

Slika 14. Procenat jedinki a) bez B hromozoma; b) sa B hromozomima, u zavisnosti od

prisustva transkripta sa Cenpe gena. Plava boja - transkript prisutan.

lako nije bilo razlike u prisustvu produkta, primecena je razlika u Ct
vrednostima izmedu uzoraka. Transkripciona aktivnost ovog gena je dalje analizirana
metodom relativne kvantifikacije. Poredenjem Ct vrednosti transkripcije Cenpe gena sa

kontrolnim genima i jedinkama koje nisu imale B hromozome, kao kalibratorima, uocen
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je statisticki znacajno poviSen nivo transkripcije ovog gena (Z=-2.149, p=0.032) kod

nosilaca B hromozoma (Slika 15).
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Slika 15. Relativna kvantifikacija IRNK (RQ) za Cenpe gen u slezini mladih jedinki u

grupi bez B hromozoma (BO) i grupi sa B hromozomima (B+). Prikazane su srednje,

minimalne i maksimalne vrednosti za obe grupe.

Kada se iz analize iskljuce jedinke sa brojem B hromozoma veéim od jedan ta

razlika u nivou transkripcije postaje izrazenija (Slika 16) i dalje statisticki znac¢ajna (Z=-

2.205, p=0.027).
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Slika 16. Relativna kvantifikacija IRNK (RQ) za Cenpe gen u slezini mladih jedinki u
grupi bez B hromozoma (BO) i grupi sa jednim B hromozomom (B1). Prikazane su

srednje vrednosti i standardne devijacije (SD) za obe grupe.

Posmatrano po polovima, muZjaci nisu pokazivali statisticki znacajnu razliku
(Z=-0.688, p=0.491) u prisustvu iRNK za Cenpe gen izmedu nosilaca B hromozoma i
jedinki bez B hromozoma (Slika 17). Kod Zenki je sa druge strane, ova razlika bila
statisticki znacajna Z=-2.147, p=0.032 (Slika 17).
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Slika 17. Relativna kvantifikacija iRNK (RQ) za Cenpe gen u slezini mladih jedinki
odvojeno po polovima u grupi bez B hromozoma (BO0) i grupi sa B hromozomima (B+).

Prikazane su srednje vrednosti i standardne devijacije (SD) za sve Cetiri grupe.

Opet, ako se u analizu uvrste samo zenke koje imaju jedan B hromozom i
uporede sa zenkama bez B hromozoma, ova razlika u transkripciji je izrazenija Z=-
2.364, p=0.018 (Slika 18), dok kod muzjaka nema statistiCke znacajnosti ni u ovom
slu¢aju Z=-0.703, p=0.482 (Slika 18).
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Slika 18. Relativna kvantifikacija iRNK (RQ) za Cenpe gen u slezini mladih jedinki
odvojeno po polovima u grupi bez B hromozoma (BO) i grupi sa jednim B
hromozomom (B1). Prikazane su srednje vrednosti i standardne devijacije (SD) za sve

Cetiri grupe.

Sa obzirom da je relativna kvantifikacija iIRNK (RQ) uradena izmedu jedinki
koje vode poreklo iz razliCitih prirodnih populacija, uslovi u kojima su ove jedinke
odrastale nisu kontrolisani niti poznati. Posledica toga je i veliko variranje u nivou
ekspresije u okviru testiranih grupa uzoraka. Iz tog razloga je zanimljivo istaci slucaj u
kom je poredenje transkripcione aktivnosti Cenpe gena uradeno izmedu dve juvenilne
zenke, od kojih je jedna imala jedan B hromozom dok je druga bila bez B hromozoma.
Ove Zenke su rodene u zato€eniStvu (laboratorijskim uslovima) u istom leglu, odgajane
u istim uslovima i istovremeno zrtvovane. Dakle, eliminacijom efekata sredine, razlicite
starosti i pola jedinka sa B hromozomom je, u ovom slu¢aju, pokazala dva puta visi
nivo iRNK za Cenpe gen u poredenju sa sestrom Kkoja nije imala B hromozom (Slika
19). Pored toga, bitno je naglasiti da je jedinka, nosilac B hromozoma, imala i produkte

Rraga pseudogena i Haus6 gena dok su oni kod zivotinje bez B hromozoma izostajali.
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Slika 19. Srednje vrednosti i standradne devijacije za relativnu kvantifikaciju iIRNK

(RQ) za Cenpe gen u slezini mladih Zenki iz istog legla, bez B (BO) i sa jedan B (B1).

Sa dodatkom parametra tezine o¢nog sociva, koji je direktno proporcionalan
starosti jedinki, primecujemo da ekspresija gena Cenpe sa staroS¢u opada kod jedinki sa
B (Slika 20), i ova negativna korelacija, je statisti¢ki znacajna (r= -0,506, p=0,027).
Jedinke bez B hromozoma, sa druge strane, pokazuju suprotnosmeran trend ekspresije
koji nema statistiCku znacajnost (r= 0,440, p= 0,116) (Slika 20). Ovakav rezultat kod
jedinki bez B hromozoma treba prihvatiti sa rezervom jer u tu grupu nisu ukljucene
starije jedinke, kao $to je to slucaj u grupi jedinki sa B hromozomima. Imajuéi u vidu
starosno neravnomerne grupe, ovu suprotnosmernost u trendovima transkripcione
aktivnosti sa staro$¢u izmedu jedinki sa B i bez B hromozoma bi trebalo dodatno

istraziti.
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Slika 20. Korelacija relativne koncentracije iRNK (RQ) za Cenpe gen i starosti izmedu
jedinki bez B hromozoma (BO) i jedinki sa B hromozomima (B+).

Nakon $to smo grupe jedinki sa B i bez B hromozoma razdvojili po polovima,
mozemo primetiti da je ovaj trend opadanja ekspresije sa staros¢u kod jedinki sa B
hromozomima vezan za zenski pol, gde je statisti¢ki znacajan (r= -0,678, p= 0,031)
(Sika 21). Kod muzjaka sa B hromozomima takode postoji suprotnosmernost u

transkripcionoj aktivnosti u odnosu na starost jedinki ali ona nije znac¢ajna (Slika 21).
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Slika 21. Korelacija relativne koncentracije iRNK (RQ) za Cenpe gen i starosti po
polovima izmedu grupa jedinki bez B hromozoma (BO) i jedinki sa B hromozomima
(B+).
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Diskusija

Kombinovanje metoda molekularne biologije i citogenetike, od 80ih godina XX
veka do danas, je dovelo do znacajnog napretka u razumevanju genoma putem
istrazivanja hromozoma. Skorasnja ekspanzija genomskih analiza i njihova kombinacija
sa metodama citogenetike je znacajno povecala rezoluciju u prouc¢avanju hromozoma, a
samim tim i B hromozoma. Novi metodoloski pristupi u problematici staroj vise od
jednog veka, zajedno sa savremenim otkri¢ima vezanim za organizaciju i funkcionisanje
genoma, daju prostor za postavljanje preciznijih hipoteza o nastanku, evoluciji i znacaju

ovih dodatnih elemenata u genomu.

Poreklo B hromozoma

Jedan od pristupa koji omogucava precizan uvid u geneticki sadrzaj i poreklo B
hromozoma, zasnovan je na analizama sekvenci ovog hromozoma nakon njegovog
izdvajanja od ostatka genoma. Metodom mikrodisekcije uspesno je izdvojeno pet B
hromozoma iz hromozomskih preparata tri jedinke vrste A. flavicollis od kojih smo
umnozili DNK biblioteke. DNK biblioteke su nam dalje posluzile za pravljenje
fluorescentno obeleZzenih proba i sekvenciranje. Tako dobijene B-specifi¢ne
fluorescentno obelezene probe smo potom Koristili za FISH.

Koris¢enjem ovako dobijenih proba, FISH, omogucava pre svega da proverimo
uspesnost mikrodisekcije, kvalitet 1 koli¢inu umnoZene DNK biblioteke i homologiju
koju B hromozom deli sa hromozomima oshovnog, A seta. Rezultati ovakvog FISH-a,
dobijenog hibridizacijom B-specifi¢nih proba na metafaze razlicitih jedinki ove vrste,
nedvosmisleno ukazuju na homologiju izmedu sekvence B hromozoma i:

a) pericentromernog regiona (PR) polnih hromozoma,
b) subtelomernih regiona dva para malih autozoma i
c¢) slabiju homologiju sa distalnim regionom Y hromozoma.

