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... Miaz, igazsag” a biologus szamdra ...?

A hipotéziseknek kisérletileg cdfolhatoknak kell lenni.
Verifikaciojukra addig gondolni sem szabad, amig a cdfolatukra
iranyulo minden elképzelhetd erdfeszitésiink kudarcot nem vallott.

A kisérletileg nem cdfolhato hipotéziseknek a ,, mi vilagunkban ™ nincs igazsageértékiik ...

(G. Klein, 2001)



1.  OSSZEFOGLALAS

Talén senki nem gondolta, hogy a tarsadalom biin6zés elleni kiizdelmében Sherlock Holmes
régi axiomajat, miszerint ,the little things are infinitely the most important”, egy valdban kicsi
dolog, a DNS molekula fogja valéra valtani (Jobling, 2004). A human mikroszatellita markerek
hasznalata a torvényszéki gyakorlatban ma mar altaldnosnak mondhato, ugyanakkor az eléfordulo,
kozvetve illetve kozvetleniil allatfajok azonositasat, egyedazonossdganak megallapitasat érintd
igazsagiigyi genetikai szakkérdésekben megkovetelt nemzetkozi ajanlasok kialakitasa csak a
kozelmultban kezd6dott meg (Budowle, 2005). Az igazsagiligyi genetikai szakértoi tevékenység
Magyarorszagon jelenleg még mindig nem az akadémiai tudomanyteriileteknek megfeleld
kompetencia-matrixok alapjan Iétezik, igy a kriminalisztikai vonatkozasu allatgenetika sajatossagai,
potencialis lehetdségei €s hidnyossdgai mellett sem rendelkezik pontos meghatarozottsaggal.
Munkam alapvetd célja az volt, hogy a Canis familiaris példdjan keresztiil elinditsam azt a
folyamatot, melynek segitségével a nem emberi eredetli bioldgiai anyagok individualizalasa
diszkrét karakterisztikaval a torvényszeki genetika részévé valhat.

A hidnyossagok integracio igényelte kikiiszoboléséhez tobbek kozott elengedhetetlen a
btincselekményekkel kapcsolatba hozott illetve hozhato, kutya eredetii bioldgiai anyagmaradvanyok
faji eredetének megbizhaté azonositdsa. Az ismeretlen faji eredeti mintak torvényszéki
azonositasdhoz napjainkban sokszor a cytochrome b gén meghatarozott szakaszat (Kocher, 1989)
hasznaljak fel, annak viszonylag konzervativ szekvencia-intervallumara illesztett primer parok
(Bartlett, 1992, Parson, 2000) alkalmazasaval. Tobb faj — igy pl. a Canidae— esetében a primerek
kotési helyén eléforduld nukleotid inkomplementaritdsok miatt a taxonokra jellemzd pozicionalis
kiilonbségek nem detektalhatok tisztan, igy az azonositdst nem teszik lehetdvé. A sajat tervezési
degeneralt primerek (Egyed és mtsai, 2003) és PCR kondicidk hasznalatdval a zavaros szekvenciak
kikiiszobolhetdk, és konfirmaléd vélemény adhatd. A hagyomdnyos primerek (Parson, 2000) az
altalunk modositott PCR kortilmények kozott tobb kopidban eléfordulo, nukledris pszeudogénként
definialhaté (Ishiguro, 2005) cytochrome b analdg szakaszokat — DQ309764 (GenBank, 2005) —
eredményeztek, melyek eltérései alapjan jelenleg a fajta-jellegzetesség nem zarhato ki.

A tudomanyos bizonyitékok torvényszéki elfogadhatdsdganak szigorodasat példazza a Frye-
standard szignifikdns ambivalencidja — a szakértéi mddszernek relevans tudomanyos testiilet altal
altalanosan elfogadottnak kell lennie, ugyanakkor mi, és fleg kik altal definialt testiilet tekinthetd
relevans tudomanyos testiiletnek — miatt érvényre jutd, joval alaposabban kidolgozott Daubert-féle
kritériumrendszer (Walsh, 1999). A standardizalds ¢és hitelesités, a szakmai feliilvizsgalat és
érvényesités valamint a potencidlis hibaratdk ismerete, tesztelése egyarant hozzajarul a szakértd
véleményének birdi mérlegeléséhez. Az egyed azonossaganak megallapitdsdhoz toérvényszeki

szempontbodl standardizalt, validalt marker szelekciok — a kozelmult fejlesztései (Eichmann, 2004,



Halverson, 2005) ellenére — csak korlatozott mértékben allnak rendelkezésre, jelenleg nincs
egységes kodrendszer, nevezéktan, a relevans populaciokra vonatkozé STR allél- és
profilgyakorisagi adatbazisok nem, vagy csak igen nehezen hozzaférhetdk.

A kutya-specifikus STR polimorfizmusok felhasznaldsa érdekében a lokuszok repeticios
struktarajanak feltarasa — AF454051, AF454052 (PEZ20), AY375154 (PEZS), AY375155 (PEZS),
AY375153, AY375156 (PEZ6), AY536266 (PEZ3), AY672136 (PEZ1), AY758357, AY 758358
(PEZ12), (GenBank, 2005) — és hitelesitése szekvencia analizissel tortént, melyek segitségével a
megfigyelt varidnsok ismeretében nemzetkozi haszndlatra alkalmas nevezéktan ajanlhatd. A
hitelesitett referencia fragmensekbdl eldallitott alléllétrak standardizalasdval, majd a méretezési
pontossag tesztelését kovetd szemiautomata tipizalassal a polimorfizmus mértéke a magyarorszagi
kutyapopuléci6 adott allomanyaban felmérhetévé valt. A megfigyelt allélgyakorisdgokbodl kiinduld
populécié statisztikai tesztelések a fajtdk illetve fajtacsoportok kozott szignifikdns genetikai
kiilonbségeket tartak fel, melyek alapjdn egymdasnak megfeleltethetdé csoportok nem
valoszintsithetOk, referencia adatbazisként szolgdldé mintacsoport nem nevesithetd. A
kriminalisztikai (Padar, 2002) ¢és tenyésztéi (Padar, 2001) esetekben a kiilonféle
anyagmaradvanybol érzékeny szlirOvizsgalatok segitségével sikeres profilmeghatarozas végezheto,
de a magyarorszagi populacidk referencia adatbazisainak hidnyossagabol fakaddan jelenleg a
vélemények valoszinliségi kategdridja megalapozottan nem szamszeriisithetd. Mivel a vizsgalt
allomanyok mintavételi korlatok miatt nem feltétleniil reprezentativak, a genetikai fixalodas
pontositdsa a fajtapopuldciok tovabbi, részletesebb vizsgalatit igényli, de ennek kialakitasa aktiv
teny¢sztoi kozremikodést tesz sziikségessé.

Fentiek alapjan a Canis familiaris cytochrome b génszakaszon alapuld azonositdsa és az
egyedek azonossadganak STR-polimorfizmus vizsgéalaton alapuld megallapitisa a magyarorszagi
torvényszéki gyakorlatba bevezethetd, de a kezdeti 1épéseket még tovabbi — pl. tovabbi lokuszok,
mini-STR  vizsgélatok, populdcidés analizisek, mutdcié vizsgalatok, etc. — kutatdsokkal kell

kiegésziteni €s teljessé tenni.



2. BEVEZETES

1904. junius 11. A Spree folyobol (Németorszag) egy lednygyermek megcsonkitott
holttestét haldsszdk ki. Az orvosszakértdé véleménye szerint a kislanyt megerdszakoltdk ¢&s
megolték, majd testét megesonkitva vizbe dobtak. Habar a személyazonossag gyorsan megallapitast
nyert, a tanukihallgatdsok soran tett vallomasok félrevezették a nyomozast. A késObbiekben
gyanuba kerllt, buintetett eldéletli, prostitudltakat futtaté férfi, Theodor Berger lakdsan tartott
hazkutatas nem tart fel a blincselekménnyel kapcsolatba hozhatd bizonyitékokat, mignem az egyik
prostitualt elmondta, hogy utazdkosara eltlint. A kosar nagy erdkkel torténd felkutatasa végiil
eredményre vezetett, és az aljan taldlt vérszennyezddésrdl Uhlenhuth precipitacids szerologiai
tesztjének segitségével — melyet akkor még csak néhany német és osztrak torvényszéki szakember
alkalmazott — bebizonyosodott, hogy emberi eredetli. Theodor Bergert gyilkossagért 15 évi
fegyhazbiintetésre itélték (Thorwald, 1973).

1983. november 21. Brutalisan megerdszakolt, majd megfojtott fiatal ldny holttestére
bukkannak Narborough (Anglia) kozelében. Az onddszennyezddés szerologiai- és enzim-
polimorfizmus vizsgalata a feln6tt férfi lakossag kb. 10%-aval megegyezd tulajdonsag-egyiittest
mutatott ki, igy a gyilkos utani hajsza megrekedt.

1986. julius 31. A harom évvel korabbi buncselekményhez rendkiviil hasonlé médon meg-
gyilkolt fiatal lany holttestét talaljak meg Narborough kozelében. A helyszin kozelében elfogott és
elsddlegesen meggyanusitott fiut a szakértdi vizsgalatok tisztaztdk, megallapitva azt is, hogy
mindkét gyilkossagot ugyanaz a személy kovethette el. Mivel a lehetséges elkovetok korét nem
lehetett nyomozati uton sziikiteni, a rendérség a kornyékbeli telepiilések férfi lakossagat
tomegszlrésre kérte fel. A szilird — egyszersmind azonositd — vizsgalatokat ,,DNA-fingerprint”
(RFLP) modszerrel végezték. A sziirdvizsgalatra szolgdld mintaadast egy fiatalember, Colin
Pitchfork tobbszor is megtagadta, majd hirtelen eleget tett a felszdlitdsnak, ami mentesitette a gyant
alol. Az ondomaradvanyokkal egyezd tulajdonsagu elkovetd azonban még 1987-ben sem kertilt el6,
de a késedelmeskedd fiatalember baratjanak kérkedése — miszerint Pitchfork helyett ¢ adott vért a
teszthez — a renddrség tudomdsara jutott. Az Uj, immar biztosan azonosithaté minta vizsgalata
alapjan Pitchfork-ot életfogytig tarto szabadsagvesztésre itélték (Forensic Science Service).

2000. marcius 19. Budapest egyik sporttelepén félig lemeztelenitett fidgyermek roncsolt
sériilésekkel teli holttestét talaljak meg. A helyszini szemle és az elsddleges szakértdi vizsgalatok
illetve vallomasok alapjan inditott nyomozassal ellentétben — mely kiilonds kegyetlenséggel
elkovetett, szexudlis motivacidju emberdlést valdszinlisitett — a bonctermi orvosszakértoi
vizsgalatok utdn kutydk 4ltali tdmadas ténye meriilt fel. A feltételezett egyedek azonositasaval
kapcsolatos, parhuzamosan zajlé szakértdi vizsgalatok targyat a holttest sériilései, nyomtani

elvaltozasok ¢és bioldgiai anyagmaradvanyok képezték. A fellelt szorszalakbol, nyal- és



vérfoltfoltokbol PCR-alaptit DNS vizsgalatok torténtek, melyek részben az emberi eredetli biologiai
anyagok, részben kutya-specifikus STR 16kuszok analizisével az éallati eredetli maradvanyok
azonositasara terjedtek ki. Az eredmények elkovetoként két kutya (rottweiler és német juhdszkutya)
hipotézisét tamasztottdk ald. Az allatokat elaltattdk, gazddjuk ellen gondatlansagbol elkovetett
emberolés vadjaban folyik eljards (Padar és mtsai, 2002).

A blindzés €s a blinozés elleni kiizdelem egymas mellett 1étezik, civilizaciokon ivel at. A
fajtarsak értelmetlen elpusztitasanak biologiai sziikségszerlitlenségét a genetikailag determinalt 6sz-
tonos magatartasformak mellett mar a prehisztorikus hitvilagok, a primitiv tdrsadalmak, korai val-
lasok normai is szabalyoztak. Az allamisag kialakuldsa, a varhato biintetés fenyegetése illetve annak
elkeriilése-elkertiilhetosége mindig 1) és Ujabb kihivasokat, Otleteket, mdodszereket és eszkozoket
realizalt, melyek részben ki- és felhasznaltdk az adott korszak ismereteit, de részben motivaltdk is a
korszerli ismeretszerzést. A valtozasok, a felgyorsulo és egyre globalizalédé tarsadalmi, gazdasagi,
tudomanyos-technikai fejlodés hatasainak érvényesiilése és a ,tokéletes blntény” paradoxona
egyarant jellemzi azt a folyamatot és annak allomasait, melynek révén a XXI. szazad kezdetére a
kriminalisztikai személyazonositas (Bocz, 2004) a DNS-vizsgalatok révén 0 tavlatokat nyert.

Napjainkban potencidlisan barmilyen foglalkozés, barmilyen hivatds vagy akéar miivészet
szerephez juthat a torvényszéki aréndban. A kriminalizalddo tarsadalmakat és azok pereskedd hajla-
manak novekedését latva egyre inkabb megszokott dolog a szakértok bevonasa a leginkabb ezoteri-
kusnak tlind torekvésben — az igazsag kideritésében, a birosagi eljarasban. Amig a szakértoi tertile-
tek diverzitasuknak koszonhetden gyakorolhatnak hatast a jogalkalmazésra, az egyes szakértok sajat
szakértelmiik alapjan nyilvanitanak véleményt, illetve alkalmazzak a természettudomanyt egy-egy
blincselekmény megoldadsa sordn. A tudomany gyakran tévesen <éErtelmezve, szamtalanszor
kolcsonoz hitelességet annak az elképzelésnek, mintha a tudoményos aura automatikusan ruhdzna
fel korrektséggel, megbizhatdsaggal, szavahihetdséggel, ugyanakkor nem hagyva kétséget afeldl
sem, hogy a tudomany birodalman kiviil esd elmélet megalapozatlan. (Ezt tudomanyos alapon
szakérto allapitotta meg, tehat igaz...?! — Ez nem tudomanyosan igazolt, tehat nem hihetd el...?!). A
klasszikus tudomany a hipotézis tesztelés fogalmaval definialhato, a tudomanyos modszer nem mas,
mint egyféle keret a feltételezések vizsgalatara. A valosaghoz igy annak a felismerése és megértése
vihet kozelebb, hogy a tudomany csak eljards, nem maga az igazsag (Inman, 2001).

Habar az igazsagiigyi tudomanyok definicidja nem igazan egységes, €s kritériumrendszere
angolszasz alapokon — Magyarorszagon jelenleg még gyerekcipoben — formalodik, a joghoz, torvé-
nyekhez fiz6d0d viszonya egyértelmii. Jogrendszer hidnyaban a kriminalisztikdnak — és szakértdinek
— nincs funkciodja. Sajatossagait egyarant befolyasolja a természettudomanyok miszaki, technologi-
ai hattere, dogmatizmusa, a jogtudomanyok tarsadalmi, politikai hattere, konzervativizmusa vala-

mint a két tudomanyteriilet eltérd gyorsasagi dinamizmusa és evolucidja. Az igazsagiigyi tudoma-
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nyok alkalmazott tudomanyok, mivel az igazsagiigyi- és kriminalisztikai szakértéi problémak
megoldasat szolgald tudoméanyos mddszertant vegyészek, bioldgusok, genetikusok fej-lesztik ki. Az
Uj technoldgidk, modszerek természettudomanyos voltuknal fogva nemcsak sajat elo-nyiikre, hanem
a régi modellek korlataira €s hatranyaira is ravilagitanak, mintegy ezen problémakra megoldast
keresve jottek 1étre. Elterjedésiik egyéb teriileteken is széleskorii valtozast indukal, és egy bizonyos
1do eltelte utan ellehetetleniti, illetve kivitelezhetetlenné teszi a régiek alkalmazésat.

Az igazsagiligyi szakértd ¢s feladatdnak konkrét meghatdrozasa a multidiszciplinaris
tudomanyteriilet kapcsan szintén nehezen definialhatd. Altaldnossagban elmondhat6, hogy legfébb
szerepét a fizikai nyomok és anyagmaradvanyok vizsgalata jelenti orvos- €s természettudomanyos
technikdk objektiv alkalmazéasaval, ezaltal igazolva az adott buncselekményt illetve az azzal
fennallo kapcsolatot (Inman, 2001). A tudomanyos és a gyakorlati torvényszéki alkalmazas kozott
azonban kiilonbséget kell tenni. A kutatdsban megfelelé és megbizhatonak tartott eljarasokat az
ovatos, tartozkodod jogi szemléletmod nem minden esetben fogadja el torvényszéki szempontbdl is
megbizhatéan alkalmazhatonak. Néha a DNS vizsgadlatok eredménye is vitathaté-vitatott a
birdsdgokon, altaldban — ugy tetszik — nem a technoldgia, sokkal inkabb a gyakorld személy
(szakember?) azon ratermettsége, képessége miatt, hogy a vizsgalatokat koriiltekintden €s helyesen
vitelezze ki (Butler, 2005).

A DNS alapu azonositassal foglalkozé igazsagiigyi genetikat kihivasai, probléma felvetései,
modszertani és technikai fejlesztései, eredményei nemcsak passziv felhasznaloként, hanem aktiv
kozremiikodoként kapesoljak a genetikahoz mint alaptudoményhoz és a jogalkalmazashoz egyarant,
ugyanakkor nem tekinthetd a két alkotdrész egyszerli 6sszegzddéseként. Az igazsagiigyi genetika
0nallo tudomanyteriiletként miikodik, és hasznalja fel a genetika — pl. molekularis genetika —
mddszereit, tudoméanyos eredményeit. Onallo voltat tamasztja ald az is, hogy igazsagiigyi genetikai
kutatdsok a genetika mas teriiletére vonatkozd informacidkat — pl. polimorfizmusok molekularis
struktirdja, ) szekvencia adatok, populacidgenetikai értékek, jellemzok, stb. — is szolgéltathatnak,
melyek ugyanakkor onmagukban nem jelentik az igazsagiigyi genetika céljat. Torvényszéki
aspektusbdl a természettudomany — genetika — csak eszkoz, melynek segitségével a kriminalisztikai
hipotézisek megerdsithetdk avagy elvethetok. A tudomanyteriilet 6nallésoddsa — mas, kordbban
koncepciok, besoroldsok és dogmak megvaltozasaval jar. Habar a valtozasok érvényre jutasa eltérd
lehet, az igazsagligyi genetika mint az alkalmazott tudomanyok autondm tudomdnyteriilete
napjainkra szinte minden orszagban az igazsagszolgaltatds részévé valt (Brinkmann, 2003), és
szamos vonatkozasdban kiszélesitette a bilincselekmények felderitésének és bizonyitasdnak
lehetdségét. Helyszini biologiai anyagmaradvanyok faji-, egyedi (személyi) eredetének meghataro-

zésa, helyszin-helyszin kapcsolatanak vizsgéalata, ismeretlen személyazonossagi holttestek,
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maradvanyok azonositdsa, leszarmazasi viszonyok elemzése mellett polgari jogi (pl. apasagi teszt),
torténelmi, kegyeleti (pl. sir, tomegsir) vizsgalatok céljara hasznalhatd fel. Tovabbi lehetdségek
korvonalazddnak a technoldgia fejléddésével a potencidlis elkovetd megnyilvanuld tulajdonsagainak
(pL. haj- és szemszin, stb.) hatrahagyott anyagmaradvanyabol — akar egyetlen sejtjébol (Oorschot
RAH, Jones MK, 1997) — torténd kideritésére, a megallapitott adatok informatikai alapon torténd
rendszerezésére, adatbazissa szervezésére, a nem emberi eredetli anyagok azonositasara. Mindezek
a médidk felelds partnerségével parosulva, felhasznalva a korszerli ismeretterjesztést, generaciokat
atfogd, széleskort tarsadalmi tudatosuldst, a biinozéssel szembeni visszatartd erdt indukalhat, ezzel

Az alkalmazott genetika tudomanyteriiletén bevezetésre keriild uj €s 0jabb kutatasi ered-
mények néha még a kompetens szakemberek szamara is vitathatoak, de hatdssal vannak a gazda-
sagi, tarsadalmi fejlddésére éppligy, ahogyan a kozosségekre és a mindennapok emberére egyarant
(Cyranoski, 2004). A lehetdségek ¢€s kockdzatok mérlegeléséhez konszenzusokra van sziikség
(National Comission of the Future of DNA Evidence, 2001), megeldzve, tompitva ezzel a potenci-
alis vallési, tarsadalmi, politikai, gazdasagi, tudoményos, jogi ¢és etikai vitakat (Guillen, 2000),
melyeket napjainkban a genetikai modszerek mas irdnyt attorése is — pl. klénozas — eredményez.

A DNS polimorfizmus alapjan torténd igazsagiigyi €s kriminalisztikai célu vizsgalatok az
elmult két évtizedben a human személyazonositasra koncentralédtak, mely Magyarorszagon is tobb
éves elézménnyel rendelkezik (Padar és mtsai, 1993). Az esetek vizsgélati mintait tulnyomo
tobbségben human eredetli bioldgiai anyagmaradvanyok jelentik, azonban a szakért6i munka soran
rendszeresen eléfordul olyan {igy is, melyekben dallati eredetli anyagmaradvanyok jatszanak
szerepet, sOt az elkdvetéssel allat — pl. kutya — gyanusithato. A genetikai alapkutatasok keretében
zajlo, eltérd szint Genome Project-ek — Lander és mtsai, (2001), Habar a kutyak DNS alapu
szarmazasellenorzésére vonatkozéan mar korabban is torténtek kisérletek (Veres, 1998), az eredet
¢s az egyed igazsagligyi kritériumoknak megfeleld, validalt definidlasat a doktori munkét

megelézden nem tudtuk megtenni.
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3.  IRODALMI ATTEKINTES
3.1. Az igazsagiigyi genetika alapjai

A ,,Human Genome Project” kihivasai forradalmasitottdk a biotechnoldgia fejlodését,
beleértve az igazsagiligyi felhaszndldsra alkalmas modszereket is, melyeket viszonylag gyors
1épésekben kovetett a rutinszerli alkalmazas €s a jogalkalmazdi mérlegelésben indukalt valtozasok.
Az 1j lehetéségek azonban ujabb és ujabb kihivasokat hordoznak magukban. Hogyan lehet a
molekularis genetika folyamatosan megujuld-elavuld dinamikus informéaciodzonét a joval
konzervativabb igazsagiligyi koriilményrendszerekben rutin szakért6i mddszertanként felhasznalni?
Hogyan lehet a ,,minél kevesebbdl — minél tobbet — minél biztosabban” jogalkalmazdi elvarasnak
,minél jobban” megfelelni? Hogyan kell ehhez értékelni, atértékelni, modositani a helyszini
tevékenységet, a bioldgiai anyagok felkutatasat, rogzitését, esetlegesen vizsgalati sorrendiségét?
Hogyan lehet a természettudoméanyos vizsgalatok eredményét a birdsdgok elétt megfelelden
interpretalni és bizonyitékként elfogadtatni? Hogyan lehet az egyed — személy — azonositasara
szolgald genetikai profil nyujtotta informacidét hasznositani mar a nyomozas sordn vagy akar
blinmegeldzési célzattal? A megvalaszolandd kérdések tovabbi biztositékot jelentenek arra nézve is,

hogy a DNS technoldgia igazsagiigyi alkalmazasanak fejezete még korantsem tekinthetd lezartnak.

3.1.1. A kriminalisztika és kihivasai

A torvényszéki tudomanyok kezdetére sokszor a titokzatossag és/vagy az intrika
valamint valdsziniileg a legtobb félreértelmezett illetve a legkevesebb megértett tudomanyos
diszciplina volt jellemzé. Mivel a spekulacid hajlamos az informéciohiany gyors és
kézenfekvo potlasara, a szobeszeéd potolta a birdk professzionalizmusat. Minden bizonnyal a
torvényszéki gyakorlatot folytaté szakemberek is hozzajarultak ahhoz a percepcidhoz, hogy
egy kriminalisztikai esemény korldtozott szami nyombdl, bizonyitékbol torténd
rekonstrudldsa megvaldsithatd néhany, erre a feladatra megfeleld adottsaggal, tehetséggel
rendelkezd személy kozremiikodésével. Még azok is, akik tudoményosan igazolhatd
modszereket alkalmaznak, sem tudnak ellendllni annak a cseppnyi hirnevet jelentd
Osztonzésének, amit egy bonyolult blincselekmény megoldasa jelent. Bar a ,,csak én tudom”
szakértést korunkban a jogelvards az altalanos elfogadottsag elvével ellensulyozza, a laikus
szamara az igazi szakértok megkiilonboztetése a sarlatdn onjelolt ,,szakértok”-t6l nem mindig
egyértelmii. Szamos dokumentacio bizonyitja azt a talbecsiilt alkalmassagot, ami korlatozott
adatokbol tortént , katedralis kovetkeztetések™ levonasat idézte elo.

A szakértoi vélemények torvényszéki elfogadasanak kibontakozdsa a tudomanyos
bizonyitas korabban kérdés nélkiil elfogadott szakértdi modszereinek alapos feliilvizsgalatra

Osztonoz. Léteznek olyan teriiletek, ahol a kérdéses- illetve referenciaminta kozotti
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kapcsolatot egyszeriien egyediként definialjak, ami azt a latszatot kelti, hogy a bizonyitékok
Osszehasonlitasa olyan elsajatitott szakmai jartassag €s szakértdi vélemény hataskorébe esik,
ahol a vizsgalatot végz6 az azonossagot szamszerlileg aldtdmasztott, szisztematikus
tudomanyos igazolast nem igényld mddon fejtheti ki, ugyanakkor a , DNS-szakértoktol”
relevans populéacidk allélgyakorisagi adatain alapulod genetikai profil kozlését varjak el. Az
egyedi szakértelemre ¢&s tapasztalatra tdmaszkodd diszciplindk ilyen modon torténd
tudomanyos megkozelitését nem mindeniitt tartjdk célravezetonek, de a vélemények
statisztikai igazoldsat legalabb a targyi bizonyitékokra ki kellene terjeszteni (Inman, 2001). A
statisztikai mddszerek illetve azok korlatai a bizonyitékok tipusatdl s természetétdl fliggden
kiilonbozhetnek.

A torvényszéki szakértésben kritikus szerepet jatszik annak megértése, hogy a
megvalaszolandé kérdések a jogalkalmazo — nyomozo6 hatésdg, vad, védelem, etc. — altal
kozvetleniil megfogalmazott kérdések. A kérdéseket elsddlegesen az egyedi esetek specialis
koriilményei hatarozzak meg, de a vizsgald képzettsége, ismerete ¢s tapasztalata is
befolyasold tényezd lehet. Ezeket a jogalkalmazdi kérdéseket kell a szakértonek leforditania
tudomanyos kérdésekre, mintegy kddolva azokat, majd a vizsgélati eredményei alapjan levont
kovetkeztetéseit dekodolnia kell. A targyi bizonyitékok — ,physical evidence” -
kriminalisztikai laborvizsgalata néha talan a ,,mikor?”, de leginkdbb a ,ki?”, ,mi?”, ,hol?”,
,hogyan?” megvalaszolasara alkalmas, de adekvat vélaszt a ,,miért?”’-re szinte soha nem ad.
Mivel a megfeleld vizsgalati stratégia és mddszer megtervezése illetve kivalasztasa teljes
mértékben a kiinduldsi hipotézistl fiigg, a nyomozas kezdeti szakaszdban még inkabb
koriiltekintéen kell eljarni (Inman, 2001).

Az 6gorog tudosok alapértelemben generalistak voltak, azon egyszeri oknal fogva,
hogy nem volt elég tudomdnyos ismeret a specializacié igényének illetve
sziikségszeriiségének megteremtéséhez, amit azonban a progresszidé a XX. szazadra
elkeriilhetetlenné  tett. A  konvergaloddo ismeretek felhalmozodésa kapcsan az
interdiszciplinaris teriiletek fokozott figyelmet nyertek. A tudomanyos evolucidhoz hasonldéan
a specializalodas a torvényszeki tudomanyok — igy a torvényszéki genetika vonatkozéaséban is
megfigyelhetd. Habar ez az irdnyzat bizonyos mértékig mindkét irdnyban — a specialitastol a
generalitas felé is — megnyilvanul, az akadémiai hattér hianya az igazsagiigyi tudomanyok —
igazsagligyi genetika teriiletén meglehetosen szembetiind. A tudomanyos kozvélemény altali
elfogadds megkoveteli a gyakorlati alkalmazashoz sziikséges egységes keret, atfogd
paradigma kialakitasat, mely segitségével a nyomkeresztez6dés, az azonositas, az osztalyozas
illetve az azonossag megallapitasa — individualizacid —, az Gsszefiiggések vizsgalata végiil a

blincselekmény tér- €s idobeli rekonstrudlasahoz — bizonyitasi eljaras — vezethet.
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A biologiai egyedhez vald kapcsolhatosag miatt a DNS-vizsgalatok elsdsorban a
személyi bizonyiték-bizonyitas eszkozeként jelentek meg és tudatosultak a gyakorlatban.
Habar a korabbi moddszerekhez képest a DNS alapu vizsgalatok szdmos elénnyel
rendelkeznek, a tulajdonsagok atorokités esetén illetve az él61énybdl vald kikeriilés vagy a
halal beallta utdn (Parsons, 1997) megvaltozhatnak. Ez a viszonylagos allanddsag teszi —
tobbek kozott — az igazsagligyi genetikat a genetikan beliil is Onalld teriiletté. A DNS-
molekula viszonylagos védettsége, stabilitdsa a technikai eldnyokkel parosulva azonban sok
esetben a természetes bomlasi folyamatok (Montagna, 1996) és a tevolegesen megvaltoztatott
allapot — pl. égetés — ellenére (Sweet, 1995) is megoldast jelenthet. A ,,nincs aldozat — nincs
blintény” logikat alkalmazo elkovetdk holttest eltiintetésére iranyuld térekvése tobbnyire mar
nem eredményes (Stout, 1991). A nemi kromoszomak markerei, igy az Y-kromoszoma mint a
human genom kizdrélag férfiakra jellemzé szakasza (Corach, 2001) az erdszakos
blincselekmények — tilnyomd tobbségben férfiakat jelentd — elkdvetdinek azonositdsat tette
még eredményesebbé. Ez leginkdabb azokban az eljarasokban nyilvanul meg, melyekben a
kevert jellegli biologiai mintdk ndéi eredetli sejtjeinek tulstilya miatt a hagyomanyos
autoszomas STR analizis nem informativ — pl. hiivelyvaladékkal keveredett kis szamu
spermiumsejt —, €s amelyet — pl. hidnyzo hozzatartozok esetén — kiegészithetnek az X-
kromoszomas markerek (Szibor, 1995) is. Az extrémen kis mennyiségii DNS-t tartalmazé
mintak vizsgalhatosdga a mikronyomok hagyomanyos kriminalisztikai értelmezését — fizikai-
¢s kémiai mikronyomok — nemcsak szdmszeriileg, hanem kimutatasi érzékenység és a
szarmazas vonatkozasaban — kvazi egyediség — is szignifikansan kiterjesztette (Gill és mtsai,
2000).

Kriminalisztikai konzekvenciai miatt a — blincselekményekkel kapcsolatba hozhaté —
biologiai anyagok ¢€s anyagmaradvanyok, mikronyomok abszolut- és relativ kora is igen
sokszor all a jogalkalmazdéi érdeklddés kozéppontjaban, de azok blincselekménnyel torténd
tényszerli Osszefiiggésének mérlegelése — az egyéb targyi bizonyitékokkal, pl. ujjnyomat,
fizikai-, kémiai mikronyomok, etc. analég modon — jogalkalmazo6i kompetencidba tartozik,
igy meghaladja a szakértdi vélemény kategdridjat. A helyszinen fellelt bioldgiai
anyagmaradvanyoknak a szervezet fiziologids kornyezetébdl valo kikeriilésének idopontja —
tulajdonképpen kora — az eredd kornyezeti hatdsok komplexitasabol fakadoan csupan
egyszerusitett tényezok inercia-rendszerében végzett modellkisérletek €s szakértdi tapasztalat
alapjan becsiilhetd, valdszintsithetd. Habar az el6zdkben emlitettek értelmében az abszolut

kormeghatarozas korlatozott, a vizsgalatok targyat képezd feliiletek és anyagmaradvany-

crer
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3.1.1.1. Azonositas — szarmazas — individualizacio

Az azonossag fogalma ¢s annak megallapitasa kriminalisztikai szempontbdl kettds
jelentdséggel bir, ami egyrészt két dolog — pl. minta — azonos eredetének megallapitasat,
masrészt a minta természetének, lényegének, sajatossdgainak meghatarozasat jelenti
(Saferstein, 1990). Ez az értelmezés néha igen konflzus, ami az ,,azonos” kifejezés, mint
egyediséget jellemz6, meghatarozo jelentésii hasznalata — v6. egyedazonositas —, és a
torvényszéki alkalmazasban egy objektum kategorizaldsahoz sziikséges jellegzetességek leiro
értelmének keveredésébdl fakad. Amig az azonositas a targyi bizonyitékok fizikai, kémiai,
bioldgiai természetét definidlja, az individualizacio a minta eredetének konkludalasara tesz
kisérletet. A biologiai anyagmaradvany azonositdsa — pl. szovettipusanak meghatarozasa,
csoportositdsa — és az azonossdgdnak megallapitisa — mely egyedtdl szdrmazik — kozott
kiilonbséget kell tenniink.

A filogenezis genetikai evolucidja a fajok kozott jelentds eltéréseket, mig egy fajon
beliil viszonylagos allanddsagot fixalt. Ennek koszonhetéen az adott fajok jellemzé eltéréseik
alapjan egymastol elkiilonitheték (Irwin, 1991). Onmagaban egyetlen rovidebb 16kusz —
fizikailag elhelyezheté DNS-szakasz — sem rendelkezik csak egyetlen egyedre vagy
személyre jellemz6 markerrel — nukleotid szekvencidaval — azonban a megfeleld szamu
polimorf helyen megallapitott allélok egyiittese — genotipus vagy genetikai profil — ,,genetikai
személyi szamként” feleltethetd meg. A genetikai profil egyediségét az €él6lények egy fajba
tartozd egyedeinek szaporodaskozosségen beliili rokonsdga — részben kozos genetikai
alloménya —, a genetikai 16kuszok populaciénként valtozd polimorfizmusa (Cavalli-Sforza,
1994) egyarant befolyasolja. Az allamigazgatasi személyi szammal ellentétben a DNS-profil
jogi-filozofiai vonatkozasban kategorikus bizonyossagként nem értelmezheto.

A megallapitott DNS-profilok egyezésére — illetve egy biologiai nyom adott
személytdl valo szarmazasdnak mértékére — vonatkozo szakértdi interpretacidhoz populacio-
genetikai és genetika-statisztikai elemzések (Evett, 1998) sziikségesek, melyeket a
vérrokonsag — mutacidés események — illetve a profilkeveredés — a bioldgiai nyomot tobb
egyed bioldgiai anyaganak keveredése hozta 1étre — elemzése specializdl. A DNS-bizonyiték
statisztikai kiértékelésének elfogadott mddszere a gyakorisdgbecsléssel kombinalt Bayes-elvii
hipotézistesztelés (Garbolino, 2002, Evett €s mtsai, 2002). A szakértéi véleményben a
valoszinliségi hanyadost — a hipotézis €s az ellenhipotézis teljesiilésének feltételezésével
szamitott valoszinliségek hanyadosat — ti. ,,Likehood Ratio” vagy ,,LR” érték — tiintetjiik fel.

A gyakorisagbecslés esetlinkben nem mas, mint a genetikai profilokban kozolt

polimorf tulajdonsagok — allélok adott populacioban kalkulélt el6forduldsi gyakorisaga. A
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hipotézistesztelésen alapuld valoszinliségszamitas a legalabb két lehetdség elvének statisztikai
modelljére épiil, ahol:

Hipotézis 1: A bizonyiték valddi eredete a feltételezett eredet.

Hipotézis 2: A bizonyiték valddi eredete egy masik, alternativ eredet.

A két valdszintség:
1. annak valoszintisége, hogy a bizonyiték a feltételezett eredettel kozos eredeti,
ha igazként fogadjuk el, hogy a feltételezett eredet a valodi eredet — altalaban
a vadat jellemzi,

2. a bizonyiték kozos eredetének valdszinlisége az alternativ eredettel, ha
igazként fogadjuk el, hogy egy alternativ eredet a valddi eredet — altaldban a
védelmet jellemzi.