Homologija B hromozoma sa regionom polnith hromozoma koji sadrzi

centromeru, ukazuje ne samo na podudarnost u sekvenci ve¢ 1 na moguce poreklo B

hromozoma. Poreklo B hromozoma od polnih hromozoma je do sada potvrdeno kod
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razli¢itih vrsta (Sharbel i sar. 1998; Cabrero i sar. 2003; Ventura i sar. 2015).
Pericentromerni region X i Y hromozoma, koji pokazuje homologiju sa sekvencom B
hromozoma, kod vrste A. flavicollis do sada je u literaturi opisivan kao heterohtomatic¢ni
odnosno C-pozitivni u slu¢aju X hromozoma (Rovatsos i sar. 2008). DAPI bojenje, koje
je analogno C trakama, je pokazalo da su pericentromerni region X hromozoma, kao i
sam B hromozom, C-pozitivni (Slika 2a). Ovaj region polnih hromozoma je opisivan i
na osnovu prisustva repetitivnih sekvenci kao i polozaja koje zauzimaju u mejozi.
Rubtsov i saradnici (2011) su opisali homologiju ovog regiona sa mikrodisekovanim
pericentromernim repetitivnim sekvencama koje su prisutne i na svim autozomima. B
specificne probe u ovoj studiji nisu hibridizovale na PR autozoma. Razlog tome moze
da bude postojanje kombinacije razliCitih repetitivnih sekvenci na PR polnih
hromozoma, koje su homologe PR u autozoma sa jedne strane i B hromozoma sa druge.

Hibridizacijom komercijalne fluorescentne probe za ceo X hromozom vrste Mus
musculus, na metafaze vrste A. flavicollis, nije dobijen signal na PR X hromozoma kao
ni na B hromozomima. Izostanak homologije izmedu X hromozoma vrste Mus musculus
i PR X hromozoma kod 5 vrsta roda Apodemus, je ve¢ zabelezen (Matsubara i sar.
2004), ali vrsta A. flavicollis nije bila obuhvacena tim istrazivanjem. Kako je
komercijalna proba oslobodena repetitivnih sekvenci, ovakav rezultat moze da ukaZe na
to da je region X hromozoma na kom izostaje hibridizacija kod vrste A. flavicollis
izgraden upravo od repetitivnih sekvenci. Takode izostaje i signal na B hromozomima,
pa moZemo da zaklju¢imo da protein kodirajuce sekvence sa X hromozoma ne ulaze u
sastav B hromozoma, barem ne u meri koju je na ovaj na¢in moguce detektovati FISH-
om. Druga mogucnost bi bila da region koji je zajednicki za polne i B hromozome
Zutogrlog misa, ne postoji na X hromozomu Mus musculus.

Analizom mejotickih hromozoma kod muzjaka A. flavicollis, pokazano je da se
regioni mejoticke rekombinacije izmedu X i Y hromozoma, odnosno
pseudoautozomalni regioni (PAR), nalaze na krajevima polnih hromozoma (Safronova i
Cherepanova 2007). Mada ne postoji direktan dokaz o polozaju PAR-a kod vrste A.
flavicollis, zabelezeno je da se regioni homologije izmedu X i Y hromozoma nalaze
upravo u blizini centromera (Rovatsos i sar. 2008). Rezultati ovog istrazivanja takode
pokazuju i da je region X hromozoma koji se nalazi neposredno uz centromeru C-

pozitivan (Slika 2a), odnosno heterohromati¢an. Dok PAR, sa druge strane, predstavlja
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mali euhromati¢ni region homologije izmedu X i Y hromozoma u okviru kog je moguca
rekombinacija. Rekombinacija u ovom regionu polnih hromozoma je ¢ak deset puta
¢es¢a nego na autozomima (Flaquer i sar. 2009; Raudsepp i sar. 2012; Baudat i sar.
2013). Ovi podaci navode na pretpostavku da se PAR nalazi u blizini PR polnih
hromozoma. Ovakav heterohromati¢ni PR (Rubtsov i sar. 2011), koji sa jedne strane
sadrzi centromeru, a sa druge se nalazi u blizini ili se grani¢i sa PAR, u kom su
dvolancani prekidi ¢e$¢i nego u ostatku genoma, predstavlja dobrog kandidata za neo-B.
Zbog osobine heterohromatina da utiSava sekvence koje se nalaze u nhjegovoj
neposrednoj blizini (Grewal i Jia 2007; Wang i sar. 2016; Vanrobays i sar. 2017), manja
je verovatnoca da je PAR umetnut u PR. Na ovaj nacin i nije potvrdeno da region polnih
hromozoma koji je homolog sa B sekvencom sadrzi gene karakterisicne za PAR.
Medutim, pozicioniranje X i Y hromozoma u mejozi muzjaka (Vujosevi¢ i sar. 1990)
ukazuje da se PAR zaista nalazi u ovom regionu polnih hromozoma vrste A. flavicollis,
bilo da se nalazi u blizini ili se grani¢i sa heterohromati¢nim pericentromernim
regionom. Dalje, sude¢i po rezultatima FISH-a, PR polnih hromozoma je najverovatnije
predak B hromozoma kod vrste A. flavicollis.

Teorijski, B hromozom bi mogao da nastane od neo-B koji je euhromatican.
Vremenom bi takav neo-B nakupljao repetitivne elemente i postajao heterohromati¢an
(Karamysheva i sar. 2002; Rubtzov i sar. 2009; Rubtsov i Borisov 2018; Jetybayev i sar.
2018). Na primeru malih marker hromozoma kod ljudi, koji se smatraju B
hromozomima u nastajanju, mozZe se pronaci varijabilna koli¢ina euhromatina (Liehr i
sar. 2008). lako kod 70% nosilaca ovih dodatnih hromozoma sa malim euhromati¢nim
regionom nema fenotipskih efekata, povecanje i variranje u kontinuitetu euhromati¢nih
regiona ima negativne efekte na klinicku sliku nosioca (Liehr i Weise 2007; Armanet i
sar. 2015; Hashemzadeh-Chaleshtori i sar. 2015; Hamid Al-Rikabi i sar. 2018).
Pretpostavka je da bi euhromati¢ni kandidat za B hromozom zahtevao brzo i efikasno
utiSavanje, nakon cega bi mogao da otpocne nakupljanje promena karakteristicnih za B
hromozome (Hewitt 1974). U tom kontekstu bi nastanak B hromozoma od regiona X
hromozoma bio znafajno olakSan usled ve¢ postojeih mehanizama utiSavanja X
hromozoma koji se nalaze u visku (Lyon 1961; Brown i sar. 1991; Chow i sar. 2005).
Sa druge strane heterohromati¢ni hromozomski region, kao kandidat za neo-B, bi usled

svojih dokazanih epigenetickih svojstava imao sposobnost da utiSava ugradene gene na
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nacin nezavisan od njihove sekvence (Grewal i Jia 2007; Wang i sar. 2016; VVanrobays i
sar. 2017). Jedan scenario nastanka ne isklju¢uje drugi tako da je verovatno da B
hromozomi razli¢itih vrsta nastaju razlicitim mehanizmima, kako od heterohromati¢nih
tako 1 od euhromati¢nih segmenata A hromozoma.

Izuzev snaznog hibridizacionog signala na PR polnih hromozoma i
subtelomernom regionu dva para malih autozoma, nesto slabiji hibridizacioni signal se
javlja na ostatku Y hromozoma. Slab hibridizacioni signal na ostatku Y hromozoma je
verovatno posledica heterohromati¢ne prirode celog Y hromozoma, odnosno prisustva
repetitivnih sekvenci (Rovatsos i sar. 2008; Gornung i sar. 2009).

Pored homologije sa PR polnih hromozoma, sekvence B hromozoma pokazuju
homologiju sa subtelomernim regionima dva para malih autozoma. Sudeé¢i po
rezultatima G-traka (Slika 1a) i DAPI bojenju (Slika 2a), ovi subtelomerni regioni su
takode heterohromati¢ni blokovi (Slika 1b; 2b). C-pozitivni regioni su do sada opisani u
subtelomernom regionu Cetiri mala autozoma kod Sumskog misa A. sylvaticus, ali ne i
kod zutogrlog misa, A. flavicollis (Rovatsos i sar. 2008; Gornung i sar. 2009). Na
subtelomernim regionima autozoma kod vrste A. flavicollis jesu smesteni rDNK klasteri
(nukleolusni organizatori, NOR). Ti klasteri se nalaze na varijabilnom broju
hromozoma, koji najcesce ide do osam parova autozoma (Kartavtseva 2002; Gornung i
sar. 2009), iako kod wvrste A. sylvaticus, geni za rRNK postoje i na polnim
hromozomima, ovi Kklasteri ipak nisu locirani na polnim hromozomima vrste A.
flavicollis. Primenjenim metodoloskim pristupom, nije bilo moguée dobiti preciznije
informacije o molekularnoj strukturi subtelomernih regiona dva mala para autozoma
koji pokazuju afinitet prema B-specificnoj probi. Pretpostavka je da su u pitanju neke
repetitivne sekvence koje ili pripadaju istom tipu sekvenci sa PR polnih hromozoma, ili
se na B hromozomima nalazi kombinacija ponovaka sa PR polnih hromozoma i
subtelomernih regiona malih autozoma koji su translokacijom dospeli na B hromozom.

Postoje dokazi i da se B hromozomi unutar jedne vrste mogu razlikovati po
poreklu i strukturi. Kod korejskog poljskog misa, A. peninsulae, u populacijama
zapadnog Sibira, B hromozomi vode poreklo pretezno od autozoma, dok populacije
Dalekog istoka imaju B hromozome poreklom sa polnih hromozoma (Rubtzov i sar.
2009). Sem toga, studije molekularne strukture B hromozoma A. peninsulae, pokazuju

varijabilnost u genetickom sadrzaju B hromozoma izmedu razli¢itih populacija
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(Rubtsov i sar. 2015). Na osnovu rezultata FISH-a, kod zutogrlog Sumskog misa nismo
uocili razlike u hibridizacionom signalu izmedu geografski udaljenih populacija (Slika
6). Takode, u sluc¢ajevima prisustva vise od jednog B hromozoma u kariotipu jedinke,
sve koriS¢ene B specificne probe su pokazivale jednak afinitet prema svim B
hromozomima prisutnim u mitozi (Slika 7). U situacijama kada se u FISH-u koriste
probe za ceo hromozom, hibridizacioni signal moze da zamaskira manje
nehibridizovane zone usled cega nije moguce da se otkriju diskretne razlike u
sekvencama ispitivanih hromozoma. Uprkos ograni¢enjima u rezoluciji metode, rezultat
ukazuje na zajedni¢ko poreklo i/ili strukturu B hromozoma u svim ispitivanim
populacijama ove vrste. Ovo je u skladu sa dosada$njim zapazanjima da B hromozomi
ove vrste formiraju bivalente u mejozi kod muzjaka, odnosno da pokazuju homologiju u
sekvencama (Vujosevi¢ i sar. 1989). U istom istrazivanju uoceno je da se B hromozomi
ne uparuju sa polnim hromozomima, $to bi znacilo da su uprkos homologiji potvrdenoj
FISH-om (Slika 4), B hromozomi nakupili dovoljno promena u sekvenci da su

sparivanje i rekombinacija izmedu njih i predackog hromozoma onemogucéeni.

Geneticki sadrzaj B hromozoma

Zbog Siroke rasprostranjenosti u genomu 1 komercijalno dostupnih proba za
FISH, prvenstveno su razli¢ite repetitivne sekvence opisane na B hromozomima raznih
vrsta, od telomernih (Wurster-Hill i sar. 1988; Karamysheva i sar. 2002; Szczerbal i
Switonski 2003; Soares i sar. 2018), ribozomalnih DNK klastera (Stitou i sar. 2000;
Szczerbal i Switonski 2003; Rubtsov i sar. 2004; Silva i Yonenaga-Yassuda 2004),
LINE, SINE (Peppers i sar. 1997) do histonskih gena (Teruel i sar. 2010).

Geni za rRNK vrste A. flavicollis su organizovani u klastere i Siroko su
rasprostranjeni u genomu (Boeskorov i sar. 1995; Matsubara i sar. 2004). Kod ove vrste
definisana su dva citotipa u zavisnosti od broja i lokalizacije aktivnih rRNK gena
(NOR-ova) (Kartavtseva i sar.. 2000). Obrazac distribucije gena za 18S-28S rRNK je
analiziran kod sedam vrsta roda Apodemus (Matsubara i sar. 2004), i potvrdena je
pozitivna korelacija distribucije ovih gena sa filogenetskim odnosima odredenim

mitohondrijskim cyt b genom i jedarnim IRBP genima (Serizawa i sar. 2000). lako su
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rRNK geni do sada pronadeni na B hromozomima razli¢itih vrsta, njihovo prisustvo na
B hromozomima kod vrste A. flavicollis do sada nije proveravano.

Rezultati dobijeni RT-PCR metodom (Slika 10) pokazuju da je broj kopija gena
za 18S rRNK ujednacen kod svih uzoraka bez obzira na prisustvo, odsustvo i broj B
hromozoma, sa izuzetkom jednog uzorka. Naime, uzorak poreklom od jedinke sa dva B
hromozoma, pokazuje poveéan broj kopija gena za 18S rRNK u odnosu na kalibratornu
jedinku bez B hromozoma. Ovakav rezultat bi potencijalno mogao da ukazuje na to da
se B hromozomi kod ove vrste medusobno razlikuju po genetickom sadrzaju i da na
nekima od njih postoje rRNK geni. Medutim, ovom metodom nije moguce dati
precizniji zaklju¢ak osim pretpostavke da zabelezena razlika u broju gena za 18S rRNK
moze da bude povezana sa prisustvim B hromozoma. U tom slucaju bi neki od B
hromozoma vrste A. flavicollis, bili nosioci gena za 18S rRNK. Takode, bitno je
naglasiti mogucnost da je u pitanju interindividualna varijabilnost u broju rRNK gena,
koja nije povezana sa B hromozomima (Gibbons i sar. 2014; Parks i sar. 2018).

Zbog svoje najcescée izrazene heterohromatic¢nosti i izostanka efekata na fenotip
nosilaca, B hromozomi su dugo opisivani kao geneticki inertni elementi, bez protein-
kodiraju¢ih gena. Slucajno otkrivanje jednog protein kodirajuéeg gena na B
hromozomima kod dve vrste zveri Vulpes vulpes i Nyctereutes procynoides
(Graphodatsky i sar. 2005; Yudkin i sar. 2007; Becker i sar. 2011), privuklo je paznju
istrazivaca. Naime, tokom komparativnih citogeneti¢kih analiza, na B hromozomima
kod dve pomenute vrste je lociran C-kit protoonkogen. Isti protoonkogen je zatim
pronaden na B hromozomima kod jo§ jedne podvrste Nyctereutes procynoides
(Graphodatsky i sar. 2005), kao i kod jelena Mazama gouazoubira (Makunin i sar.
2016). Vazno je napomenuti da C-kit gen kodira receptor tirozin kinazu koji ima ulogu
u proliferaciji i diferencijaciji ¢elija (Ashman 1999) kao i da je njegova sekvenca visoko
evoluciono oc¢uvana kod sisara (Ma i sar. 1999). Mutacije i umnozavanje broja kopija
ovog gena kod ljudi pokre¢u kancerogenezu (Sihto i sar. 2005). Prisustvo ovakvog gena
na B hromozomima tri vrste filogenetski udaljenih sisara, kao i uloga koju ovaj gen ima
u bazi¢nim ¢elijskim procesima, su bili podsticaj da istrazimo da li ovaj gen postoji i na
B hromozomima vrste A. flavicollis.

Procenjeno je da je zajednicki predak porodica Murinae i Canidae Ziveo pre

izmedu 83,3 1 91,8 miliona godina (Meredith i sar. 2011). Imaju¢i u vidu tako dug
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period od razdvajanja, kao i ¢injenicu da su genomi u obe porodice Canidae i Muridae
znacajno reorganizovani od tada (Graphodatsky 2007), mala je verovatnoca da B
hromozomi ovih familija imaju zajedni¢ko poreklo. Medutim, prisustvo C-Kit gena i na
B hromozomima jednog papkara, Mazama gouazoubira, navodi na pretpostavku da je
postojanje ovog gena na B hromozomima sisara od Sireg znacaja, i da njegovo prisustvo
ne mora biti povezano sa zajedni¢kom poreklom B hromozoma kod razli¢itih vrsta, ve¢
mozda sa nekim univerzalnim mehanizmom nastanka, evolucije ili njihovom funkcijom.
Poredenjem broja kopija prvog egzona C-kit gena, izmedu jedinki sa B i bez B
hromozoma kod vrste A. flavicollis, nisu detektovane znacajne razlike izmedu testiranih
uzoraka. Imaju¢i u vidu ograni¢enja metode kojom smo uporedili broj kopija samo
jednog egzona a ne i celog gena, ono §to moze sa sigurno$¢u da se zakljuéi jeste da se
na B hromozomima vrste A. flavicollis ne nalazi kompletan C-kit gen. Postojanje drugih
delova sekvence ovog gena ovako nije iskljuceno.

Najefikasniji nacin da se odredi geneticki sadrzaj B hromozoma jeste
sekvenciranje, bilo izdvojenog B hromozoma, bilo kompletnih genoma i njihovo
poredenje medu jedinkama sa B i bez B hromozoma. Sekvence nastale oCitavanjem
DNK biblioteka dobijenih umnozavanjem mikrodisekovanih B hromozoma, poredene
su sa genomom vrste Mus musculus kao najsrodnijim medu do sada sekvenciranim i
mapiranim genomima. Mapiranje, odnosno odredivanje polozaja ocCitanih sekvenci
uzorka na osnovu referentnog genoma, dozvoljava identifikaciju dupliranih genomskih,
odnosno hromozomskih regiona. Ovaj pristup je posebno znafajan u istraZivanju
polimorfizama velikih hromozoma, kao Sto su B hromozomi. Na ovaj nacin regioni
genoma mogu biti identifikovani, zabelezeni i podvrgnuti daljim analizama upotrebom
gPCRa ili mapiranja FISH-om.