A valészinliségek hanyadosa az ,,L.R” érték.

A targyi bizonyiték vizsgélatakor azonban nem ismerjiik a kozos eredet
valoszinliségét, de kiszdmithatjuk a bizonyiték taldlati valoszinliségét az eldzetesen
feltételezett igaz illetve hamis hipotézisek elfogadasa esetén. A valdsziniliségi hanyados tobb
feltételezés Osszehasonlitasara felhaszndlhatd anélkiil, hogy barmelyiket is kitlintetett modon
kezelnénk.

A Bayes-tétel esély (odds) formaju altalanos modelljének

,,Prior odds x LR = Posterior odds”

alapjan megfogalmazhat6 kérdés:

mennyire valtoztatja meg az itéletet (posterior odds) a jarulékos bizonyiték (LR) egy

feltételezett allitas (prior odds) vonatkozasaban?

Az ,a priori” tényez0 egyszerlien eldzetes informaciok alapjan felallitott hipotézis. Ezek
egyarant lehetnek szdmszerlien aldtdmasztottak, de spekulativak is. Az LR szamitasaval egy
masik, 1) bizonyitékot hozunk létre, amely az elsddleges feltételezést mddosithatja, és a
posterior tényezot eredményezi.

A jogalkalmazd altal az igazsagiigyi szakértonek feltett alapkérdést — ti. ,,Mekkora
valosziniiséggel szarmazik a biologiai anyagmaradvany az adott egyedtél?” — mindig
legalabb egy masik, un. ellenhipotézis — pl. ,,Mekkora valosziniiséggel szarmazik a biologiai
anyagmaradvany az adott népességbol véletlenszeriien kivalasztott masik egyedtol?” —
valoszinliséghez kell viszonyitani. Mindkét, Un. posterior valdszinlis€ég kiszdmitdsahoz a
Bayes-elv alapjan hipotézisenként két valdsziniiségi értéket kell kalkulalni, majd a kapott
valoészintiségeket egymassal 6sszeszorozni.

A két valoszintiségi érték koziil az egyik az Gn. prior valdszinliség, amely azt fejezi ki,

hogy mekkora az adott hipotézis valdszinlisége a genetikai tesztelésen kiviili, egyéb —
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nyomozati, szemtanutol szdrmazo, mas szakértdi etc. — hattérinformaciok alapjan. Mivel ezen
informaciok teljes kore az adott igazsagiigyi szakértd szdmara nem ismeretes, igy a posterior
valdszinliség a prior valdszinliség hidnyadban nem adhaté meg, tehat a fenti alapkérdésre
valaszt adni ,,a biologiai anyagmaradvany az egyedtol adott valoszintiséggel szarmazik”
modon helytelen. Az apasagi vizsgalatok soran a szakértok azért adnak meg mégis posterior
valdszinliséget, mert a prior valosziniiséget — sokszor hallgatélagosan — 50%-nak veszik.

A posterior valoszinliség kiszdmitasdhoz sziikséges masik valdszinliségi érték azt
fejezi ki, hogy mekkora a DNS-vizsgalat eredményének valdszintisége a felallitott hipotézis —
ellenhipotézis teljesiilése esetén, tehat az LR-tag vonatkozik a genetikai tesztelésre. Példaul:
~Mekkora a valosziniisége annak, hogy éppen az anyagmaradvanybol kimutatott DNS-profilt
hatarozzuk meg akkor, ha feltessziik, hogy a biologiai anyagmaradvany az adott egyedtil
szarmazik?” Ez a kérdésfeltevés, amelyre a genetikai tesztelés onmagdban valaszt tud adni,
nem arra vonatkozik, hogy mekkora valdszintiséggel szarmazik a szennyezddés az egyedtdl,
hiszen azt az egyik hipotézisre vonatkozd valdsziniiség kiszamitasanal teljestiltnek tekintjik.
A hipotézis ¢és ellenhipotézis teljesiilésének feltételezésével szamitott, a genetikai tesztelés
eredményére vonatkozé valoszinliségek hanyadosat [un. valoszinliségi hanyados, likelihood
ratio (LR)] lehet megadni a kriminalisztikai DNS-vizsgalatok statisztikai kiértékelése soran.
Az ellenhipotézis likelihood értékének szamitdsa csak akkor helyes, ha a statisztikai
kalkulacidhoz felhasznalt populacids gyakorisdgot nem a gyanusitott egyed szubpopulacios —
pl. fajta — hovatartozasa, hanem az ,,a priori” informacid — pl. tanavallomas — hatarozza meg.
Amennyiben a bioldgiai nyom csak egy személy genetikai anyagat tartalmazza, akkor a
valoszinliségi hanyados — legegyszeriibb formdjaban — a DNS-profilegyezés valdszintiségének
reciprokaval egyezik meg. A DNS-profilegyezési valoszinliség azt mutatja meg, hogy
mekkora a varhato valoszinlisége annak, hogy a populdcidban a bioldgiai nyom DNS-profiljat
az adott egyeden kiviil még egyszer megfigyeljiik. Az igazsagiigyi genetikai vizsgalatok
Bayes-elvli hipotézis tesztelése soran — kiilondsen tobb egyedtdl szarmazo bioldgiai
anyagmaradvanyok kapcsan — nemcsak kettd, hanem tobb hipotézis feltételezése is indokolt
lehet. Ilyenkor a tesztelt hipotézis-paroknak megfeleléen tobb valdsziniiségi hanyados is
megadhatd, de bizonyos esetekben célszerii mas — pl. egyiittes kizarasi valoszintiség — érték
kalkulalasa is.

A statisztika  segitségével egyediilalldé moddon lehetséges a  bioldgiai
anyagmaradvanyok szdrmazasara rokonsagi- és leszarmazasi szempontbol nyilatkozni (Oz,
2003), figyelemmel a nemi-kromoszémas markerek — pl. férfiak kozotti rokonsagi kapesolat

megléte — sajatsagara is (Kayser, 2001).
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Az adatbazisok létrehozdsaval és integralasdval megkezdddhetett az a folyamat, mely
a DNS-vizsgalatok szerepvallalasat — bar nem kritika nélkiil (Johnson, 2003, Pascali, 2003) —
a nyomozati eljarasra-segitségnyujtasra is kiterjesztette. A potencidlis elkdvetdk, kapcsolatba
hozhatd személyek é&s helyszinek genetikai profiljainak — pl. helyszin-helyszin ill.
személy/egyed-helyszin, személy-személy vonatkozdsiban — Osszehasonlitdsara jelenleg
magyarorszagi tapasztalatok még nem allnak rendelkezésre, nemzetkdzi adatok alapjan
mindazonaltal kategorikus megallapitasok tehetdk (Interpol handbook, 2001).

A DNS univerzalis jellegébdl fakaddéan és a fentiekben foglaltaknak megfelelden
rendkiviil sokféle, kriminalisztikailag potens helyszini anyagmaradvany szarmazasa
vizsgalhato akar rokonsagi reldcioban is. Tekintettel a visszaesd biindzés aranyéra, a
mintaadasra kotelezett személyek korét a biintetett eldélettel rendelkezdkre is érdemes
kiterjeszteni (Howitt, 2003), és az adatbazis novelésével szignifikdnsan novelhetd a sikeres
talalatok szama (Ferrara, 2003). Nyomozati uton nehezen felderithetd {igytipusok

megoldasaban az adatbazisok nemzetk6zi integralasa kitiintetett jelentoséggel bir.

3.1.1.2. Alacsony kopiaszamu mintak, transzfer, szennyezések

A megnovekedett vizsgalati érzékenység ¢&s vizsgalati biztonsdg a helyszini
mintatipusok biztositasdnak gyakorlatat is atstrukturalta. Az azonosithatosag biindzoi
koztudatba keriilése kiillonos elkovetési modokat (Karger, 2000) produkalhat, igy sziikségessé
valt a korabbi DNS-alapti metodoldgianak kihivast jelentd, kis kopiaszami — ,,LCN, Low
Copy Number” — DNS-t tartalmaz6 nyomok — pl. targgyal torténd érintkezés altal leképz6do
bioldgiai mikronyomok — analizise (Oorschot, 1997). A biologiai mikronyomokat személyi
szarmaztathatosaguk kiemeli a mikronyomok koziil, de sok szempontbdl — pl. legtobbszor
rendkiviil nehéz a pontos lokalizadlhatdsdg és mintabiztositds, a tobblépcsds eldvizsgalatok
korlatozottak, a nyomtranszfer- és kontamindciés problémak eléforduldsa, etc. — a
konvencionalis mikronyomokhoz hasonlé jellegzetességgel birnak.

Valamely targy felszinérél annak megérintése vagy megfogdsa utan altalaban az
azonosithatdsag kiiszobértékét meghaladdé mennyiségli DNS biztosithatd. A vizsgéalatok
eredménye szerint az egyedrdl targyra torténd DNS transzfer mennyisége elsdsorban a
nyomot hatrahagyo egyed fizioldgias tulajdonsagatdl €s higiénés sajatsagaitdl fligg, kisebb
mértékben fligg az érintkezEs idotartamatdl (Wickenheiser, 2002).

Az emberi borfelszint tobbrétegli elszarusodd laphdmszovet alkotja, melynek alsé
rétegében a sejtek folyamatosan osztdédnak, mig a felsd rétegérdl a sejtek, sejtmaradvanyok
levalnak, lehamlanak. A  hamlas mértéke, sebessége személyenként valtozo,

megkiilonboztetiink ,,er6sen hamlokat” — kiknek borfelszinérdl egységnyi 1d6 alatt relative
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tobb sejt valik le — valamint ,,gyengén hamlokat” — akiknek sejtmaradvanyai kisebb
mértékben 16kédnek le — (Lowe, 2002). Megfeleloé koriilményrendszerben —
mindségellendrzott laboratoriumban — elvégzett vizsgalatokkal mind az erdésen mind a
gyengén hamlok altal hatrahagyott DNS nyomok azonosithatdak, de az eredmények korrekt
interpretalasahoz megfeleld szakértdi jartassag, extrém eldvigyazatossag és validalt vizsgalati
protokoll sziikséges (Gill, 2001).

A minimalis mennyiségli DNS nyomok sikeres azonosithatdsaga a hordozofeliilettdl is
fiigg (Wickenheiser, 2002). Altaldnossagban elmondhaté, hogy porézus, nedvszivo
feltileteken a sejtmaradvanyok nagyobb mennyiségben tapadhatnak meg, mint sima — pl.
bizonyos fém- ¢és milanyagfélék — felszinen. A természetes anyagok — pl. fa, pamutszovet,
gumi — molekularis szerkezetiiktdl fogva — polimerek — altaldban pordzusak, igy a DNS-kotod
képességiik is nagyobb.

Egy adott feliileten a DNS-vizsgalatok nagy érzékenységének koszonhetéen a vele
érintkezésbe keriilok profilkeveredése sok esetben kimutathatdo. A DNS mennyiségét és a
keveredési aranyokat befolyasolja a biologiai anyag tipusa, az egyes személyek hamlo
képessége valamint az eltelt ido és a kornyezeti tényezOk is. A biologiai valadékok &s
anyagmaradvanyok keveredése, egymashoz keriilése esetén a kiillonb6z6 eredeti DNS-
molekuldk relativ mennyiségében azonban nagymértékli eltérés lehetséges, ami PCR
jellegébdl fakadoan a kisebbségben jelenlévo tulajdonsagok — minor komponens — részleges
vagy teljes kimutathatatlansagét eredményezheti.

A rendkiviili érzékenység lehetdvé teszi a sejtmagi DNS-sel eredendden — pl. haj €s
szOrtoredékek — illetve mar nem rendelkezd — csont, fosszilia, etc. — maradvanyok vizsgélatat.
A nagy érzékenység azonban fokozott metodologiai és infrastrukturalis koriiltekintést igényel
(Wilson, 1993). Az egy pikogrammos hatarérték — egy diploid sejtben a DNS mennyisége kb.
6 pg — azt is jelenti, hogy akar egyetlen, nem az originalis mintabol szarmaz6, hanem azt
szennyez0, friss sejt DNS tartalma képes a kérdéses hajtoredék vagy fosszilia mitotipusat

elfedni, félrevezetd, valotlan eredményt produkalni.

3.1.1.3. Degradacio
Az eseti munka szoros értelemben véve nem kisérleti természetli. Definicid szerint a
tudomanyos kisérletek kivitelezési koriilményei ellendrzottek, egy idoben egy tényezd
valtozik, az eseti mintdk a valdsdgban azonban mindaddig teljességgel kontrollalatlanok, mig
a megfeleld felismerésiik és biztositdsuk meg nem torténik. Mindamellett, hogy az eseti
mintdk analizise ismert mintdk validalt kisérleti korilményei kozott torténik, a kapott

eredmények vizsgalati, nem pedig kisérleti eredményként értékelenddk (Inman, 2001).

20



A biologiai anyagok a szervezetbol kikeriilve fiziologias hatteriiket elveszitik. A
kiilonféle kornyezeti hatdsoknak kitett bioldgiai anyagmaradvanyok — benniikk a DNS —
tipusuktol illetdleg az Oket ért hatasoktol fiiggéen ugyan — beleértve a lathatd fény UV
tartomanyanak hatdsat —, de mindenképpen karosodnak. A kornyezeti befolydsold tényezok
komplexitdsa — pl. nedvesség, homérséklet, mikrobidlis hattér, etc. — kovetkeztében
elszenvedett mindségromlas — degraddlodas — megnyilvanulhat a DNS toredezettségében
¢s/vagy szekvencidjanak megvaltozadsdban. Azon koriilmények, amelyek a sejtek, szerves
molekuldk bomlasi folyamatainak kedveznek — pl. magasabb hdmérséklet és nedvességi szint
— a minta azonosithatdésagat negativ iranyba befolyasoljak. Nem hagyhat6 figyelmen kiviil az
a tény sem, hogy az elhald biologiai szovetek optimalis koriilmények kozott is autolizisen
mennek keresztiil, melynek soran molekularis szerkezetilk felbomlik. Az erre irdnyulo
felmérések szerint a kiillonb6zd szovettipusok elhaldsa utdn analizédlhatdé mennyiségii DNS a
biologiai szovet tipusatol fliggden eltérd iddintervallumban mutathaté ki (Bér, 1998), és ez az
eredeti allapothoz képest korlatozott vizsgalati sikerességet feltételez. A kriminalisztikai
mintdk sajatossagai eldrevetitették azt a metodikai evoluciot, mely az elvardsokkal
kapcsolatos adekvat megoldasokat érvényre juttatta.

Altalanossagban elmondhatd, hogy amennyiben biolégiai nyomot kdzvetlen modon
csapadék, tartés nedvesség, relative magas homérséklet vagy ultraibolya sugarzas — pl.
napsiités — ¢ér, degradalodasi folyamatok inicializalodnak. A degradalodasi folyamat
sebességét a degradalodast indukald tényezok intenzitdsa és idGtartama hatdrozza meg. A
degradalodas-megtartodas szovetspecificitdsa mellett analdg modon kvazi-hiperbolikus
gorbével jellemezhetd. Azonos tipust biologiai anyagok gorbéi szignifikans eltérést nem
mutatnak. Mivel minden analitikai vizsgalatot jellemez egy adott, vizsgalhat6sagi minimum-
érték — esetiinkben az Uin. minimal-templat DNS —, belathatd, hogy a degradalddasi rata —
konzervalo tényezok, koriilmények nélkiil vagy ellenére akar rovid id6 alatt is — a nyom
vizsgéalhatosaganak ellehetetleniiléséhez illetve megsemmisiiléséhez vezet. Az eredendden
csekély bioldgiai anyagot — néhany tucat sejtet — tartalmazo nyomok — pl. érintés, megragadas
— karosodasa azonos rata mellett hamarabb eredményezi a minimum érték elérését.

A Dbiologiai anyagmaradvanyok DNS tartalménak esetenként eredendden csekély
mennyisége tehat — a kornyezeti karosito hatdsok és az autolitikus degradacid
eredményeképpen — allapotanak romlasa mellett tovabb csokkenhet. Mivel a két folyamat
gyakorlatilag egyiitt érvényesiil, eredé hatasuk korlatozza a PCR-sokszorozéas sikerességét
meghatdrozo, épen maradt — kelld fizikai hosszal rendelkezd — templatok, a felsokszorozando,
eredeti DNS kopidk szamat. Az ilyen, eseti gyakorlatban gyakran el6forduld mintak

informativ vizsgalhatésaga a PCR-technika sajatossdgainak megfeleléen rovid — kb.
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szazotven bazispar — fizikai hosszon beliil is polimorf, sok-kdpids — az épen maradt kopidk
széma valoszinlileg nagyobb — markerekkel (Balogh, 2003) vagy az amplikonok méretének
redukalasaval (Butler, 2003, Denise, 2004) novelheto.

Nem szabad megfeledkezni arrdl, hogy a biincselekményekkel 6sszefiiggésbe hozhato
anyagmaradvanyok megvaltozdsanak-megvaltoztatasanak lehetdsége a laboratoriumi
vizsgalatok megkezdése elott — pl. az elkovetés ideje alatt, kozvetleniil utana, az elkovetés €s
a feltalalas ideje kozott, a feltaldlas soran, a feltaldlds és a helyszinbiztositds kozott, a
helyszinbiztositas sordn, a helyszinbiztositds és helyszinelés kozott, a helyszinelés alatt, a
blinjelbiztositas-, csomagolas-, szallitds soran — és a laboratoriumi vizsgalat soran egyarant
fennall. A szigort laboratoriumi mindségiranyitasi eldirasok — a mintadkkal, btinjelekkel
kapcsolatos megfelelé folyamatokra, a teljes bizonyitasi lancolatra torténd — Kkiterjesztése
nélkil az egész eljaras sikere — pl. biinjelek ,keresztszennyezésével” — veszélybe sodorhato

(Gill, 2004).

------

A technologiai hatdrokon torténd egyensulyozas veszélyes, professzionalizmust
megkdoveteld tevékenység. A tudomanyt azonban kapitalizmus jellemzi, a kutatdsokat nem
biztos, hogy az ismeretek, a tudas keresése és az emberiség haszna, sokszor inkabb tisztan
a privat haszonszerzés vezérli.

Az ajanlott vizsgalat tudomanyos érvényességének ki kell terjednie a hitelesség,
az alapos feliilvizsgalatnak vald alavethetdség, az ismert €s potencidlis hibalehetoségek
ellendrizhetdsége €s a széleskorli tudomanyos elfogadas kritérium rendszerének. Fokozott
jogalkalmazdi felelésség azon nyitott kérdés mérlegelése, hogy az alkalmazott szakértoi
moddszer a relevans és kompetens tudomanyteriilet altal altalanosan elfogadott-e (Walsh,
1999), ugyanakkor az eljard szakértonek minden renddrségi €s birdsagi eljarasban részt
vevo személy szamara tisztdznia kell a DNS vizsgalatokkal kapcsolatos félreérthetdség és
téves értelmezés lehetdségét (1* International DNA User’s Conference, 1999).

A hibas mintakezelés vagy a vizsgalatokbol levont helytelen szakértdi
megallapitdsok a torvényszéki genetikai tesztek téves pozitivitasat eredményezhetik. Két
minta azonos eredetére vonatkozé DNS vizsgélat bizonyitd erejének értékelésénél két
tényezot kell figyelembe venni. A véletlen egyezés valoszinliségét (Pcy), amikor is két
kiilonb6z6 egyed rendelkezhet ugyanazzal a genetikai (rész)profillal, illetve a ,téves
pozitivitas” (Pgp) valdszinliségét, ami akkor fordul eld, ha a szakértd két minta valdjaban
eltérd genetikai profiljat egyezo profilként konkludalja. Habar mindkét faktor befolyasolja

a véleményezett egyezés valddisdgat és elfogadhatosagat, a jogalkalmazok — és ennek
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megfelelden a szakértok is — sokkal inkabb koncentradlnak a szilard tudomanyos
alapvetések segitségével kalkulalhatd Pcv-Ertékre, mint a Bayes-elvii hipotézisteszteléssel
kortilményesen becsiilhetd Prp-értékekre. Habar a kiilsd, ,,vak-jartassdgi-teszt”-ek a
laboratoriumi hibalehetdségek feltarasanak megfeleld eszkozei lehetnek, a tesztekben
detektalt hibarata nem sziikségszeriien egyezik meg a Ppp-értékkel, mivel minden eset
egyedi koriilményrendszere az atlagostdl tobbé-kevésbé eltérd, valtozd tipusu hibakat
produkalhat (Thompson, 2003).

A téves profil-meghatdrozasnak szamos oka — pl. kontaminacid, téves minta-
adminisztracidé, mintacsere, illetve mechanikai-, kémiai-, elektronikai-, informatikai-
vizsgalati hibak és a vizsgalati eredmények hibas kiértékelése, interpretdlasa, etc. —
lehetséges. Az ismételt vizsgalatok — melyekkel sok szakértd eldszeretettel bizonygatja
eredményeinek €s véleményének helytallo voltat — nem zarnak ki minden — pl. vizsgalatok
eldtti kontaminacid, téves interpretalas, etc. — hibalehetdséget. Vizsgaldlaboratoriumokban
tortént felmérések alapjan megallapithaté, hogy hibakhoz, igy artatlanok elitéléséhez
vezethet:

-a hidnyos laboratériumi biztonsagi rendszer
- a minta-minta keresztszennyez¢s lehetdsége
-az az analizist végz6 személy, aki nem alkalmaz megfelel6 kontrollokat annak
kikiiszobolésére, hogy a korabbi analizis DNS maradvanya szennyezoként kizarhatd
legyen,
-a hidnyos és/vagy hibas vizsgalati dokumentacio,
- az a szakértd, aki nincs teljesen tisztdban az eredmények megfeleld interpretalasaval,
-az a vélemény, amely nem megfeleld és megalapozott statisztikai valoszintisitést
tartalmaz,
-a téves adatbazis input.
A National Institute of Justice (NI1J, USA) 1996 évi adatai alapjdn nem zarhato ki, hogy az
amerikai elitéltek 10%-a (!) artatlan (McVicker, 2004).

Két friss biologiai minta klinikai kortilmények kozott, korszerli vizsgalati
modszerekkel és megfeleld kompetenciaval végzett sszehasonlité DNS vizsgélata esetén
a téves egyezés valoszinlisége rendkiviil csekély, ami azonban millidszor nagyobb, ha a
profil adatbdzis szintjén keriil 6sszehasonlitasra. Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy a
kriminalisztikai mintak igen ritkdn lelhetdk fel klinikai kornyezetben, illetve meglehetdsen
ritka a klinikai mintdkbol végzett Osszehasonlitd kriminalisztikai vizsgalat is. Adott

személy téves DNS-profilja példaul ,,virtualis utdd” profiljat eredményezheti (1).
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A tévesen — ¢és részlegesen, kevés lokuszon — tipizalt helyszini mintak
adatbazisba kertilése téves gyanusitashoz, a nyomozasi eljaras redukciodja helyett folosleges
¢s draga vakvaganyra, nehezen kommunikalhato, tobb mint kinos helyzetekhez vezet,
melyeket sulyos kartéritési kotelezettség is terhelhet (2). A kordbbi szakértéi és
jogalkalmazdi tévedések miatt — melyek szignifikéns tobbségében jatszott kozre szemtanti
altal tortént téves felismerés — (3) tobb demokraciaban felmeriilt a mar elitélt ,,elkovetok”
tigyeinek kotelez6 DNS ujravizsgalata (Connors, 1996) (4). A vizsgalati eljaras
megbizhatdsaganak kérdése az allami intézményi hattér kozremiikodését preferdlja a
bizonyitékok vizsgalatanak terén, mivel természetébdl fakaddan, komolysaga és
jelentdsége miatt igazsagiigyi laboratériumi tevékenység tisztan profit-orientalt privat
kortilmények kozott nem tarthato fenn.

Ahogyan arra nagy nemzetk6zi nyilvanossagot kapott esetek (5) is ravilagitottak,
a DNS profil-meghatarozds nem kriminalisztikai vardzspdlca, nem csalhatatlan
torvényszéki eszk6z, hanem egy Osszetett vizsgalati rendszer, mely ki van téve emberi
hibaknak, és magaban foglalja a mintakontaminacid, mintacsere valamint a téves szakértoi
interpretacid lehetdségét is.(6)

A Dbizonyitdsi lancolat toretlen folyamatossdga az itélet meghozatala
szempontjabol kiemelt jelentdséggel bir. A jogalkotés altalanos szabalyozasat azonban sok
esetben specidlis szakmai — azonban szintén altalanos jellegli — szempontrendszerekkel kell
kiegésziteni (MSZ EN ISO/IEC 17025).

A DNS vizsgéalatok kezdeti szakaszdban szdmos szakértdi allasfoglalas
bizonygatta a téves pozitiv azonositas lehetetlenségét. A rossz elvi megkozelités széleskorii
felismerése a rossz gyakorlatot is bizonyitotta. A hibalehetdségek kikiiszobolésének
céljabol a bizonyithatd — dokumentalt — szakértés kovetelmény-rendszerének kidolgozasa a
’90-es évek kozepére megtortént (TWGDAM, 1995). A szakértdi vizsgalat folyamatanak
attekinthetdsége, ellendrizhetésége mind infrastrukturalis mind személyi vonatkozasaiban
garanciat kell nytjtson a fokozddd emberi- €és személyiségjogi elvarasoknak. Amerika utan
Eurdpa is sajat — de meghatdroz6 szempontjaiban teljesen kompatibilis — normarendszert
(ILAC, 2002) dolgozott ki, melyet Unids szervezetén (ENFSI-European Network of
Forensic Science Institutes) keresztiil — viszonylag rovid hataridon beliil kotelezden kivan
érvényre juttatni. A mindségiranyitas igénye a DNS egyéb torvényszeéki alkalmazasara is

kiterjed (Morling és mtsai, 2003, Jobling, 2004).
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3.1.2. A bioldgiai anyagmaradvanyok vizsgalatanak attekintése

A blincselekmények helyszinén vagy azokkal kapcsolatba hozhatoan (pl. elkdvetdi
ruhazaton) fellelt biologiai anyagmaradvanyok vizsgalati lehetdségeit alapvetden az adott
korszak tudoményos szinvonala hatdrozza meg, igy érthetd, hogy a kezdeti informaciokat a
XIX. szazad végéig a fizikai- majd kémiai mddszerekkel végzett analizisek (pl. morfoldgia,
vérkimutatés, etc.) jelentették. A XX. szazad robbandsszeri tudomanyos-technikai fejlodése
utat nyitott a bioldgidnak, mely az informatikéval egyiitt a szdzadvég legdinamikusabb
tudomanyagava valt.

Személyazonositdsra azonban csak azok a biologiai tulajdonsdgok alkalmasak,
amelyek az életkortol, a kornyezeti hatdsoktol fiiggetlenek, nem moddosulnak és nem
modosithatok — nem hamisithatok —, ugyanakkor kell6 mértékli valtozatossagot mutatnak
ahhoz, hogy a vizsgalatok alapjan az egyedek kozott kiillonbséget lehessen tenni. Habar a
konvenciondlis vizsgalati mdédszerek hosszu utat tettek meg a kriminalisztika szolgéalataban, a
biologiai anyagmaradvanyok individualizacidja sokaig csaloka cél maradt. Napjainkra
azonban ezt a célt a DNS alapu vizsgalati mddszerek elérhetd kozelségbe hoztak, igy
jelentdségiik a felderités €s a bizonyitds folyamataban rendkiviili mértékben megnott.

A DNS egyetemes jellege lehetové teszi, hogy akar testi-, akar szaporitosejteket
tartalmazo bioldgiai anyag vagy anyagmaradvany azonos elvi €s gyakorlati alapokon legyen
vizsgalhato. A szovettipusoktdl fliggetlen vizsgalati lehetdség nemcsak kiszélesiti a
potencialis forrasmintdk korét, hanem azokbol teljes mértékben kompatibilis, dsszevethetd —
megkiilonboztetésre és azonositidsra egyarant felhaszndlhaté informdcido — genetikai profil
elérését biztositja. Analog modon, némi koriiltekintéssel az is beldthatd, hogy a genetikai
Orokitd anyag €lovilagban betoltott univerzalis szerepe milyen mértékben tagithatja ki a

szakértoi bizonyitas illetve a hozza kapcsoldddé anyagmaradvanyok potencialis korét.

3.1.2.1. Konvencionalis vizsgalatok

A torvényszéki vizsgalatok a rendkiviil sokféle formaban el6forduld bioldgiai
eredetli anyagmaradvanyok koziil elsdként a vérfoltokra koncentralddtak. Bar a vilaghirt
nyomoz6, Mr S. Holmes mar Arthur Conan Doyle 1887-ben irt regényében (,,4 Study in
Scarlet”) megtalalja az emberi haemoglobint precipitalé reagenst, a fajspecifikus fehérjék
kimutatasara szolgalo eljarast valdjaban késobb — Tchistovich (1899), Uhlenhuth (1901),
Wassermann (1902) — sikertilt csak kidolgozni. A membranstruktir antigének felfedezése
— Landsteiner (1901), Decastello (1902), Jansky (1906) — 1j elméleti alapokat teremtett, és
a szekrétumokbdl megvalosithatd kimutatasuk — Yamakami (1926), Landsteiner és Levine

(1928), Ignatova (1929) — a vizsgalhatosagot is kibOvitette (Horvath, 1979). Mindezek
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ellenére a beszaradt foltok vércsoport-meghatarozasa tulnyomo tobbséggel eredmény-
telennek bizonyult. Az abszorbcios-inhibiciés modszer kidolgozasa — Holzer (1931) — kis
mértékben javitott ugyan a sikerességen, de hidba szaporodott meg az ismert vércsoport-
rendszerek szama — M, N, P (Landsteiner és Levine 1926) Rh (Landsteiner és Wiener
1940), etc. — az eseti munkaban a mult szazad kézepéig nem hoztak 1ényegi attorést.

A korlatokat, melyeket szerologiai Iéptékkel mérve is nagyszamu antigének
vizsgélhatdsaga jelentett, Coombs (1945) indirekt agglutinacios-, Kind (1960) kevertsejtes-
illetve abszorbcios-elicios eljarasai, a szérumcsoport-rendszerek — Grubb (1956) — és a
human leukocita antigének — Dausset (1958) — felfedezése némiképp kitoltak, de érzékeny
¢s specifikus technologiat standard — automatizalhatd — modon a fluoreszcens jelolési
technika — Hasebe (1962) — segitségével sem sikeriilt kifejleszteni (Lontainé, 1982).

A szeroldgiai és immunoldgiai mddszerek viszonylag hosszu ideig jelentettek
tobbé-kevésbé hatékony megoldast, mignem a biokémiai ¢és molekularis biologiai
modszerek standardizalasaval a sejtszinten — antigének — torténd vizsgalatok molekularis —
enzimek — szintre helyezddtek at. Az elektroforetikus technika segitségével — Hopkinson,
Spencer, Harris (1963) — vizsgalt vorosvérsejt-enzim allotipusok, hemoglobin variansok —
Culliford (1971) — a >70-es évekre széles korben elterjedtek, de megnyilvanuld elonyeiket
a kriminalisztikaban az instabil, aktivitasfiiggd kimutathat6sag idoben korlatozta (Schleyer,
1995). A friss mintaval rendelkezd polgari peres eljarasokban — pl. vitatott sziiloség —
szerepiiket csak a kozelmultban valtottak fel teljes mértékben a szubmolekularis — DNS

szakaszok ti. l0kuszok — szintjén végzett vizsgalatok.

3.1.2.2. DNS alapu vizsgalatok

Habéar a DNS tulajdonképpeni ,,felfedezése” mar 1868-ban megtortént, a tudosok
csak joval ez utdn és csak lassacskan ismerték fel alapvetd szerepét az oroklddésben.
Koriiltekinté kutatdsok soran azonban sikeriilt bizonyitani szubsztancialis jellegét a
genetikai informdcid generaciordl-generacidra torténd ataddsaban. A napjainkban is
rendkiviil dinamikusan fejlddé molekularis bioldgia altal feltart genetikai alapvetések és a
veliik kapcsolatos informécidk a biotechnoldgiat és a diagnosztikat mar korai stddiumban
1s Osztonozték, de az igazsagiigyl szakértés részérdl csupan periférikus érdeklodést
valtottak ki. Az 1980-as években azonban a DNS alapu technikdk az elsé hipervaridbilis
DNS polimorfizmus (D14S1) restrikcios hosszpolimorfizmus technikéval (RFLP) torténd
kimutatasaval 0j tavlatokat nyitottak a szakértdi bizonyitas szamara.

A kovetkez6 néhany év kutatdsai szamos tovabbi, személyazonositashoz

felhasznalhatdé markert azonositottak a human genomban, melyek RFLP modszerrel
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detektalva az eseti gyakorlatba is bekeriiltek. A legnagyobbrészt miniszatellit régidkban
jelenlévé polimorf szakaszok egyideji  vizsgalatdval — multilokuszos prébak
hibridizalasdval — eredményként vonalkdd-szerli mintdzat volt nyerhetd, melyrél a
személyazonositasi lehetdség — tulajdonképpen maga az eljaras — fejleszt6itdl (Jeffreys és
mtsai, 1985) ,,DNA fingerprinting”— DNS ujjlenyomat elnevezést nyert. A gyakorlatban a
multilokuszos probakat gyorsan felvaltottdk az egyldkuszos probak, melyek a
szakirodalomban VNTRs — ,,Variable Number of Tandem Repeats” néven valtak ismertté,
¢s az igazsagiigyi gyakorlatban a ’80-as évek végére terjedtek el (Gill, 1987). Koszonhetd
ez a multilékusz probdk nagyobb minta-DNS igényének, a degradaciobol és az egycb
technikai egyenetlenségekbodl fakadd hibridizacios hibdknak €s nem utolsosorban a
esetenkénti pontatlansdga ¢és laboratoriumok kozotti Osszehasonlithatatlansdga mar a
modszer korai alkalmazasainal is felvetette a technikai és kiértékelési standardizalas,
mindségbiztositds kifejezettebb igényét. Habar ezek a régidk kellden informativ
megkiilonboztetési lehetdséggel — nagyfoku polimorfizmussal — rendelkeztek, és a
szarmazasellendrzési — pl. vitatott sziildség — vizsgalatoknal igen hatékonynak bizonyultak,
hiaba uniformizaltak a felhasznalt restrikcidos enzimeket, molekulaméret-standardokat,
hidba dolgoztak ki a statisztikai interpretaciora egységes elvet és csokkentették a vizsgalat
idejét valamint veszélyességét a radiografias jelolés kivaltdsaval, az RFLP az
ezredfordulora csaknem teljes mértékben atadta helyét és szerepét egy masik eljarasnak, a
polimeraz lancreakcionak (PCR).

Habar a PCR technikai megvaldsitasa néhany évvel késdbb 1985-ben tortént
meg, torvényszéki felhasznalasara gyakorlatilag az RFLP-vel csaknem azonos iddben,
1986-ban keriilt sor. Az alaptudomanyok dinamikus fejlddésére jellemzd, hogy a
természetes DNS replikacid folyamatanak kezdeti feltarasa és in vitro folyamatban torténd
alkalmazasa kozott alig egy évtized telt el. A parhuzamos alkalmazas kezdeti 1d6szakaban
az RFLP dominanciaja legfoképp az elsé PCR alapu vizsgalati tesztek alacsony kizarasi
valdszinliségének volt koszonhetd, de a gyors technologiai fejlesztések és azok
kommercializdldsa megforditotta ezt a trendet. A konnyl laboratériumi adaptalhatdsag
parosulva a rendkiviili érzékenységgel, a degradalt mintdkon elérhetd vizsgalati
sikerességgel és a gyors kivitelezhetoséggel, a modszert Europa ,,meghoditasa” utdn a
vilag igazsagiigyi laboratériumaiban is uralkoddva tette.

A PCR termékek — koépidk — az RFLP-tol eltéréen diszkrét tulajdonsag-
tipusokként detektalhatok, ¢s egyidejlileg akar tobbtucatnyi régio is felsokszorosithatd —

amplifikalhatd6 —, ami akar szekvencia-, akar hosszpolimorf lokuszok vizsgalatanal
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felhasznalhatd. A primerek megfeleld tervezésével — azonos annealing homérséklet, ne
kapcsolodjanak egymashoz, ne dimerizalddjanak, etc. — és a reakcid optimalizalasaval
mindez bizonyos mértékig elérhetd, ami a multifloureszcens detektalasi technika
fejlesztésével napjainkra olyan multiplex PCR-teszteket eredményezett, melyekkel az
egyedi szintli azonositas egyetlen vizsgalattal megtorténhet (Applied Biosystems, 2001).

A legelsd, PCR modszerrel torvényszéki eljarasban is vizsgalt lokusz a
szekvencia-polimorf HLA-DQAI1 régio volt (Higuchi, 1988), melyet eredendden
transzplantaciés célokra dolgoztak ki. A kiillonb6z6 allélok eltérd szekvencidja allél-
specifikus oligonukleotidok — ASO-prébak — hibridizalasaval allapithatdé meg, melynek
soran az RFLP-tol eltéréen a specifikus probakat fixaljuk membranra. A biotin-jelolt
primerek segitségével amplifikalt szakaszok az adekvat helyen (komplementer
szekvencidk) enzimreakcioval lathatova tehetdk. Ez a ,,reverz dot blof” eljards multiplex
PCR-val kombindlva, kereskedelmileg forgalmazott termékként tobb — LDLR, GYPA,
HBGG, D7S8, GC — analdg polimorfizmus egyidejii kimutatasat oldotta meg, eldsegitve a
moddszer RFLP-sal szembeni versenyképességét.

Tekintettel a szekvencia-polimorf lokuszok viszonylag kis allélszdmara —
relative alacsony kizarasi valoszinliségére —, kisérletek torténtek olyan RFLP alapu régiok
PCR konvertaldsara, melyek kisebb méretli fragmensekkel rendelkeztek. Az AFLPs —
~AMPFLP, vagy Amplified Fragment Length Polymorphism™ altal 1989-t6l vizsgalhatova
valt VNTR-ek — APOB3’, D17S5, D1S80, COL2A1 — ismétlodo szakaszai 15-70 nukleotid
hosszuak voltak, igy LTRs — ,,Large Tandem Repeats” néven valtak ismertté (Kasai és
mtsai, 1990).

A megnovekedett kutatasi kedv hosszpolimorf repeticiok irant szamos tovabbi
AFLP lokusz feltarasat eredményezte, de a hosszi fragmensek korlatozott
amplifikalhatosaga, technikai — degradacio, a templat mindsége, preferencidlis
amplifikalédas, etc. — valamint a gélelektroforézissel torténd elvalasztas soran tapasztalt
tipizalasi ambivalenciak az igazsagiigyi alkalmazast az egyre inkabb feltérképezett STRs —
whort Tandem Repeats” (Polymeropoulos, 1991) analizis irdnyaba vitték. Ezeknek a
polimorf lokuszoknak viszonylag nagy szama (Staub és mtsai, 1993) flexibilisebb
primertervezésre (Promega, 1993) adott modot. A multifluoreszcens technika (Edwards €s
mtsai, 1991) — melynél a primer-mix adekvat primer parjait kiilonb6zé emisszids
hulldmhosszal rendelkezé festékmolekulaval jelolik, igy a sokszorozott fragmensek
(amplikonok) kiilonbozd ,,szinnel” jelenithetdk meg — az egyideji detektalds lehetdségét
szélesitette, ¢s végiil a multiplex vizsgalatok ¢és automatizalt berendezések elterjedését

vonta maga utan (Applied Biosystems, 1997, Promega, 1999).
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A polimeraz enzim csuszdsabol eredd, legfoképp a di- és trinukleotid
ismétlodések tipizalasanal jelentkezd bizonytalansagok miatt (Walsh, 1996) az
ezredfordulora a 4-5 bazisparos repeticiokat tartalmazd lokuszok — 6-16 16kusz egyiittes,
multiplex analizisére alkalmas, az RFLP-okat is felilmilé megkiilonboztetési
valoszinliséggel rendelkez6 — vizsgalati rendszerei valtak kereskedelmileg hozzaférhetové.
A standardizalt, populacidés hattérvizsgalatokkal alatdmasztott STR polimorfizmusok
lokalizacidja magaban foglalja az autoszomdkat és az ivari kromoszomadkat is,
Osszességiikben pedig alkalmassa valtak nemzeti- és nemzetkozi adatbazisok kialakitasara
(Krenke ¢s mtsai, 2002, Holt és mtsai, 2002).

Az analizalhato kopidk felsokszorozasaval megnyilt az ut a mitokondrialis DNS
szekvencia polimorfizmusainak vizsgalata felé is (Anderson, 1981, Andrews, 1999). A
torvényszéki alkalmazas szempontjabdl fontos megkiilonboztetési — kizardsi — esély
részben maternalis 6roklés miatti informaciovesztését ebben az esetben a viszonylag
stabilabb molekularis szerkezet magas kdpiaszama ellensulyozza. A rovid szakaszok
nagyobb amplifikdlhatdsagi sikerességét felhasznalva, egymast atfedé amplikonokkal az
extranuklearis DNS hipervaridbilis szakaszainak kimutathatdsagi kiiszobértékét a néhany
pikogramm nagysagrendig csokkentették, és ezzel a DNS alapli azonositast a biologiai
anyagmaradvanyok szinte teljes korére kiterjesztették (Holland, 1999). A polimorf helyek
kiterjesztésével (Parsons, 2001) jelentdsége fokozodik (Parson, 2004), de a rendkiviil
érzékeny technika rendkiviil nagy koriiltekintést igényel (Herrnstadt, 2003). A
mitokondrialis genom a leszdrmazasi vonalakra (egyedekre) specifikus polimorf jellegek
mellett egyéb specifikus szekvencidkat is hordoz. A kddold szakaszon lokalizalt
cytochrome b gén egy jol koriilhatarolt szakasza genetikailag jol fixalodott fajspecifikus
szekvencidkat mutat, igy az adott nukleotid pozicidkon tapasztalt eltérések elemzésével a
bioldgiai nyom faji eredete megallapithato (Parson, 2000).

Az autoszomas és ivari kromoszomas hosszpolimorfizmusok, a mitokondrialis
a genomban eléforduld 3-6 milli6 pontmutidci6 SNPs — ,Single Nucleotide
Polymorphisms” analizise kertlt (Phillips és mtsai, 2004). A SNP-ok a nukledris- ¢s
mitokondrialis DNS-ben (Coble és mtsai, 2004, Kline és mtsai, 2005), génekben, regulator
régiokban egyarant eldfordulnak, tobbféle modszerrel — pl. biochip technoldgia (Wang és
mtsai, 1998) — azonosithatok. Habar limitalt polimorfizmusuk miatt a megfeleld kizarasi
valoészintiség eléréséhez az STR lokuszokhoz viszonyitva 1ényegesen tobb SNP egyidejii
meghatarozasara van sziikség (Chakraborty és mtsai, 1999) nagy szamuknak ¢€s a rovid cél-

DNS-fragmensnek koszonhetéen optimalis megoldast jelenthetnek a kriminalisztikai
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mintak tobbségét kitevd, degradalt anyagmaradvanyok vizsgéalataban. Tovabbi jovobeli
potencialis elonytlikként emlithetd, hogy jol adaptalhatoak a legtjabb automata vizsgalati
platformokhoz, berendezésekhez. A szétszdort rovid szekvencidkkal (Primrose, 2003)
SINEs — ,,Short Interspersed Nuclear Elements” egyiitt, melyek szintén igen magas
kopiaszamban taldlhatok meg a genomban, az egyediség megallapitasa mellett felderitést
segitd részinformaciok is — fenotipusos jellegek, etnikai- és teriileti hovatartozds —
nyerhetok (Batzer, 1991, Bamshad és mtsai, 2003).

A ’90-es évek kozepének nagy nemzetkozi publicitassal bird blintigyei — pl. O. J.
Simpson-iigy — tovabb fokoztdk a mar DNS-vizsgalatokkal szemben tdmasztott (Council of
Europe, 1993) elvarasokat. A kihivasoknak megfelelve az alkalmazott kutatdsok ¢s
fejlesztések — vizsgalati érzékenység novelése, a vizsgalhatd bioldgiai anyagmaradvanyok
korének kiszélesitése, a szadrmazasi valoszinilsités tudoméanyos statisztikai hatterének
kiteljesitése, mindségiranyitasi rendszerek kiépitése — mellett megjelentek az elsé biintigyi
célu STR profilnyilvantartasok — pl. Nagy-Britannia, USA — is. Az FBI éaltal definialt 13
STR torzs-160kusz nyilvantartd rendszerének (CODIS) elterjedése utan megindult a nemzeti
adatbazisok nemzetkozi szervezddése (Interpol DNA Unit, 2003).

Az igazsagiigyi vizsgalatok jovoképe jelenlegi ismereteink alapjan korantsem
tinik egyhangtnak. A ,,GATTACA” cim sci-fi kézi DNS-analizatora ugyan mar kozel jar
a megvaldsitashoz (Goedecke, 2004), de a molekularis igazsagiigyi patoldgia (Lunetta,
2002, Levo 2003) akarcsak a rendkiviil csekély mintamennyiségbdl fakadd problémak

(Schneider, 2004) még sokaig jelentenek kihivast a kutatok szamara.

3.1.2.3. Magyarorszagi alkalmazasok

Vérfoltokbol vércsoport vizsgalatokat blinligyekben Magyarorszagon eldszor —
Budvari (1958) — orvosszakértok végeztek. Az érzékenyebb modszerek nemzetkozi
tapasztalatok alapjan torténd bevezetése — Gerencsér (1966) — utat nyitott a nem vérbol
torténd probalkozasoknak — Harsanyi (1971) — is. Kriminalisztikai jelentdségiik a *80-as
évek elejére teljesedett ki, mikor tobb vér- és szérumcsoport-rendszer valamint a HLA
antigének is rutinszeri meghatdrozasra keriiltek (Lontainé, 1982). Habar a biokémiai
polimorfizmusokat a szarmazasi tgyekben gyakran hasznéltak — Kosa (1981) —, az
izoenzim-tipusok — EAP, ESD, PGM, AK, etc. — gélelektrofokuszalassal megvalosithato,
nagyobb felbontasu analizise vérfolttokbol csak igen korlatozott mértékben terjedt el. Ezt
részben a szeroldgiai modszerek magyarorszagi tradicidja és prioritdsa, részben a

biokémiai polimorfizmusok mintaigényének — mennyiségi és mindségi — sajatossaga
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illetve a vizsgalorendszer kiépitésének lassusdga okozta. Erthetd tehat, hogy technikai
alkalmazasuk viszonylag rovid idoszakot 6lelt fel.

A DNS vizsgalatokat a torvényszéki gyakorlatban néhdny évvel késobb
alkalmazo laboratoriumok tobbsége mar bele sem fogott az RFLP vizsgdlatokba, hanem
kizarolag a PCR technika fejlesztésére tett 1épéseket. Ennek fobb okai a laboratériumi
koriilményrendszer €s munkafolyamatok egyszertisitése, az egészségre veszélyes tényezok
— radioaktiv jelolés — elimindldsa, az egyre inkdbb felszinre keriild technikai
ambivalencidk, ugyanakkor a konnyen adaptalhatd (j modszerek és a mindségellenérzott,
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd kemikalidk voltak. A Blniigyi Szakértéi és
Kutatdintézet 1992-ben Magyarorszagon elsoként adott emberdlés tigyében olyan
igazsagiigyi szakértdi véleményt, amely a konvenciondlis szeroldgiai markerek mellett
PCR alapti, szekvencia- és hosszpolimorf 16kuszok genetikai profiljat tartalmazta (Padar,
1993).

A kovetkezd tiz ¢év fejlesztései a nemzetkozi trendnek megfelelden,
folyamatosan torténtek. A tobb szaz tigyben egyre inkabb rutinszertien alkalmazott, ,,reverz
dot blot” eljarassal vizsgalt szekvencia-polimorf 16kuszok — HLADQA1, LDLR, GYPA,
HBGG, D7S8, Gc — és a gélelektroforézissel tipizalt hosszpolimorf VNTR-ek — LTR-ek,
ApoB3’, DI1S80 — (Woller, 1995) valamint a nemi jelleg megéllapitasara szolgalo alphoid-
szakaszok mellett 1994-ben az elsé STR-monoplexek — vWA, THOI — is megjelentek
(Fiiredi, 1995). Az 1995-96 évek a kezdeti STR-multiplexek jegyében teltek el, a tovabbi
lokuszok — HPRTB, FES, TPOX, CSF1PO, LPL, F13B, F13A01 — triplex- és quadruplex
formaban torténd vizsgalata (Fiiredi, 1996) a magyarorszagi népességhez képest rendkiviili
mértékben megnovelte a megkiilonboztetési valoszinliséget. Az ezredfordulos évek a
multifluoreszcens technika diadalmenetét jelentették (Egyed, 2000). Napjainkra a 6-, 10-,
16-plex rendszerek haszndlatdval tucatnyi autoszémas — D3S1358, FGA, DS5S818,
D13S317, D7S8220, D8S1179, D21S11, D18S51, D16S539, Penta D, Penta E, D2S1338,
D19S433, SE33 — és nemi kromoszémas — DYS19, DYS385, DYS389, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393 — l6kusz keriilt a szakértéi gyakorlatba (Fiiredi, 2003), valamint a
mitokondrialis szekvencia-polimorfizmus is rutinvizsgélattd valt. Az 1999. évi LXXXV.

torvényben a biintettesek genetikai-profiljanak nyilvantartasardl rendelkeztek.

3.2. Az STR eszkoztar
A molekuldris biologiai technikdk kidolgozdsakor a genetikusok érdeklodésének
kozéppontjaban a fehérjeszintézis szabalyozasaban szerepet jatszo DNS-szakaszok alltak. Ezek a

,,k6dolod régidk™ a teljes szekvencianak csupan a kisebb részét teszik ki, ugyanakkor a molekula
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szamos olyan régioval rendelkezik, amelyek tobb-kevesebb nukleotid kiilonbdzé szamu
ismétlodéseit tartalmazzak (Edwards és mtsai, 1991). A hosszbeli valtozatokat kialakito ,,tandem-
repeticiok” eredete, pontos funkcidi érdemben ma még nem teljesen tisztazddtak, de eltéréseik és
oroklédo jellegiik az un. DNS-tipizaléas segitségével az egyedek megkiilonboztetésére ad modot. A
genetikai polimorfizmusok — igy a hosszpolimorf szakaszok is — a nukleotid szekvencia szintjén
nyilvanulnak meg, igy mindazon eljarasok melyek a lokuszok szekvencialis kiillonbségeit detektalni
tudjak, potencidlisan igazsagligyi alkalmazésba is bevonhatdk (Edwards és mtsai, 1992).

Az eukaridta genomban nagyon sok helyen taldlhatdk ismétlddoé szekvencidk, melyeket
gyakran szatellit-DNS-nek neveznek. A tulajdonképpeni, gradiens centrifugédlassal elkiilonithetd
szatellitek 100 bp hosszisagot meghaladd ismétlodd egységekbdl allnak, és a kromoszoéma
centromer régidja koriil lokalizdlodnak. A repeticio rovidiilése alapjan beszélink mini- ¢&s
mikroszatellit szakaszokrol is. A kozepesen hosszii miniszatellitek — melyeket VNTR-ként is
referdlnak — 10-100 bp hosszu egységei néhany tucatszor ismétlodhetnek, a rovid mikroszatellitakat
STR-nek, esetenként SSR-nek — ,,Simple Sequence Repeat” nevezik (Butler, 2005).

Az STR-ek — mikroszatellitdk vagy rovid tandem ismétlddések — olyan nem atirodd6 DNS-
régidk, ahol 2-6 bazisparbol (bp) alld szakaszok ismétlddnek egymas utan, tandem médon (Weber,
1989). A humén genom kb. 3%-at kitevd mikroszatellit 16kuszok atlagosan tizezer nukleotidonként
figyelhetok meg (Edwards és mtsai, 1991, Butler, 2005). Kédolé szakaszokban intronok részeként
¢s génen kiviili régiokban egyarant megtalalhatok. Az egységek hosszanak megfeleléen di-, tri-,
tetra-, penta-, hexa-,repear’-eket kiilonboztetink meg. Ezek a valtozd szamu tandemszeri
repeticiok 80-350 bp hosszu fragmensméretben nyilvanulnak meg, amelyekben a 2-6 bp-os
motivumok egyszerli vagy Osszetett ismétlddése 2-50 kdpiaszamban figyelhetd meg. Az STR
lokuszok ismétlddéseinek szama a személyek kozott nagy valtozatossagot mutat, és ez a polimorf
tulajdonsag alkalmassa teszi ket genetikai személyazonositasi célokra (Butler, 2001).

A hossz-polimorfizmusok kozé sorolt STR polimorfizmusok hosszbeli kiillonbozdsége
esetenként szekvencia variabilitassal parosul, mely alapjan tobbféleképpen is csoportosithatok
(Weber, 1990, Urquhart, 1994). Az azonos hosszusagu ¢s szekvenciaju egységekbdl allo egyszer
repeatek mellett megkiilonboztethetiink Osszetett, komplex, hipervaridbilis szakaszokat. Az
egyszerl repeatek egy csoportja tartalmazhat nem konszenzus allélokat is. Az Gsszetett repeatek két
vagy tobb kiilonbozd, egyméssal szomszédos egyszerli repeatet tartalmaznak. A komplex
repeatekben a kiilonbozd, valtozd hosszusagi repeat-egységeket valtozd meéretli kozbeiktatott
szekvencia szakitja meg. Nem minden STR allél mérete feleltethetd meg a repeatek egész szdmu
tobbszoroseként. A repeat- vagy a repeateket hatdrold régidban egy vagy tobb megvaltozott
nukleotidot hordoz6 mikrovarians allélok a konszenzus allél méretétdl eltérhetnek. A komplex

hipervaridbilis repeatek szekvencidjukban ¢€s méretiikben is eltérd, nem konszenzus repeatek
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sokasagat tartalmazzak (Butler, 2005). Az allélvaltozatok idonkénti kialakulasa (Ellegren, 2004) a
molekuléris szinten egyetlen nukleotidot illetve az ismétlodések szamat valtoztatdé mutacioknak —
DNS replikacids hibdk, (pl. a DNS polimeraz csuszéasa), a javitd mechanizmus nem tokéletes
mukodése — koszonhetd (Nadir, 1996).

Az STR markerek jelenleg kulcsszerepet toltenek be igazsagiigyi célu alkalmazas terén. Ezt
nagy szamuk ¢s viszonylag magas foku polimorfizmus fokuk mellett a degradalt, toredezett, kis
mennyiségli mintdkndl tapasztalt vizsgalati eredményességiiknek, a vizsgalatok technikai
megvaldsithatdsdganak ¢és viszonylag gyors kivitelezhetdségének, a megbizhatd és szigora
mindségbiztositasi kovetelményeknek is eleget tevod vizsgalati stabilitasuknak, altaldban egyértelmi
azonosithatésaguknak, megkiilonboztethetdségiiknek koszonhetik, melyek alapjan valtak a
személyazonositas f0 genetikai markerévé. Napjainkig igazsagiigyi célokra mintegy szdz human
polimorf mikroszatellitat jellemeztek €s hitelesitettek (Butler, 2005). Ezek koziil jelenleg 16 marker
képezi a kiilonbozd nemzetek buniigyi DNS-profil nyilvantartdsainak alapjat, melyek kozott az
Interpol, az ENFSI (European Network of Forensic Science Institutes) és FBI vizsgalati markerei is
megtalalhatok. Az STR lokuszok nemzetkozileg kompatibilis vizsgalata és hitelesitése
Magyarorszagon is tobb éve zajlik (Fiiredi, 2004).

Az igazsagiligyi célu vizsgalatoknal mar a kezdetekben is megfogalmazodott az igény az
ellendrizhetdségre és az analizisek laboratoriumok kozotti OsszevethetOségére, ami jelenleg, a
nemzetkozi szinten is muikodd tettes-keres0” adatbazisok koraban még inkabb kritikus
jelentdséggel bir. Mindez persze nemcsak a hasonld, analdg illetve homoldg vizsgélorendszereket,
hanem az informacié pontos és félreérthetetlen kodold-dekodold rendszerét is feltételezi. Bar a
fentebb leirtak alapjan megallapithato az STR allélok megkiilonboztetésre vald alkalmassaga, a
meghatarozashoz elengedhetetlen az alkalmazott kontrolok és a detektalt tulajdonsagok pontos
definialdsa, ami nemzetkozileg egységesitett nevezéktan segitségével torténik. A nevezéktant a
Nemzetkozi Igazsagiigyi Genetikai Tarsasag ajanlasaiban Osszegezte (Bér és mtsai, 1997; Olaisen

¢s mtsai, 1998, Gill és mtsai, 2001, Daniels és mtsai, 2004).

3.3. A Canis familiaris vizsgalata
A blincselekmények helyszinén a fizikai-, kémiai- és emberi eredetii nyomok mellett illetve
kozott gyakran taldlhatdo novényi tormelék, allati szérszal (D’Andrea, 1998), melyek vizsgalata a
kozelmultig meglehetdsen korlatozott informaciot nyujtott. A genetikai alapkutatasok napjainkra
azonban olyan hatteret biztositanak (Lopez és mtsai 1996, Neff és mtsai 1999, Lindblad-Toh ¢és
mtsai, 2005), mely felhasznaldsaval a torvényszeki alkalmazast segitd bioldgiai individualizacid az

allati eredetli maradvanyok vonatkozéasaban is elérhetdvé valhat (Menotti-Raymond, 1997).
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A kutydk kriminalisztikai szerepe kordbban csak kozvetlen érintettségiik — pl.
kutyatamadasok — soran meriilt fel (Weiss, 1998). Sajndlatos mdédon — a nemzetkozi
tapasztalatokhoz (Overall, 2001, De Munnynck, 2002) hasonldéan — a tartasi inkompetenciabdl és
elégtelenségbdl fakadoan Magyarorszagon is megszaporodtak azok a kutyatdmaddsok, amelyek
sokszor tragikus kovetkezményekkel jarnak (Siegel, 2000). Fajspecifikus STR-ek alkalmazasaval a
harapasnyomok nyalszennyezddéseibodl az egyedre jellemzd genetikai profil mutathatd ki (Padar,
2003, Eichman, 2004). Habar a probléma sem mértéke, sem kovetkezményei miatt nem
elhanyagolhat6 (7, 8), a jelenlegi biiniildozési gyakorlatban azonban mint atvihetd, azonosithatd
biologiai nyomok- és mikronyomok leképzoi, kedveltségiik €s nagy szamuk miatt egyre fokozodd
jelentdsséggel birnak. Kiilondsen lényeges lehet ez olyan orszadgok bliniigyi gyakorlatdban — mint
pl. Magyarorszdg —, ahol a héaztartdsok nagy részében eléforduldé hazi kedvencek szdrszélai a
potencialis nyomtranszfer kovetkeztében, mint kozvetleniil egyedhez kothetd elemi szdlak
jatszhatnak szerepet a felderitésben és a bizonyitdsban. Napjainkban tobb olyan sulyos
blincselekmény felderitése van folyamatban, amelyekben példaul kutyaszorok szolgalhatnanak
helyszinek és személyek kapcsolatanak feltarasara.

Erthetd tehat, hogy a kutyak igazsagiigyi célu vizsgalatanak nemzetkozi igénye az utobbi
két-harom évben nagymértékben megnoétt (Halverson, 2005), és kiilonos jelentdséggel birhat az
eddig felderitetlen blincselekmények megoOrzott helyszini mintdinak Ujravizsgalata soran. Nem
feledkezhetiink meg azonban arrdl, hogy a térvényszeéki szakértéssel — igazsagiigyi genetikaval —
szemben tamasztott kovetelmények nemcsak human vonatkozasban érvényesiilnek. A nemzetkozi
elvarasok olyan kutatdsokat 0sztonoznek, melyek megvaldsitasaval a kutydk igazsagligyi
szempontl azonositasa és individualizacidja standard €s kompatibilis modon, egységesitett
nevezéktan alapjan torténhet meg (Hellmann, 2003, Eichmann, 2004). A teriilet nemzetkozi
tudomanyos jelentdségének novekedése megnyilvanul az allati anyagmaradvanyok torvényszéki

vizsgalatara vonatkozoé elsd ajanlas megsziiletésében (Budowle, 2005).

3.3.1. Canine Genome Project

A kutyafajtak kialakuldsanak, kialakitdsanak torténete, a tenyésztési sajatossdgokban
mutatkoz6 kiillonbségek a hazikutya fajban olyan genetikai eltéréseket hoztak 1étre, melyek a
fenotipusos, morfoldgia variacidk €s viselkedési jellegzetességek mellett a betegségekkel
kapcsolatban fennallo fogékonysagban, ellendlléképességben is megnyilvanulnak. A
nagymértékli faji diverzitds kozepette megjelend fajtaspecifikus betegségek genetikai
hatterének analdg modellezési lehetésége a regisztralt tenyészallatok genealdgiai
kortorténetének nyomonkdvethetoségével parosulva a kutyagenom vizsgalatit az intenziven

kutatott human-, csimpanz-, egér- és patkany ,,genom project’-ek koz¢ emelte.
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A 38 autoszoma — CFA1-38 — és két ivari — CFAX és Y — kromoszdma napjainkban is
folyo, diagnosztikai €s evolucios szempontbol egyarant jelentds szekvencia analizise mintegy
két és fél gigabazist 6lel fel. A vizsgalatok a tucatnyi, mendeli 6roklésti mutacids defektus
kimutatdsa mellett az FEuarchontoglires taxon genomjaiban tapasztaltndl alacsonyabb
inzercids-, az egérgenomban megfigyeltnél alacsonyabb delécios-, €s az emberi genomban
kimutatottnal alacsonyabb nukleotid szubsztitucios ratat tartak fel, egyuttal ravilagitottak a
korai domesztikacié és a jelenlegi fajtak kialakitdsa sordn bekovetkezett palacknyak —
bottleneck — hatds érvényesiilésére is (Lindblad-Toh és mtsai, 2005). Osszehasonlito
szintenikus térképen a kutyagenom hozzavetdleg 94%-a taldlhato meg a szintenikus
régiokban. A toréspontok Osszesitett szama joval alatta marad az egér- illetve patkdnygenom
értékeinek, ugyanakkor a humdan genetikai vonalét a kevesebb intrakromoszomalis
toréspontjaval egylitt is meghaladja. Az egér és az ember relativ torzsfejlddési kozelsége
ellenére a kutya-ember vonatkozdsban mintegy hatszazétven megabézissal tobb ,,0si
szekvencia” figyelhetd meg, ami a kutyagenom viszonylag alacsony delécios ratajabol
fakadhat. A humédn genomnal kb. fél gigabazissal, az egérnél kb. szdzbtven megabazissal
kisebb, de konzervalddott ,,0si” — az egérnél kb. fél gigabazissal tobb, a humannal kb. kétszaz
megabazissal kevesebb — szekvencidlis elemeket tartalmazo euchromatikus genom méretét a
specifikus repeat-, retroviralis- €s transzpozon szekvencidk alacsonyabb szdma valamint a
SINE szekvencidk relativ rovidsége befolyasolja. A kevés transzpozonalis eredetli elem kozott
azonban igen aktiv Carnivora-specifikus SINE-csalad — SINEC Cf (Kirkness €s mtsai, 2003)
— is talalhato, melynek nem fixalodott inzercidi polimorf jellegként szegregalddhatnak. Az
egyeden beliili SINE Cf heterozigozitds a fajtak kozott tovabb boviil (Wang, 2005),
hatékonyan hozzdjarulva a szelektiven tenyésztett modern kutyafajtak genetikai
variancidjadhoz. A két alapvetd populacids bottleneck — kb. hétezer-Gtvenezer generacidval
illetve Otven-szaz generacidval ezeldtt — egyarant jellegzetes mintdzatot generalt a fajtdkon
beliili és fajtak kozotti genetikai variancia tekintetében. A SNP régidk példaul részben szinte
teljesen homozigota, részben — a genom joval kisebb tartomanyara kiterjedd — nagyfoku
heterozigozitast mutatd haplotipus blokkokban taldlhatok, melyek diverzitasa az egy fajtan
beliil tapasztaltakhoz képest a fajtak kozott joval kifejezettebben jut érvényre (Lindblad-Toh
¢s mtsai, 2005). Egyedek kozotti Osszehasonlitdsban a jellemzden homozigociat mutatod
régiok lokalizacioja varial. Eltérd fajtaknal a viszonylag nagy kiterjedésii — 100 kilobazist
meghaladdé hosszisag — haplotipusok gyakorisaga is széles tartomanyban valtozo lehet, ami
a genetikai rizikéfaktorok fajtak kozotti megoszlasara utal. Az atlagosan tiz kilobazis — az
embernél 25 kb koriili — hosszasagu, un. 6si blokkok négy-6t jol elkiilonithetd haplotipussal

rendelkeznek, a nagyobb régiora kiterjedd haplotipusok kozott néhany fajtara jellemzd is
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eléfordulhat. Habar a SNP vizsgalatokat az alacsonyabb hibarata és a koltséghatékonysag az
egyed azonossaganak megallapitasa céljabol a mikroszatellitdknal vonzobba teheti (Weller,
20006), az igazsagiigyi genetika sajatossagai — pl. a vizsgalando anyag korlatozott mennyisége,
keveredése, adatbazisok — az STR markerek jelentdségét fokozzdk. A szekvencialis
illesztéseknek koszonhetden a kordbban nem térképezett STR 1okuszok — pl. PEZ20 (Neff és
mtsai 1999, Halverson, 2005) — lokalizalasara is lehetdség nyilt.

A Genom project tovabbi eredményei akar a gyorsuld evolicios események — pl.
agyfejlodéssel kapcsolatba hozhatd gének — interpretalasdhoz vagy a csontvaz morfologidban
megfigyelhetd fenotipusos variabilitds genetikai alapjdnak megértéséhez is elvezethetnek,
ugyanakkor kiszélesitik az igazsagiligyi genetikai aspektusbdl felhasznalhaté markerek,

polimorfizmusok korét.

3.3.2. Azonositas

A Dbiincselekmények helyszinén taldlt vérszennyezddések faji  eredetének
megallapitasara tett kisérletek a XX. szdzad elejéig nem igazdn hoztak eredményt, hidba
alapoztak olyan ,szakértok” empirikus képességére, mint a francia Barruel, aki a vér
kénsavval torténd fozésének ,,istallo szaga” vagy éppen ,izzadsag szaga” alapjan vélte
megkiilonboztetni a marhavért az emberi vértél (Thorwald, 1973). Az alakos elemek
morfologiai és méretbeli kiilonbségeit — melyek friss vér esetén is nehézkesen és gyakran
pontatlanul vizsgalhatok — a hosszadalmas probalkozasok ellenére sem sikeriilt megbizhatdan
foltokbdl megallapitani, de a szérumfehérjék kiulonbségét felhasznaldé immunoldgiai
modszerek viszonylag hosszu ideig jelentettek — az antiszérumok specifitasabdl,
standardizalasabol fakadoan — tobbé-kevésbé megbizhatd megoldast. Az immunologiai
specifitdsbdl adodo hatrany az, hogy a poliklonalis immunglobulinok sokszor nem fajszintd,
hanem csak magasabb rendli taxonok — genus, csalad — azonositasat teszik lehetévé, kozeli
rokonsagban 4ll6 fajok pedig gyakran keresztreakciot adnak. A vizsgalatokhoz alkalmazott
antitestek stabilitdsa az 1d0 fiiggvényében csokken, a monoklonalis immunglobulinok
specifitdsa a kornyezeti hatasok altal modositott epitopok esetén varial, valamint a jo
mindségl, poliklonalis immunglobulinok kereskedelmi elérhetdsége is nehézkes.

Habar a genetikai polimorfizmusok leggyakoribb vizsgalati szubsztanciaja a vér, a
kutyakkal kapcsolatos kriminalisztikai esetekben leginkabb szorszalak, nyalfoltok lelhetdk
fel, igy immunoldgiai, szerologiai mdodszerek eredményesen nem hasznédlhatok. A morfoldgiai
analizis — sz6rszin ¢és alak — azonban igen korlatozott mértékben alkalmas azonositasra. A
szOrzet manifesztalodasa Osszetett genetikai alapon torténik (Zoldag, 1996), a fenotipusbol

bizonytalan kovetkeztetéseket lehet levonni a genotipusra nézve.
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Tovabbi problémat jelent, hogy a fenti mintatipusokbodl az eltérd degradalédas miatt a
DNS is kiilonb6zé mértékben €és mindségben nyerhetd. Kiilonosen lényeges ez annak a
tényszerli ismeretében, hogy a helyszineken fellelt szérszalak tilnyomo tobbségiikben csak a
természetes vedlés soran elhullajtott, telogén fazisu, gyokérhiivelyi sejteket alig illetve
egyaltalan nem tartalmaz6 szalak.

A mitokondridlis DNS alternativ vizsgalati lehetdséget jelent, mivel igazsagiigyi
szempontbol jelentés elénye, hogy minimalis mennyiségli, nagymértékben degradalt
mintakbdl is kivitelezhetové teszi a vizsgélatot. Bar a Canis familiaris mitokondridlis DNS
szekvencidja annak leirdsa utan (Kim, 1998) 1is nemzetk6zi tudoményos-szakmai
érdeklddéssel bir (Wetton, 2003), a szekvencia polimorfizmusai csak kevéssé ismertek. A
referencia szekvencia — GeneBank NC 002008 — hossza 16727 bp, ebbdl a 15458-16727 bp
kozé es6 szakasz a kontroll — nem koédold régio, ,,D-loop” — régid, ami polimorf pontokat €s
tandem i1smétlodo szekvenciat — GTACAGTNG - is tartalmaz (Pereira, 2004). Kddold
cytochrome b gén — Cytb — az oxidativ foszforildcidban résztvevd IIl. komplex proteinjét
kédolja, igy kozponti szerepet jatszik a sejt energiaellatdsaban. A gén kddolod szakaszanak
hossza fajonként kissé valtozo, mintegy 1400 bp, azonban a génnek csak egy jol koriilhatarolt
szakasza mutat fajspecifikus szekvencidkat (Kocher, 1989, Bartlett, 1992). A fajta —
populécidk, szubpopulaciok — azonositasara a polimorf markerek segitségével kiilonb6zo
sikerességgel tehetd kisérlet (Brinkmann és mtsai, 1998, Vila és mtsai, 1999, Zhou, 1999,
Landry, 2002, Fiiredi, 2003). Az STR markerekkel végzett becslések (Koskinen, 2003)
mellett jelentds szerephez juthatnak a még részben feltart nukleotid — SNPs -

polimorfizmusok (Brouillette és mtsai, 2000, Parker és mtsai, 2004).

3.3.3.Individualizacié

A “DNA-fingerprint” tudomanyos megalapozasat Sir Alec Jeffreys és munkatarsai az
ember illetve kutya vonatkozasdban kozel egyidoben végezték (Jeffreys, 1987), de az els6 —
szintén dinukleotid ismétlddést tartalmazdé — mikroszatellita 16kuszt kissé késébb publikaltak
(Ostrander, 1993). A kutya-genom mikroszatellitdit kezdetben géntérképezési szempontbol
huméan miniszatellita-prébakkal vizsgaltadk (Rothuizen, 1994, Joseph, 1994). Kezdetben
feltételezték, hogy a beltenyésztés redukalhatja a mikroszatellitdk variancidjat. A térképezési
programok és a PCR technika fejlddése a tetramer repeticid leirasat (Francisco, 1996)
kovetden rovid idon beliil szamos hasonld mikroszatellita 10kusz feltarasat eredményezte,
melyek segitségével elkezdddott a kutyafajtak genetikai variancijanak felmérése (Zajc, 1997

és 1999, Koskinen, 2000), valamint genetikai térképek publikalasa (Neff és mtsai, 1999,
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Mellersh és mtsai, 2000). Az STR lokuszok kapcsoltsagi analizisével kisérletek folynak az
eddig ismeretlen genetikai hatterti betegségek diagnosztizalasaban (Todhunter, 2003).