Analiza dobijenih sekvenci naspram referentnog genoma pokazuje da su
ispitivani B hromozomi zutogrlog misa, izgradeni od visestruko ponovljenih sekvenci
poreklom sa ve¢ine hromozoma osnovnog seta. Ovakva slika karakterise B hromozome
mnogih vrsta (Becker i sar. 2011; Yoshida i sar. 2011; Valente i sar. 2014; Makunin i
sar. 2016). Kombinacija razli¢itih hromozomskih regiona bi mogla da bude posledica
postepenog dodavanja segmenata sa hromozoma A seta tokom evolucije B hromozoma
(Houben i sar. 2014), i/ili jednog katastrofi¢nog rearanzmanskog dogadaja kao S$to je

hromotripsis (Stephens i sar. 2011). U sastav B hromozoma zutogrlog Sumskog misa
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ulaze 22 regiona koji u referentnom genomu vrste Mus musculus vode poreklo sa 16
hromozoma, i na njima je identifikovano 38 protein-kodiraju¢ih gena. Na osnovu rada
Matsubara i saradnika (2004) mozemo da =zakljuéimo da bi identifikovanim
hromozomima vrste Mus musculuss, ¢iji regioni ucestvuju u gradenju B hromozoma,
moglo da odgovara do 18 hromozoma roda Apodemus. Drugim re¢ima, maksimalno 18
hromozoma A seta zutogrlog misa, potencijalno moze doprineti sekvenci B hromozoma.
Uloge roditeljskih gena, ¢iji su paralogi locirani na sekvenci B hromozoma, su
uglavnom vezane za ¢elijski ciklus i maSineriju celijske deobe. Ve¢ je pokazano da su
geni kojima je obogacena sekvenca B hromozoma povezani sa ¢elijskim ciklusom kod
nekoliko vrsta sisara Mazama gouazoubira (Makunin i sar. 2016), Vulpes vulpes i
Nyctereutes procynoides (Graphodatsky i sar. 2005, p. 2; Yudkin i sar. 2007; Becker i
sar. 2011), a to je potvrdeno i kod skakavca Eyprepocenemis plorans (Navarro-
Dominguez i sar. 2017). Sekvenciranjem je potvrdeno da se C-kit gen ne nalazi na B
hromozomima vrste A. flavicollis, medutim jednako znacajan Vrkl gen je pronaden na
B hromozomima vrsta A. peninsulae i A. flavicollis. B hromozomi ovih vrsta imaju tri
zajednicka regiona (Tabela 10.). Granice ovih zajedni¢kih regiona nisu iste, na osnovu
Cega je moguce pretpostaviti da prisustvo Vrkl gena kod dve vrste nije povezano sa
zajedni¢kim poreklom B hromozoma. Makunin i saradnici (2016) takode objasnjavaju
da prisustvo ovako specifi¢énih gena na B hromozomima razli¢itih vrsta ukazuje na to da
sadrzaj sekvenci na B hromozomima definitivno nije slucajan i da je povezan sa
mestima genomske nestabilnosti.

Rezultati dobijeni FISH-om svedoce o homologiji B i PR polnih hromozoma
vrste A. flavicollis, medutim sekvenciranje B hromozoma pokazuje da ova homologija
nije na racun protein-kodirajucih sekvenci. Naime, samo jedan od gena identifikovanih
na B hromozomu vodi poreklo sa X hromozoma, i to Kdm6a gen koji je lociran u blizini
pseudoautozmalnog regiona kod pretka placentarnih sisara (Raudsepp i Chowdhary
2016). Blizina Kdm6a gena PAR-u, govori u prilog nastanka B hromozoma od X
hromozoma kod vrste A. flavicollis. Ovo je jos jedan dokaz koji podrzava pretpostavku
o poreklu i eventualnoj funkcionalnoj vezi izmedu B hromozoma i polnih hromozoma.

Izostanak rekombinacije izmedu B hromozoma i glavnog genoma A. flavicollis
(Vujosevic¢ i sar. 1990; Banaszek i Jadwiszczak 2006), i redukovan selekcioni pritisak

doveli su do nakupljanja mutacija i pseudogenizacije protein-kodiraju¢ih gena.
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Sekvence prisutne na B hromozomima su naj¢esc¢e visestruko umnozene (Becker i sar.
2011; Yoshida i sar. 2011; Trifonov i sar. 2013), Sto je slucaj i kod hromozoma
analiziranih u ovoj studiji. Kako B hromozomi nisu neophodni za normalno razvice
svojih nosilaca, o¢ekivano je da podlezu nakupljanju mutacija i pseudogenizaciji. U
zavisnosti od vrste, vreme potrebno da jedan aktivan dupliran gen postane
pseudogenizovan, ili izgubljen, je izmedu dva i sedam miliona godina (Lynch 2000).
Pored izmenjenih i viSestruko umnoZenih gena, potvrdeno je mno$tvo repetitivnih
sekvenci, transpozona, satelita kao i endogenih retroelemenata na B hromozomima
zutogrlog misa. Moze se pretpostaviti da nakupljanje aktivnih mobilnih elemenata ima
udela u postizanju relaksiranog selekcionog pritiska usled smanjenja stepena
homologije i krosing-overa sa predackim hromozomom. Redukovani krosing-over
dodatno olakSava akumulaciju retroelemenata, kao §to je to slucaj sa Y hromozomom
(Charlesworth 2008).

Analizom sekvenci je moguce utvrditi kolika je sli¢nost u sekvencama razli¢itih
B hromozoma jedne vrste. lako uzorak sekvenciranih B hromozoma (po jedan
hromozom iz populacije) nije dovoljno veliki za preciznije poredenje izmedu
populacija, uoc¢ava se da su i pored malih razlika u sekvencama na svim proucavanim B
hromozomima prisutni odredeni regioni hromozoma A seta. Jednostavan eksperiment
gde je PCR-om, na uzorku od 387 jedinki iz 20 populacija na teritoriji Srbije, u 96,5%
pokazano prisustvo viSestruko umnozenog Vrkl gena na B hromozomima (Bugarski-
Stanojevi¢ i sar. 2016), govori u prilog ovde pokazanim rezultatima sekvenciranja.
Poredenjem sekvenci tri jedinke iz udaljenih populacija, identifikovan je svega jedan
region koji je prisutan na B hromozomu jedinke iz Rusije dok u sekvencama poreklom
iz Srbije ovog regiona nema. Smatra se da su u toku evolucije B hromozoma moguci
dogadaji i gubljenja i dobijanja genetickog materijala (Houben i sar. 2014), mada neki
autori tvrde da su degradacije nekih sekvenci i njihov gubitak ¢e$¢a pojava (Utsunomia
i sar. 2016).

Raspoloziva koli¢ina i1 kvalitet podataka za razli¢ite varijante B hromozoma nisu
bili dovoljni za ispitivanje relativne stope degradacije u odnosu na evoluciono ocuvane

regione i eventualne procene starosti.
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Transkripciona aktivnost pseudogena i gena poreklom sa B
hromozoma

Zbog svoje pretezno heterohromati¢ne strukture (Jones i Rees 1982), generalno
stanoviste je bilo da su B hromozomi transkripciono neaktivni elementi. Termini kojima
su ovi hromozomi opisivani (Camacho i sar. 2000; Burt i Trivers 2006), su do nedavno
koriS¢eni i da bi se opisale nekodirajuce sekvence koje ¢ine najveci deo standardnog
genoma -,,junk DNA®“. Sa boljim upoznavanjem genoma uopste, postalo je jasno da
funkcionalna 1 fenotipska sloZenost nekog organizma nije uslovljena protein-
kodiraju¢im genima ve¢ upravo nekodiraju¢im sekvencama. Ovaj fenomen se zove
paradoks broja gena (Hahn i Wray 2002). Poslednjih godina, funkcionalne studije su
fokusirane na sekvence DNK koje su smatrane nekodiraju¢im i nefunkcionalnim, a koje
¢ine najveci procenat genoma eukariota (Ahnert i sar. 2008). Za nekodirajuce sekvence
se sada zna da igraju ulogu u regulaciji gena i organizacionoj dinamici genoma
(Balakirev i Ayala 2003; Sandelin i sar. 2004; Pink i sar. 2011; Pennisi 2012). Na ovaj
nac¢in je centralna dogma molekularne biologije, ,,DNK-RNK-protein“ koja je
podrazumevala da se nasledna informacija realizuje najve¢im delom preko proteina,
proSirena i na RNK jer je potvrdeno da se znacajan deo geneticke informacije realizuje
upravo preko nje (Mattick 2011). Paralelno sa pro$irivanjem znanja o strukturi i funkciji
osnovnog genoma, dogadaju se 1 promene u shvatanju znac¢aja B hromozoma u genomu
(Valente i sar. 2014).