A mikroszatellita 16kuszok felhasznalasaval 1997-ben az Egyesiilt Allamokban —
AKC ¢és UKC - inditott szarmazésellenérzési vizsgalatokhoz a humén torvényszéki
alkalmazasok példajara fejlesztett markerek (Halverson, 1999) fluoreszcens multiplex
formaban — StockMarks® markanévvel — keriiltek kereskedelmi forgalomba (PE AgGen, Inc,
1999, Applied Biosystems, 2001). A populacids vizsgalatok sordan a nem megfeleld foku
polimorfizmust mutato, technikai szempontbdl problémas lokuszok szelektalasaval napjainkra
olyan tetramer repeticios STR-eszkoztar van kialakuldban, amely az egyedi azonositashoz is
megfeleld lehet (DeNise, 2004, Eichmann, 2004). A megfeleld szinti polimorfizmust mutatd
lokuszok kiilonbozd fajtaknal eltérd mértékben nyilvanulnak meg, ami igazsagligyi
vonatkozasai miatt sziikségszeriivé teszi a helyi fajtapopulaciok vizsgalatat (Halverson, 1999,
Irion, 2003).
nagyfokl variabilitast, igy a kutyaszOrszalak szarmazds-megallapitasara is kisérlet tehetd
(Savolainen, 1997, Schneider, 1999, Halverson, 2005). Meg kell ugyanakkor jegyezniink,
hogy a mtDNS vizsgalatok viszonylagosan magas 1dd- ¢€s koltségigényiik mellett a haploid,
nem-mendeli 6roklédés valamint az alacsonyabb foku polimorfizmus miatt jéval alacsonyabb
mértékl egyedazonositast tesznek lehetové, mint a tobb 16kuszos STR-profil analizisek.

Habér tudoméanyos témaként az 4ltalanos tudomanyos kozvélemény szadmara is
hasznos informacidkat kozol, a szakirodalomban napjainkig viszonylag kevés publikacid

sziiletett a kutyak igazsagiigyi célu azonositasaval kapcsolatosan (Halverson, 2005).
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4.  CELKITUZESEK

A human mikroszatellita markerek hasznalata a torvényszéki szakértdi munkaban
altalanosnak mondhatd, ugyanakkor — a gyakorlatban rendszeresen el6forduld, kozvetve illetve
kozvetleniil — a Canis familiaris egyedeit érintd igazsagligyi genetikai szakértdi teriilet
Magyarorszagon nem Iétezik, a nemzetkozi szintre is kezdeti allapot jellemz6. Nem dallnak
rendelkezésre — az emberi individualizalashoz hasonldéan — standardizalt és validalt marker
szelekcidk, nincs egységes kddrendszer, nevezéktan, a relevans populacidkra vonatkozd STR allél-

¢s profilgyakorisagi adatbazisok igenhidanyosak. Munkam alapvetd célja:

a blincselekményekkel kapcsolatba hozott illetve hozhatd, kutya eredetii biologiai

anyagmaradvanyok faji eredetének megbizhato azonositasa,

az egyed azonossagdnak megallapitdsdhoz felhasznalhaté STR polimorfizmusok genetikai

analizisének megkezdése, hitelesitése,

konkrét eseti alkalmazasra felhasznalhatd vizsgalati stratégia, mintabiztositdsi €s analitikai
eljaras kidolgozasa,
- magyar populacids referencia adatbazis 1étrehozasanak megkezdése, hitelesitése,
melynek segitségével a magyarorszadgi kriminalisztikai gyakorlatba az STR-polimorfizmus
vizsgalaton alapuld kutyaazonositds bevezetése elkezdhetd, és a magyarorszagi torvényszeéki

eljarasok soran a DNS-eredmények bizonyitd ereje statisztikailag becsiilheto.

4.1. A faj azonositasa
A torvényszéki gyakorlatban nem mindig sziikséges az individualizacio, adott esetben
elegendd az azonositas is. Néha szakértéi szempontbol is fontos lehet — pl. negativ eredmény
kontrolljaként — a minta DNS faji eredetének tisztazasa.
Céljaim kozt szerepelt a minta Canidae sp. eredetének meghatdrozdsa a homoldg
cytochrome b (Cytb) gén fajok kozott leginkdbb valtozatos szekvenciat mutatd szakaszanak —
14816-15173 pozicié (Anderson, 1981) — szekvencia analizisével (Parson, 2000, Egyed, 2003,

Branicki, 2003), harom kiilonb6z6 primer-par alkalmazasaval.

4.2. Canine specifikus STR markerek vizsgalata magyarorszagi populacioban
A vizsgélatokat olyan STR polimorfizmusok analizisével szdndékoztam elkezdeni és lefoly-
tatni, amelyek ugyan szarmazas ellendrzés céljabol mar alkalmazasba keriiltek (AKC, 1996), de
igazsagiigyi célu alkalmazhatdsagukat korabban még nem tesztelték le. A 1okuszok referencia szek-
vencidi csak kis részben és nem teljesen pontosan voltak ismertek, a kereskedelmi forgalomba
keriilt — gyartoi standardizalassal és minéségellendrzéssel mar rendelkezd — StockMarks® Canine I

Ver3 (Applied Biosystems, 2001) vizsgalo reagensek a belsdé méretstandardon kiviil nem tartalmaz-
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tak sem az allélok pontos azonositasdhoz, sem pedig 6sszehasonlitdsdhoz sziikséges allélkoktélokat
illetve referencia allélt.

Célom a Magyarorszdgon eddig nem alkalmazott mikroszatellita markerek vizsgalata annak
tikkrében, hogy a beszerezhetd multiplex PCR segitségével felsokszorozhatd lokuszok magyar-
orszagi kutyapopulaciéban megnyilvanulé polimorfizmusa elegend6 mértékii-e a hazai torvényszéki

alkalmazashoz.

4.2.1.Mintak és markerek

Mivel a munka alapvetden igazsagiigyi, kriminalisztikai jellegli, a mintaknak alapvetden két
szempontnak kell megfelelniiik. Egyrészt reprezentdlniuk kell az azonositds megkovetelte
heterogenitast, masrészt biztositania kell szarmazas megéllapitds genetikai teszteléséhez sziikséges
statisztikai jellemezhetdséget.

Célom részben 10-10 tobbféle, kriminalisztikai szempontbol szamitasba vehetd mintatipus —
pl. vérminta, nyalminta, szérminta, onddminta — egyedtdl fiiggetlen gyijtése, részben a minél
nagyobb szamu és minél tobb fajta nem rokon egyedeitdl szdirmazd random mintagytjtés volt. A

mintak polimorfizmusat 10 lokuszon terveztem megvizsgalni.

4.2.2. A detektalt tulajdonsagok azonositasa, elnevezése, a l0kuszok jellemzése

Az igazsagiigyl genetikai vizsgalatok egyik alapkovetelménye a genotipus pontos
definialasa (Bér és mtsai, 1997; Olaisen €s mtsai, 1998 Gill és mtsai, 2001). A nevezéktanhoz
¢s a tipizalashoz a mar publikalt, illetve a nyilvanos adatbazisba eldszor bejegyzett, 5°-3°
iranyban leolvasott szekvenciat kell felhasznalni, és amennyiben lehetséges, egységes D#S#
rendszer szerint katalogizaljuk.

Az elnevezés a teljes ismétlodési egységek — repeatek — szama szerint torténik, az
allélokat a repeat-régioban talalhato varidns és nem-varians ismétlddési egységek egylittes
szamanak alapjan kell elnevezni. Ha a szekvencia egy nem teljes repeatet is tartalmaz, a teljes
egységek szama utan egy ponttal elvalasztva kell feltiintetni a hidnyos repeat meglévo
fakado koztes allélokat ,,+ illetve ,,-” jellel ajanlott jelolni, ahol a ,,+” jel inszercidra, a ,,-”
pedig delécidra utal. A komplex, hipervaridbilis STR-ek esetében, az elnevezés nehézkes és
bonyolult lehet, a mar elnevezetteket alapul véve kell kapcsolatot keresni az allélok
hosszusaga kozott.

Célom az volt, hogy a repeat-struktura ¢és a pontos allélmeghatarozas esetleges
problémai alapjan felmérjem az adott lokuszok jellegzetességeit, melyek igazsagiigyi

alkalmazasukra hatassal lehetnek.
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4.2.3. Alléllétrak készitése, a méretstandard Kivalasztisa

Az allélok pontos meghatarozdsa az STR markerek esetében un. referencia-allélok
segitségével torténik, melyek adott lokuszon kimutathatd tipusainak keverékét — alléllétra,
allélkoktél — hasznaljuk. Amennyiben egy ismeretlen allél egyetlen referencia-allélnak sem
felel meg, azt szekvenaldssal kell jellemezni. Nyilvanvald, hogy a detektalt allélok
méretkiilonbozosége nem fakadhat genetikai analizis soran alkalmazott elektroforetikus
rendszerek allélméret-meghatarozasi precizitasabol, melyet a kivitelezd laboratériumoknak
biztositaniuk kell (NRC, 1997).

Céljaim kozott szerepelt, hogy az esetlegesen komplex motivumokat is tartalmazé
lokuszok méret meghatarozasat nemcsak az adott, hanem alternativ bels6 méretstandardok
segitségével is elvégzem, melyek koziil az Osszehasonlitds alapjan a legmegfeleldbbet

valasztom ki.

4.2.4. A félautomata kiértékelés

A sok analizis sok eredménnyel, adattal jar. A tobb lokuszra kiterjedd genetikai profil
kiértékelése, kezelése, az eredmények atvezetése mindig magaban hordozza a kiértékeld,
adatkezel6 személy manualitasdnak hibalehetségét.

Céljaim kozott szerepelt, hogy a konstrualt alléllétrak segitségével a genetikai profilok
kiértékelését segitd szamitogépes alkalmazast (Fantin, 1996) ugy modositsam, hogy az a

potencialis adatbazis 1étrehozasakor megfeleld segitséget tudjon biztositani.

4.3. Populacio-statisztikai értékelés

A populacios felmérések az igazsagiigyi hitelesités részét képezik. Allélgyakorisagi adatok
nélkiil megfeleld statisztikai interpretacido nem lehetséges. A szakmai ajanlasoknak megfelelden a
populdciés mintdknak lehetdség szerint minél jobban reprezentdlnia kell a genetikai Osszetételt,
kiilonos tekintettel azokra a populaciokra, melyek szeparaltabb kozosségeket alkotnak (Council of
Europe, 1993, NRC, 1997). A tiszta fajtak genetikai értelemben kiilon populacidkat alkotnak,
melyekben a tenyésztési stratégidk eltéréseket hozhattak — hozhatnak— 1étre. Ez megnyilvanulhat
adott lokuszok polimorfizmusadban, ami felhasznalhatosdgukat befolydsolhatja. A fajtdk és a
populécidk Osszehasonlitdsat az egyediség mértékének pontosabb kalkulacidja miatt célszerii

megtenni, hiszen eltérések ebbdl a szempontbdl is feltételezhetok.
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4.3.1. All¢élgyakorisagok meghatarozasa
Az analizis eredményeinek ismeretében megallapithatd, hogy az adott 16kuszok egyes
alléljai milyen gyakorisaggal fordulnak eld a populacioban, melyekbdl tobb paraméter —

heterozigozitas, kizarasi er6 — meghatarozhatd.

4.3.2. Hardy—Weinberg és linkage egyensily tesztelése

A minta szdrmazasanak megallapitasahoz sziikséges statisztikai elem a DNS-profilok
egyezesi valosziniliségének meghatarozasa, ami abban az esetben kalkuldlhatd korrekt modon,
ha a DNS-profilokat alkotd allélok k6zott nincs szamottevo asszociacio (Evett és Weir, 1998).
A Hardy—Weinberg és linkage egyensulyi teszteléssel valasz adhato arra a kérdésre, hogy az
autoszomas STR-ek vonatkozasaban az adott populdcidban van-e jelentés mértéki allélikus

asszociacio a lokuszok kozott illetve a 10kuszokon beliil.

4.3.3. A genetikai strukturaltsag megallapitasa
Jellemezni kivanom populdcidstatisztikai tesztek — G-statisztika, F-statisztika,

AMOVA — segitségével a felmért populaciok genetikai diverzitdsat, strukturaltsagat.

4.4. Mintatipusok és a DNS extrakcio vizsgalata

A kutyakkal kapcsolatos kriminalisztikai esetekben a vér mellett szdorszalak, nyalfoltok
illetve gyakorta ezek keveredése jelenthetik a keresett kiindulasi mintatipust. Abszurditasa ellenére
— az élet ¢és a kriminalisztika produkalt mar ilyet — kutyaonddval keveredett emberi valadék is
eléfordulhat. Ezekbdl a DNS kiilonb6zd mértékben €s mindségben nyerhetd, ami az extrakcids
protokollok modositasat is jelentheti.

Célom a kriminalisztikai szempontbdl jelentds, kutyaktol szarmazo kiilonféle bioldgiai
anyagmaradvanyokbol torténd DNS extrakcio lehetdségének vizsgalata, a kiilonb6z6 mintatipusok
kivitelezhetoség illetve egyszeriiség szempontjabol torténd mérlegelése az  esetleges

Osszehasonlitashoz sziikséges mintavételi eljarasra vonatkozdan.

4.5. A PCR reakcio érzékenyitése, monoplex screening
A kriminalisztikai célu vizsgéalatok korlatozott kiinduldsi anyagmennyisége igényli az
érzékeny moddszereket. A leszarmazasi — alomellendrzési — célbdl alkalmazott eljarasokndl ez a
szempont nem tekinthetd elvarasnak, igy célszerli annak ismerete is, hogy az adott, standardizalt

PCR reakcio6 templat igénye milyen hatarok kozott hasznalhato.
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Az eseti alkalmazas érdekében célom az, hogy monoplex formaban olyan PCR reakcidt
lehessen alkalmazni, melynek érzékenységi hatarértéke legalabb 0,2-0,5 ng, ugyanakkor kevert faji

eredetli — kutya / ember — mintak vizsgalatanal is sikeresen alkalmazhatd.

4.6. Eseti alkalmazas
Evenként rendszeresen el6fordult néhany olyan iigy, melyben kutyak okoznak stlyos,
olykor halalt okoz6 sériiléseket. A bizonyitasi eljards soran nem volt minden esetben tisztazhato,
mely allat/ok okoztd/k a sériiléseket, melyik gazdanak kell a feleldsséget vallalnia. Napjainkra az
allatvédelmi torvény is kiszélesitette azt az igényt, mely a kutyak azonositasat igényli, és tovabbi
érdeklddésre tarthat szamot a nyomszegény professzionalis blincselekmények nyomozasanal.
Célom, hogy munkdmmal a szakértdi segitség lehetdségét kiszélesitsem, és a modszer
biztositotta elényoket a tenyésztés mellett — leszarmazasi vonalak, alomellendrzés —hasznosithatova

tegyem.

43



5.  ANYAG ES MODSZER
5.1. Mintak és populaciok

A vizsgalatokhoz felhasznalt vérmintdk tulnyomé tobbsége a SZIE AOTK klinikai
anyagabol szarmazik. Nydl- és szOrmintak kiegészitd mintavételére kidllitdisokon, néhany vérminta
¢s izomszovet minta vételére allomanyfelmérés esetében kertilt sor.

A populécids vizsgalatokhoz felhasznalt, kiilonb6z6 egyedektdl szarmazo mintdk szama 673
db volt. Ezek koziil 614 egyed 79 azonosithat6 fajtaba vagy fajtavaltozatba — pl. schnauzer, tacsko,
uszkar — sorolhato, 59 egyed mintaja fajtaazonositd adatokat nem tartalmazott. A vérmintak mellett
49 db nyalminta, 15 db sz6érminta, 13 db fagyasztott spermaminta és 6 db fagyasztott izomszovet
minta vizsgalata tortént meg (F1. tablazat).

A cytochrome b vizsgélatok vérbol és szoérszalakbdl torténtek. Fajtak kozotti esetleges
szekvencialis kiilonbségek vizsgalatdhoz német juhasz és rottweiler fajtdk 22-22 egyedének
vérmintajabol extrahalt DNS szolgalt.

Szarmazas ellendrz6 vizsgalatokhoz vér- és szormintakat biztositottunk, az igazsagiigyi célu
vizsgalatok eseti mintakbol — vér-, nyal-, sz6rminta, vérrel keveredett nyalszennyezdd¢s, bioldgiai

szovetmaradvanyok — torténtek.

5.2. A DNS kinyerése

A friss, nem hemolizalt folyékony vérmintak esetében a DNS feltarasa a limfocitak
sejtmagjainak szukréz ozmozisos sokkal torténd feldusitasat (Kanter és mtsai, 1986) kovetd
proteolitikus sejtlizis (proteindz K), szerves extrakcio (fenol-kloroform-izoamilalkohol) és
ultrasziirés-koncentralds (Microcon-100, Amicon, Millipore) segitségével tortént.

A hemolizalt folyékony vérminték illetve vér-, nyal- és ondofoltok esetében a DNS feltarasa
detergens tartalmu extrakcios pufferben torténd proteolitikus sejtlizis (proteindz K), szerves
extrakcid (fenol-kloroform-izoamilalkohol) és ultrasziirés-koncentralds (Microcon-100, Amicon,
Millipore) segitségével tortént (Comey €s mtsai, 1994).

A szérmintak nuklearis DNS tartalmanak feltdrdsa a mikroszkopos vizsgalattal szelektalt
szorszalak gyokérhiivelyi sejtallomanyt tartalmazo 0,5-1 cm-es tovi részének detergens tartalmu
extrakcios pufferben torténd proteolitikus sejtlizisével, szerves extrakciojaval és ultrasziirés-
koncentralasaval tortént (Comey €s mtsai, 1994).

Vérrel keveredett nyalszennyezOodések extrakcidja modositott (Padar €s mtsai, 1999)
differencialt lizissel (Gill és mtsai, 1985, FBI, 1994) tortént.

A mintak DNS-tartalméanak szemikvantitativ meghatarozéasa etidium-bromid fluorofor festés

¢s agardz gélelektroforézis alkalmazasaval tortént.
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A szOrmintdk mitokondridlis DNS tartalméanak feltardsa a szOrszalak gyokérhiivelyi
sejtalloméanyt nem tartalmazo 1-1,5 cm-es szali részének detergens tartalmu extrakcids puffer-ben
torténd proteolitikus sejtlizisével, szerves extrakcidjaval és ultrasziirés-koncentralasaval (Centricon-

Amicon, Millipore) tortént (Wilson és mtsai, 1995, AFDIL, 1999).

5.3. A vizsgalando szakaszok felsokszorozasa
A tiz autoszomas STR valamint a cytochrome b génszakasz (1. tablazat) amplifikalasa

GeneAmp PCR System 2400 berendezéssel tortént.

1. tablazat  Alkalmazott 10kuszok és azonosito adataik

Marker Primer Primer szekvencia (5'-3") Lok. Ref.

ATA, F TGTCACTTTT TTT
CATA, C - GGCTGTCAC CCCTTTC CFA 7 | Primmer

CATA; R |CACCACAATCTCTCTCATAAATAC

FH2054 FH2054 F | GCCTTATTCATTGCAGTTAGGG CFA 12 | Francisco

FH2054 R | ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC

FH2010 FH2010 F |/AAATGGAACAGTTGAGCATGC CFA 24 | Francisco

FH2010 R |CCCCTTACAGCTTCATTTTCC

PEZS PEZ5 F GCTATCTTGTTTCCCACAGC CFA 12 Halverson

PEZS R GTCACTGTATACAACATTGTC

PEZ20 PEZ20F |CCTAAATTAGAGGTCTAACC CFA 22 Halverson

PEZ20R |GTAAGCGGGAATGTGCTCCTC

PEZ12 PEZ12F | GTAGATTAGATCTCAGGCAG CFA 3 Halverson

PEZ12R |GTAGGTCCTGGTAGGGTGTGG

PEZ3 PEZ3 F CACTTCTCATACCCAGACTC CFA 19 | Halverson

PEZ3 R CAATATGTCAACTATACTTC

PEZ6 PEZ6 F ATGAGCACTGGGTGTTATAC CFA 27 | Halverson

PEZ6 R ACACAATTGCATTGTCAAAC

PEZ8 F TATCGACTTTATCACTGT
PEZ8 8 CGAC CACTGTGG CFA 17 |Halverson

PEZ8 R ATGGAGCCTCATGTCTCATC

FH2 F A AGCACATGGTTT
FH2079 079 CAGCCGAGCACATGG CFA 24 |Francisco

FH2079 R | ATTGATTCTGATATGCCCAGC

Cyt(b) F1 |CCATCCAACATCTC(A/T)(T/G)C(A/C/T)TGATGAAA
Cyt(b) Egyed
Cyt(b) R1 |GCCCCTCA(A/G)AATGATATTTGTCCTC
Cyt(b) F2 |CCATCCAACATCTCCGCATGATGAAA
Cyt(b) R2 |[CCCCTCAGAATGATATTTGGCCTCA
Cyt(b) F3 |CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA

Cyt(b) Parson
Cyt(b) R3 |CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA

Cyt(b) Bartlett

45



5.3.1. A cytochrome b génszakasz vizsgalata
A PCR reakci6-mix mindharom primer-par
—vlI: degeneralt primerek (Egyed, 2003),
—v2: Anderson szekvencidra (Cambridge referencia szekvencia, CRS) illesztett primerek
(Bartlett, 1992),
—v3: Anderson szekvenciara illesztett mddositott primerek (Parson, 2000)

(1. tablazat) esetében a kovetkezo volt:

BSA (2 mg/ml) : 2ul 80 pg/ul
10xPCR Buffer I  : Sul 1x

MgCl, (25 mM) : 5ul 2.5 mM
Primer Mix (10 pM) : 4 ul 0.4 pM
dNTPs (10 mM) : Sul I mM
TaqGold (5 U/ul) 1wl 5U

)y 22wl

DNS templat : 20 pg-2 ng
+ steril UP : 28 ul

)y 50 ul

Az alabbi PCR-programverziok (GeneAmp PCR System 2400) keriiltek alkalmazésra:
vl: 95°C  10perc, (94°C 1perc, 59°C 1perc, 72°C 1 perc)x 30, 72°C 10
perc
v2: 95°C  1llperc, (94°C 30mp, 50°C 45mp, 72°C 45 mp) x 30, 72°C 10
perc (Parson, 2000)
v3: 95°C 10perc, (94°C 30mp, 58°C 30mp, 72°C 1 perc)x 15, (94°C

30 mp,55°C 30 mp, 72°C 1 perc) x 20, 72°C 10 perc

A primer- és a PCR-verzidk tesztelése a kovetkezd csoportositasban tortént:

ﬂ_v_la Q_ﬂa ﬁ_v_za ﬂ_ﬁa Q_ﬁa ﬁ_ﬁ

5.3.2. Az STR lokuszok vizsgalata

A 10 STR 16kusz multiplex amplifikdlasa StockMarks® Canine I Ver 3 kittel, a
standard protokoll szerint tortént (Applied Biosystems, 2001).

Az amplifikalds hatékonysaganak ellendrzése, és a fragmensek szepardlasa nativ,
horizontélis, diszkontinuus poliakrilamid gélelektroforézis (nhd-PAGE) eziistfestéses

detektalasaval tortént (Budowle, 1991).
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5.4. A cytochrome b génszakasz szekvencia analizise

A sokszorozott fragmensek tisztitdsa és koncentralasa (Centricon-100, Amicon, Millipore)
soran nyert termékek szekvenaldsa standard protokoll szerint BigDye'™ Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit felhasznalasaval (Applied Biosystems, 2003), a szekvenalt termékek tisztitasa
Centri-Sep (Princeton Separations, 2004) oszlopon, az elvalasztis ABI Prism® 310 genetikai
analizalé késziiléken (Applied Biosystems), a szekvencidk szerkesztése €s illesztése a Sequencing
Analysis Software 3.4.1 (Applied Biosystems) és Sequencher'™ 4.1.2 (Gene Codes Corp.)
komputerprogramok segitségével tortént. A kapott szekvencia eredményeket az Interneten elérhetd
génbank szekvencidkhoz (GenBank, 2005) hasonlitottam a BLAST program (Altschul, 1997)
segitségével. Referencia szekvenciaként a Canis familiaris mitokondridlis szekvencia (16727 bp,
GenBank) 14183-15322 pozicid illetve a Homo sapiens mitokondrialis szekvencia — Cambridge

Reference Sequence (CRS), Anderson szekvencia — (16735 bp, GenBank) szolgalt.

5.5. Az STR fragmensek genotipizalasa
Az STR lokuszok PCR-fragmenseinek analiziséhez a felsokszorozott DNS-szakaszok méret
szerinti elvalasztasara — elektroforézis —, az elvalasztott PCR-termék detektalasara — festés, jelolés —
¢s az adott allél tipusdnak meghatdrozasara van sziikség. Az alléltipusok meghatarozasa referencia-

allélokbdl osszeallitott , koktél”, un. alléllétra segitségével torténik.

5.5.1. Alléllétrak készitése
Mivel a tipizéladshoz sziikséges alléllétrakat a PCR kitek nem biztositottak, azokat
szekvencia  vizsgalatokkal igazolt, ismert genotipust egyedek DNS-mintdjanak

koamplifikalasdval valamint a PCR-termékek reamplifikalasaval kellett eldallitani.

5.5.1.1. Fragmensek elvalasztasa, detektalasa, szelektalasa

A multiplex formadban sokszorozott fragmensek kapillaris elektroforézissel
trténd elvalasztasat ABI Prism® 310 genetikai analizitor, a négy fluoroforral jeldlt
primerek lézergerjesztett detektalasat GeneScan® 3.1.2 szoftver (Applied Biosystems) tette
lehetévé. Esetiinkben a fragmensméretek meghatarozasa — allele sizing — és a kiilonb6z6
injektalasok miatt fellépd kiilonbség — mobility shift — a mintakhoz kevert belso
méretstandardok alapjan kalkulalt. A potencialis allélként amplifikalodott fragmensek

csoportositasara méretiik alapjan keriilt sor.
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5.5.1.1.1. Bels6 méretstandard kivalasztasa

Az STR 16kuszok hosszpolimorfizmusanak meghatdrozasa gyakorlatilag a
fragmensméretre vonatkozd adatok alléltipusként valé megfeleltetésével torténik. A
méret meghatarozas alapjaul szolgald belsé méretstandardok kiilonbségei eltéré mértéki
és precizitasi méretezést tesznek lehetdvé. Fentiek figyelembe vételével a
fragmensanalizis  tesztelésére négy, kereskedelmi forgalomban beszerezhet6
fluoreszcens méretstandard — GeneScan' ™ -500 ROX™ ¢s GENESCAN® 400HD [ROX]
(Applied Biosystems) valamint Fluorescent Ladder (CXR), 60-400 Bases ¢s Internal
Lane Standard 600 (Promega Corp) — felhasznalasaval keriilt sor. Az amplifikalt

fragmensek méret szerinti csoportositasa a kivalasztott standard alapjan tortént.

5.5.1.2. A kivalasztott fragmensek szekvencia analizise

Mivel a méretbeli eltérések onmagukban nem elégségesek az alléltipusok
meghatarozasara szolgdlod referencia allélok jellemzéséhez, a méret alapjan elkiiloniild
csoportokbdl a szekvencialis kiillonbségek megfeleld reprezentalasara — a ritkdn megfigyelt

fragmenseket kivéve, lehetdség szerint — legalabb 4-4 kiilonb6z6 mintat valasztottam.

5.5.1.2.1. A fragmensek monoplex felsokszorozasa, klonozasa

A 16kuszok monoplex PCR vizsgilata az aldbbi reakcid-mix hasznalataval

tortént:

10xPCR Buffer II S5ul 1

MgCl, (25 mM) : 5ul 2,5 mM
Primer Mix (10 pM) : 4 ul 0,4 pM
dNTPs (10 mM) : 4 ul 800 uM
TaqGold (5 U/ul) Ll 5U

z 19 ul

DNS templat : 1 ng-10 ng
+ steril UP : 31l

)y 50 ul

Az alkalmazott PCR-program:
95°C 11 perc, (94°C 30mp, 56°C 30mp, 72°C 30 mp) x 30,
72°C 30 perc.
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Az amplifikalas hatékonysaganak ellendrzését, a fragmensek szeparalasat (nhd-
PAGE) ¢s detektalasat (eziistfestés) a termékek gélbdl torténd tisztitasa és
reamplifikalasa kovette. Az alkalmazott PCR-program:
95°C 11 perc, (94°C 30 mp, 56 °C 30 mp, 72 °C 30 mp) x 28, 72 °C 30 perc.

Az allélok reamplifikdlasat standard protokoll szerinti klonozas — TOPO TA
Cloning® Kit, (Invitrogen, 2004) — kovette.

A plazmidok izolalasa két modszerrel tortént:

1./ A levalasztott telepek szuszpendalasa ¢és lizise utani reamplifikélashoz

alkalmazott PCR-mix és PCR-program az adekvat primer parokkal az aldbbi volt:

10xPCR Buffer II S5ul 1x
MgCl, (25 mM) : Sul 2,5 mM
Primer Mix (10 pM) : 4 ul 0,4 pM
dNTPs (10 mM) : 4 ul 800 uM
TagGold (S U/ul) 1wl 50U

z 19 ul

Plazmid DNS : 5ul

+ steril UP : 26 wl

z 50 pl

95°C 11 perc, (94°C 30mp, 56°C 30mp, 72°C 30 mp) x 28,
72°C 45 perc

M13 primer parral:

10xPCR Buffer II 2,5ul 1x
MgCl; (25 mM) : 1,5 pl 1,5 mM
Primer Mix (10 pM) : 2ul 0,4 pM
dNTPs (10 mM) : 0,5 ul 200 uM
TaqGold (5 U/ul)  : 0,2 pl 1U

z 6,7 pl

Plazmid DNS : Sul

+ steril UP : 133 ul

z 25wl

95°C 11 perc, (94°C 30mp, 56°C 30mp, 72°C 30 mp) x 30,
72°C 7 perc
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A PCR termékek tisztitasa Centricon-100 (Amicon, Millipore) ultrasziird

membran segitségével tortént.

2./ ABI PRISM™ Miniprep kittel, standard protokoll szerint (Applied Biosystems,
2000) kivitelezve.

5.5.1.2.2. Klénok szekvenalasa, a szekvenciak osszehasonlitasa

A lokuszok adekvat primereivel illetve M13 primerekkel a szekvenalds standard
protokoll szerint BigDye™ Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit és BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit felhasznalasaval (Applied Biosystems, 2003), a
szekvenalt termékek tisztitdsa Centri-Sep (Princeton Separations, 2004) oszlopon, az
elvalasztas ABI Prism® 310 genetikai analizalé késziiléken (Applied Biosystems), a
szekvencidk szerkesztése és illesztése a Sequencing Analysis Software 3.4.1 (Applied
Biosystems) és Sequencher'™ 4.1.2 (Gene Codes Corp.) komputerprogramok
segitségével tortént. A kapott szekvencia eredményeket az Interneten elérhetd génbank
szekvencidkhoz (GenBank, 2005) hasonlitottam a BLAST program (Altschul, 1997)

segitségével.

5.5.1.3. A repeticios strukturak megallapitasa, elnevezése

A szekvencidlis adatok alapjan az ismétlodd egységek szaman alapulo,
egyértelmii megkiilonboztetést és verifikalast lehetdvé tevd allélszignalast a nemzetkozi
ajanlasoknak (Gill és mtsai, 1994, Bar és mtsai, 1997; Gill és mtsai, 1997, Olaisen és

mtsai, 1998, Gill és mtsai, 2001, Budowle és mtsai, 2005) megfelelden kell kialakitani.

5.5.1.4. Allélkoktélok készitése, reamplifikalasa

A l1étrafokokként szolgdlo fragmensek monoplex — esetenként egylittes (ko-) —
amplifikalassal, esetenként gélbdl torténd szeparalassal €s reamplifikalassal nyerhetok.

A kevesebb Iétrafokot (< 10) tartalmazo egyszerti ismétlddések esetében a kivant
aranyu keverékek Centricon-100 (Amicon, Millipore) ultraszlir6 membran segitségével
tortént tisztitdsat kovetden a koktélok reamplifikdlasa az adekvat primer parokkal az alabbi

PCR-mix és PCR-program hasznalataval keriilt kivitelezésre:

10xPCR Bufter II : Sul 1 x

MgClI2 (25 mM) : Sul 2,5 mM
Primer Mix (10 pM) : 4 ul 0,4 pM
dNTPs (10 mM) : 4 ul 800 uM
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TaqGold (5 U/ul) : 1ul 50

z 19 ul
Tisztitott koktél : 1wl

+ steril UP : 30 ul
)y 50 ul

95°C 11 perc, (94°C 30 mp, 56°C 30 mp, 72°C 30 mp) x 16,
72°C 45 perc

A tobb 1étrafokot illetve interallélokat tartalmazo koktélok osszedllitdsakor az
egyes amplifikalt fokok tisztitds utdni (Centricon-100) mennyiségét célszeri a keverék
osszeallitasa elétt a detektald berendezésen (ABI Prism® 310) ellendrizni, és a keverési

aranyokat az RFU értékek alapjan beéllitani.

5.5.2. Az aléllméretek meghatarozasi pontossaganak osszehasonlitasa

A detektalas szoftveres (GeneScan® 3.1.2) allélméret-meghatérozasanak pontossaga
az allélkoktélok esetében harom fluoreszcens méretstandard — GeneScan'-500 ROX™ és
GENESCAN® 400HD [ROX] (Applied Biosystems) valamint Internal Lane Standard 600
(Promega Corp) — felhasznéldsaval lett tesztelve. Az alléllétrak egyes alléljaira vonatkozd
szamitott atlagméretek és szoras értékek (SD) elemzése 20-20 egymast kovetd injektalas

adatai alapjan tortént.

5.5.3. A tipizalo szoftver atalakitasa

A GeneScan® 3.1.2 szoftver alléllétrahoz kevert belsé méretstandardok segitségével
meghatdrozott — allele sizing — méreteit felhasznalva az allélok tipusdnak szemiautomata
meghatarozasa — a ti. genotipizalas — Genotyper® 2.5.2 szoftverrel (Applied Biosystems)
tortént. Mivel a program a referencia alléllétra és a minta méretének Osszehasonlitasa Gtjan
tipizdlja — allele calling — a fragmenseket, a tipizald0 makrokat az alkalmazott belso

méretstandarddal szamitott atlagméretek €s szoras értékek alapjan kell megirni.
5.6. A mintak genotipizalasa

A populaciés mintdk genotipizalasa a Genotyper® 2.5.2 szoftverrel és a szekvenalt

allélokbdl eloallitott alléllétrak felhasznalasaval tortént.
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5.7. Populacio- és genetikai statisztikai analizisek
A statisztikai vizsgalatok céljara — figyelembe véve a potencialis eseti érintettséget, a
hidnyos azonositd adatokat, a rendelkezésre allo6 mintaszamot valamint a fajta- illetve fajtacsoport

jelleget — a mintakbol hat csoportot alakitottam ki (2. tablazat).

2. tablazat Az analizalt fajta- €s fajtacsoport populaciok valamint mintaszamuk

Jelolés Fajta / Csoport Mintaszam
POP 1 (P1) Német juhaszkutya 80
POP 2 (P2) Rottweiler 40
POP 3 (P3) Schnauzer 39
POP 4 (P4) Tacskd 41

POP A1l (PA1) min. 79 673
POP A2 (PA2) min. 75 — kivéve P1-P4 473

A polimorfizmusok populaciogenetikai szempontbol szamos értékkel jellemezhetok. Az
altalam alkalmazott eljarasok csak néhany, igazsagiigyi relevancidval is rendelkezd érték

vizsgalatara korlatozodtak.

5.7.1.Populacion beliili elemzések

Annak eldontéséhez, hogy a rendezésre all6 mintdk milyen mértékben reprezentaljak
az adott populéacio/ka/t, valamint annak érdekében, hogy a térvényszéki gyakorlat igényelte
valaszok a szdrmazas-leszarmazas vonatkozasaban hitelesen legyenek kozolhetdk, a kérdéses

mintacsoportok tényleges szaporodaskozosségként torténd kezelése és elemzése sziikséges.

5.7.1.1. Populaciogenetikai alapértékek

Az adott 16kuszokon megfigyelhetd allélgyakorisagok ismeretében a kovetkezd
értékeket szamitottam ki:

H(obs) — Observed Heterozigosity — a populdciés mintaban az adott 16kuszon
ténylegesen megfigyelt heterozigotak aranya.

H(exp) — Expected Heterozigosity — a populacids mintdban megfigyelt

allélszambdl kalkulalt heterozigétak vart aranya.
H,, =1- z pfxil , ahol p; a megfigyelt allélok gyakorisdga, n pedig a vizsgalt
n j—

kromoszémak szdma
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PD — Power of Discrimination — az igazsagiigyi genetikdban annak kifejezése,
hogy a populaciobol két egyedet véletlenszertien kivalasztva mekkora az atlagos

valdszinlisége annak, hogy a két egyed a vizsgalt l10kuszon eltérd genotipust mutat.

PD=1-) p}, ahol p; a megfigyelt allélok gyakorisaga

tobb lokuszra kombinalva PD,,,, =1-] (- PD,)

PE — Power of Exclusion — az igazsagiigyi genetikaban annak kifejezése, hogy a
populéacidbol egy egyedet véletlenszertien kivalasztva mekkora az atlagos valdszintisége

annak, hogy az egy sziilé-utdd relaciobol mint masik lehetséges sziil6 kizarhato.
PE = 2(2 p; )2 — > p; , ahol p; a megfigyelt allélok gyakorisaga

tobb lokuszra kombinalva PE,,, =1-][(1- PE))

PIC — polimorfizmus informdcio tartalom

n

PIC=1-Y p? = Y2pp?

i=1 j=i+l

5.7.1.2. Hardy-Weinberg (HWE) egyensily tesztelése

Az allélok lokuszon beliili fiiggetlenségének vizsgdlata, a Hardy-Weinberg
egyensuly megléte exact-teszttel (Guo, 1992), az Arlequin ver.2000 szoftver (Schneider,
2000) hasznalataval tortént. A teszt alkalmazott paraméterei a kovetkezok voltak: Markov-

lanc 1€pés-szama: 1.000.000, dememorizacio 1épés-szama: 1000.

5.7.1.3. A linkage disequilibrium (LD) tesztelése

Az allélok lokuszok kozotti fiiggetlensége illetve lehetséges asszocidcidja, a
linkage disequilibrium vizsgélata permutacios valdszintiségi hanyados teszteléssel (Slatkin,
1996), az Arlequin ver.2001 szoftver (Schneider, 2000) haszndlataval tortént. A teszt
lokuszparokra alkalmazott paraméterei a kovetkezok: permutacidk szama: 10000, kezdeti

feltételek szama: 10.

5.7.2.Populaciok osszehasonlité elemzése
A szarmazasi valdszinliség megallapitdsdhoz annak vizsgélata, hogy referencia
adatbazisként a rendelkezésre all6 populacios mintdk mindegyike illetve valamelyike

altalanos modon felhasznalhato-e, a populaciok 6sszehasonlitd elemzése sziikséges.
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5.7.2.1. Populacioé parok vizsgalata G-statisztikaval

A homogenitas statisztikai szignifikancidjanak tesztelése RXC szoftverrel
(Carmody, G., Carleton University, Ottawa, CDN) tortént. A program kontingencia
tablazatok statisztikai szignifikancidjat teszteli ugy, hogy a megfigyeléseket tartalmazo
tablazatbol véletlenszertien replikalt uj tablazatok G-statisztika értékeit 6sszeveti az eredeti
tablazat hasonl6 értékeivel. Amennyiben a random tablézatok értékének csak kis hanyada
(P) haladja meg az eredeti tdblazat hasonld értékét, az adatok homogenitdsa nem
megfeleld, igy a populacidk — az adott (altaldban 5%) szignifikancia szint — mellett

szignifikansan kiilonbozoként értékelhetok.

5.7.2.2. F-statisztika és AMOVA

A populaciok genetikai strukturdltsaganak vizsgalatdhoz, a genetikai profilok
populacidk kozotti variabilitasanak kalkuldlasdhoz a GDA v.1.1 — Genetic Data Analysis —
szoftver (Lewis, 2001) és Arlequin ver.2001 szoftver alkalmazasaval Wright-féle F-
statisztika analizist — Fgsr, Fi1, Fis — és molekularis variancia analizist - AMOVA — (Weir,
1984; Michalakis, 1996) is felhasznaltam. Az F-statisztikaval 1dkuszonként és
populédcioparonként kapott Fsr értékek kifejezik, hogy a populacidparokban megfigyelt
genetikai profilok eltérése alapjan a totalis genetikai variancia mekkora része
tulajdonithaté a populacidk kozotti variancidnak. Az AMOVA elemzése soran kapott dgr
— Rgr — érték, a Wright-féle Fsr érték molekularis analogjaként az eltéré genotipusokat
elvalasztd molekularis tdvolsagok becslésével teszteli a populdcidkban eléforduld
genotipusok totalis molekularis varianciat arra nézve, hogy annak mekkora része
tulajdonithatd a populacidk kozotti variancianak. Az Arlequin szoftver Fsr értékekre és
azok szignifikancidjara irdnyuld tesztjének populécid-parokra alkalmazott permutacio
szama 100000, az AMOVA Rgt — ®@gr — értékeire iranyuld tesztjének permutacido szama
10000 volt. Az egyes populdcids mintak l6kuszonkénti statisztikai analizise kiterjedt a
heterozigozitas veszteségen alapuld fixacids index — beltenyészettségi koefficiens —
par

exp

crcr

5.8. Vizsgalatok az eseti alkalmazas szempontjabol
A torvényszéki vizsgalatok természetébol adddoan az eseti alkalmazhatdsagot tobbek kozott
nagymértékben befolyasol/hat/jak a mintatipusok, azok keveredése valamint a vizsgéalati —

kimutathatdsagi — érzékenység.
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5.8.1. Eltéro mintatipusok vizsgalata

A StockMarks® Canine 1 Ver 3 kit teszteléséhez vér-, nyal-, szor-, sperma- &s
izomszovet mintakat hasznaltam. A vizsgalatok kivitelezésére — lehetdség szerint — a kit
standard protokolljanak megfeleléen keriilt sor, azonban egyes szOrmintak — jellegiikbdl

fakadoan — az optimalis amplifikalashoz sziikséges nuklearis DNS mennyiséget nem érték el.

5.8.2. A PCR reakcio érzékenysége

A multiplex kit standard protokoll szerinti 10-100 ng templat igényét az igazsagligyi
gyakorlat tipikus mintéi igen ritkan tudjdk kielégiteni. A multiplex kit illetve a monoplex
formaban sokszorozott lokuszok — koztikk a harom rovid 16kusz PEZ1, PEZS5, PEZ3 —
tesztelése 0,05-0,5 ng templat-tartomanyban tortént. A PCR kondicidk a multiplex esetében a
standard protokollnak — 35 ciklus — megfeleléek voltak, a monoplex vizsgalatok 30 és 32

ciklussal torténtek.

5.8.3. Keveredések vizsgalata

esetében human illetve kutya DNS 1:1-1:10 aranyu keverékeit, az eseti mintak rostalasara —
»wscreening” — alkalmasabb rovid STR 16kuszok — PEZ1, PEZS, PEZ3 — esetében kutya illetve
huméan DNS 1:4-1:80 aranyu keverékeit alkalmaztam. A PCR kondicio cytochrome b
vizsgélatoknal az 5.3.1 bekezdésben leirt ¥3, a multiplex esetében a standard protokollnak
megfeleld volt, a monoplex vizsgalatok 30 és 32 ciklussal torténtek. Eseti mintaszimuléacio

céljara kitépéssel nyert szérminta DNS extraktuma szolgalt.

5.8.4. Esettanulmanyok

Az elmult 6t évben kutatdsi teriiletem tobb tucat esetben nyujtott segitséget a
kiilonb6z6 hatosagok — birdsag, rendoérség, onkormanyzat — és maganszemélyek szadmara
egyarant, melyek reprezentdlasiara a teljesség igénye nélkiil harom esettipus példajat

valasztottam

5.8.4.1. A faj azonositasa
El6zmény: Miskolc véaros Renddrkapitanysiaga 265/3545/2004.alt. szamu

hatdrozatdval  illegdlis  kutya-krematérium  iizemeltetésének — ligyében — égett

csontmaradvanyok vizsgalatat kérte.
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Vizsgalat:  Két csontdarabbol mechanikai feltaras, proteolitikus emésztés majd
szerves extrakcido é€s ultraszlirés alkalmazdsaval DNS kinyerésére iranyuld tisztitast
végeztiink. A tisztitott DNS-mintdk agar6z gélelektroforézise és DNS-kotd fluoroforral
vald festése utan a gélben UV-fényben lathaté mennyiségli DNS-t nem észleltiink.

A cytochrome b gén fragmensének PCR eljarassal sokszorozott termékeit
tisztitottuk, koncentraltuk és direkt médon szekvenaltuk (BigDye Terminator v3.0 Ready
Reaction Kit, Applera Corp.), a szekvencidkat ABI Prism® 310 késziilékkel hataroztuk
meg, a szekvencidk szerkesztése és illesztése a Sequencing Analysis 3.4.1 és Sequencher
4.1 komputerprogramok segitségével tortént.

A kapott szekvencia eredményeket az Interneten elérhetd génbank
szekvenciakhoz  (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank), ¢s magyarorszagi  populacios
vizsgalataink eredményeképpen rendelkezésre allé cytochrome b szekvencidkhoz

hasonlitottuk.

5.8.4.2. Az egyed azonossaga

Elozmény: A Veszprémi RendoOrkapitdnysag 1172/2002. bili. szamu
hatérozataval sulyos testi sértés ligyében a sértetti ruhazaton esetlegesen fellelhetd kutya
eredetli biologiai anyagmaradvanyok dsszehasonlitasat kérte a feltételezett timado kutyatol
biztositott nyalmintaval.

Vizsgalat: A ruhazaton észlelt feliileti benyomoddasok kornyékérdl, kivagassal
4 db mintat biztositottunk. A hordozofeliileteket pufferezett oldattal lemostuk majd
dekantaltuk, ezt kovetden az oldatokat koncentraltuk. A mintdk sejttartalmanak
differencialt- valamint az 0Osszehasonlitdé nyalminta standard proteolitikus emésztése,
szerves kémiai extrakcidja és koncentracidja utdn nyert DNS-t fluoroforral vald festés €s
agardz gélelektroforézis segitségével UV-fényben kvantaltuk, majd multiplex PCR
segitségével a PEZ1, FHC2054, FHC2010, PEZS, PEZ20, PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZS,
FHC2079 16kuszokat amplifikaltunk. A fluoreszcein-1ézerdetekcio ABI Prism 310
késziiléken GeneScan® 3.1.2 szoftver, a genotipizalds Genotyper® 2.5.2 szoftver

segitségével tortént.

5.8.4.3. Leszarmazas vizsgalata

Elézmény: Német juhdsz fajtatenyésztdé a lehetséges nemzdé kan
azonossaganak megallapitasat kérte.

Vizsgalat: A ,,N. W.” nevli szuka, a ,,G. A. senior” nevl kan és a ,,G. A.

junior” nevil kolyok vérmintdinak proteolitikus emésztése, szerves kémiai extrakcidja és
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koncentracidja utdn nyert DNS-t kvantaltuk, majd multiplex PCR segitségével a PEZ1,
FHC2054, FHC2010, PEZS, PEZ20, PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZ8, FHC2079 lokuszokat
amplifikaltunk. A fluoreszcein-lézerdetekcio ABI Prism 310 késziiléken GeneScan® 3.1.2

szoftver felhasznalasaval, a genotipizalas Genotyper® 2.5.2 szoftver segitségével tortént.
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6.

EREDMENYEK

6.1. Azonositas — a faj azonositasa

A cytochrome b génszakasz viszonylag rovid szakaszanak vizsgélata két primer-parral volt

eredményes (F2-F3. dbra).. Az illesztett szekvencidk poziciojat a referencia szekvencidkhoz

(GenBank, 2005) viszonyitva az 1. abra mutatja be.

Sequence references

Anderson cytb 1140 bp 1

Anderson reference 2

Canis fam. mitochond. ref txt 2

Canine cytb 1140 bp
Can cont eytb_primer v1 5§
6

Cen cont eytb_primer.v3

(el incontis g Y —
E Single fragrment Diagram Key. Burngs on |
E Multiple fragments same direction fragments '
= g& strands show motifs,

E strandsplus oo [HoTlow |
Start codon frame 1 rectangles |
peodonframe2 ~  |show features| ]

1. abra A detektalt szekvencidk ¢és a referencia szekvenciak illeszkedése [1: Human Cyzb gén,

2: Human mtDNS (CRS), 3: Canis familiaris mtDNS, 4: Canis familiaris Cytb gén, 5: degeneralt

primerekkel kimutatott szekvencia, 6: CRS szekvenciara illesztett modositott primerekkel

kimutatott szekvencia]

6.1.1.Vizsgalatok Anderson (CRS) szekvenciara illesztett primerekkel

A v2 primerek az alkalmazott két PCR kondicidval rendkiviil sok bizonytalan poziciot
tartalmaz6, nagyon rosszul illeszthetd, zavaros, gyakorlatilag értékelhetetlen szekvenciakat
eredményeztek (2. 4abra), melyek a GenBank-ban torténd verifikdlasra nem voltak

megfeleldek.

2.abra  Tipikus szekvenciak v2 primerekkel, vl és v3 PCR kondicioval

6.1.2. Vizsgalatok CRS szekvenciara illesztett modositott primerekkel

A v3 primerek a referalt v2 (Parson, 2000) amplifikaciés protokollal csak az egyik
szalon mutattak viszonylag tiszta szekvenciat, a reverz szalon detektalt szekvenciak rendkiviil
sok bizonytalan poziciot tartalmaztak, kevert, nem illeszthetd eredményt adtak. A modositott

v3 PCR program — ,,PCR enhancing” — a detektalt szekvenciak kitisztuldsat eredményezte (3.
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abra), azonban a GenBank adatbazisban torténd azonositds soran azok a Canis familiaris
szekvenciakkal csak < 87% homologiat mutattak (F6. abra). A legnagyobb mértékii
homoloégia (87%) Canis familiaris nukleéaris pszeudogén illetve Canis mesomelas elongae,
Cuon alpinus és Canis lupus himalayensis cytochrome b referencidkkal volt tapasztalhato. Az
uj fragmens teljes szekvencidja megtaldlhaté a GenBank-ban, Ac. No.: DQ309764 (GenBank,
2005).

=
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I~

3.abra  Tipikus szekvencidk v3 primerekkel, v2 és v3 PCR kondicioval

A rottweiler €s német juhész mintak vizsgalata soran a Canis familiaris cytochrome b

--------

nukleotid eltérések voltak megfigyelhetok (4. abra). Az eléforduld tipusok (F7. abra) 22-22

egyednél tapasztalt megoszlasaban jelentds kiilonbség nyilvanult meg (3. tablazat).

Ewa.ss*n ABT TCTOTCAAGATGTCAGT TACGOCTGRAT
GOZ08™1.AB1 TCTGTCRAGACOTCAGT TACGOCTORAT
Canine cytb 1140 bp TCTGCCOAGACGT TARCTACGOCTOAAT

F:]Fuqmnl base ®116 is selected. L] LFFL) LFEL
Bage 116 of 302 TCY 6 cnnr.n urcm [TACGOCTGRAT

[, O ; ﬁanln1cngl
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4.abra  Cés T nukleotidok azonos pozicidban

3. tablazat A heteronukleotid poziciok megoszlasa két fajta egyedeinél

német juhasz csoport rottweiler csoport
C 9 egyed 41% C 18 egyed 82%
C/T 10 egyed 45% C/T 4 egyed 18%
T 3 egyed 14% T 0 egyed 0%

6.1.3. Vizsgalatok degeneralt primerekkel

A vl primerek a kalkuldlt kotési optimummal programozott vl amplifikécios
protokollal az egyik szalon tiszta szekvencidt mutattak, azonban a reverz szalon detektalt
szekvencidk tobb bizonytalan poziciot tartalmaztak, kevert, nehezen illeszthetd eredményt
adtak. A PCR program v3 modositdsaval a reverz szekvencia tokéletesen kitisztult (5. abra),
¢s a konszenzus szekvencidk a GenBank adatbazisban torténd azonositds soran a Canis

familiaris cytochrome b referencia szekvenciaval teljes homoldgiat mutattak, de
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nagymértékben eltértek a v3 primerekkel kapott szekvenciaktol (F4. abra). A vizsgalatok

5.abra  Tipikus szekvenciak v/ primerekkel, v1 és v3 PCR kondicidval

6.1.4.Szorszalak vizsgalata modositott és degeneralt primerekkel

A szorszalak szali részébol extrahalt — nuklearis DNS-t nem tartalmazo — mintak a v3
PCR kondicidval alkalmazott v/ primerekkel mindkét szalon tiszta, jol illeszthetd
szekvencidkat adtak, melyek konszenzus szakaszai a GenBank adatbazisban torténd
azonositds soran a referencia szekvenciaval teljes homologidt mutattak. A parhuzamosan
végzett, v3 primerekkel torténd vizsgalat soran specifikus termékek nem amplifikalodtak (6.

abra). A kontrollalt eredményeket a F8. abra mutatja be.

o
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6. abra Tipikus szekvencidk szérszalakbol v/ és v3 primerekkel, v3 PCR kondicioval

jec

6.2. Individualizacié — az STR polimorfizmusok vizsgalata
6.2.1. Multiplex rendszer

A kit hasznalataval 10, harom kiilonb6z6 fluoreszceinnel jelolt lokusz — FAM: PEZ1
(CATA)), FHC2054, FHC2010, JOE: PEZS, PEZ20, PEZ12, : PEZ3, PEZ6, PEZS,
FHC2079 — egyszerre torténd analizise volt megoldhato.

A 673 populacids minta vizsgélata soran a 10 lokuszon 35 minta esetében csak
részleges genetikai profil volt detektalhato, melyek koziil 10 mintdban 2-7 lokusz egyidejii
kiesése (,,dropout”) is eldfordult (4. tablazat). A toredékes profillal rendelkezd mintdk
megnovelt templatmennyiséggel torténd Gjraamplifikalasa a teljes profil kimutatasat néhany

esetben lehetdve tette (7. abra)

4. tablazat A nem tipizalhat6 eredmények l6kuszok kozotti megoszlasa

Lékusz | PEZ1 | FHC2054 | FHC2010 | PEZS | PEZ20 | PEZ12
Minta (db) | 6 2 1 6 11 6 21 | 0 4 4
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pDspPoOPC-299 D8 POP C - 299-2
100 110 120 120 140 150 180 170 180 180 200 210 220 230 240 280 280 270 Eflsa 100 110 120 120 140 160 160 170 180 190 200 210 220 230 240 260 260 270

7.abra A megnovelt mennyiségli templat csokkenti a 16kuszkiesés esélyét

A kiegyensulyozatlan felsokszorozas — PCR-imbalance — gyakran igen nagy mértékli
eltéréseket eredményezett a fluoreszcens emisszidban, ami a detektalt RFU-értékek — RFU,
Relative Fluorescence Unit — kozott nagysagrendi kiilonbségben nyilvanult meg. A
preferencialis amplifikdlédas jelensége nem mutatott korrelaciot a fragmensmérettel,
leginkéabb a zo6ld (,,JOE™) fluoreszceinnel jelolt 16kuszok mennyiségi tulsulya illetve a PEZ3
lokusz (,,NED” fluoreszceinnel jelolt csatorna legkisebb fragmensméretli 10kusza) rendkiviil
gyenge sokszorozodasa (4. tablazat) jellemezte. Leginkdbb kiegyensulyozottnak a kék
(,,FFAM”) fluoreszceinnel jelolt csatorna volt tekinthet6 (8. abra).
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8.abra  Kiegyensulyozatlan felsokszorozddas a kiilonb6z6 fluoreszcens csatornak kozott

Az egyenldtlen felsokszorozddas egy csatornan beliil, fragmensmérettdl fiiggetlentil
valtozo formaban is megnyilvanult. A lokuszok kozotti illetve lokuszon beliili allélikus
kiegyensulyozatlansag — allelic imbalance — sokszor a fluoreszcens csatornak

nagysagrendileg eltérd RFU értékeivel parosult (9. abra).

Imbalance Display-2
E3POPC-332 E3POP C~332
mﬂ 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 S0 100 110 120 120 140 180 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270
6000 | E000 -
4500 4500
3000 so00] | ﬁ
1500 15007 | |
0 % fhﬁ. ﬁl ﬂ A A An o] Jht J'JU i _jrlu A 1 ﬂ La h h_ gt J!I‘J‘._-_
% ¥: ] ¥ v |
F2 POP C - 374 F2POPC~-374
100 110 120 120 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 90 100 110 120 120 140 150 180 170 180 120 200 210 220 230 240 250 260 270
4500
000 |
| =] | -
LA : !L of JhofAA, . oAb . A PO L .-A-"__.
- O CE——

9.abra  Kiegyensulyozatlan felsokszorozodas egy fluoreszcens csatorndn beliil és a kiilonb6z6

fluoreszcens csatornak kozott
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A PEZ3 16kusz sokszorozodasa a lokuszok kozott altalanosan mennyiségi €és mindségi
szempontbol is a legrosszabbnak volt mondhato. A kis mennyiségli termékeknél az allélikus
aranytalansag ¢és a nem teljes adenilalodas okozta kettds detektalasi csucsok (Clark, 1988) eld-
fordulasa mellett a tartomanyban nem allélikus eredetli fragmens is megjelent. A potenci-
alisan allélként meghatdrozhato csticsok kozotti minimalis kiillonbség a tobbi 16kusztol és a

koréabbi referenciaktol (Neff, 1999) eltérden atlagosan 3 bazisparnak bizonyult (10. abra).
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10. abra PEZ3 I6kusz amplifikalddasa [szines sav: nem allélikus eredetli fragmens]

A vizsgalatokhoz felhasznalt bels6 méretstandardok részben kiilonb6z6 viszonyito-
fragenseket tartalmaznak (F9. abra), melyek egzakt mérete ¢€s denzitdsa meghatarozo a
méretezésre nézve, igy eltérd fragmensméret meghatarozast eredményeznek azonos mintak
esetében is (F10. abra). Az azonos standarddal analizalt mintdk méretei egy-egy lokusz
potencialis alléltartomanyaban diszkrét (F11. abra) ¢és kevésbé diszkrét (F12. abra), allélként
értelmezhetd csoportokat alkottak. A csoportok mérettartoménya egyértelmii allél-
azonositasra nem alkalmas, ugyanakkor megfeleld volt a mérettartoméany becsléséhez és az
allélkoktélt alkotd fragmensek kivalasztasdhoz.

A populacidés mintdk mérettartomanya a kit-protokollban feltiintetett értékektol

(Applied Biosystems, 2001) négy lokusz esetében jelentds eltérést mutatott (5. tablazat).

5. tablazat A 16kuszok vart- és tapasztalt mérettartomanya bazispar értékben megadva

Lokusz PEZ1 | FH2054 | FH2010 | PEZS5 | PEZ20 | PEZ12

Vért, 105-133 | 148-177 | 226-242 | 96-115 | 140-190 | 254-314 | 97-150 | 167-207 | 214-250 | 270-295
tartomany
Mert 93-130 | 127-183 | 215-240 | 93-114 | 167-199 [ 256-314 | 92-148 | 164-200 | 215-257 | 269-299
tartomany

A mérettartomanybeli eltérések a kék (,,/FFAM”) fluoreszceinnel jelolt csatorna
mindegyik lokuszat érintették, a csatornan beliil a PEZ1 (CATA,) és FHC2054 lokuszok
méretbeli atfedése volt megfigyelhetd (11. abra).
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Overlap of loci Display=1
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11. abra  Atfed6 fragmensméretek azonos fluoreszcens csatornan beliil

6.2.2. Genotipizalas

A genotipus pontos megallapitdsdhoz a referencia allélokbol Osszedllitott alléllétrak
hasznalata elengedhetetlen. A populacids mintak vizsgélata sordn a 10 16kuszon dsszesen 149
allélt illetve allélvarianst sikeriilt kimutatni. A német juhdszkutya (POP1) és rottweiler
(POP2) fajtapopulacidoban 72 illetve 56, a schnauzer (POP3) és tacské (POP4) fajtacsoport-
populécidban 81 illetve 90 alléltipus volt megfigyelhetd. A négy populacidban az atlag
alléltipus az adott 16kuszokon megfigyelt alléltipusok 29%-70%-a volt (6. tablazat).

6. tablazat Az 6sszesen megfigyelt illetve a négy populacié csoportban (POP1-POP4) atlagosan

eléfordult alléltipusok szama lokuszonként

Lokusz PEZ1 | FH2054 [ FH2010 [ PEZ5 | PEZ20 | PEZI2

Megfigyelt

2fi 9 14 6 6 1 31 17 30 17 8
alléltipus
Al;f}ggus 6 9.5 42 3.5 5.75 9 8.5 135 | 1025 | 475

6.2.2.1. Alléllétrak

Az allélkoktélok eldallitasa a méret szerint elkiiloniild csoportokbdl kivalasztott
mintdk monoplex felsokszorozasaval és szekvencia analizisével verifikalt fragmenseinek
keverékébdl tortént. A 16kuszok kozotti atfedés elkeriilése érdekében valamint a 1étrak
reamplifik4lasa soran a nem allélikus tartomanyban megjelend artifaktumok zavard hatésat
kikiisz6bdlendbéen a 10 referencia-koktél FAM, JOE, fluoreszcein jelolésekkel, 3
keverékben
- GI1: PEZS, B1: PEZ1 (CATA)), Y 1: PEZ3,
- B2: FHC2054, Y 2: PEZ6, G2: PEZ20, G3: PEZ12,
- B3: FHC2010, Y 3: PEZS8, Y4: FHC2079 16kusz
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kertilt felhasznalasra (F23. abra). A 1étrak a megfigyelt legkisebb és legnagyobb fragmens
kozotti tartomanyban lehetdség szerint — a tobb varians tipust (interallélt) tartalmazo

hiperpolimorf 16kuszok kivételével — minden referencia allélt tartalmaznak.

6.2.2.1.1. Monoplex vizsgalatok

A lokuszokat a bizonytalanul tipizalhaté genotipusok illetve a referencia allélok
ellendrzése céljabdl monoplex forméban is vizsgalhatova kellett tenni. Az amplifikacid
optimalizdldsa a primer- é&s templatmennyiség valamint a PCR programok

valtoztatasaval két fazisban tortént (12.a-b. abra).

—
—

12.a. abra  PEZ20 l6kusz monoplex vizsgélatanak optimalizalasa

12.b. abra  PEZ20 l6kusz monoplex vizsgalatdnak optimalizalasa

Néhany esetben a nem teljes adenildlédds miatt a sokszorozott termékek kettds

detektalési csuccsal — double peak — rendelkeztek (13. abra).

e 5 Bt a aed

13. abra  PEZ5 l6kusz monoplex vizsgélata

6.2.2.1.2. Szekvencia vizsgalatok

A monoplex PCR termékekbdl elkiilonitett referencia fragmensek szekvencia
meghatarozasat és a szekvenalt adatok egymassal torténd Osszehasonlitdsat kovetden
azokat a génbankban ellendriztem (Altschul, 1997). A harom FHC-16kusz — 2054, 2010,
2079 — kivételével illeszthetd szekvencidkat nem taldltam. A  tipusként
megkiilonboztethetd, 1j, katalogizalt fragmensek szekvencidja a GenBank-ban

megtalalhato (GenBank, 2005), Ac. No.:
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AF454051, AF454052 (PEZ20), AY375154 (PEZS), AY375155 (PEZ5),
AY375153, AY375156 (PEZ6), AY536266 (PEZ3), AY672136 (PEZ1),
AY758357, AY758358 (PEZ12),

6.2.2.2. Meéretstandardok, méretmeghatarozas

Az allélok szekvencia analizis alapjan meghatarozott, bazisparban mért
hosszanak pontos ismerete mellett a szoftveres kiértékeléshez a referencia koktélok
fragmenseinek relativ — belsé méretstandardokhoz viszonyitott — méreteinek és a
méretmeghatarozas soran, az elektroforetikus elvalasztasbol fakadd eltérések, szoras-
értekek meghatarozasa is sziikséges. Az allélkoktélok allélméret-meghatdrozasanak
pontossagat harom fluoreszcens méretstandard — GeneScan'V-500 ROX™ ¢és
GENESCAN® 400HD [ROX] (Applied Biosystems) valamint Internal Lane Standard 600
(Promega Corp) — (F9. abra) alkalmazisa esetén hasonlitottam 0Ossze. Az abszolut
hosszaktdl valo eltérés 0,05-13,51 bazispar, a méretezett hosszak szorasa 0,004-0,75
bazispar tartomanyba esett. Leggyakrabban és legnagyobb mértékben az eltérések az
ILS600-, a méretezett hosszak szordsa a GS400HD méretstandarddal volt tapasztalhato.
Ezzel ellentétben leggyakrabban és legkisebb mértékben az abszolut hosszaktol valo
eltérés a GS400HD, a szoréds az ILS600 méretstandarddal volt tapasztalhatd (7. tablazat).

A szamszerl értékeket a F24.a-c. tablazat tartalmazza.

7. tablazat  Méretmeghatarozasi pontossag eltéré belsé méret-standardokkal [Standard: az
alkalmazott méretstandard, 1: GENESCAN® 400HD [ROX], 2: GeneScan™-500 ROX™, 3:
Internal Lane Standard 600, Eltérés: a méretezett hossz eltérése a szekvenalt hossztol, Szoras: a

mért hosszértékek szorasa, l: legkisebb, l: legnagyobb, | : a ketté kozotti, I: nincs kiilonbség]

Lokusz PEZ1 | FH2054 | FH2010| PEZ5 | PEZ20 | PEZI12

Standard [1|2|3]1(2|3]|1(2(3|1|2|3]1|2|3|1(2]|3]|1|2(3

6.2.2.3. Szemiautomata Kiértékelés

Az abszolut méretek alapjan — a csupan szekvencialis kiilonbséggel rendelkez6
variansoktdl eltekintve — azonosithato allélok elvalasztas utdni kiértékeléséhez a jobb
méretezési pontossdg alapjan az Internal Lane Standard 600 (ILS 600) belsé standardot

valasztottam. A Genotyper® 2.5.2 szoftver tipizalé makroit az ILS600 standard méretezési-
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¢és szorasértékeinek megfelelden atalakitottam, igy a referencia allélok segitségével torténd

genotipus meghatdrozas manualis hibalehetdségét lecsokkentettem (F25.a-j. abra).

6.2.3. Lokuszok jellemzése

Az allélok nemzetkozileg egységesithetd nevezéktandnak kialakitasahoz és
megfeleltetéséhez a szekvenalt fragmensek repeticiés struktirdjanak megallapitasa,
Osszehasonlitdsa és az id6kozben publikalasra keriilt adatokkal torténd Osszevetése volt
sziikséges. A human STR lokuszokra kidolgozott illetve a nem emberi DNS vizsgalatokra
vonatkozo inicialis ajanlasok figyelembe vételével a szerkezeti jellegzetességek alapjan a
vizsgalt 9 db tetramer- és 1 db trimer ismétlodésti 16kuszt harom kategoriaba
csoportositottam. A lokuszok koziil négy — PEZ1 (CATA,), PEZS5, FHC2010, FHC2079 —
egyszerl ismétlodésekkel, 6t — PEZ3, PEZS, PEZ12, PEZ20, FHC2054 — 6sszetett, nukleotid
varianciat tartalmazo ismétlodésekkel, esetenként hosszbeli eltérésekkel, egy — PEZ6—
kiilonbozd, valtozd hosszisagu repeat-egységekkel ¢és kozbeiktatott szekvencidkkal,

viszonylag sok hosszbeli eltéréssel rendelkezd allélokat tartalmaz.

6.2.3.1. Egyszerii ismétlodéseket tartalmazo lokuszok

PEZ1 (CATA;) l6kusz: A l1okusz alléljait ,,CATA” ismétlodésti tetramer
struktara jellemzi. A populacios mintak 95-131 bp hosszt fragmenstartomanyaban 8 allél 9
alléltipusat figyeltem meg, interallélikus varidnst nem talaltam. Egy adott allél — ,, X —
elnevezése

X —(CATA)
alapjan tortént. A hatarold — ,.flanking” — régid eltérd lehet, a két kiillonb6zo szekvencia
azonos allélhossz estén is megfigyelhetd (F13. abra). Az allélgyakorisag 0,1% (,,7” allél)
¢s 42,3% (,,13” allél) kozott valtozott (F26.a. abra).

FHC2010 l6kusz: A 16kusz alléljait ,,ATGA” ismétlodésli tetramer struktura
jellemzi. A populdciés mintak 216-240 bp hosszi fragmenstartomanyaban 6 allélt
figyeltem meg, interallélikus varianst nem talaltam. Egy adott allél — ,,. X — elnevezése

X > (ATGA)
alapjan tortént (F15. abra). Az allélgyakorisag 0,1% (,,7” allél) és 37,9% (,,10” allél)
kozott valtozott (F26.c. abra).

PEZS l6kusz: A 16kusz alléljait ,,A4AT” ismétlddésii tetramer struktira jellemzi.
A populéacios mintdk 97-117 bp hosszu fragmenstartomanyaban 6 allélt figyeltem meg,

interallélikus varianst nem taladltam. Egy adott allél —,, X — elnevezése

X  — (AAAT),
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alapjan tortént (F16. abra). Az allélgyakorisag 0,2% (,,7” allél) és 57,9% (,,8” allél) kozott
valtozott (F26.d. abra).

FHC2079 lokusz: A lokusz alléljait ,,GGAT’ ismétlodésii tetramer struktura
jellemzi. A populacidos mintdk 266-294 bp hosszu fragmenstartomanyaban 8 allélt
figyeltem meg, interallélikus varianst nem talaltam. Egy adott allél —,,X” — elnevezése

X > (GGAT),
alapjan tortént (F22. abra). Az allélgyakorisag 0,1% (,,12” allél) és 46,9% (,,6” allél)
kozott valtozott (F26.j. abra).

6.2.3.2. Osszetett ismétlodéseket tartalmazé lokuszok

FHC2054 16kusz: A lokusz alléljait alapvetden a ,,GATA” ismétlédéshi tetramer
struktara jellemzi, melyet egy ,,GTTA” egység két részre oszthat. A ,,GTTA” blokk nem
minden allélban figyelheté meg, helyzete azonos hosszlisagii fragmensekben (pl. ,,16”
allél) eltérd lehet. A populécios mintdk 131-183 bp hosszu fragmenstartomanyaban 13 allél
14 tipusat figyeltem meg, egyetlen interallélikus varianst (,,9.3” allél) talaltam, melyet a
rev3’ hatarold régioban eléfordulod 1 bazispar delécid eredményezett. Egy adott allél — ,, X
— elnevezése

X > (GATA),

X —(GATA), GTTA (GATA)x.(n+1)—ahol x >n —
alapjan tortént (F14. abra). Az allélgyakorisag 0,1% (,,6” és ,,19” allélok) valamint 21,6%
(,12” allél) kozott valtozott (F26.b. abra).

PEZ20 lokusz: A 16kusz alléljait alapvetdéen ,,AAAT” ismétlodésii tetramer
struktara jellemzi, melyet néhany esetben a fw3’ régidban ,,A44AA” motivum zarhat (pl.
,»197 allél). A zar6 motivum azonos hosszliisagu fragmensekben (pl. ,,14” allél) eltérd lehet.
A populécios mintdk 170-202 bp hosszu fragmenstartomanyaban 9 allél 11 allélvaltozatat
figyeltem meg, interallélikus varianst nem talaltam. Egy adott allél —,,X” — elnevezése

X > (AAAT),,

X S (AAAT) AAAA
alapjan tortént (F17. abra). Az allélgyakorisag 0,2% (,,117, ,,18” és ,,19” allélok) valamint
54,8% (,,13” allél) kozott valtozott (F26.e. abra).

PEZ3 16kusz: A 16kusz alléljait valtozo ,,AAG” és ,,CAG” ismétlodésli trimer
struktura jellemzi. Mindkét blokk minden allélban megfigyelhetd, de a rev3’ régioban
elhelyezked6 ,,CAG” motivumok szama azonos hosszisagu fragmensekben (pl. ,,15” allél)

eltérd lehet. A populdcidos mintak 95-149 bp hosszu fragmenstartomanyaban 15 allél 17
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tipusat figyeltem meg, interallélikus varidnst nem taladltam. Egy adott allél — X —
elnevezése

X > (AAG), (CAG)xn,

X > (AAG)x(10-11) (CAG)s.6 AAG (CAG)4 —ahol x >n —
alapjan tortént (F19. abra). Az allélgyakorisdg 0,1% (,,19” és ,,33” allélok) valamint
22,1% (,,25” és ,,277allélok) kozott valtozott (F26.g. abra).