Za analizu transkripcione aktivnosti sekvenci sa B hromozoma koris¢ene su
jedinke iz razli¢itih populacija. Najpre je potvrdeno prisutvo gena (¢ija je transkripciona
aktivnost analizirana) u DNK sekvencama svih nosioca B hromozoma koje smo
testirali, 34 jedinke iz osam prirodnih populacija na teritorije Republike Srbije, i 13
potomaka ciljanog ukrstanja Zivotinja koje su izlovljavane u razli¢itim prirodnim
populacijama na teritoriji Republike Srbije (Slika 11). Ovaj rezultat na veéem broju
uzoraka upotpunjuje sliku dobijenu FISH-om i sekvenciranjem i rezultatima prethodnih
istrazivanja kod ove vrste, vezane za detekciju Vrkl gena (Bugarski-Stanojevic i sar.
2016), i ukazuje da su dodatni hromozomi kod vrste A. flavicollis na neki na¢in dosledni

U ocuvanju genskog sadrzaja.
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Zahvaljuju¢i nakupljenim razlikama u sekvenci izmedu gena na B
hromozomima i odgovaraju¢ih gena na A setu, moguée je pouzdano utvrditi da li postoji
transkripcija sekvenci direktno sa B hromozoma (Trifonov i sar. 2013). Na ovaj nacin je
kod 70% nosilaca B hromozoma uklju¢enih u eksperiment, detektovano prisustvo
transkripta sa izmenjene sekvence egzona jedan Rraga gena, identifikovane na B
hromozomima (Slika 12a). Dok je transkript kod jedinki bez B hromozoma izostao
(Slika 12b). Originalno, Rraga gen sa hromozoma A seta daje guanin nukleotid-
vezujuéi protein koji igra klju¢nu ulogu u TNF-alfa (engl. Tumor Necrosis Factor)
signalnom putu koji vodi do indukcije ¢elijske smrti dok mutacije u ovom genu vode do
kancerogeneze (Li i sar. 1997). Kada je re¢ o transkripciji pseudogena uopste, poznato
je da se oko 20% pseudogena poreklom sa osnovnog genoma transkribuje (Zheng i sar.
2007). Rezultati ENCODE (engl. ENCyclopedia Of DNA Elements) projekta pokazali su
takode da pseudogeni i dalje mogu da imaju funkciju, na primer, u regulaciji ekspresije
gena sa kojih vode poreklo (Pennisi 2012). Sve je vise istrazivanja koja pokazuju da je
prisustvo mnogih pseudogena u genomima, rezultat adaptivne evolucije genoma usled
vaznih regulatornih funkcija pseudogena na nivou transkriptoma. Transkripti
pseudogena bi mogli da funkcionisu kao indirektni post-transkripcioni regulatori.
Pseudogeni mogu da se transkribuju u nekodiraju¢u RNK (ncRNK) i preko njih regulisu
ekspresiju gena sa kojih vode poreklo (Johnsson i sar. 2014). Takode mogu da
funkcioniSu kao sunderi (upijaci) za miRNK. Imajuéi u vidu sli¢nost sa sekvencama od
kojih vode poreklo, transkripti jednih i drugih bi mogli da budu u kompeticiji za
miRNK i da transkripti pseudogena na taj nacin vode do degradacije transkripta sa
originalnog gena (Muro i sar. 2011). Pokazano je i da pseudogeni imaju potencijal da
postanu geni sa novom funkcijom (Balakirev i Ayala 2003; Pink i sar. 2011). Takode je
utvrdeno da se neki transkripti sa pseudogena prevode u kratke peptide, ili skracene
proteine, sa funkcionalnim znacajem (Johnsson i sar. 2014). Transkripciona aktivnost
sekvenci sa B do sada je pronadena kod razli¢itih vrsta (Banaei-Moghaddam i sar.
2015). Takode postoje dokazi i o pseudogenizaciji i funkcionalnoj aktivnosti gena
lociranih na B hromozomima (Ma i sar. 2017). Koliko ove regulatorne funkcije
pseudogena u evolucionom kontekstu moraju biti znacajne govore podaci o evolucionoj
ocuvanosti mnogih pseudogena, kao i tkivnoj specifi¢nosti njihove transkripcije (Pink i

sar. 2011). Logicno je pretpostaviti da ¢e prisustvo pseudogena biti evoluciono ocuvano
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ako postoji znacajan pozitivan efekat na dinamiku celog genoma i ispoljavanje nasledne
informacije.

Danas je opSte prihva¢eno da se najveéi deo genoma transkribuje u ncRNK.
Procenjuje se da se 93% genoma Coveka tako transkribuje, a da mnogi od tih
transkripata imaju razlicite regulatorne uloge (Carninci 2010; Mattick 2011). Regulacija
ekspresije gena i organizacije genoma posredstvom malih RNK molekula objedinjena je
imenom ,,RNK utiSavanje (engl. RNA silencing). Mehanizmi ovog utiSavanja
zastupljeni su na svakom nivou organizacije i funkcionisanja genoma: organizaciji
hromatina, segregaciji hromozoma u ¢elijskim deobama, na nivou transkripcije, obrade,
stabilnosti i translacije RNK. Upravo jedna od najintrigantnijih klasa ncRNK je duga
nekodiraju¢a RNK (IncRNK), koja je konvencionalno opisana kao grupa sekvenci koje
transkribuju ncRNK duzu od 200 bp (Wang i Chang 2011). Mnoge studije ukazuju na
ulogu IncRNK u procesima kao §to su metastaze kancera (Gupta i sar. 2010), utiSavanje
X hromozoma (McHugh i sar. 2015) i razvic¢e (Standaert i sar. 2014). Prisustvo sisarskih
homologa IncRNK kod riba, ukazuje na potencijalnu evolucionu oc¢uvanost ovih
elemenata kod razli¢itih grupa (Basu i sar. 2013).

Nekodiraju¢a DNK na B hromozomima je transkripciono aktivan element kod
ribe, Astatotilapia latifasciata, ali je takode prisutna i u genomima i transkriptomima
drugih ciklida. B hromozomi, ovako ,,obogaéeni® nekodiraju¢im DNK sekvencama,
dovode do promene transkripcionog nivoa ovih elemenata. Nekodiraju¢a DNK prisutna
na B hromozomima transkribuje se u IncRNK, $to verovatno ima znacajan efekat na
funkcionisanje celije 1 favorizovanje zadrZzavanja B hromozoma u celijskoj deobi
(Ramos i sar. 2017). Postoji mogucnost da transkripti sa B hromozoma ucestvuju u
regulaciji ostatka genoma i preko dvolanc¢anog stadijuma RNK (dsRNK). B-specifi¢ni
transkripti mogu sluziti kao ,,supstrat® za proizvodnju dsRNK. Ove male dsRNK dalje
mogu da budu procesuirane u male regulatorne RNK (siRNK). Komparativno
profilisanje malih RNK, kod jedinki sa i bez B hromozoma, bi moglo da da odgovor na
pitanje da li prisustvo ovih molekula moze da se dovede u vezu sa B hromozoma.

U slucaju Haus6 gena, razlike u sekvenci transkripta izmedu jedinki sa B i bez B
nisu pronadene, ali transkript ovog gena je prisutan kod 50% jedinki bez B, dok je medu
jedinkama sa B transkript detektovan u 85% uzoraka (Slika 13). Haus6 gen kodira

subjedinicu augmin proteinskog kompleksa, koji ima ulogu u povezivanju mikrotubula i

65



kinetohora i formiranju centralnog deobnog vretena. Ovaj protein ima ulogu u efikasnoj
segregaciji i povlacenju hromozoma prema polovima (Lawo i sar. 2009). S obzirom na
to da je funkcija ovog gena direktno vezana za raspodelu hromozoma u ¢elijskoj deobi,
moguce je da ceSca ekspresija kod nosilaca B hromozoma ima upravo veze sa
mehanizmom odrzavanja B hromozoma.

Kada je rec¢ o Cenpe genu, iako nije uocena razlika izmedu sekvenci kod uzoraka
sa B i bez B, i mada je transkript prisutan u svim analiziranim uzorcima (Slika 14),
znaCajno se razlikuje nivo transkripcije ovog gena u zavisnosti od prisustva B
hromozoma. Cenpe gen kodira protein koji ¢ini jezgro kinetohore i funkcionise pre
svega kao posrednik u spajanju neporavnanih hromozoma a zatim i u kacenju
mikrotubula deobnog vretena tokom mitoze (Mirzaa i sar. 2014). Povecan nivo
transkripcije se zapaza kod uzoraka sa B hromozomima (Slika 15). Ova razlika je
izrazenija kada se uporede samo jedinke koje imaju jedan B sa jedinkama bez B
hromozoma (Slika 16). Kada se uzorci razdvoje po polovima, jasno je da su ove razlike
vezane za B hromozome kod Zenskog pola, a da kod muZzjaka razlika u transkripciji
izmedu jedinki bez B i nosioca B hromozoma nema statisticku znacajnost (Slika 17).
Dalje, transkripcija testiranog gena u prisustvu B hromozoma je jo§ izraZenija ako se
uporede zenke koje imaju jedan B sa zenkama koje nemaju B hromozome (Slika 18).
Ovakva slika gde je nivo transkripcione aktivnosti gena najvisi kod jedinki sa jednim B
hromozomom, i ne raste proporcionalno broju B hromozoma moze da ukazuje na
nekakav mehanizam utiSavanja B hromozoma kada se u genomu ove vrste nadu u broju
veéem od jedan. Sli¢ne situacije su zabelezene i kod nekih ciklida. Naime,
transkripciona varijacija povezana sa B hromozomima i polno specifi¢nim fenotipom je
prethodno pokazana za nekodiraju¢e DNK repetitivne elemente poreklom sa B
hromozoma kod A. latifasciata (Ramos i sar. 2017). Nivo transkripcije ovih elemenata
varira u zavisnosti od tkiva, i pod uticajem je prisustva B hromozoma i polno
specificnog fenotipa vrste A. latifasciata (Ramos i sar. 2017). Ovo nije prvi zabelezeni
slu¢aj da je transkripcija sa B hromozoma na neki nacin isklju¢ena kod muskog pola
ove vrste. U istrazivanju koje su sproveli Carmello i saradnici (2017), poredenjem
genske ekspresije u svim tkivima izmedu jedinki sa B i bez B hromozomima iste vrste
riba, prisustvo B hromozoma jedino nije uticalo na ekspresiju gena kod muzjaka. lako je

veza izmedu B i1 polnih hromozoma opisana kod razli¢itih vrsta ona se i dalje slabo
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razume. Diferencijalna ekspresija sekvenci sa B, ili gena sa osnovnog seta hromozoma u
prisustvu B hromozoma, kao i povecana ekspresija kod zenki sa B hromozomima, vodi
do pretpostavke da su B hromozomi mogli da imaju mnoge funkcije tokom svoje
evolucione istorije. Ovo takode govori u prilog tome da B hromozomi nisu genomski
paraziti 1 ukazuje na njihov jos uvek nerazjas$njen bioloski znacaj.