PEZS8 lokusz: A lokusz alléljait alapvetden a ,,A4AG” ismétlddésii tetramer
struktura jellemzi, melyet egy relativ pozicioban — a repeticios blokk rev3’ vége eldtti 5.
1smétlodés — fixalddott ,,AGAG” egység két részre oszthat. A populacidés mintdk 215-251
bp hosszi fragmenstartomanyaban 17 allélt figyeltem meg, kozottik 7 interallélikus
varianst (,,X.1” allélok) taldltam, melyet a rev5’ hatarold régidban eléforduld 1 bazispar
addicié eredményezett. Az ,,AGAG” blokk nem minden allélban, tobbek kozott az
interallélikus variansokban sem figyelhetd meg. Egy adott allél —,, X — elnevezése

X 5 (AAAQG),

X —>(AAAG)x s AGAG (AAAG),
alapjan tortént (F21. abra). Az allélgyakorisag 0,1% (,,11.1” és ,,17.1” allélok) valamint
25,4% (,,16” allél) kozott valtozott (F26.i. abra).

PEZ12 lokusz: A lokusz alléljait alapvetden ,,GAAA” ismétlodésti tetramer
struktura jellemzi, melyet két megfigyelt esetben kiillonb6zé helyen eléforduld ,,GAAG”
tetramer- illetve eltéro (1-3) szamu, kiilonb6zo relativ pozicidkban fixalodott ,,GAA™ trimer
egység tagol. A trimer motivum valtozdsa jellemzden négy, jol elkiilonithetd szerkezeti
felépitést eredményez, melyek hosszbeli variancidjat a fw5’ hatarold régio ,,poli-A” — 9-11
adenint tartalmazo — szakaszanak delécios kiilonbségei valamint a repeticids blokk
egynukleotidos addicioja is befolydsoljak. A két trimer egységgel tagolt szerkezet-
csoportot az elso trimer egység relativ pozicidja valamint a fw3’ hatarold régio szekvencia
T/G szubsztitucidja kiilonbozteti meg. A populacios mintak 264-322 bp hossza fragmens-
tartomanyaban 26 allél 31 allélvaltozatat, kozottik 16 interallélikus varians (,,X.1, X.2,
X.3” allélok) 17 allélvaltozatat talaltam. A szekvencia azonos hosszusagu fragmensekben
(pl. ,,16” illetve ,,13.3” allélok) eltéro lehet. Egy adott allél — ,,X” — elnevezése

X = (GAAA) GAAG,

X.1 =5 (GAAA), GAA(GAAA).s GAA (GAAA), G,

X.2 = (GAAA); GAA(GAAA).10 GAA (GAAA); GAA (GAAA); G,

X.3 -5 (GAAA)4 GAA(GAAA)x 5.7 GAA (GAAA)1. G
alapjan tortént (F18. abra). Az allélgyakorisag 0,1% (,,11”, ,,11.17, ,,13.3”, ,,19.1” ,,20.1”
,»20.3” és ,,22.1” allélok) valamint 35,1% (,,147allél) kozott valtozott (F26.f. abra).
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6.2.3.3. Komplex ismétlodéseket tartalmazo lokuszok

PEZ6 l6kusz: A lokusz alléljait alapvetden ,,444G” ismétlodésti tetramer
struktira jellemzi. Ezt azonos relativ pozicidkban rogziilt két ,,44” dimer és kiilonb6z6
relativ poziciokban fixalodott, eltéré szamua (2-3) ,,4AG” trimer- valamint (1-2) ,,AG”
dimer egység tagolja. A tagold motivumok valtozasa jellemzden harom, jol elkiilonithetd
szerkezeti felépitést eredményez, melyek hosszbeli variancidjat a fw5’ hatarolo régio ,,poli-
A” szakaszanak adenin-delécios kiilonbsége is befolyasolja. A populdcidés mintdk 168-205
bp hosszu fragmenstartomanyéaban 30 allélt, kozottiik 20 interallélikus varidnst (,,X.1, X.2,
X.3” allélok) taladltam. Azonos hosszusagu fragmensekben eltérd szekvenciat nem
tapasztaltam. Egy adott allél — ,,. X — elnevezése

X — AA AAAG AAG (AAAG); AAG AAAG AAGG AAAG AG AAAG

AA (AAAG)y,

X.1-2 — AA AAAG AAG AAAG AAGG AAAG AG AAAG AA (AAAG),
AG AAAG AAG (AAAG)y1.

X3  — AA AAAG AAG (AAAG), AAG AAAG AAGG AAAG AG AAAG
AA AAG (AAAG)y.s,

alapjan tortént (F20. abra). Az allélgyakorisag 0,1% (,,22.17, ,,22.2”, ,,23.27¢s ,,27.2”
allélok) valamint 20,3% (,,24”allél) kozott valtozott (F26.h. abra).

6.2.4.Populacio genetika és statisztika

A statisztikai elemzések kiinduldsi adatait 673 egyed mintdjanak genotipizalasaval
nyertem. A részlegesen tipizalhato profilokat a szamitdogépes programok hianyos adatként
kezelték. Az 0sszehasonlitott fajta- illetve fajta-csoport populaciokat sajnalatosan kis szamu
mintabdl tudtam Osszedllitani, ezek kalkuldlt eredménye prognosztizalo jellegli becslésként

értékelhetd.

6.2.4.1. Allélgyakorisag, populaciogenetikai alapértékek

A 10 16kuszon megfigyelt fragmenstipusokbol az elvégzett szekvencia analizisek
soran 55 allélvaridns volt kimutathaté, a hosszbeli kiilonbségek elektroforetikus
detektalasaval azonban csak 44 interallél kiilonithetd el (F12-F22. dbra). A
genotipizalassal nyert adatok jelen esetben azonban csak a méretben eltérd allélvariansokra
vonatkoztathatok. A megfigyelt allélgyakorisag értékek 0,1% és 89,9% kozotti tartomanya
valamint azok megoszlasa a populacidként kezelt csoporttél nagymértékben fiiggd (F26.a-
j. és F27.a-j. abra). A jelent6s kiilonbségeknek koszonhetden néhany esetben — pl.

FH2054, FH2010, PEZ3, PEZS8 16kuszok — fajta- illetve csoportspecifikus eloszlasi gorbe
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sejthetd, azonban a viszonylag alacsony mintaszamok ¢€s a fajtaszdm miatt ezek kizarolag
egyedi jellege egyértelmiien nem allapithatd6 meg. A heterozigozitds illetve a
lokuszonkénti- valamint kombinalt kizarasi- és megkiilonboztetd erd leginkabb alacsony
értékei a német juhdszkutya mintacsoportban tapasztalhatok (8. tablazat). A populacids
mintak allélgyakorisagi értékeit és néhany populacidgenetikai jellemzdjét a F28.a-b.

tablazatok mutatjak be.

8. tablazat  Heterozigozitas, kizarasi- illetve megkiilonboztetd erd a populdcios mintdkban
H{obs) Hiexp)
POP1 [ POP2 | POP3 | POP4 JPOPAL| POPL | POP2 | POP3 | POP 4 POP2 | POP3 | POP4 [POPAL| POP1 | POP2 | POP3 POP A1
PEZ1 Mﬁlﬁ‘ 0.5750 | 0.5945 05442 o.asu 0.7354 | e840 EIEGET 0.4779 | 0.4320 05046 | 0.5529 [ 08663 | 08356 IEDEG]
FH 2054 | 0.6329 | 0.5250 | 0.5675 0.6780 | 0.7197 | 0.5496 | 0.8433 JRIERID] | 0.6609 07010 | 08738 0.9321 0.9587
FH 2010 | 0.5316 | 0.5000 | 0.4594 0.5089 | 06195 | 0.5585 | 0.6094 m 07303 03609 | 0.4327 | 04889 | 07713 07757 | 08424 JEEET
PEZ5 03250 | 05945 | 0.5365 | 0.4227 0.2965 | 0.6679 [WIREETM 0.5968 03697 | 0.4605 | 03567 | 03128 | 04588 | 07860 [NIECEM 07655
PEZ20 | 03947 | 0.425%0 | 0.5135 0.5075 POSS36 | 0.4715 | 0.7175 JRINREEY 06333 0399 | 05792 [ 0.6813 | 08473 ERUECRERY 0.5140
PEZ 12 0464 | 07317 | 05502 | 035m0 0.8122 0.8102 06466 | 0.4326 IETCON 0.9241
PEZ3 04210 | 0.6500 | 0.6216 06288 0.8448 0.7019 QUSR] 0.9528
PEZ6 0.7750 07561 | 0.7533 0.8641 07733 QLI 09213 09722
PEZ8 | 0.6962 0.7027 0.6771 0.8726 | 0.8533 07475 QETEY 07975 0.9657
FH 2079 0.5675 | 0.5365 | 0.4715 | 03559 0.6741 0.4312 | 0.5009 0.8347
Atlag | 0.4466 | 0.5s25 | 05729 0.5751 0.7591 07639 | ¢ 0.5751 0.9001

- s T I R

POP 2:  Rottweiler mintak

POP3:  Schnauzer mintik _ S0%<H,P<60% | 70 % < H , P <80 %

POP 4:  Tacsko mintak

poP At Osszes minia [[(ow<nrsaw |
POP 1 POP 2 POP 3 POP 4 POP Al

ZPE  99.0400090985951%  99.4298805514217%  99.9867932091878%  99.9964052656038%  99.9957403550387%

IPD  99.9999521262742%  99.9999926402885%  99.9999999963443%  99.9999999997096%  99.9999999998460%

6.2.4.2. Genetikai egyensuly tesztelése

Az Arlequin szoftver Hardy-Weinberg Equilibriumra iranyul6 analizise soran az
exact teszt (Guo, 1992) mind a tiz 16kuszon az egyensulytol statisztikailag rendkiviil
szignifikdns — P < 0,001 — eltérést mutatott ki az 0sszes mintat tartalmazo populacios
csoport esetében. A két fajtacsoport szignifikancidja kisebb mértékii, a schnauzereknél —
0,00613, Ppgzoo 0,00731, Ppgzi2 0,00107 — kifejezettebb, a tacsko

fajtacsoportban a harom 16kusz HWE-t6l valo eltérése nem jelentdsen — 0,01 <P < 0,05 —

Prr2054

szignifikans. A rottweiler populaciéban az allélok megoszlasa egy lokuszon sem tér el
szignifikansan — P > 0,05 — az egyensulytol, a német juhdszkutya populacié azonban a
PEZ12 és PEZ3 lokuszokon rendkiviil nagy deviancidt — Ppgz12 = 0,00159 illetve Ppgzs =
0,00089 — mutat.

A 16kuszparok Osszehasonlitdsa az Arlequin szoftver 16kuszok kozotti allél-

asszociaciora iranyuld permuticids valoszinliségi hanyados tesztjének Expectation-
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Maximization — ,,EM” — algoritmusaval (Slatkin, 1996), 45 teszttel tortént. A szignifikans
eltérést mutatd tesztek ardnya az Osszes mintat tartalmazo populacios csoport esetében —
ahol a nagyon szignifikdns devidciok szama a Prp2os4/pEz20, PrEz2opEzs > 0,001 16kuszparok
kivételével a legmagasabb — gyakorlatilag 100%. A tacsko fajtacsoport-populacidés minté-
ban ez az arany — 4/45 = 8,8% — a legalacsonyabb, nagyon szignifikdns — P < 0,001 —
devidciot nem taldltam. A schnauzer fajtacsoport — 9/45 = 20%-o0s — eltérései koziil nagy-
mértékben deviansnak — Pppziopezs < 0,001 — egy l0kuszpar, a rottweiler fajtapopulécio —
7/45 = 15,5% — eltérései koziil két 16kuszpar — Ppgzi/prz3, Prezipezs < 0,001 — bizonyult. A
német juhasz fajtapopulacié nagyszamua — 24/45 = 53,3% — eltérése koziil 12 olyan
lokuszok kozott észlelhetd, amelyek koziil legaldbb az egyik a két, HW disequilibriumot
mutatd lokusz kozil keriilt ki, kifejezetten szignifikéns lokuszparnak azonban — Ppgzi/prz20,

Prez1/pEz3, PrEzsFrz0s4, Prezspezi2 < 0,001 — kevesebb bizonyult (F29. abra).

6.2.4.3. Genetikai strukturaltsag

A magyarorszagi kutyapopuldcié genetikai tagoltsdganak, heterogenitdsanak
becslése érdekében a reprezentdnsként kivalasztott 6 mintacsoport allélgyakorisagon
alapulo G-statisztika valamint Wright-féle F-statisztika tesztelése mellett molekularis
variancia analizist — AMOVA — alkalmaztam. A mintacsoport-parok fenotipusos szintii —
megfigyelt allélgyakorisagon alapuld — illetve molekularis szintli — megfigyelt allélok
szignifikancia szintjei — P(G), P(Fst), P(®s1) —alapjan a populdciés mintdk egymashoz
viszonyitott nagyfoku heterogenitasa figyelhetd meg. A populdciok allélgyakorisag
eloszlasaban tapasztalt nagyszamu inhomogenitds legnagyobb mértékben a két
fajtapopuléciot tartalmazo parokban jelentkezett. A schnauzer-tacsko fajtacsoport-par a
l6kuszok tobb mint felében nem, illetve kozepes mértékli homogenitas eltérést mutatott,
ami a két csoport és a vegyes allomany Osszehasonlitdsa soran hasonldan jutott érvényre.
Habar a molekularis variancia elemzése soran 16kusz szinten kisebb genetikai tagoltsag
volt tapasztalhatd, jelentds deviancia Osszességében csupan a tacsko-vegyes allomany
minta-parnal nem allapithatdé meg. A genetikai variancia a populacion beliil leginkabb a

PEZ6-, legkevésbé a FHC2079 16kuszon érvényesiil (9. tablazat).
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9. tablazat Populacié mintdk G- illetve F (Fsr)- és @ (Dgr) statisztikai tesztelésének

szignifikancidja valamint varianciaja

Po.stat

ror | rorn m PO PO ror: rors f Pors
i i il [ ] ! [ ! [
d LiTd ¥ RATd PO s 3 Lror azl ol sb sz L por a2

POP 1: Német juhdsz minték 0.05
[=ilias| POP 2: Rottweiler mintak
- POP 3: Schnauzer mintak 0.01>P
POP 4: Tacské mintak
POP AZ: Osszes minta kivéve POP 1-4
I Lokusz: 10 I6kuszra dsszesitett adat
0.01=P
FH 2079
[ - Variancia P g.stat (R Variancia
TOFT[TOFT[TORT [ TORT [ TOrT | FOFT[TORT [TOPS FTOPS FTOFA | nger. | inwra- | POV 1 [ POV 1| POP1 [ FOPT [ FOrT [FOFTTTFORT [TORT [TORT [TORT [ nter. | intra-
por2 | pora | pord drorazl pors | rors droraz] rors Jrop o leorae] POPLE 3 A A B porz ] pora | pors Broracd pors | rors Beorazl pors Jrorazlropazl POPLL IS AT
PEZ 1 8.55% | 91.45% 5.23% | 9477%
FH 2054 7.30% | 92.70% 2.45% | 97.56%
FH 2010 13.01% | B6.99% 6.11% | 93.89%
PEZ S B0.68% B9.20%
PEZ 20 6.64% | 94.36% 5.32% | 94.68%
PEZ 12 9.59% | 90.41% 3.26% | 96.74%
PEZ 3 9.67% | 90.33% 5.66% | 94.34%
PEZ 6 4.19% | 95.81% 0.48% | 99.52%
PEZ8 8.42% | 91.58% 3.26% | 96.76%
FH 2079 15.80% | 84.20% 30.97% | 69.03%
I Lokusz 5.90% | 94.10%

A genetikai variancia elvesztésébdl szdrmazd szubstrukturdlodéas elemzéséhez
felhasznalhaté értékek kozil mind az egyeden beliili allél-korrelacidt jellemzd
beltenyésztési fixacids indexek — Fig illetve Fir — mind pedig az egyedek kozotti allél-
korrelacidt jellemzo k6zos leszarmazasi egyiitthatd — Fsp — értékei is viszonylag magasnak
bizonyultak. Szdmottevd kiillonbséget a statisztikai tesztelés soran nem jelentett, hogy a 2-2
fajta- illetve fajtacsoportot a teljes vegyes allomany — POP Al — vagy a csokkentett szamu
vegyes allomany — POP A2 — egészitette ki, mindkét esetben hasonld mértékii eltérést
eredményezett a kisebb egyedszamu, kevesebb fajtat tartalmazé — POP (1, 2, 3, 4) —
mintacsoport Fsr és Fig értékeihez képest (F30. tablazat). Az allélgyakorisagi eltérések
variancidja — Fgsy — az Osszes l0kuszra kalkuldlva meghaladta az allélok molekularis

szerkezetébol fakadd — Ogr — varianciat (10. tablazat).

10. tablazat Populdcio mintak Fgr és @gr értékei

PEZ 1| FH 2054||FH 2010||PEZ 5| PEZ 20|PEZ 12|PEZ 3| PEZ6 | PEZ 8| FH 2079 Z Lokusz
Fstpop1234) | 0.1320] 0.1454 | 0.1880 [0.1836 0.1120 | 0.1822 [[0.1885] 0.0745] 0.1695| 0.3189 | 0.1690
Dsrpop 1234 | 0.1326] 0.1465 | 0.1889 [o0.1846] 0.1124 | 0.1841 [0.1509| 0.0755| 0.1704| 0.3057 | 0.1158
|F3T[pop1;um, 0.0839| 0.0720 | 0.1288 [0.0918] 0.0571 | 0.0944 [o0.0952] 0.0412] 0.0831| 0.1570 | o0.0896
Dsrpop 123442 | 00847 0.0730 [ 0.1301 [0.0932| 0.0582 | 0.0959 |0.0937 | 0.0419 0.0806| 0.1495 | 0.0590

A diszkrét egységenként elemzett populdcids csoportok  genotipus
gyakorisdganak panmiktikus gyakorisagi értékektdl torténd eltérése miatt fennalld
heterozigdta-hiany tesztelése soran legkevésbé beltenyészettnek a rottweiler allomany

bizonyult. A koefficiens értéke a lokuszok 40%-aban negativ volt, ami jelentds
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kiilonbségként értékelhetd a német juhasz allomanyhoz képest. Lényeges eltérés volt
tapasztalhatd a két fajtacsoport kozott is. A schnauzerek — a tacskd fajtacsoporttal
ellentétben — a vegyes allomanyokkal mutatnak egyezést (F31. tablazat), ugyanakkor a
molekularis variancia analizis soran tesztelt diverzitasok szignifikanciaja alapjan a vegyes

allomany heterogenitasa leginkabb a tacsko fajtacsoportéhoz hasonlithato.

6.3. Eseti alkalmazassal kapcsolatos vizsgalatok

6.3.1. Eltéro tipusu biologiai anyagmaradvanyok vizsgalata

Igazsagiigyi ¢s alomellenérzési szempontbdl potencidlisan felmeriilé bioldgiai
mintatipusok koziil folyékony- és alvadt vérmintat, beszaradt vérfoltot valamint izom-
szovetet, nyaltorletet és szdrszdlakat vizsgaltam. A dedikalt extrakcids modszerek célra-
vezetdnek bizonyultak, az eltérd mintdkbdl sikeres analizis volt kivitelezheté (F32-F35.
abra).

A szorszalakbol végzett profilmeghatarozas soran fellépd ambivalencidk részben a
mintakbol kinyert DNS mennyiségi és mindségi randomitdsdnak, részben a kiiltakard
valtozékonysagat ¢érintd esetleges genetikai hattérnek koszonhetok. A nem optimalis
mintakbdl az allélikus kiegyensulyozatlansag — allelic imbalance — leginkdbb a PEZ3
lokuszon érvényesiilt (F35. abra).

Mindezek mellett egyes szdrszalak genetikai profiljaban megmutatkozé eltérések nem
korlatozodtak allél/ok vagy lokusz/ok kiesésére — allelic dropout —, néhany esetben mutaciods

esemény valoszintisithetd (14. abra), mely egynél tobb 16kuszt is érinthet (15. abra).

Plots - B2_Canine FHC2054_ILS600 Plots - Y2_Canine PEZ6_ILS600
R B R B L R B AL AEaRs RE L L T T T T T T T T T T
20 125 130 135 140 145 150 1S5 160 165 170 175 180 18S 155 160 165 170 175 180 185 130 195 200
FHCZ054 ] PEZE ]
® AT FHC20... Ladder-5 30 Blue FHCZ2054 Ladder ® A9 B2 G2,Y2 ladder 10 Yellow PEZ12 ladder
|-2000
L1500 i
1000 1000
|-s00
E Bl [io] (1] [zl (3] [4] i8] [ie] (7] i8] [19] .
=
20 125 130 135 140 145 150 1S5 160 165 170 175 180 185 = =l
FHC2054 | =i =
Lord 11 Blue = PE2& ] =]
(o] Lord 11 Yellow =
Faooo = =]
E i -4
foaoe B vérminta S
£1000 2000
=3 =3
BT 226 20 Blue BT 226 20 Yellow
4000 2
szérminta -2000
f=2000 1000
[ (3

15. abra  Feltételezett szomatikus mutacid genotipizalasa szOrminta vizsgalata soran
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Hair mutations Display=1
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14. abra  Szomatikus mutacio és PCR kiegyensulyozatlansag eléforduldsa szormintak vizsgalata

soran

A megfigyelések alapjan a mutaciok nemcsak egy teljes ismétlddo egység kiilonbséget
— pl. PEZ20, FHC2054 16kuszok — eredményezhetnek, a PEZ6 16kusz ,,24.3” — ,,23 " allél-
valtozasa (15. abra) 7 bazispar kiilonbség mellett megtartotta a komplex szerkezeten beliili

(F20. abra) azonossagat.

6.3.2. Kimutathatosag, érzékenységi vizsgalatok

A kriminalisztikai szempontbol relevans mintatipusok természetiikbol fakadoan
gyakran csak igen csekély mennyiségben lelhetok fel illetve biztosithatok. A konfirmacid
korlatainak felmérése, valamint a genetikai profil megallapitdsdra alkalmas eseti mintdk
szlirése céljabol a 16kuszok monoplex formaban torténd vizsgalatanak és PAGE detekciojanak
érzékenységét teszteltem. A minimalis templatkiiszob 50 pg, a PCR ciklusszama 30-32 volt

(11. tablazat).

11. tablazat A kimutatasi érzékenység tesztelése soran alkalmazott monoplex PCR kondicidok
Minta 1 2 3 4 5 6 7 8
Templat (ng) 1 0,2 0,1 1 0.5 0,2 0,1 0,05
PCR ciklusszam 30 30 30 32 32 32 32 32
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A sokszorozas sikerességét a PAGE hozamgélek 100-200 pg kiindulasi DNS
mennyiség mellett igazoltdk (16. abra), a biztonsagos kimutathatdésagot a fluoreszcens

detektalds is megerdsitette (F36. abra).

b-ZOObp
1.2 3 .74 5 6§ F g

e

k100 bp

16. abra  PEZ1 lokusz monoplex PCR érzékenyitése [1-8: mintak, 100bp, 200 bp:

méretstandardok]

A multiplex kit tesztelése soran — a korabban leirtaknak megfelelden (7. abra) — az
alacsony DNS koncentracidé fokozott kiegyensulyozatlan felsokszorozodast, 16kusz- illetve
allélkiesést eredményezett. A részleges genetikai profil jelentette kockazat figyelembe
vételével (F45. abra) 35 PCR ciklus alkalmazasa mellett 100-200 pg templat DNS kimutatasa
elérheto volt (17. abra).

1-5: mintak, L: méretstandardok
1: 2 ng templat DNS

2: 1 ng templat DNS

3: 0,5 ng templat DNS

4: 0,2 ng templat DNS

5: 0,1 ng templat DNS

17. abra  Multiplex PCR reakcié érzékenységének tesztelése [ . 35 ciklus |

6.3.3.Faji eredet meghatarozasa — keveredések vizsgalata

A kriminalisztikai eseti mintdk fiziol6gids mintdhoz hasonld ,,homogén” formdban
ritkdn allnak rendelkezésre, leggyakrabban kevert faji eredettel — pl. prokariota-eukariota,
taxon-taxon keveredések — kell szamolni. A szdmtalan lehetdség koziil munkdm sordn a
kutya-ember eredetii mintakeveredést teszteltem. A vizsgalatok mitokondridlis szekvencia

analizis és nukledris fragmensanalizis szinten keriiltek kivitelezésre. A laboratoriumi kevert
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mintak mellett vizsgalt, kitépéssel biztositott szorszalakbol nyert DNS extraktumbdl —

a kutya

specifikus nuklearis genetikai profil megallapitasa ellenére — a térben ¢s idoben elkiilonitett

cytochrome b szekvencia analizis konzervativ primer parokkal human homologiat mutatott ki

r
(18. abra).
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18. abra  Kitépett szOrszalbol nyert DNS vizsgalata nuklearis- és cytochrome b primerekkel
6.3.3.1. Cytochrome b génszakasz

"o

Az emberi illetve kutya eredetii DNS extraktumok laboratériumi titon eléallitott
keveredését degeneralt primer parral (Egyed és mtsai, 2003) és konzervativ primerekkel
(Bartlett és mtsai, 1992, Parson és mtsai, 2000) teszteltem (F37-F39. abra). A vizsgélati
eredmények alapjan a kevert faji eredet — primerektdl fiiggéen eltéré mértékben — csak
kutya DNS tobbségi jelenléte esetén mutathato ki (19. abra).

Degeneralt primer par alkalmazisaval az azonos ardnyban jelenlévd kutya
eredeti DNS-t jellemzé szekvencidlis poziciok a detektdlt emberi mitotipus
kromatogrammjaban helyenként gyengén, nem konszenzus modon jelennek meg.
Kétszeres tobbségben a kutya-specifikus nukleotidok minor komponensként szinte minden
pozicioban azonosithatok, tipikusan kevert szekvencia azonban csak tizszeres kutya
eredetli tobbség mellett tapasztalhatd (F37. abra). A konzervativ primer parok szinte
azonos modon érzéketlenek a keveredésekre, a kimutatott mitotipusok a nagysagrendi

tobbség ellenére gyakorlatilag tiszta emberi homologiaként értékelhetok (F38-F39. abra).
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19. abra  Kevert faji — ember ¢s kutya — eredetli DNS vizsgalata kiilonb6z6 cytochrome b
primerekkel [A: degeneralt primerek, 1:1 keveredés, B: degeneralt primerek, 1:10 keveredés, C:

konzervativ primerek, 1:1 keveredés, D: konzervativ primerek, 1:10 keveredés]

6.3.3.2. STR lokuszok

A laboratoriumi uton eldallitott keveredések kutya specifikus STR analizise
soran a multiplex kit tesztelése mellett a konfirmécio lehetdségére is tekintettel csak a
harom legrovidebb fragmenstartomany — PEZ1, PEZS és PEZ3 16kuszok — érzékenységét
vizsgéltam (F40-F45. abra). Az alkalmazott, nagysagrendileg eltérd komponens aranyok
(12. tablazat) ellenére, a kisebbségben jelenlévd kutya eredetii DNS templat a monoplex

forméban torténd felsokszorozds soran 30 PCR ciklussal is allélvesztés nélkiil volt

kimutathat6 (20. abra).

12. tablazat A kevert eredetii DNS mintdk kimutatasi érzékenységének tesztelése soran

alkalmazott komponens aranyok mono- és multiplex vizsgalatok esetén

Minta 1 2 3 4 5 6 7 8

Templit DNS
[kutya / humén]

05ng/0ng|0,2ng/0ng|0,1ng/0ng|05ng/2ng|0,2ng/2ng|0,ing/2ng|0,ing/4ng|0,1ng/8ng

Mono mix study Display-4 Mano mix study Nsplay-5 Mono mix study Display-6
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20. abra  Kevert faji — kutya és ember — eredetli DNS vizsgalata monoplex l6kuszokkal [30
ciklus, 1:4 keveredés (A: PEZ1 16kusz, B: PEZS 1okusz, C: PEZ3 16kusz), 32 ciklus, 1:80 keveredés
(D: PEZ1 16kusz, E: PEZS 16kusz, F: PEZ3 16kusz)]
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A multiplex kit esetében az alacsony templat koncentraciobol fakadd
kiegyensulyozatlansag parosulva a nagy aranyu relativ koncentracio kiilonbséggel a magas

PCR ciklusszam — 35 ciklus — mellett is allélvesztést eredményezhet (21. abra).

Mono mix study Display-7
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21. abra  Kutya illetve kevert faji — kutya és ember — eredetli DNS vizsgalata multiplex kittel [A:
0,5 ng kutya DNS templat, B: 0,1 ng kutya DNS templat, 1:80 keveredés, szines sav: lehetséges

allélvesztés]

Az alsé kimutatasi kiiszobérték — 100 pg kutya DNS templat — keveredésekben
tortént tesztelése soran az emberi eredetit DNS reakcid erdsitd hatasa — PCR enhancer —

mind a monoplex, mind pedig a multiplex (22. abra) PCR esetében megfigyelhetd volt.
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22. abra  Kutya illetve kevert faji — kutya és ember — eredetii DNS vizsgalata multiplex kittel [A:
0,1 ng kutya DNS templat, B: 0,1 ng kutya DNS templat, 1:80 keveredés]

6.3.4. Esetek mintainak vizsgalati eredménye
6.3.4.1. A ,krematorium” eset
Az égett csontmaradvanyokbdl detektalt szekvencidk és a referencia-szekvenciak
kozott megallapitott azonossagok bizonyossaggal hataros valdszinliséggel aldtdmasztjak

azt a feltételezést, hogy a vizsgalt csontmaradvanyok kutyatdl szdrmaznak.

6.3.4.2. Sulyos testi sértés
A vizsgalt bioldgiai anyagmaradvanyok kutyatol szarmaznak. A bilinjelmintakbol

— potencidlis nyalszennyezddések — kimutatott genetikai profilokban a megfeleld
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lokuszokon detektalt fragmensek — allélok — egyezése nagy valoszinliséggel alatdmasztja
azt a feltételezést, hogy azok egy egyedtdl szdrmaznak. Az 6sszehasonlité nydlmintabol
kimutatott genetikai profilban a megfeleld l6kuszokon detektalt allélok megegyeznek a
btlinjelmintakbdl kimutatott genetikai profillal, igy alatdmasztjak azt a feltételezést, hogy a
sértetti ruhdzaton fellelt, kutyatdl szdrmazd bioldgiai anyagmaradvanyok az adott egyedtdl

szarmaznak.

6.3.4.3. Alomellendrzés

A ,,G. A. senior” nevi kan bioldgiai apasaga a ,,G. A. junior” nevii kolyok vonat-
kozasaban a genetikai vizsgalatok Osszesitett eredménye alapjan nem zarhato ki. Korrekt
valdszinliségi érték a leszarmazéas vonatkozasaban a magyarorszagi fajta-populacié geneti-
kai-statisztikai felmérésének hianyaban nem adhaté meg. Tekintettel a ,,N. W.” nevii szuka
¢és kolykének megegyezd genetikai profiljara (23. abra), bizonyos allomanyokban illetve
tenyészvonalakban nagymértékii beltenyésztés valdsziniisithetd, ami a kozeli rokon — eset-
legesen kan és kolyke — egyedek megkiilonboztetését az adott 10kuszkészlettel nem teszi

lehet6vé.
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23. abra  Alomellen6rz6 vizsgalat eredménye német juhdszkutya dllomanyban [A: szuka, B:

kolyok, C: kan]
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7.  KOVETKEZTETESEK
7.1. A faji eredet meghatarozasa

A cytochrome b gén fajok kozott leginkabb szekvencidlis eltéréseket mutatd, definialt sza-
kasza tobb éve biztosit lehetoséget faji eredet vizsgalatara (Kocher, 1989). Az igazsagligyi
gyakorlatban leginkabb elterjedt, viszonylag konzervativ szekvencia-intervallumra illesztett primer
parok (Bartlett, 1992) azonban a mddositasok (Parson, 2000) ellenére is emberi cytochrome b kom-
plementaritassal rendelkeznek, ugyanakkor a kutyak esetében a forward primerek 6t-6t pozicidban,
a reverse primerek két- illetve harom pozicidban devidlnak (24.a-b. abra). Az altalunk tervezett de-
generalt primer par (Egyed, 2003) ezeket az eltéréseket a forward primer esetében harom poziciora,

a reverse primer esetében egy bazisparral megnovelt hossz mellett két pozicidra redukalja.

Matching of forward primers
4 | | Overview Summary | Cut Map . Find Help Insert | Help Reposition
B Anderson cytb 1140 bp CCACCCCATCCAACATCTCCGCATGATGRRACT TCGGCTCACTCCTTGGCGCCTGCCTGAT
4B Canine cytb 1140 bp CAGCGCCGTCTAACATCTCTGCTTGATGGAACT TCGGATCCTTACTAGGAGTATGCTTGAT
‘l@ cytb-primer _v1-forward CCATCCRAACATCTCHHCHTGATGAAR
Q@ cytb-primer _v2-forward CCATCCARAACATCTCCGCATGATGARAA
{@ cytb=primer _v3-forward CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA =
FIT1ce)s highli TToo Tiio Tizo
e i kil CHRCSCCATCCARCATCTCCOCATGATGARACT TCOGATCRYTHCTUGGNGYNTGCYTGAT
9 s i Bl EEE *e @ [ ] [ ] *+ @ L [ ] o @ [ ] . 08 [ ] ==
(+)= highlight ambiguities =

24.a. abra A forward primerek emberi- és kutya Cytb szekvencidhoz viszonyitott eltérései [v1:
degeneralt primer (Egyed, 2003), v2: huméan komplementer primer (Bartlett, 1992), v3: mddositott

human komplementer primer (Parson, 2000)]

Matching of reverse primers

4+ | | Overview Surnmary . Cut Map Find | Help Insert Help Reposition
1@ Anderson cytb 1140 bp CTGTGGCCCCTCAGAATGATATTTGGCCTCACGGGAGGACATAGCCTATGAAGGCTGTTGC
1@ Canine cytb 1140 bp CAGTTGCTCCTCARARTGATATTTGTCCTCATGGTAGTACATAGCCCATGARTGCTGTGGC
1@ eytb-primer _v1-reverse GCCCCTCANAARTGATATTTGTCCTCA
i@ eytb-primer _v2-reverse CCCCTCAGARTGATATTTGGCCTCA
B8 cytb-primer_v3-reverse CCCCTCAGAARTGATATTTGTCCTCA
1 174
Edvay Dasesaelented 3t CHGTKGCCCCTCAGAARTGATATTTIGTCCTCAYGGKAGKACATAGCCYATGAARKGCTGTEGC
L ] L ] L ] [ ] L ] L ] L ]

consensus posit R o N -1 o e ot e b e B B s S RS Bt b B R B g A B R b ot B e ot g e B ol

24.b. dbra A revese primerek emberi- és kutya Cytb szekvencidhoz viszonyitott eltérései

A primerek inkomplementaritasabol fakado anellaciés — amplifikalédasi — elégtelenségek
csokkentése,  kikiiszobolése  érdekében  végrehajtott PCR  protokoll = modositasok

kovetkezményeképpen a poziciondlis bizonytalansdgok nagyrészt megsziintek. A valtoztatdsoknak
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koszonhetden a degeneralt primerekkel egyértelmii, verifikdldsra alkalmas szekvencidk nyerhetok,
melyek a génbank referencidk alapjan kutya cytochrome b gén homologiaval, mitokondrialis
genomként azonosithatok, ugyanakkor szignifikansan eltérnek a konzervativ primerekkel kimutatott
szekvenciaktol. A szakaszon beliil mutacié eredményezte nukleotid szubsztitlicié is megfigyelhetd
(F5. abra), amelynek esetleges polimorfizmusat — SNP jellegét — tovabbi vizsgalatok igazolhatjak.

Habar a konzervativ primerek altal detektalt szekvenciak cytochrome b gén homologidja is a
Canidae taxon vonatkozéasaban a legnagyobb, tisztdn mitokondridlis genombodl — szdrszalak szali
része — nem vizsgalhatok. Fentiek alapjan ezen szakaszok mint pszeudogének a nuklearis genom
részét képezik (Ishiguro, 2005), ami inszercidoval — transzpozicios elemként — a genom szdmos
helyére — pl. ,,junk” DNS — multiplikélodhat.

A tobbkopids eléfordulds valdszinliségét tdmasztjdk ald azok a heteroplazmia — azonos
pozicidban egyiittesen detektalhatd kiillonb6zd nukleotidok — jellegli pozicidk, melyek bizonyos
mértékben olyan fajtaspecifikus jelleggel is rendelkezhetnek, mint a 1140/216 pozicio C/T eltérései
a német juhasz illetve rottweiler mintacsoport esetében.

Az eredmények alapjan nem zéarhato ki, hogy a mitokondridlis cytochrome b gén
konzervativ jellegének gyengiilése valamint multiplikdlédasa a nukledris genomban fajta- vagy
fajtacsoport kizarasara, esetleges valosziniisitésére alkalmas kiegészitd informaciot is szolgaltathat,

azonban a feltételezés megerdsitéséhez tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

7.2. Az egyed azonossaganak megallapitasa
Az igazsagiigyi célra alkalmazott polimorf STR markereknek specidlis kritériumoknak is
meg kell felelniiik. Jo1 definialtaknak, egyértelmiien és reprodukalhatéan meghatarozhatdéaknak,
azonosithatéknak kell lennitik, lehetéleg magas foku polimorfizmussal rendelkezzenek, genetikai
kapcsoltsag nélkiil. Technikai szempontbdl megfelelden érzékeny, standardizalhaté vizsgélati
modszert igényeljenek, az eredmények interpretalasat adekvat populacid genetikai-genetika

statisztikai elemzések tamasszak ala.

7.2.1. Az alkalmazott markerek definialasa

A |, flanking” régidt is tartalmazd szekvendldsi eredmények alapjan a vizsgalt STR
lokuszok héarom csoportba sorolhatok. Egyszerti ismétlodésii motivumokkal a PEZ1
(CATA,)), PEZ5, FHC2010 és FHC2079 16kusz, dsszetett ismétlodésti motivumokkal a PEZ3,
PEZS, PEZ12, PEZ20 és FHC2054 16kusz, komplex, hipervaridbilis motivummal a PEZ6
lokusz rendelkezik. A trimer PEZ3 16kusz kivételével az 6sszes 10kuszt tetramer ismétlodések
strukturaljak. A PEZ3 lokuszt a korabbi referencidk (Neff, 1999) tetramer-, a PEZ1 16kuszt

dimer-repeticios szakaszként irjak le, de ezt az elemzett szekvenciak egyértelmiien kizarjak. A
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lokuszok kromoszomalis lokalizacidja napjainkra tisztdzasra keriilt (Lindblad-Toh, 2005), a
PEZ1 16kusz CATA, néven is referalt. Koztes allélok manifesztacidja részben a flanking
régiok delécios és addiciés mutacidjanak — pl. PEZ8, FHC2054 lokuszok —, részben a
flanking- és repetitiv régidkban egylittesen megnyilvanulé delécios, inszercios valtozat-oknak
— pl. PEZ12, PEZ6 16kuszok — koszonhetd, mely legnagyobb szamban a PEZ6 16kuszon
figyelhetd meg. Azonos hossz mellett megnyilvanul6 szekvencialis valtozékonysag a hatarolo
—pl. PEZ1 16kusz — illetve az ismétlodo régidoban — pl. FHC2054, PEZ20, PEZ12 16kuszok —
egyarant el6fordul (F13-F22. abra).

A szekvencidk alapjan egyértelmili, a szakmai ajanlasoknak megfelelé (Budowle,
2005), laboratoriumok kozotti adatcserére €s Osszehasonlitasra alkalmas allél-nevezéktan
alakithaté ki, ami nemzetkozi torvényszéki alkalmazasra javasolhatd. A repeat alapt
nomenklatira a PEZ12, FHC2010, FHC2079 és FHC2054 16kuszok esetében megegyezik az
1dokozben publikalt javaslatokkal (Eichmann, 2004), de a PEZ6 lokusz esetében az
interallélikus gyakorisag minimalizalasa érdekében a komplex polimorf régidé onkényesen
kijelolt végpontjait egy ¢s két bazisparral eltérden toltam el. A modositas kovetkeztében az
allélgyakorisag eloszlas az intermedier allélok tulsulyarol attolddott, az allél meghatarozas —
sallele calling” — egyszertisodott (F26.h. abra, F27.h abra). A vizsgalt tobbi 16kusszal
kapcsolatban referalhato nevezéktan ajanlas jelenleg nem all rendelkezésre. Ennek hianyaban
a diszkrét tulajdonsagok szamszerlisége csupan a varhatd allélikus mérettartomany — ,,allele
sizing” — alapjan becsiilheté bizonyos mértékben, de az 0sszevethetdség a nem azonos belsd
méretstandardok alkalmazasa (F24.a-b. tablazat), a koztes allélok eldforduldsa és az
esetleges mérettartomany atfedés (F22. abra) miatt nem lehetséges. Az adott l6kuszok
jelentds tartomanybeli eltérése (5. tablazat) alapjan azonban méar gyanithatd, hogy eltérd
mintacsoportokban a polimorfizmus mértéke kifejezetten kiilonbozhet.

Fentiek alapjan a kiilonb6zd laboratoriumokban meghatarozott genetikai profilok
egymasnak még kiegészitd informacidk birtokdban is csak nehezen illetve egyaltalan nem

feleltethetok meg.

7.2.2. Technikai, modszertani jellemzok

A StockMarks® Canine I Ver 3 kit alapvetden alomellenérzési céllal — American
Kennel Club ajanlassal — keriilt kereskedelmi forgalomba (Halverson, 2005). Nagy templat-
igényének — vo. a 10 lokuszos multiplex PCR mixben a DNS templat-koncentracié inter-
valluma 1-10 ng/pl a StockMarks® Canine kit, 0,02-0,04 ng/ul az AmpfISTR™ Profiler
Plus™ Human kit esetén — standardizaldsa a viszonylag homogén, mennyiségileg kevésbé

korlatozott referencia mintak lehetdségére épiil. A 20 db primer keveréke nem tokéletesen
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optimalizalt egyetlen annealing hdmérsékletre, igy a kit az amplifikacié specificitasdt magas
templat-koncentracié mellett alkalmazott ,,fouchdown” PCR protokollal (Applied Biosystems,
2003) kivanja kompenzalni.

A kevesebb kiindulasi DNS mennyiség illetve az eltérd primer affinitas altal indukalt
sokszorozasi egyenetlenségek allél- és lokusz kieséssel (4. tablazat), termék-
kiegyensulyozatlansaggal (9. abra) jarnak, melyek a tipikus preferencidlis amplifikaldédastol
eltéréen nem korreldlnak a fragmensmérettel. A nem adekvat primer kotédés a ,,NED”
fluoreszsens csatornan beliil a PEZ3 16kusz mérettartomanyaban olyan nem allélikus eredetii
fragmensek megjelenéséhez vezethet (10. abra), melyek 6sszefiiggését a PEZ3-primerekkel a
monoplex vizsgalatok nem tdmasztjak ala (F36. abra). A nem tokéletes adenilalodas
(Magnuson és mtsai, 1996) elkeriilése érdekében a kit standard protokolljat — 72°C, 30 perc
(Applied Biosystems, 2001) — kés6bb modositottak — 60°C, 60 perc (Applied Biosystems,
2003) —, de a leginkabb PEZ3 ¢és PEZS5 lokuszoknal eléforduld jelenség teljes mértéki
kikiiszobolése nem mindig eredményes. A kettds detektalasi csucsok egy bazisparnyi
kiilonbséggel rendelkezd interallélok megkiilonboztetését rendkiviil megnehezithetik, nem
kell6 kortltekintéssel téves genotipizalashoz is vezethetnek. Habar az érintett lokuszok
esetében intermedier allélokat nem figyeltem meg, a referencia allélokat tartalmazo alléllétrak
(Butler, 2001) rendelkez6 primerek javasolhatok (F25.d. abra).

Monoplex formaban a lokuszok megfelelden beallitott reakcidomix hasznalataval
touchdown jelleg nélkiil, Iényegesen kevesebb kiinduldsi DNS — 0,1-1 ng/ul — sziikséglettel,
valamint az addicionalis amplifikaciés artifaktumok esélyét jelentésen csokkentd,
alacsonyabb— 30 PCR ciklus — ciklusszammal is sikeresen sokszorozhatdk (12.b. abra).

A detektalhatd fragmensek méret-meghatarozasdhoz — allele sizing — a kit-proto-
kollban GeneScan™-500 ROX™ belsé méretstandard javasolt. Habar az egynukleotidos
detektalasi felbontas altalaban a négyszaz bazispar tartomanyba tartozo fragmenshosszaknal is
elérhetd, az egy adott — leginkabb komplex szerkezetli — allél esetén megnyilvanuld legna-
gyobb ¢és legkisebb méret kiillonbsége meghaladhatja a 0,5 bazispart (Eichmann, 2005). A
méret-meghatarozas pontossaganak tesztelését a GENESCAN® 400HD [ROX] (Applied
Biosystems) és Internal Lane Standard 600 — kordbban Fluorescent Ladder (CXR), 60-400
Bases névvel (Promega Corp) forgalmazott — belsé méretstandardokkal (F9. abra) is elvégez-
ve az abszolut hosszakhoz viszonyitott mérethliség leginkabb GS400HD illetve GS500
standardokat jellemezte, ugyanakkor a relativ méretek szorasa szignifikdns mdodon az ILS600

alkalmazaséaval adodott legkisebbnek (7. tablazat).
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Mivel az allélmeghatarozas — allele calling — alapjaul referencia allélkoktélok szol-
galnak, a valodi — szekvenalt nukleotidok szdmaval megegyezd — hossz pontossaga nem el-
sOdleges kritérium (F10. abra). A méretezett fragmenseknek azonban méret-eltéréseiket —
szoras értékek — is beleértve a szemiautomata genotipizalashoz sziikséges méretezési tarto-
manyba — £+ 0,5 bazispar ,,allele size window” — kell esniiik, ami kiilonésen az intermedier
allélokat tartalmazd 16kuszok — pl. PEZ6, PEZS8 — esetén elengedhetetlen. Az eldallitott allél-
koktélokat (F23. abra) GeneScan'"-500 ROX™ helyett Internal Lane Standard 600 bels6

méretstandarddal hasznalva a koztes allélok is biztonsaggal tipizalhatok (F25.1., h., i. abra).

7.2.3.Populacio elemzések

Az allélgyakorisagi értékek megoszlasi adatai (F27.b., i., j. abra) a szaporodas-
kozosségek — még inkdbb a befolyasolt, irdnyitott szaporodaskozosségek — sajatossagait,
egymassal szemben fennallé kiilonbségeit tamasztjak ala (8. tablazat).

Az Osszes vizsgalt minta alapjan, a genetikai diverzitas jellemzésére szolgalo PIC —
polimorfizmus informécio tartalom — értékekre figyelemmel a markerek koziil leginkabb po-
limorfnak a PEZ6 16kusz bizonyult, ami feltehetéen szerkezetbeli komplexitdsanak, nagysza-
mu — a 16kuszok kozott legtobb, 20 megfigyelt — intermedier alléljanak is koszonhet6. Egy a-
dott lokuszon az alacsony allélszam illetve egy vagy két allél kiemelkedd gyakorisaga
egyarant alacsony PIC értéket produkal, igy a marker- és populacio-fiiggo értékek az eredmé-
nyeimmel (F28.a-b. tablazat) analog mddon, széles tartomanyban varidlhatnak (Fantin, 1996,
Altet, 2001), ugyanakkor vegyes allomanyban esetenként hasonloképpen alakulhatnak
(Eichmann, 2005).

Habar a mikrovarians allélok tendencidzus megjelenése megnovekedett mutacios
rataval parosulva korrelaciot mutathat a magasabb fokd polimorfizmussal (Moller, 1994,
Brinkmann, 1995), megjegyzendo, hogy a PEZS8 16kusz joval kevésbé kifejezett interallélikus
jellege — 7 megfigyelt koztes tipus — ellenére is a PEZ6 lokuszéval kozel azonos
polimorfizmus informaci6 tartalommal bir, amely feliillmtlja a PEZ12 16kusz varians allélok
alapjan — 16 megfigyelt tipus — vart hipotetikus polimorfizmusat. A harom ldkuszon
megfigyelt konszenzus — teljes ismétlddésekkel jellemezhetd — allélok szamanak — 10-10 —
egyezése alapjan valoszintlisithetd, hogy az intermedier allélok megjelenése a polimorfizmus
fokat altalanossagban nem szamottevoen befolyasolja, annak mértékében megnyilvanulo
eltérések sokkal inkdbb a szaporodds-kozosségekben — igy akar azonos fajtak lokalis
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létre. Nem zarhaté ugyanakkor ki a megegyezd méretli, szekvencidlis kiilonbséggel
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rendelkezd allélvaltozatok befolyasold hatdsa sem, de jelen esetben csupan fragmenshossz
alapjan a varians allélok 20%-a nem kiilonithetd el (F13., F14., F17., F18., F19. abra).

A konvencionalis értelemben nem génként kezelendd, mendeli 6roklédésti polimorf
markerek allélgyakorisag 4allanddsaganak 0Osszefiiggését Hardy-Weinberg egyenstlynak
nevezik. A 16kuszok 6sszességén vizsgalt egyensuly HWE és LD tesztelése esetén a 16kuszok
egyazon hipotézis elvégzett tesztsorozatanak részesei, igy a tesztsorozat szignifikancia-szintje
— kisérleti jellegli hibaratdja — annak a valoszinlisége, hogy a tesztek koziil legalabb egy az
igaz nullhipotézis elvetését okozza. A hipotézis hamis elvetésének elkeriilése érdekében a
HWE 10 tesztbol 4llo tesztsorozata esetén az egyedi tesztelések korrekcioja 0,05 kisérleti
hibaratahoz rendelt 0,005 egyedi szignifikancia-szint alkalmazéasat jelenti (Weir, 1996).
Amennyiben mindegyik lokusz valoszinliségi értéke meghaladja a tesztsorozatok egyedi
szignifikancia-szintjét, a nullhipotézis egyik mintara sem vethetd el, ha az egyensulyt a
populécid teljes genomialis szintjén vizsgaljuk.

A HWE nullhipotézis tesztelt valoszinliségének szignifikans eltérései az 6sszes mintat
tartalmaz6 populdcidban a csoport heterogén voltanak — elkiiloniilt szubpopulaciok — koszon-
hetok (Evett, 1998). A két fajtacsoport kisebb deviancidjanal a Wahlund-hatds mellett a min-
tavételi bizonytalansag — sampling effect — az alacsony mintaszdm miatt nagyobb mértékben
érvényesiil. A német juhdszkutya mintacsoport két 16kuszon tapasztalt erds deviancidjara
Osszetett oksagi Osszefliggések szolgaltathatnak magyardzatot, melyek kozott az alacsony
mintaszam, az un. ,ritka kan hatas” szelektiv fedeztetés miatti erds6dése, a kanok és szukak
kozotti eltérd allélgyakorisdg, a magas mutdcids rata, a genotipusosan eltérd populaciobol
torténd nagy mértékil allélmigracié illetve a genotipust vagy genotipus kombinacidkat €rintd
szelekcid — ismert vagy nem ismert marker assisted selection (MAS) — esetleg egyéb,
allélszegregaciés mechanizmusok emlithetok. A kérdés pontos tisztdzasahoz a fajta hiteles
pedigrével rendelkezd, nagyobb szamu mintacsoportjanak vizsgalata sziikséges.

A természetes populaciokban megfigyelhetdé LD a demografiai hattér €s a genetikai
tényezok egymasra gyakorolt komplex befolydsanak eredménye. Bonferroni-eljarassal a LD
tesztsorozatok — 45 teszt — egyedi szignifikancia-szintjének korrekcidja 5%-os kisérleti
hibarata fenntartdsa érdekében 0,001 értékre tortént. A tacskd fajtacsoport mintaban a
valoszinliségi értékek minden tesztben meghaladtdk az egyedi szignifikancia-szintet, azonban
a tobbi populacié — jellemzden leginkdbb a német juhdszkutya mintacsoport — esetében 1-4
olyan lokuszpar volt, ahol az egyedi szignifikancia-szintnél kisebbnek bizonyult a kalkulalt
valdszinliség. Fentiek alapjan fetételezhetd, hogy ezekben a populdcios mintdkban genom
szinten linkage disequilibrium van, ugyanakkor bizonyos vegyes allomanyokban — a fennallo

heterozigozitasi deficit ellenére — sem allapithaté meg 10kuszok kozotti kapcsoltsag
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(Eichmann, 2005). Mivel a fizikai kapcsoltsag kiillonb6z6 kromoszomalis lokalizacié esetén
nem all fenn, az asszociacioért demografiai hatasok, eltéré allélgyakorisag eloszlassal
rendelkezd foldrajzi, teriileti szubdiviziok illetve azok keveredése, a palacknyak effektus €s
nem utolsé sorban a természetes- és iranyitott szelekcio felelos.

A LD vizsgalatok soran az EM-algoritmus genotipusos adatokra vonatkozo6 valdszinti-
ségi hanyadosanak tesztelési feltétele a gamétafazisukban nem ismert genotipusok HW-
egyensulynak megfeleld populéacios-eloszlasa (Schneider, 2000). Fentiek alapjan az
eredmények kiértékelésénél figyelembe kell venni, hogy a LD-teszt akkor is elvetheti az
allélok lokuszok kozotti fiiggetlenségének hipotézisét, ha a populacid a vizsgalt 16kuszokon a
HW-egyensulytol jelentdsen devial (Excoffier, 1998). Az exact teszttel a rottweiler popula-
cidés mintdban Hardy-Weinberg egyensulytdl vald eltérés nem volt tapasztalhatd, ugyanakkor
a kimutatott kis szdmu — a lokuszparok 15,5%-at érintdé — szignifikancia a feltételezett
homogenitas ellenére két esetben is kifejezett mértékben jelentkezett. A német juhaszkutya
fajtapopulacio mintaban az exact teszt jelentds devidciot két I6kuszon jelzett, és a nagyszamu
— a lokuszparok 53,3%-4t érintd — szignifikans eltérés koziil 12 olyan lokuszok kozott volt
¢észlelhetd, amelyek koziil legalabb az egyik a két HW disequilibriumot mutat6 16kusz koziil
keriilt ki. Ezekben az esetekben bizonyos mértékben elképzelhetd, hogy a lokuszokon beliil
megfigyelt allélikus asszocidcio a statisztika torzitdsaval hozzajarult a LE hipotézis téves
elvetéséhez. A kérdés tisztdzdsahoz tovabbi elemzésekre van sziikség (F29. abra).

A vizsgalt magyarorszagi kutya populdcids minta genetikai strukturaltsaganak, varian-
cidjanak tesztelése mind fenotipusos, mind pedig molekuldris szinten jol definialt heterogeni-
tast tamaszt ala, mely legnagyobb mértékben a két fajtapopulacio vonatkozasaban tapasztalha-
td (9. tablazat). A lokuszonként némiképp valtozo mértékii szignifikancia €s a molekularis
variancia fenotipusos variancidnal moderaltabb inhomogenitasa 4ltalaban véve is erdteljesen
megnyilvanul. A genetikai valtozatossag populécion beliili érvényesiilése mellett a populdciok
kozotti megoszlas mértékének legalacsonyabb — PEZ6 16kusz — széls6 értéke is feliilmulja a
human analégidkat, ami diszkrét szaporodaskozosségek fennallasat jelzi. A FHC2079 16kusz
kiemelked6 (9. tablazat) interpopuléacios variancidja — mely a tobbi 16kusztdl eltéréen mole-
kularis szinten még inkabb kifejezett —, a mintacsoportokban kialakult sajatos allélgyakorisagi
eloszlasok — egy- ill. kétcsucsos gorbék (F27.j. abra) — hatasaval indokolhatd. A genetikai ta-
goltsag terén a fajtacsoportok €s a vegyes allomany kozotti viszonylagos hasonlosag — keve-
sebb szignifikans eltérés — feltehetden a fajtacsoportokon beliil is meglévd szubstruktiralo-
dasnak koszonhetd, ennek ellenére veliik kapcsolatban teljes analdgiarol nem beszélhetiink.

A random parosodas korlatozottsdga miatt a homozigozitdas mértékének novekedé-

sével kisebb genetikai valtozatossaggal rendelkezd szubdivizidk jonnek Iétre. A populdcion

86



beliil fixalddott variancia jellemzésére szolgalo, az egyed kiilonb6z6 tipusu tulajdonsagainak
kozos eredetére vonatkozd beltenyésztési koefficiensek — Fig illetve Fir — valamint a szubpo-
puldciok genetikai divergenciajat, kiilonboz6 egyedek azonos tipust tulajdonsdgainak kozos
eredetét valosziniisitd kozos leszarmazasi egyiitthatd — Fsr — konfidencia tartomanyba es6 ér-
tékei tendencidjukban amerikai felmérésekkel (Halverson, 2005) korrelalnak, az eltérések a
mintaszamra, fajtadsszetételre és a lokuszkészletre vezethetok vissza (F30. tablazat). A
kifejezetten szubstrukturaltnak mutatkozd magyarorszagi populacids mintdban a kozos
leszarmazés allélgyakorisdgok alapjan tesztelt variancidja minden esetben meghaladta az
allélok molekularis szerkezetébdl fakadd mértéket (10. tablazat). Mindez a matematikai
tavolsag-matrixokat elemz0, eltéré mutacios modellekre alkalmazott statisztikai algoritmusok
kiilonbségébdl adodhat, ami az ,,.X” és az ,,X-17 illetve ,,X-5” repeticidt tartalmazé allélok
gyakorisagat a mutacids valdszinliség vonatkozasdban mas mdodon értelmezi.

A panmixis ellenében hato iranyitott és korlatozott szaporodas-szaporitas a
megnovekedett homozigdta arannyal rendelkezd beltenyészetek kialakulasat segiti eld, ami a
két vizsgalt fajtapopulacid koziil a német juhdszkutya dlloméanyban joval kifejezettebb, mint a
rottweilereknél. A genotipus gyakorisdgok heterozigéta-hidnya alapjan  kalkulalt
beltenyésztési koefficiensek (F31. tablazat) rottweiler és tacskd allomanyban tapasztalt
negativ értékei heterozigbta hatdsnak — outbreeding — tulajdonithatok, de a tacskd
mintacsoportnal mintavételi hiba — tacskora hasonlito egyed tacskdként torténd azonositasa —
sem zarhato ki. A vegyes alloméanyok értékelésénél figyelembe kell venniink, hogy azok
random szaporodaskozosségként, — a fenndllo HW disequilibrium miatt gyakorlatilag valédi
szaporodaskozosségként — populacidgenetikai szempontbdl nem értelmezhetok. A schnauzer
mintacsoport alacsony mintaszammal parosuld fajta-heterogenitdsa, HWE diszkrepanciai
illetve a csoportot alkotd fajtdkban fixalddott beltenyészettség egyarant hozzajarulhatott a
koefficiens viszonylag magas értékéhez, de ennek tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A populécids vizsgalatok Osszessége nagymértékben alatamasztja azt a feltételezést,
hogy a fajtdk illetve azok regionalis tenyésztoi szokdsok, stratégiak altal befolyasolt
demografiai torténete a lokalis kutyapopuldcidkban jelentds genetikai sruktraltsagot hoz
Iétre. A kiilonbségek nemcsak a fajtdk kozott, hanem esetlegesen azonos fajtak szub-
populaciodi, tenyészvonalai kozott is kifejezodnek, igy a polimorfizmus-jellemzdk szempont-
jabol azok egymasnak valdé megfeleltetése, helyettesitése nem célravezetd. Kizarolagos fajta-
jellegzetességet marker szinten az eddigi vizsgalatok nem tartak fel, de nem zarhat6 ki, hogy a
hiteles fajtapopulaciok megfeleld mintaszamu tovabbi felmérése €s genetikai statisztika anali-
zise tobblokuszos profilok esetében a human etnikai eredet-becslésnél — Estimating of Ethnic

Origin, EEO — (Klintschar, 2003, Fiiredi, 2003) magasabb valoszintiséget produkalhat. A kor-
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rekt magyarorszagi fajtapopulaciok analizise a tapasztalt — és esetlegesen feltarhat6 — Hardy-
Weinberg- és/vagy linkage disequilibriumok tisztazasahoz, megalapozott diszkusszalasdhoz is
sziikséges, melyek hianya megnehezitheti, illetve ellehetetlenitheti a kutydktdl szarmazé

anyagmaradvanyok genetikai bizonyitékként torténd igazsagiigyi alkalmazasat.

7.3. Torvényszéki alkalmazas

Az igazsagiligyi genetika érdeklddése a jogalkalmazdi igényekre és szakmai kihivasokra

reflektalva az elmult néhany évben — a human relevancidk boviilése mellett — fokozott mértékben az

allati eredetli bioldgiai anyagok vizsgalata felé¢ fordult (Budowle, 2005), mivel tobbek kozott a

kutyakkal kapcsolatos esetek (Eichmann, 2004, Halverson, 2005) szakértdi interpretaldsara a

birdsagi gyakorlatban (9) is egyre gyakrabban van sziikség. Az eseti specialitdsok mellett

érvényesiild generdlis szempontok részben genetikai-populdciogenetikai, részben technikai

megalapozottsagot igényelnek, melyek alapjan a felallitott hipotézisek, targyi bizonyitékok

statisztikai igazolasara (Inman, 2001) nyilik lehetdség.

7.3.1. Altalanos vonatkozasok

Az utobbi években vilagszerte — igy Magyarorszagon is — egyre tobb laboratorium
kezdte el — alapvetden szarmazas ellendrzési céllal — az allati polimorfizmusok molekularis
genetikai vizsgalatat. A jelenlegi gyakorlatban mindehhez gyakran sajat fejlesztésti marker-
készletet, analitikai- és viszonyitasi koriilményeket, azonosité kddokat, elnevezést, adatbazist
hasznalnak. Az egyedi inerciarendszerek Osszevethetetlenségiik mellett az ellendrizhetdség
hianyat is magukban foglaljak. Ennek veszElyét a laboratériumok egy része kontrollmintak
korfelmérésével igyekszik kikiiszobolni, de ez korantsem jelent torvényszéki igényekhez
adaptalt megfelelést. A genetikai profilban kimutatott tulajdonsagok azonositdsahoz egyértel-
mien tisztazni kell, melyik polimorf marker — kromoszoémalis lokalizacié — melyik alléljarol —
1smétlodo egységek szamanak megfeleld elnevezés — lehet sz6, majd a fragmenseket anali-
tikai eljarassal pontosan meg kell hatarozni. Az alléldeterminaci6 napjainkban a betlikddon —
a fragmenshosszat az alléleloszlasnak megfelelden betiivel jelolik — valamint a hosszméreten
— az elnevezést az amplikonok elektroforetikus migracidja alapjan kalkulalt mérete adja —
illetve a repeticidszamon — 1smétlodd egységek szaman — alapuld modszerekkel torténik
(Budowle, 2005). A méretbeli eltérések kimutatdsanak analitikai felbontdsa meglehetdsen
nagy pontossaggal bir, de a kizdrélag belsé referencia-standardokkal megvaldsitott
alléldefinidlas eltéréseibol (F24.a-c. tablazat) fakaddan az esetenként téves alléltipizalas
kockézatan kiviil a — jogelveket is sérthetd — intra- illetve interlaboratorialis 6sszehasonlitas,

ellendrzés nehézségeivel, ellehetetleniilésével is szamolni kell. Fentiekkel 6sszhangban a
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leginkdbb biztonsagos, hatékony és standardizalhaté adatértelmezéshez referencia-allélok

keverékébol osszeallitott ,,koktél” — alléllétra — alkalmazasa sziikséges (Budowle, 2005).

A kereskedelmi forgalombol nem beszerezhetd alléllétrak kifejlesztése és hitelesitése

jelentds raforditasokat igényel, de segitségiikkel bizonyos allélok (25. abra) 0,5 bazispart is

meghaladé (Eichmann, 2005) méretezési— allele size window — intervalluma illetve a

lokuszok mérettartomany-atfedése ellenére (26. abra) megbizhat6 allél meghatarozas — allele

calling — érhetd el (F25.a-j. tablazat).

25. abra
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A statisztikai igazolds — a genetikai bizonyiték Bayes-elvili hipotézis-tesztelésének

interpretacidja — gyakorlati értelemben altalaban az elkovetd altal hatrahagyott biologiai nyom

genetikai profiljdnak ¢és a védelem dallaspontja szerint artatlan vadlott genotipusanak
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véletlenszerli egyezési valdszinliségét — pontosabban szélva annak valoszinliségi becslését —
jelenti, melyhez a kérdéses DNS-profil népességben vald eldfordulasi gyakorisaganak
ismerete sziikséges (Evett, 1998). A profilok frekvencidja — ezéltal az egyezési valosziniliség
mértéke — ugyanakkor az adott populdcid sajatossagaitol fligghet (F27.a-j. abra), igy a
statisztikai kiértékelést az allélgyakorisagi adatbazisok alapvetdoen befolyasoljak. Amennyiben
az egyezést mutatd profil megfigyelésének vart valoszinlisége Osszefiigghet — ti. a vadlott és
az elkovetd azonos populacioba tartozhat — a biologiai nyom genotipusdnak megfigyelési
valdszinliségével, az egyedek kozott lehetséges genetikai korrelacid — kozos 0Ostdl valo
leszarmazds — az adott (szub)populacidban a biologiai nyom genotipusat a teljes
szaporodaskozosségben tapasztaltnal gyakoribba teheti. Nagyfok beltenyésztés esetén a
homozigodta genotipusok aranya a HW-egyenstlyi értékhez képest magasabb, igy az egyezést
mutatd homozigdta genotipus megfigyelésének esélye nagyobb, mint az a véletlenszerii
parvalasztds alapjan varhatd. Fentieknek illetve a kriminalisztikai tapasztalatoknak
megfeleloen a valdsziniiségi értékek kalkuldcidja soran a genetikai korrelacio hatasat kifejezo
kozos leszarmazasi egyiitthatd — Fsp — (Balding, 1994) valamint a nem véletlenszeri
parvalasztast reprezentald populdcion beliili beltenyésztési egyiitthaté — Fig — (Ayres, 1999)
alkalmazasa egyarant megkovetelt.

A jellemzd populacid statisztikai adatokbdl levonhaté kovetkeztetések a
magyarorszagi fajtapopuldciok hiteles mintavétellel — tenyésztdi klubok, szervezetek
kozremiikodésével — megvaldsitott, reprezentativ vizsgdlatdnak tovabbi sziikségszerliségét
tamasztjak ald. Referencia adatbazisok nélkiil a genetikai- és/vagy kapcsoltsagi egyensuly
hidnya validalhat6, szdmszertsitett statisztikai kalkulaciot nem tesz lehetdvé, a valdszinliségi
kategoridk  szubjektiv, tapasztalathidnyos alkalmazdsa merész — szakértéi (?) -
kovetkeztetésekkel, értelmezéssel jarhat egytitt. Habar 10 lokuszt tartalmazo marker-készlet
rottweilereknél viszonylag mérsékelt, 95,6% kombinalt kizarasi eré6 — CPE — mellett is
megoldast kindlhat az alomellendrzési gyakorlatban (Altet, 2001), mas fajtdk — pl. német
juhészkutydk — beltenyésztettsége 99,04% CPE ellenére az egyenes agi leszarmazas soran
nem identikus DNS-profilokat eredményezhet (27. abra).

A kozeli rokonsagbdl illetve leszarmazasbdl fakadd hatdsok felerdsodése a fajta
vonatkozasdban nemcsak a 99,99995% kombinalt megkiilonboztetési er6 — CPD -
torvényszéki interpretaldsit modositja, hanem — a tenyésztéi kennelek genetikai
adatbazisanak, profil-nyilvantartdsanak hianyaban — inkorrekt, esetleg valdtlan szarmazas-

igazolast tesz lehetové.
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német juhdszkutya alloméanyban [A: szuka, B: k6lyok]

7.3.2. Eseti jellegzetességek

Az emberi eredetii bioldgiai anyagok kriminalisztikai vizsgalatdnak gyakorlatat
kovetve (FBI Laboratory, 1994, AFDIL, 1999, Butler, 2005) és tapasztalatait felhasznalva
(Padar, 1993, Padar, 2000, Firedi, 2003) a kutyaktdl szarmazd biologiai anyagok és
anyagmaradvanyok azonositdsa ¢és azonossaganak megallapitdsa megvaldsithato.
Természetesen a blnjelmintdk kiilonleges- éppenséggel egyedi jellegére, a technikai-,
modszertani problémakra és hibalehetoségekre, az eredmények Osszehasonlithatdésagara,
statisztikai alatamasztasara, standardizalasara, validalasara tekintettel a human vonatkozasu
rendszerek mar meglehetdsen sok mindent optimalizaltak, de ezek allatokkal kapcsolatos
vetiilete még napjainkban is rendelkezik fel nem tart teriiletekkel.

A kriminalisztikai praktikumban, altalanossagban eléforduld csekély mennyiségi,
heterogén — kiilonbozo6 faji eredetli DNS-keveréket tartalmazo — mintakbol nyert célszakaszok
kutya-specifikus kvantalasat lehetdvé tevé teszt jelenleg nem 4all rendelkezésre. A
fajspecifikus STR 16kuszok érzékeny — kb. 100-200 pg templat-sziikségletli — de biztonsagos,
alacsony artifaktum rizikét jelenté —, maximum 30-32 PCR ciklussal torténd — monoplex
amplifikalasa torvényszéki esetekben legaldbb részleges genetikai profil kimutatasara,
statisztikai mintavétel esetén szlirdvizsgalatokra alkalmas (F36. abra). A multiplex kit
parcidlis genotipusainak értelmezése — a lokusz- és allélkiesések egyiittes el6fordulasdnak
esélye miatt — kis mennyiségii vagy degradalt mintabdl nagy koriiltekintést €s tapasztalatot
igényel (21. abra).

Az alsé PCR reakcidkiiszob kozelében tapasztalhat6 ,,dropout” gyakorisagat (Lederer,

2001) a multiplex tovabbi optimalizalasa csokkentheti (Halverson, 2005). A valtozo —
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leggyakrabban nyal és szOr — eseti mintatipusokbdl sikeres profilmeghatarozds végezhetd
(F32-F35. abra), melyet természetesen a nyomképzodés, az anyagtranszfer és a mintavétel
jelentdsen befolyasolhat (Eichmann, 2004). Technikai szempontbdl a multiplex kit leginkabb
problémas 16kusza a PEZ3, ami a trimer ismétlodés ,,stutter” affinitdsanak, részleges adenin
— primer kompeticios gatlasoknak tulajdonithatd. A szdrszalak vizsgalata soran nemcsak a
technikai nehézségekkel — pl. templat- illetve sokszorozodasi egyenstly hidnya — hanem
genetikai hatdsokkal — pl. szomatikus mutacié lehetdsége (Padar, 2002) — is szamolni kell (14.
abra). A gyakorta telogén- illetve telogén-kozeli allapoti szoérszalak teljesebb — esetenként
egyaltalan tipizdlhato — genetikai profiljanak megallapitasa a tovabbiakban roviditett
amplikonok (Hellmann, 2001, Butler, 2003) moddszerével fejleszthetd, €s a mutacios
gyakorisagok elemzése (15. abra) is nagyszamu, kiegészitd vizsgalatot igényel.

A kutya specifikus STR-ek amplifikacios artifaktum-mentes sokszorozddasat a
nagysagrendileg tobb human DNS jelenléte negativ mdédon nem befolyasolja (Eichmann,
2004), a minimal-templatkiiszob tartomanyban a reakcidelegy makro-molekularis
sztochasztikdjara és kinetikajara gyakorolt, BSA-hoz — bovine serum albumin — hasonld
(Comey, 1994) hatasa inkabb a reakcid erdsodésében — PCR enhancing — jatszik szerepet (22.
abra, F40-F45. abra). A faj — ti. mitokondrialis cyfochrome b gén — azonositasa soran az
egyed azonossaganak — ti. nukledris STR Idkuszok — vizsgalataval -ellentétben a
nagysagrendileg kevesebb emberi eredetli komponenst tartalmazé mintdkbol is emberi
homolégia detektalhatd (19. abra). Az eseti gyakorlatban — kiilonésen a kutyatdmadasokkal
kapcsolatos mintak kozott — csak elvétve fordul el tisztan az allattol szarmazo bioldgiai
anyag. A harapasnyomok kornyékének tobbé-kevésbé kiterjedt, sértetti vérszennyezddése a
hordozoéfeliileten vizualizalhaté kiilonbségeket gyakran korlatozza, az eldvizsgalatok
pozitivitdsa nem mindig garantalja értékelhetd profil kimutatdsat (Eichmann, 2004), ezért a
relevans mintak szelektalasdhoz szlirdvizsgalatként is monoplex, nuklearis STR javasolhatd.
Egynemt anyagnak tiind mintatipusok jarulékos emberi szennyezése mintabiztositas soran —
pl. szérszalak kitépése, érintése — konnyen ellentmondd eredményekhez vezethet (18. abra),
¢s a kezdeti szakszeriitlen — helyszini — tevékenységet még rendkiviil koriiltekintd, id6- €s

koltségigényes eljarassal is csak részben lehet kompenzalni.