Pored protein kodirajuéih sekvenci, transkripciona aktivnost na B hromozomima
nekih vrsta je pokazana i za derivate retrotranspozona i repetitivne elemente kod
kukuruza i razi (Lamb i sar. 2007; Carchilan i sar. 2007), kao i neke familije satelitskih
ponovaka kod razi (Wicker i sar. 2011). Dodatno je pokazano da su razli¢ite repetitivne
DNK sekvence transkripciono modulirane upravo aktivnos¢u B hromozoma (Lamb i
sar. 2007; Carchilan i sar. 2007, 2009; Banaei-Moghaddam i sar. 2012; Ramos i sar.
2017). Takode, analiza diferencijalne ekspresije ukupne tkivne iRNK kod jedinki sa i
bez B hromozoma kod vrste A. latifasciata pokazala je da prisustvo B hromozoma nije
vezano samo za ekspresiju gena lociranih na B hromozomima, ve¢ i za modifikovanu
ekspresiju gena sa A hromozoma (Ma i sar. 2017).

lako se smatralo da su B hromozomi neaktivan deo genoma, sve je vise dokaza
koji pokazuju suprotno. Heterohromatin moze da uti¢e na prostornu organizaciju u
nukleusu i verovatno uspesan prolazak kroz odredene stadijume mejoze (Rubtsov i sar.
2015). Aktivan heterohromatin je pronaden na B hromozomima razi (Carchilan i sar.
2007). Tako su pretezno heterohromati¢ni, na B hromozomima mnogih vrsta je
potvrdeno prisustvo i transkripciona aktivnost razli¢itih genskih sekvenci, bilo da su
kompletne ili u nekom stadijumu degradacije (Banaei-Moghaddam i sar. 2012; Makunin
i sar. 2014; Ramos i sar. 2017). Svi dokazi ukazuju na to da prisustvo B hromozoma
moze da obezbedi veliki evolucioni potencijal za njihove nosioce. Kao dodatak tome,
mnoge populacione studije primenjene na vrsti A. flavicollis potvrduju da B hromozomi
imaju fenotipski efekat na razli¢itim nivoima (Blagojevi¢ i VujoSevi¢ 1995; Zima i sar.
2003; Joji¢ i sar. 2007, 2011; Adnadevié i sar. 2014). Stavise, B nosioci su se pokazali
kao bolje adaptirani na losije sredinske uslove (Vujosevi¢ i Blagojevi¢ 1995, 2000;
Zima i sar. 2003; Blagojevi¢ i sar. 2009). Zapazeni fenotipski efekti, u odsustvu
mehanizma akumulacije (Vujosevi¢ i Zivkovié 1987; Martis i sar. 2012), verovatno
omogucavaju odrzavanje B hromozoma kroz generacije. U pozadini ovih efekata moze

biti i potencijalno poreklo ovih B hromozoma sa polnih hromozoma.
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Evolucioni put B hromozoma

Vecina istrazivaca se slaze da inicijalno B hromozom (neo-B) moze nastati na
dva nacina, hibridizacionim dogadajem izmedu vrsta ili segmentalnom duplikacijom
nekog hromozoma iz osnovnog seta. Sve vise poznatih sekvenci B hromozoma razli¢itih
vrsta dozvoljava pretpostavku da u osnovnom genomu postoje regioni DNK koji su
podlozni za nastajanje B hromozoma, ,,B-prekursor DNK* (Ahmad i Martins 2019). To
je region Cija je sekvenca izlozena transpozicijama, Cestim duplikacijama i velikim
genomskim rearanzmanima. B-prekusor DNK bi morala da bude obogacena
transpozonima, drugim ponovcima, pseudogenim fragmentima kao i intaktnim genima,
esencijalnim za opstanak B hromozoma (Ahmad i Martins 2019). Nastanak B
hromozoma bi bio praéen nebalansiranom segregacijom neo-B hromozoma kao i
inicijalnim utiSavanjem ovog novog hromozoma, da bi kasnije, u toku evolucije,
dolazilo do insercije sekvenci iz osnovnog genoma (Martis i sar. 2012).

Kada je re¢ o vrsti A. flavicollis, nasi rezultati ukazuju da su polni hromozomi
»donori“ segmenta od kog je nastao B hromozom. Heterohromati¢ni region polnih
hromozoma, ne samo da sadrzi centromeru i da je obogacen repetitivnim elementima,
veé u svojoj blizini ima i PAR, §to ga teorijski ¢ini vrlo pogodnim kandidatom za neo-B
hromozom. Naime, PAR na polnim hromozomima je najizloZeniji dvolan¢anim
prekidima u genomu (Flaquer i sar. 2009; Raudsepp i sar. 2012), dok su aneuploidije, a
samim tim i duplirani delovi X hromozoma podlozni efikasnom mehanizmu uti$avanju
(Brown i sar. 1991).

Nakon nastanka neo-B hromozoma verovatno sledi postepena integracija
dupliranih gena koja moze da objasni postojanje fragmenata poreklom sa razli¢itih
hromozoma A seta, koji imaju manju ili veéu o€uvanost sekvence u poredenju sa
roditeljskim genima. Geni locirani na B hromozomima bi mogli da nastanu
prebacivanjem genomskih fragmenata sa A posredstvom transponzabilnih elemenata,
kao sto je opisano za gene ili regione DNK sa vise gena kod kalsastih trava, Triticeae
(Wicker i sar. 2010, 2011). Poredenjem paralogih gena lociranih na A i na B
hromozomima uoceno je da izmedu njih postoji razlika u stopi mutacija (Ma i sar.
2017). Visoka podudarnost u sekvencama na A i B hromozomima moze da ukazuje na

to da su ti genski fragmenati na B hromozoma na pocetku svoje evolucije. Alternativno,
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sudeci po hipotezi balansa gena (Birchler i Veitia 2014), aktivnost takvih gena moze da
bude usmerena ka paralogim genima na A hromozoma. Kao rezultat toga moze da
usledi i brza inaktivacija gena nakon duplikacije i insercije na B hromozomu. Tom
logikom, skorije nastali B hromozomi bi trebalo da imaju viSe intaktnih gena nego
evoluciono stariji. Analizom sekvenci B hromozoma kod dve vrste jelena utvrdeno je da
se ovi hromozomi nalaze u razli¢itim stadijumima evolucije (Makunin i sar. 2016).
Naime, visoka sli¢nost sekvence B hromozoma sa sekvencama hromozoma A seta kod
vrste Mazama gouazoubira, ukazuje na to da su oni evoluciono mladi, nasuprot B
hromozoma kod vrste Capreolus pygargus ¢ija je sekvenca znacajno izmenjena u
poredenju sa predackim sekvencama sa A hromozoma, i koji se smatraju starijim. Za
neke gene se smatra da je barem za pocetak evolucije B hromozoma neophodno da budu
strukturno i funkcionalno o¢uvani (Ahmad i Martins 2019). Alternativa postepenoj
integraciji delova sekvenci na B hromozom bi bio hromotripsis, jedan katastrofi¢ni
rearanzmanski dogadaj (Stephens i sar. 2011).

Na B hromozomima vrste A. flavicollis su odredeni geni znacajno izmenjeni u
odnosu na ,,roditeljske gene, Sto bi ukazivalo da su se njihove insercije dogodile ranije
u poredenju sa ostalim genima. To govori u prilog postepenoj inserciji sekvenci na B
hromozom pre nego hromotripsisu kao mehanizmu nakupljanja sekvenci poreklom sa
hromozoma A seta. Medutim, nije bilo mogucée odrediti njihovu starost poredenjem
stepena mutacija izmedu paralogih gena na B i na hromozomima A seta. Kod populacija
koje su geografski blize identifikovani su isti regioni na B hromozomima, dok B

hromozom jedinke iz geografski udaljene populacije sadrzi jos jedan dodatni region.

Da li moze bilo koji gen da bude dupliran na B hromozomu?

Duplirani geni su cesto povezani sa Stetnim efektima i kao takvi bivaju
otklonjeni putem prirodne selekcije. Kako su mnoge mutacije degenerativne, veca je
verovatnoca da ¢e duplirani geni podlec¢i inaktivaciji i tako izgubiti primarnu funkciju
nego Sto ¢e mutirati u pravcu sticanja nove funkcije. Ipak, postoje dokazi o korisnim
ulogama dupliranih gena, posebno u uslovima stresa (Tang i Amon 2013). Selektivno
zadrZavanje dupliranih gena moze da usledi pod odredenim okolnostima, na primer, kad
geni u viSku Stite odgovarajuce roditeljske gene od neposrednih Stetnih mutacija.

Takode, duplirani geni mogu da se konvertuju u nove gene putem korisnih mutacija
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(Katju i Bergthorsson 2013). Redon i saradnici (2006) su definisali CNV (engl. Copy
Number Variation) kao tip individualne varijabilnosti kada se segmenti DNK na A setu
hromozoma, javljaju u razli¢itom broju kopija. CNV zapravo predstavlja novootkriveni
nivo strukturne varijabilnosti genoma. Neki CNV imaju uticaj na fenotip i povezani su
sa nekim bolestima dok drugi nemaju nikakvu fenotipsku manifestaciju. Pronadeni su
kod razlic¢itih vrsta sisara (Freeman i sar. 2006), i nalaze se izvan sekvenci koje kodiraju
proteine i visoko evoluciono o¢uvane regulatorne elemente (Redon i sar. 2006).

U ovom kontekstu B hromozomi predstavljaju skladiSte dupliranih sekvenci
genoma, visestruko umnozenih repetitivnih sekvenci, fragmenata gena, pseudogena, pa
¢ak 1 neizmenjenih gena. Za razliku od sekvenci koje ulaze u CNV, na B hromozomima
se najcesce nalaze geni vezani za Celijsku deobu i ¢elijski skelet (Makunin i sar. 2016;
Vujosevi¢ i sar. 2018; Ahmad i Martins 2019). Posto duplikacija nekog ,,B-donore
fragmenta, koji poseduje dozno osetljive gene, moze uzrokovati Stetne fenotipske
efekte, verovatno je da neo-B, barem u pocetku, ne sadrzi takve gene ili ima efikasan
mehanizam utiSavanja. Dozno osetljivi geni bi teorijski mogli da budu bezbedno
udomljeni na heterohromati¢cnim neo-B hromozomima koji imaju sposobnost
utiSavanja, gde bi vremenom mogli da podlegnu pseudogenizaciji, sticanju novih
funkcija, ili da budu izgubljeni. Ovakvi geni locirani na B hromozomima mogu da
ubrzaju evoluciju B hromozoma. Pretpostavlja se da B locirani (pseudo)geni mogu da
obezbeduju dodatni nivo kontrole i kompleksnosti u kooperaciji sa genima lociranim na
A hromozomima od kojih vode poreklo (Ma i sar. 2017). Visok stepen pseudogenizacije
je naden kod rRNK gena lociranih na B hromozomima skakavca E. plorans (Montiel i
sar. 2014).

Kod nekih vrsta su identifikovani i geni jedinstveni za B hromozome, odnosno
pseudogeni koji su verovatno evoluciono ocuvani usled obavljanja neke steCene vazne
uloge u genomu (Valente i sar. 2014). Pronadeni su i B specifi¢ni pericentromerni
ponovci. Naime, poredenjem sekvenci izmedu centromera A i B hromozoma kod razi
zakljuceno je da postoji razlika u sastavu pericentromernih ponovaka (Banaei-
Moghaddam i sar. 2012). B centromere imaju neke iste ponovke kao i centromere A
hromozoma, ali pored toga postoje i B specifi¢ni ponovci kao i derivati mitohondrijske

DNK. Sli¢na situacija je zabelezena 1 kod centromera B hromozoma kukuruza, gde su
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takode, nadene sekvence koje su karakteristicne samo za B hromozome (Page i sar.
2001).

Kao posledica ovih pseudogenizacija, mnogih rearanzmana, rekombinacija i
insercija sekvenci na B hromozomima, sve viSe biva redukovano sparivanje sa
prethodno homologim, roditeljskim hromozomskim regionima. Samim tim i
rekombinacija izmedu roditeljskog A hromozoma i neo-B postaje smanjena. Trenutak
kad rekombinacija izmedu neo-B i predackog hromozoma izostane smatra se po¢etnom
tatkom u nezavisnoj evoluciji B hromozoma. Gubitak rekombinacione sposobnosti sa
hromozomom od kog vode poreklo, zajedno sa smanjenim selekcionim pritiskom na B
hromozome, dozvoljava dalju inserciju, Sirenje i akumulaciju mobilnih elemenata i
drugih DNK segmenata (Martis i sar. 2012; Houben i sar. 2013). Istovremeno, bilo
mejoti¢ki drajv, bilo povecani fitnes nosilaca B hromozoma, postaju preduslov za
odrzavanje B hromozoma u populacijama (Camacho i sar. 1997; Vujosevi¢ i Blagojevi¢
2000; Vujosevic i sar. 2007).

Potvrdeni su primeri gde su B hromozomi u populacijama divlje i kultivisane
razi razliCitog geografskog porekla strukturno visoko evoluciono oc¢uvani. Ovo
zapazanje ukazuje na to da uprkos brzoj inicijalnoj evoluciji kod B hromozoma, jednom
kada dostignu odredenu strukturu, akumulacija repetitivnih sekvenci postaje znacajno
otezana, ¢ime je stopa daljih strukturnih promena smanjena. Pretpostavlja se da B
hromozomi kod nekih vrsta mogu da imaju barem u nekom stadijumu sli¢nu strategiju
evolucije kao i Y hromozomi (Charlesworth 2008), kod kojih je akumulacija ponovaka i
retrotranspozona olakSana redukovanim krosing-overom, §to posledi¢no olakSava dalju
akumulaciju mobilnih elemenata. Medutim, kod vinske musSice je pokazana obrnuta
situacija, naime Y hromozom je nastao od B hromozoma koji je ,,udomljavao“ gene
(Bernardo i sar. 2009). To pokazuje da postoji i moguénost konzervacije odnosno
znacajnog usporavanja mutacija na B hromozomima kada dostignu neku formu koja je u
datim okolnostima najpovoljnija za nosioca, kao i da B hromozom moze postati deo
osnovnog hromozomskog seta.

Pokazano je da B hromozomi vrste A. flavicollis mogu da formiraju bivalente
izmedu sebe u mejotickim deobama (Vujosevi¢ i sar. 1990; Banaszek i Jadwiszczak
2006), dok njihova mejoticka rekombinacija sa ostatkom genoma nije zabeleZena

(Vujosevi¢ i sar. 1990), te mozemo da kazemo da oni vode nezavisnu evoluciju u
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odnosu na predacki hromozom. Istovremeno, imajuci u vidu rezultate sekvenciranja,
PCR analiza, kao i formiranje bivalenata u mejozi izmedu B hromozoma, mozemo reéi
da su ovi hromozomi kod vrste A. flavicollis postigli i uspesno odrZavaju odredenu
strukturu. Moguc¢i krosing-over izmedu B hromozoma, pokazuje da pored zajedni¢kog
porekla i genetickog sadrzaja, B hromozomi ove vrste dele i zajednic¢ki evolucioni
obrazac. Izostanak mejotickog drajva, potvrdene transkripcione aktivnosti i zabelezeni
pozitivni fenotipski efekti na nosioce, jo§ jednom ukazuju da je model odrzavanja ovih
hromozoma najverovatnije heteroti¢ni.

Tokom evolucije postojali su trendovi povecanja veli¢ine genoma preko broja
gena koji kodiraju proteine, broja mobilnih genetickih elemenata, broja i veli¢ine
introna i veli¢ine intergenske DNK. B hromozomi nisu niSta drugo do znacajno
povecanje genoma, koje obezbeduje veliki asortiman malih RNK preko kojih je mogué
uticaj na osnovni genom. Konacan rezultat te interakcije u zavisnosti od trenutnih
sredinskih uslova, moze varirati, te u zavisnosti od toga, ovi elementi bivaju selekciono

neutralni, favorizovani ili eliminisani iz populacija.
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Zakljucci

1. DAPI- bojenjem B hromozomi vrste A. flavicollis se isti¢u kao heterohromatiéni.
2. Hibridizacija B-specificnih proba na metafaze razli¢itih jedinki ove wvrste,
nedvosmisleno ukazuje da sekvencu B hromozoma karakterse:

d) homologija sa pericentromernim regionom (PR) polnih hromozoma,

e) homologija sa subtelomernim regionima dva para malih autozoma i

f) slabija homologija sa distalnim regionom Y hromozoma.
3. Homologija izmedu sekvenci razli¢itih B hromozoma, kao i B hromozoma i regiona
A hromozoma je identi¢na bez obzira na geografsku udaljenost populacija iz kojih
uzorci vode poreklo.
4. Bez obzira na generalnu zastupljenost na B hromozomima razli¢itih vrsta, C-kit gen i
gen za 18S rRNK nisu pronadeni na B hromozomima vrste A. flavicollis.
5. Poredenjem sekvenci B hromozoma i referentnog genoma vrste Mus musculus,
identifikovano je 39 gena sa 22 hromozomska regiona poreklom sa 16 hromozoma
referentnog genoma.
6. Sa izuzetkom B hromozoma poreklom iz Rusije, koji sadrzi jedan dodatni
hromozomski region koji nije pronaden kod ostalih, svi B hromozomi su izgradeni od
istih hromozomskih regiona.
7. Sekvenca B hromozoma je u najvecoj meri obogacena genima koji kodiraju proteine
mikrotubula 1 ¢elijskog ciklusa. Prisutni su 1 geni koji mapiraju nukleotid-vezujuce,
metal-vezujuée proteine kao i proteine membrane, kao i velikim brojem repetitivnih
sekvenci. Geni smesteni na B hromozomima se nalaze u razli¢itim stadijumima
degradacije.
8. Pseudogeni poreklom sa B hromozoma se transkribuju.
9. Neizmenjeni geni sa B hromozoma, ili sa osnovnog genoma u prisustvu B
hromozoma, pokazuju visi nivo ekspresije kod Zenki u mladoj Zivotnoj dobi. Nivo
ekspresije je povezan i sa brojem B hromozoma na nacin da je najvisi nivo ekspresije
kod nosilaca jednog B hromozoma, dok sa porastom broja B hromozoma nivo
ekspresije opada.
10. B hromozomi wvrste A. flavicollis, najverovatnije vode poreklo od PR
heterohromatina X hromozoma koji se nalazi neposredno uz PAR. Evolucijom, ovaj

dodatni hromozom, je obogacen sekvencama sa gotovo svih hromozoma osnovnog seta.
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Mpwunor 1.

U3sjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucann-a __ Mapwuja C. Pajuuunh

6poj nHaekca _ 53032/2012

UsjaBmwyjem
[0a je AOKTOPCKa AucepTaumja nog HaC10BOM

,MoJleKyJiapHa CTPYKTYpa, nopekJio u pynkuuja b xpomoszoma Ko :KyTorpJior
mymckor muma, Apodemus flavicollis (Mammalia, Rodentia)*

L PE3YNTAaT CONCTBEHOI UCTPA*XMBAYKOT paaa,

e [a npeasioXeHa AucepTtauumja y UEAMHU HU Yy AeNoBMMa Huje Buna npeanoxeHa 3a
Aobuvjatbe 6MN0  Koje AuMnAomMe Npema  CTYAMjCKMM  Mporpamuma  Apyrux
BMCOKOLLUKO/ICKMX YCTaHOBa,

® 13 CYy pe3ynTatm KOPEeKTHO HaBeaeEHU U

® [a HMCamM Kpwwuo/na ayTopcka npaBa U KOPWUCTUO WMHTENEKTyanHYy CBOjUHY APYruX
nmua.

MoTnuc goKropaHga

Y Beorpaay,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LWUITaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa __Mapwuja C. Pajuuunh

bpoj uHaekca __ 53032/2012

Cryamjckm nporpam ___buonoruja

Hacnos paga __,,MoJieKyJIapHa CTPYKTYPA, nopekJjo u dyaknuja b xpomozoma
Ko/ sKyTorpJor mymckor muma, Apodemus flavicollis (Mammalia, Rodentia)“

MeHTopu: ap Tarwa AgHahesuh, BULLIM HayYHUM capadHUK YHMBep3uTeTa y beorpaay, MHcTUTyT

3a bMoI0LIKa UcTpaXkneara ,,CnHuwia CtaHkosuh”, MoTnucaHun/a

Ap JeneHa bnarojesmh, Hay4HM caBeTHMK YHMBep3uTeTa y beorpaay, MHCTUTYT 3a

bunosoLKa ncTpaskneama ,,CnuHmnwa Crankosuh”

MNoTtnucaHun/a

M3jas/byjem ga je wTamnaHa Bep3unja MOr AOKTOPCKOr paga UCTOBETHA €1eKTPOHCKOj BEP3UjU
Kojy cam npepao/na 3a objaB/bMBatbe Ha noptany J[urutanHor penosuTopujyma
YHuBep3urerta y beorpaay.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe MOjM AMYHKM NoJaum Be3aHu 3a Aobujarbe aKaLeMCKOr 3Bakba
[AOKTOPa HayKa, Kao WTO Cy MMe U Npesnme, roamHa u mecto pohera n gatym oabpaHe paaa.

OBM NMYHM NoOJaLM MOTy ce 06jaBUTU Ha MPEXHWM CTpaHuLama gurutanHe bubnuoteke, y
€/IEKTPOHCKOM KaTasiory vy nybavkaumnjama YHusepsuTeTa y beorpagy.

MoTnuc aokTOpaHAa

Y beorpagy,




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubanoteky ,CeBetosap Mapkosuh” pa y [Aurutantu
penosuTopujym YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy LOKTOPCKY AncepTaumjy nog Hac/0BOM:.

,»,MOJIEKyJIapHa CTPYKTYpPa, nopekJio u pynkuuja b xpomozoma Koj KyTorpJior
mymckor muma, Apodemus flavicollis (Mammalia, Rodentia)*

KOja je Mmoje ayTOpPCKO Aeno.

OvcepTaumnjy ca cBMM npuaosMma npegao/na cam y enekTpoHcKkom ¢opmaTty norogHom 3a
TpajHO apxuBMpatbe.

Mojy AOKTOPCKY Auceptaunjy noxparbeHy y [AuUrnTanHu penosmtopujym YHuBep3uTeTa y
Beorpagy mory aa KopucTe CBM KOju NOWTYjy oapenbe caaprkaHe y ogabpaHom Tmny AvueHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oaayyuno/na.

1. AytopcTBo

2. AYyTOpPCTBO - HEKOMEpPUMjANHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEpLMjanHo — 6e3 npepase

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeNUTU NoA, UCTUM YCN0BMMA
5. AyTopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monnmo fa 3a0KpyKuTe camo jeaHy of, WecT NoHyheHUX AnueHUM, KpaTak OnucC NMLEHUM
A0arT je Ha nonehunHu nnucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,




1. AytopcTtBo - [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AMCTPUOYLMjy M jaBHO caonwTaBake Aena, u
npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauumH ofpeheH of cTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
NINLUEHLE, YaK N Y KomepumjanHe cepxe. OBO je HajcnobogHMja 04 CBUX IULLEHLN.

2. AytopcTBO — HeKomepuMjanHo. [o3BO/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLMjY W jaBHO
caonwiTaBarbe Aena, U npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH opf cTpaHe
ayTopa uau gasaoua nuueHue. OBa MLEHLA He 103BO/baBa KOMepUMjanHy ynoTpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HEKOMepUujanHo — 6e3 npepasae. [1o3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, ANCTPUBYLN]Y U
jaBHO caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobsiMkoBarba UaM ynotpebe aena y ceom geny,
aKo Cce HaBede MMe ayTopa Ha HauumH oapeheH og CTpaHe ayTopa MK AaBaoua auueHue. OBa
NIVLUEHUA He A03BO/baBa KomepumjanHy ynoTtpeby gena. Y ogHOCY Ha CBe OCTane JIMLEHLE,
OBOM /IMLLEHLLOM Ce orpaHmMyaBa Hajsehn ob6um npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpPLMjaHO — Ae/IUTU NoA UCTUM YCaoBUMA. [03B0/baBaTe yMHOXaBakbe,
ANCTpMbyLMjy M jaBHO caomwwTaBake Aena, U Npepasge, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH oA cTpaHe ayTopa WM AaBaoLa IMLEHLE M ako ce npepaaa AMCTpubymnpa noa Uctom
UM cAMYHOM nuueHuom. OBa /MUeHUA He [03B0/baBa KomepuujanHy ynotpeby aena u
npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe yYMHOXaBakbe, AMCTPMBYLMjY M jaBHO
caonwTaBame aesa, 6e3 npomeHa, npeobsnkoBara UK ynotpebe gena y cBOM Aesy, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTopa MAM gasaoua nuvueHue. Osa
JIMLLeHL,A A03BO/baBa KomepLmjaaHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - genutm nog MUCTUM ycrioBuMa. [lo3BosrbaBaTe yMHOXaBahse,
AncTpmnbyuumjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, 1 npepage, ako ce HaBege nMe aytopa Ha
HaunH ogpefeH on cTpaHe ayTopa WM gaBaoua nuuUeHUe W ako ce npepaga
anctpmbympa nog UCTOM WAM  CriMMHOM  nvdeHuom. OBa nuueHua [03BoSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby fgena v npepaga. CnvyHa je copTBepckMM nuueHuama,
OLHOCHO Nu1ueHuama OTBOPEHOr Koaa.