7.3.3.Szakértoi vélemények
A kutya eredetii biologiai anyagokkal, anyagmaradvanyokkal kapcsolatban, a
fentiekben leirt eredményeknek ¢és kovetkeztetéseknek megfeleléen torvényszéki ¢s

tenyésztési célra megalapozott szakértdi vélemények adhatok. A lehetdség gyakorlatban
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megnyilvanuld formai ugyanakkor szdmos, — néha lényegi — kiilonbségeket takarnak, melyek
kereskedelmi forgalombdl beszerzett marker-készletek hasznalata mellett is érvényre
juthatnak. Habar bizonyos jogalkalmazdk véleménye a torvényszéki szakértok ,.kiilonleges
ismeretét” kizarolag a birésadg vonatkozasaban értelmezi, az igazsagiigyi alkalmazas nemcsak
jogi tajékozottsagot és tovabbképzést (2005 ¢évi XLVIL. tv.) jelent. A szakértd
természettudomanyos szakmai teriiletén szerzett specialis gyakorlata és ratermettsége révén
(Butler, 2005) az objektiv bizonyossdg fogalmanak természettudomanyi-, jogi-, filozofiai
vetiileteit a genetikai bizonyiték adott blincselekménnyel fennallo kapcsolataban — ti. biintetd
ligy igazolasaban — (Inman, 2001) specialisan értékelheti.

A bizonyitasi lancolat — chain of evidence — és a gyakorlati alkalmazas igényelte
mindségiranyitott, egységes, atfogd paradigma (ILAC, 2002, Budowle, 2005) a szakért6i
vizsgélatok attekinthetdségét, ellendrizhetdségét modszertani és személyi vonatkozasaiban
egyarant garantalhatja. A faj azonositasara konfirmalé vélemény-kategoria alkalmazhaté (F5.
abra), de a potencialis keveredés (19. abra) illetve szennyezés (18. abra) koriiltekintd
mérlegelést tesz sziikségessé. Az egyed azonossagat valoszinlisitd kategoridkban lehet
deklardlni, de a technikai megvaldsitds sordan a hitelesitett alléllétrak nélkiil torténd
genotipizalas nagy kockdzati tényez6t jelent az eredmények helytalld véleményi
konkludéalasaban. A reprezentativ populdcidgenetikai adatbdzisok hianyadban korrekt,
numerikus, szarmazasi- valamint leszarmazasi valdszinusités nem adhatd, korrekcids faktorok
(F31. tablazat) nem épithetdk be. A magyarorszagi kutyapopulacid6 nagymértékben
feltételezhetd heterogenitdsa miatt egymadssal analodg, a statisztikai tesztelésnél egymadst
helyettesito referencia adatok felhasznalhatdsagat az eddigi vizsgalatok nem tamasztjak ala (9.
tablazat), a helyi fajta-allomanyokra és tenyésztoi vonalakra extrapolalhato allélgyakorisagi
értékek csak tenyésztdi szervezetek kozremiikodésével biztosithatok. A megbizhatd
allomanyfelmérések nemcsak az egyed azonossaganak kriminalisztikai céli megallapitasahoz,
hanem a professziondlis tenyésztok — klubok — kutydinak regisztralt leszarmazasahoz,

genetikailag determinalt betegségének kisziliréséhez is nagyban hozzajarulhatnak.

93



8.  UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Munkdmat megel6zdéen az ismeretlen faji eredetli bioldgiai mintdk torvényszéki
azonositasdhoz a cyfochrome b gén fajok kozott leginkabb szekvencidlis eléréseket mutato, jol
kortilhatarolhatd szakaszat viszonylag konzervativ szekvencia-intervallumra — human CRS
(Cambridge Reference Sequence) homolog szakaszra — illesztett, primer parok alkalmazéasaval
hasznaltdk fel. A tisztan detektalt pozicionalis kiilonbségek a GenBank adatbazisban talalhato
homologidk segitségével nagyrészt lehetdvé teszik a taxon meghatdrozasat, azonban a primer
kotddési helyen — a relativ allanddésag ellenére — eldforduld nukleotid inkomplementaritdsok
sokszor — tobbek kozott a Canidae esetében — zavaros, kevert, értékelhetetlen
elektroferogrammokkal jarnak egyiitt.

Az éltalunk tervezett degeneralt primerek (Egyed és mtsai, 2003) és alkalmazott PCR
kondicidk hasznalataval a detektdldsi ambivalencidk — mas fajokndl, pl. Cervidae is —
megsziintethetok, az azonositds konfirmaldsa biztonsaggal megtorténhet. A jellemzd szakaszon
beliil egyetlen pozicioban nukleotid szubsztitiucio is megfigyelhetd, melynek okat — egyedi mutécid,
esetleges SNP — tovabbi vizsgalatok tisztazhatjak (FS. dbra). A korabbi referencidval rendelkez6
primerek (Parson, 2000) modositott PCR koriilményekkel nukledris genomban lokalizalt,
pszeudogénként (Ishiguro, 2005) definidlhaté cytochrome b analdg szakaszokat eredményeztek,
melyek heteronukleotid pozicidi (F7. abra) tobb kopias, multiplikdlodott eléfordulast tdmasztanak
ala. Az uj szekvenciat regisztraltam a GenBank-ban, kataldgusszama: DQ309764 (GenBank, 2005).
A vizsgélatok egyes fajtak — német juhaszkutya / rottweiler — kozotti kiillonbségeket tartak fel, igy
jelenleg az sem zarhat6 ki, hogy ezek a csak sejtmagi DNS-bol amplifikalhatd (F8. abra) szakaszok
fajta-jellegzetességet hordozhatnak, de ezt kiegészitd vizsgalatoknak kell megerdsitenitik.

Doktori munkdm megkezdése elott a vizsgalt, kutya specifikus STR markerek a PEZ20
lokusz kivételével tetramer ismétlddésként — FHC2010, FHC2054, FHC2079 (Francisco, 1996),
PEZ3, PEZS, PEZ6, PEZS, PEZ12 (Neft, 1999) — valamint dimer ismétlodésként — PEZ1 (Neff,
1999) — részben leirésra, illetve — kereskedelmi standardizalassal rendelkezé reagens kitként —
forgalmazasba kertiltek, mindezek azonban az igazsagiigyi célu alkalmazast lehetévé tevo alapvetd
kovetelményeket nem biztositottadk. Nem allt rendelkezésre egyértelmti, szerkezet alapu nevezéktan,
az allélméret meghatarozds — allele sizing — mellett az allélok azonositdsdhoz — allele calling —
sziikséges referencia allélok, allélgyakorisdgi adatok nem voltak hozzaférhetok, rdadasul az eseti
jellegzetességekbdl fakadd technikai, mddszertani ismeretek és tapasztalatok is meglehetdsen
hianyosak voltak (Halverson, 2005).

A vizsgalatok alapjan a polimorfizmus molekularis szerkezete illetve a PEZ1 és PEZ3
lokuszok korabbi referencidktol eltérd motivum-hossza tisztazhatdo (F12-F22. abra). A nem

publikalt tipus-szekvenciakat regisztraltam a GenBank-ban (GenBank, 2005). A fragmensek
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katalogusszama: AF454051, AF454052 (PEZ20), AY375154 (PEZS8), AY375155 (PEZS),
AY375153, AY375156 (PEZ6), AY536266 (PEZ3), AY672136 (PEZ1), AY758357, AY 758358
(PEZ12). A repeticids struktura és a megfigyelt varidnsok ismeretében nemzetkozi hasznalatra
alkalmas nevezéktan ajanlhato, ami ujabb eredményekkel is (Eichmann, 2004) részben egyezést
mutat.

Szekvenalassal hitelesitett referencia fragmensekbdl allélkoktélok — alléllétrak —
eléallitdsara nyilt lehetdség (F23. abra), melyek méretezési pontossaganak — allele sizing —
tesztelése (7. tablazat, F24.a-c. tablazat) ¢és szemiautomata tipizalasa — allele calling — (F25.a-j.
abra) a markerek polimorfizmusanak (6. tablazat, F28.a-b. tablazat) mértékét a magyarorszagi
kutya populacio tobbé-kevésbé reprezentativ dllomanyaban felmérhetdve tette.

Az allélok megfigyelt gyakorisagabol kiindulva populéacio genetikai — genetikai statisztika —
analiziseket végeztem. Habdr a vizsgalt dllomanyok mintavételi elégtelenségek — viszonylag
alacsony mintaszam, az egyedek adminisztrativ adatpontatlansdga, esetleges tenyésztoi
inkorrektség, etc. — okdn nem feltétleniil reprezentativak, az mindenképpen kijelenthetd, hogy fajtak
illetve fajtacsoportok kozott szignifikdns genetikai kiilonbségek fixalodhattak (8-9. tablazat),
egymasnak megfeleltetheté csoportok kialakuldsa nem valoésziniisithetd (F29. abra, F30-F31.
tablazat). A jogalkalmazoi szempontok hatékonyabb érvényesiilése — valdszintisitési kategoriak
numerikus alatamasztdsa - valamint a hiteles tenyésztoi érdekek — ellenérzott tenyészalloméanyok
genetikai stabilitdsa, hiteles leszarmazas, 6roklodo defektusok kisziirése — egyarant a tenyésztoi
szervezetekkel kollaboralo, tovabbi populacids vizsgélatok igényét tamasztjak ala.

A viszonylag nagy vizsgalati volumen technikai tapasztalatabol (4. tablazat, 9. abra),
kiindulva, a biinjelmintdk esetenkénti szlirGvizsgalata a markerek monoplex formaban torténd
felsokszorozasanak optimalizalasaval ¢€s érzékenyitésével (16. abra) sikeresen kivitelezhetd. A
kevert faji eredetli mintdk tesztelése a kutyadk cyfochrome b alapti azonositasanak korlatozottsaga
(F37-F39. abra) és ambivalencidja (18. dbra) mellett a fajidegen DNS nukledris STR
amplifikacidra gyakorolt er6sitdé hatasat igazolta (22. abra, F40-F45. abra). A kriminalisztikai
szempontbol unikum jellegli szormintdk genetikai profiljanak meghatarozasa (14-15. abra) soran
nem hagyhato figyelmen kiviil egyedi mutdcios események bekovetkezése sem (Padar, 2002).

A PhD munka eredményeit felhaszndlva els6ként nyilt lehetéség Magyarorszagon a
kutyakat érinté blincselekmények (Padar, 2001, Padar, 2002) valamint szarmazasellenérzeés (Padar,
2001) DNS alapu vizsgalatokkal alatdimasztott szakértdi véleményezésére, melyek tapasztalata
hozzajarulhatott kilfoldi — pl. State of Washington v. K. L. and G. T. (9) — birdsdgok hasonld

eseteinek (Halverson, 2005) tisztdzasahoz is.
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“The

criminalist must

synthesize and interpret

laboratory results in the greater

context of the crime, or risk misinterpreting

them. Critical thinking is the first skill to be involved

at the beginning of case, and continues through every phase

of an analysis and interpretation. Too often our thinking is constricted

by what we belive is true, but what we expect to be true, or by commands from the

god of productivity. The competent analyst will not sacrifice thoughtfulness at any stage of his work.

Consider this framework on which to hang your thoughts.”

(K. Inman, 2001)
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11. FUGGELEK

11.1. Roviditések jegyzéke

AKC
AMOVA
CFA
CODIS
CRS
EEO
EM
FHC
H(exp)
H(obs)
HWE
kb

kb.

LE

LD
LR

n

N

PD

PE
PEZ
PIC
SD

SE
SINE
SNP
STR
UKC

American Kennel Club

molekularis varianciaanalizis (Analysis of Molecular Variance)
Canis familiaris autoszoma

Combined DNA Index System (az USA biintigyi DNS-adatbazis rendszere)
Cambridge referencia szekvencia

etnikai szarmazas becslése

Expectation-Maximization algoritmus

Fred Hutchinson Cancer Research Center

becsiilt heterozigdtasag

megfigyelt heterozigdtasag

Hardy-Weinberg egyensuly

kilobazis

kortlbeliil

kapcsoltsagi egyensuly

kapcsoltsagi egyenstlytalansag (linkage disequilibrium)
valészintiségi hanyados

kromoszomak (allélok) szama

egyedek szama

igazsagiigyi megkiilonboztetd erd

igazsagiigyi sztildségi kizard erd

Perkin Elmer Zoogene

polimorfizmus informaci6 tartalom

szOras

standard hiba

short interspersed nuclear element

egynukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
Short Tandem Repeat

United Kennel Club
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11.2. Tablazatok, abrak

F1. tablazat A populacios mintak fajtankénti megoszlasa

Fajta Mintatipus | Mintaszam Fajta Mintatipus | Mintaszam
Agar vér 2 Labrador retriever vér 7
Airedale terrier vér 2 Leonbergi vér 2
Alaszkai malamut vér 4 Magyar agar vér 1
Amerikai bulldog veér 1 Magyar vizsla veér 20
Amerikai cocker spaniel vér 6 Mopsz vér 2
Amerikai staffordshire terrier vér 16 Moszkvai érkutya vér 1
Angol bulldog vér 3 Mudi vér 19
Angol bulldog szdor 9 Mudi izom -]
Angol cocker spaniel vér 25 Napolyi masztiff vér 3
Angol szetter vér 4 Német bokszer vér 13
Arany retriever vér 7 Német dog vér 10
Argentin dog nyal 1 Német dog nyal 8
Basset hound veér 1 Német juhaszkutya veér 78
Basset hound szér 1 Német juhaszkutya nyal 1
Beagle vér 4 Német juhaszkutya szér 1
Belgajuhaszkutya e P Németsplcc B
Bernathegyi nyal 5 Német vizsla vér 7
Berni pasztorkutya vér 3 Oangol juhaszkutya vér 5
Berni pasztorkutya nyal 5 Orosz agar vér 1
Bichon bolognese vér 2 Pekingi palotakutya vér 7
| P|reneu5|hegy|kutya nyal B
Bichon havanese vér 1 Pointer vér 4
Bordeauxi dog vér 3 Puli vér 8
Bordeauxi dog nyal 4 Rottweiler vér 34
................... Bne—ljuhaszkutya e B [ e — nyél B —
Bullmasztiff vér 3 Sarplaninai juhaszkutya veér 1
Bullmasztiff nyal 1 Schnauzer vér 38
Cane corso vér 3 Schnauzer nyal 1
T oton detulenr ~o T MSealyhamt;merm — e P
Csau-csau vér 3 Si-cu vér 1
Csau-csau nyal 1 Skoét juhaszkutya vér 9
Csivava vér 3 Szakallas collie vér 1
Dalmata vér 5 Szamojéd vér 1
Délorosz]uhaszkutya e 5 Szamojéd nyal e
Dobermann veér 15 Szibériai husky veér -]
Dobermann nyal 7 Szibériai lajka vér 3
Erdélyi kopo vér 2 Tacskoé vér M
" Fila brasileiro vér 1 " Tibetiterrier | vér 2
Fila brasileiro nyal 1 Térpe pincser veér 2
Foxterrier vér 2 Ujfundlandi vér 4
Francia bulldog vér 3 Uszkar vér 33
T ey N T
Hovawart vér 2 West highland white terrier vér 12
ir szetter vér 3 West highland white terrier szér 1
Jagd terrier vér 1 Yorkshire terrier vér 4
Kaukazusi juhaszk vér 15 Ismeretle| vér
Kerryblueterner o i S emeretion a;lam nyal .
Kinai harcikutya veér 3 Ismeretlen fajta szér 3
Komondor vér 4 Spermabank No. sperma 13
Kuvasz vér 7 Osszesen: min. 79 5 673
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F2.abra A Cyt(b) génszakasz vizsgalata v/-vl, v2-v1 és v3-v2 kondiciokkal

Cyth Can.contr prim vi_pcrvi

. [#] [overview | [summary | [ ettt | | Find | [ Show chromatograms | [Help insert | [Help Reposition |

23 c-poz-eytb-Tabl TCGGATCCTTACTAGGRGTATGCTTGATTCTACAGATTCTARCAGGTTTATTCTTAGCTATGCACTATACATCGGACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGT
@ 24 c=poz=oytb-r.abl TCGGATCCTTACTAGBAGBTATOCTTBATTCTACAGATTCTARCAGCTTTATTETTRABCTATGCACTATACATCGOACACABCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTOCCGAGACET

56

2 frag bases selected at
consensus position 57

LE 176 LE) LEH] Tioe
AT TET TAGCTATGCACTATACATCOGACACAGCCACH

T LFT) L] LEE]
AT T T AR TATCE YT GATICTACAGATTCTARCA

Chromatograms from Cytb Can.contr prim vi_pcrvi
23 c-poz-cytb-1.3b1 Fragment baze 255, Base 55 of 534
T R T T Ece T c

T A G
T TR BT W B E

1
T

=~
£
=
o)

(=]

=
(x] o1
=l
£
=
=z
(x] o1
oo
-

Cyth Can.contr prim vZ_pcrvi

[#] [overview | Summ] cutMap | [ Find | Stow Chromatograens | | Help msm] Help Reposition
4B £ CanineDNA_Foythpol CTOOACCOCTAGATOCCTTOATCTCCONTOR (HACAGGTTTATTTETANCT : THCACHACACATCHOANACATCOGCHOCCT TTTCATCHINCHCTCHTATCTOTCOAGATATHI
1B 4 CanineDNA_Reythpol  [ATCTHTGCTANGAGAG : THCGTGHTTCTRCANAGACARCAGGTATATTTECAGHTATHCACGACACAT CAGRCACATHGACAGCETGTTCATCAGTCANTCATATHTGTCOAGATA :6C]
2 frag bases selected at TS0 LET] T7e LET) | ET] Tiee Tiie T
ou;:?m ::::93 AT CTC TG SHNCGHKAGATOCSTKGHT CTNCBNHGRACRRCAGGTHTATT TCYAGCTATRCACGACACATCAGACACAT)
Lagh + + a8 + 8 LEL ] - . ++ * + + + |
-

Chromatograms from Cytb Can.contr prim vZ_pcrvi
CZ CanmeDNA_Foyibpol Fragment base P46 Base 46 of 341

) G G O R ol B L AR T T v Pl M i, o SR I Y | (S | [ I T W e (o

- F Tk ¥ 35 EBT 8 N T T NC RC M ARCACLCAT CN G

3

(5] ic]

CACJninNA.Rc#bpoIFrmmbm F9Z. Base 93 of 341
- A G A C A A [+ A9 G T 8 I BRI I =g C_ R [} H I_B T H C B _C G R [+ A [+ g T
T i T | a T T d T A FTHT B TF A A KA 43T 3 . BT R K a3 T 8 T a8 T A

Cytb Can.contr prim v3_pcrv2

Find | [Show Chromatograms | [elp insert | [ Help Repasition |

:Ems_o.c._l’s-vz_(lpq-ul)_k.b! FTGCTOTGGCTATGGT TGCARATARGAGAATARTTCC :ATGTTTCATGTTTCTATGAATRCATRGGAGCCOTAGTATAANCCTCNT {CCTACATGTHTHARATHGGCAGATAANGA| |
@@Lﬁ.e.!3-\"?«(ln—ul)_f.&ﬂ MTGCTGTGHNCTATGGGHGCARAGTRCAGRATARTTCCARTHTTTCARGT TTHCATGHNT :CCHGGMARCCGTHGT :CCACCHTCATCCCCCCGTGHAT :ANATHGGC AGATAGANA)

Tioo Tiio LiFE]
AHGTTTCYATGARTACHTRGGARCCETAG

2 frag bases selected at

Teo Lk
consensus position 103 r_IGCTOTOGCTRTOGK

7 LEE] LEL
TOCARRKMASRGRATARTTCCAARTOTT

K] Tiag T Tica Ti
AYHACCCTCATCCCYHCRTGTATHARATHGOCAGATARAGA

Chromatograms from Cyth Can.contr prim v3_pcrv2

TO6_o.0. _PE-VZ_11pg-ul)_F b1 Fragment base ¥64, Base 64 of 550
o I EN U 6 (O (O O DG R N N e s e S v e bl e i i, N T I O R
B RS D ST B DR X R Eea J R EARE (6 TR GEeTs R TH 6 B A
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F3.abra A Cy#(b) génszakasz vizsgalata v/-v3, v2-v3 és v3-v3 kondiciokkal

Cytb Can.contr primvi_pcrv3

== I [ I I 1
|+ 'O\m-vow| smmry| Cut Map | Fird | Show Chromatograms | | Help Insert

Help Reposition |
4ES] CO9_Canine_deg! .3b1 GATCCTTACTAGGAGTATGCTTGATTCTACAGATTCTAACAGGT TTATTCT TAGCTATGCACTATACATCGGACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTECCGAGRCGTT
@m.c»«.mz.m GATCCTTACTAGGAGTATGCTTGATTCTACAGATTCTAACAGGT TTATTCTTAGCTATGCACTATACATCOGACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGTT)
2 frag bases selected st LEE) 56 Teo T76 Tee LFT Tioe Tiio Tize LEET] Tiag Ti
consensus position 52 BT T T A TR T AT G T T AT T T ACAGA T T T ARCAG G T AT T AT AT eCACTATACATCOGACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATETGCCBAGACGTT
&
Chromatograms from Cytb Can.contr prim v1_pcrv3
Cﬁ.ﬁaﬂm..de“ b1 Fragment base 255, Base 55 of 354
o N B o e o e e ) A o T @08 T T -8 6 C 'PT-A--F G Q0§ 0T R B 0@ T
G BT k¥ 8 B-E IE I e R TR IR TR T AR I R IR R R A i R v [ A i T i A iR |

Cytb Can.contr prim v2_pcrv3

.awrvnw.] _Sum'nary-| | t;ul l'hp-| F_m | -g\ow (;r}mmmgnnu ] Help Insert | .He.lp R«pos‘l_hon |

4B B0S_e 0._P2-V3_(0.1pg-ul_R.ab1
1) F01 0.0 _P2-V3_{0.1pg-ul)_F ab1

IGCTGTGGCTATGGT TOCGARNRAGAGARTA :ATTCCOATGTTTCATETTTCTATGARTANNTAGGATCCATAGTATAR :GCC TCGTCCTACATGTATGAATAGGCAGATAATATAY |
IGATGTGGCCANGHHHGAGARTRANACCATATHTTCCHAGHTTTCATGTHTCTATATHHACATHGGATCCHHCGTCTAARCGCCTCGTCHTACATGHHCAGATAGGCAGAT TANANAL

2 frag bases selected at
consensus position 103

Tz
COAKGTTTC

T8 Ti3e
UATACATAG

T Ti4e
GATCCATHGTHTARCGCCTCGTCCTA

T7e LEE) T80
TGTOGCYATGGT TGHOARTAAGRSHATATAT ATGTTTCTA

Tice Lf]
RATAGGCAGATMATATAI
.+

g

Cyth Can.contr prim v3 _pcrv3

[#] [overview | [summary | [cuttip |

Find |:sm« Cheamatagrams | | Help Insert | H!lpmosihon|

) 1 CanineDNA_Foytbinn

ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCARGACGTCAGT TACGGCTGAATTATCCATTATATACATGCARACAGRGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTTATACA

Bez

ICAGATACATC CTTTTCATCAGT TATCTGTCRAAGACGTCAGT TRACGGCTORATTATCCAT TATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTCTTTATCTOCCTATTTATACA

2 frag bases selected at
congensus pasition 138

e LI

Tioo Tzao
ICAGATACATCAACAGCCT T TTCATCABTCACCCAT

TTATACAT

F) Tize Tiao Tiso Tico Tite Tize LIEE
TG CARGRC O TCAG TACGOC T GART TATCCATTATATACATOCRAACAGAGCTTCLATATTCTTTATCTGLCTAT

Chromatograms from Cyth Can.contr prim v3_pcrv3

E
=

E1 CanmeDNA_Feytbinns Fragment base 280, Baze 80 of 270
G T C R G @Wm T A C G ©

[
[

2o

6 T CAG6 T TACGEGEG 6

A_T c ¥ &6 T € A_ G e G 1 CRGTTRCGGI:TGRH'I'I c _C 8 T
T A 9 AR 3R 3 3 ¥ 23R T F R BET DT ITRIE TR A 49 3 T AR
Q { WA ) XY \o Y |
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F7. abra

Cyt(b) 1égi6 6sszehasonlitd vizsgalata v3-v3 kondicidval populdciés mintdkon

Ger Shep pseudogene variants

“f_l!av"‘v’nv “Sammary | | it Fiap |

Fird | Show Chromatograms ] Help Insert I Help Reposition ]

E Canine Control DNA cytb-innsbry
B poz_cs™1 am1
1) no7_o5™1 481
18 oo1o571 481
B ro7_5571.481
FOS.6571.4B1
1B coz_o5™1 4Bt
605551481
4B 01051 481
E02.6571.AB1
FO2_65"1.481
C08_5571.4B1
1B po2.0571 481

ICAOATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCARGACGTCAGT TRCGGCTGARTTATCCATTATATACATGCARRCAGAGCT TCCATATTCTTTATCTGCCTATTT

CAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCARGACGTCAGT TRCGGCTGAATTATCCATTATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTT
ICAGATACATCAACAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCARGACGTCAGT TRCGGCTGRARTTATCCATTATATACATGCARRCAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTARTTT
ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCAAGACGTCAGT TRCGGCTGARTTATCCATTATATACATGCARRCAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTRTTT
ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCAAGACGTCAGT TACGGCTGAATTATCCATTATATACATGCAARCAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTT
ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCARGATGTCAGT TRCGGCTGAATTATCCATTATATACATGCARRCAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTT
CAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCARGACGTCAGT TRCGGCTGAATTATCCATTATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTT
ICAGATACAT TTTTCATCAG TATCTGTCARGATGTCAGT TACGECTGAATTATCCATTATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTCTTTATCTECCTATTT
ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCAAGACGTCAGT TRCGGCTGARTTATCCATTATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTT
ICAGATACAT TTTTCATCAG TATCTGTCARGATGTCAGTTACGOCTGARTTATCCATTATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTICTTTATCTGCCTATTT
ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCABTCACCCATATCTGTCAAGATGTCAGT TRCCOGCTGAATTATCCATTATATACATOCARRCAGAGCTTCCATATTCTTTATCTGCCTATTT
ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTGTCARGATGTCAGT TACGOCTOARTTATCCATTATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTCTTTATCTECCTATTT
ICAGATACATCARCAGCCTTTTCATCAGTCACCCATATCTETCARGATOTCAGTTACCOCTGRATTATCCATTATATACATGCARACAGAGCTTCCATATTCTTTATCTECCTATTT

13 frag bases sebected at
censensus position 14,962

Tiaozo LIEEE Tiagan Tiagse Tiag6e Tiag7o EEEE LIEEED Tisooo Tisaio Tiseza LI}
AT A AT A A C T T T CA T AT CACCCATAT TG CRAGANG T CAGT TACCOC TORAT TATCCAT TATATACATGCARRCAGABCTTCCATATTCTTTATCTOCCTATTTY

-
Chromatograms from Ger Shep pseudogene variants_C
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Chromatograms from Ger Shep pseudogene variants Y
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Chromatograms from Ger Shep pseudogene variants_T
JAB1 Fragment base ®14 9632 Base
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F8. abra Cy#(b) régi6 6sszehasonlitd vizsgéalata v/-v3 és v3-v3 kondicidval szorszalakbol

CI172 hair prim vl _pcrv3

[ﬂ UvorvNV| hmlnry“me | Find |'SM\< Chromatograms | | Help Insert | | Help Reposition
Cyth Canine reference 236 bp IGATCCTTACTAGGAGTATGCTTGATTCTRACAGATTCTAACAGGT TTATTCTTAGCTATGCACTATACATCGOACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGT)
@m_'an Ab1 GATCCTTACTAGGAGTATGCTTGATTCTACAGATTCTRAACAGETTTATTCTTAGCTATGCACTATACATCOGAC TTTTTCATCAGT TCT T
@fﬁﬁ_‘m.aﬂl GATCCTTACTAGGAGTATGCTTGAT TCTACAGATTCTAACAGGTTTATTETTAGCTATGCACTATACATCGGACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGT
3 frag bases selected at Tio LET) CET) T
consensus position 83 SATCCTTACTAGGAGTH T
ol
=h 0 AT T
gj G T T 0
agrnent base =
=t A4 & f T T € T & /¢ B ¢ 6 T T T A T T s VT T A & C T A T g €& A € T A T A € A T ¢
Lﬂjﬂ'l:]]llﬂaﬂ'l'l T 3 J A AAYT R A @ B AT J @ AT R T Y AT o T w8
[Al[c]
[ || A\ =
Neg cont primvi_pcrv3
|# | loverview | | summary | | cuttap | | Fing | | show Coromatograms | [Help insect | | Hep Ruposition |
:EBDDLJeQJLPI—USJ.w| JATCCHHHMHHNHHN NN NS NN NN NNT IHHEHT T TTHNNNH NN N R G G TR BTG
@m.ﬂwl-ﬂ.ﬂ.w‘ [ARCCCCCCCCCCOHNNTHTHHARRARARARAANTTTTTHTTF AHAF CCCC HTHMHTHT TARNANTARATAARNNANNTTTTTTINTTTHTTTITIT
Z frag bases seleoted at EL) LIE] LT LFE) LEFL) LFEL] LFEL] LFET] TZ56 | |
consensus position 196 HTTRRRHRHRHIMH&HTHCCCCCQR ARARARA ARANNAMARAMAMMARARNTANATARNHANKTTTTTTHTTTNTTITTT
.:

Chromatograms from Neg cont prim vi_pcrv3

I i}

D01 _Meg_c_P1-V3_F.abl Fragment base ¥196. Base 196 of 994 &
H H H H H N T T I H H H M
HNNNNNNTITTITTNHNNNN
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o=l EEo=1
i

ambiguities, 1 gaps & 0 edits.

P 1= .al ragment base . Base [ -
A AAAMNTTTT T HNT T ARADRN H A A HAARAAANN C C CCCAAAMA ARAARRAAR ARARA AC
ARAANT TTT T NT T RRAN NR ANARARARAARANNCL C CCCARA AR ARARRARARARA RC
o J\/VM
Wit W —
CI72 hair primv3_pcrv3
i | ShoT‘tW«nnowms | insert | | Help proslhon_|
B cos1771 apt ANANGEGHEEHTENET ; CHENTEHNHERCCEHACABEHEHCCATAC THEARCHHHNEHAATTT THHEHEHCARNARRARARY
@W-‘T“I.ﬁa] H t ikt it Hir t t HHRNHHNNNHRN RN EH R NH NN RHEANNANANANMARNNARTARAAN M
r | EFE LEIE] 528 LEER] 1548 | EEE] T5t8 1578 | EEL | EET Tees | |
Length S35 bayes. Contabs 4534 Lo o B GO NA NGOG T CHE T ANA AR RRAAANCCCCC CHONT CHNC ACCCHACAGCHECCATACT ARG HANACARALNT TAAYARANA ANARARARRS

Chromatograms from C172 hair prim v3_pcrv3

CO4_T7-1.ABT
==IH ¢ T A M AHNA AA AAA B HW C CC CCCMHC HTCH W C A CCC WA CAHGC H CHCCA TAC
EJLNC"'NRNR ARA ARRA M W CCCCCEMNMEC NFCN RC @ CCCHWNARL RGC N CHCE®R TAC
B

| om o] IS0 . PN IOEY AN IS G O, IS, N IS, (S . IO O, IR , (S, VO, Y, CO . R, EEN, B H H_H N N o R H | S GO N S |, [ O, A |

%ﬂMHHK!’IMHHV-VIP‘VIHH'!’IMVIr‘IP‘MHMHMVIVIHr‘IVV’IH HhHHHKAAHWAMN
Neg cont prim v3_pcrv3

Lf| tlwrvnwl Surnamary itul Hap Find i-Snwt?rom-togrmi| Help mn’l| Help Reposition

@MJ.PS'VMSSX)J.&! TTTTHATAAA ARRRTHTATAARATARNATATANTHTTTTTTHTANATANT TRATATARARAA TARRAARHARAAANACCTRATANAT THT TARARAARTAATTTTTTTHTTTTNTH

1506.."«1.:.!’345.(59)()3.&1 IAMAANNNA :HAARRA :ARNANANANNA 1A THHANKARAANARKATHHARTATTTATHATHARNTHTATHTATHTHHNTTATHTTTTTTT

Tete

Z frag bases selected at
conzensus pasition 612

LT L L B T R

L I R L L T e A T +

Chromatograms from Neg cont prim v3_pcrv3

® ADS_Mog_c P3-V3_(59x)_F abl Fragment base 51 71_Baze 171 of 1,007 ®
A_A T M T A T A A A AT A AH A T A T A _HTH I T YT T T HN T A HMAT AN T T A AT AT A B
AR AT NT T A B AT AANRT AT K NTHTTFITIEN A NANRBT AN T T ARAT BT R B
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F9. abra A vizsgalatokhoz hasznalt belsé méretstandardok. 1: GeneScan'™-500 ROX™, 2:
GENESCAN® 400HD [ROX], 3: Fluorescent Ladder (CXR), 60-400 Bases, 4: Internal Lane
Standard 600

Internal standards Display-1

1400 |

S U e e

2400
2000 ]

NN AR

:386  ¥:444 |

F10. abra Azonos minta méretezése 1: CXR 60-400 és 2: GeneScan 500 bels6 standarddal

Internal standards Display-4

[+[8Y s0 a0 10 10 120 130 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260 270 280 230 300 310 320
5600 |
200 [
4800 |
4400 |
4000 |
3600
2200 |
2800 |
2400 |
2000 |
1600 |
1200 | |
800 | 1 ‘ |
400 | | ‘11 n
o,)&ﬂ*"a :x-.ﬂ_.-" U&LL el A b ||’I'\-
EE 48 : Al Tano ver (CHR)-S / Tana ver (CXR) EE 46 : A1Tano ver (CXR)-S / Tano ver (CHR)
OO 47 : A1 Tano ver (CXR)-S / Tano ver (CKR) BB 47 : A1Tano ver (CXR)-E / Tano ver (CXR)
5600 |
5200 |
4800 |
4400 |
4000 |
2600
3200 |
2800 |
2400 |
2000 | | r
1600 | | 2
1200 | | ‘
200 | | i‘ 1 (
400 | J\Mwl"l h iL | J z
o_,ﬁyﬁg&,‘o andl L » ALLA A5 n.hfLL L) ot & A _/\.JF\
EE &8 : ASTano ver (G5-500)-5 / Tano ver (05-500) EE 66 ASTa00 ver (55-500)- / Tano ver (65-500)
CIl &Y : ASTano ver (GS-500)-5 / Tano ver (G5-500) EE &R : ASTano ver (G5-500)-5 / Tano ver (6S-500)
%:272  v:5337 |
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F11. abra A populaciés mintdk méretbeli eloszlasa a PEZ1 lokuszon CXR 60-400 belsd
méretstandard hasznalataval

PEZ_1

133
129
125 Ny

121 o
~ 117
p =<
B 109 -
‘O
= 105
101
97
93
89 —
89 93 97 101 105 109 113 117 121 125 129 133
Méret (bp)

1

F12. abra A populaciés mintdk méretbeli eloszlasa a PEZ6 1okuszon CXR 60-400 belsd
méretstandard hasznalataval

PEZ_6

199 ==
195 IR
191 »®
187 'ﬂ‘!

183 ”fﬁ
179

175
171 5—"‘.
167 =~

163

159 =%

159 163 167 171 175 179 183 187 191 195 199
Méret (bp)

Méret (bp)
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F23. abra Allélkoktélok keveréke ILS 600 méretstandard alkalmazasaval [B: kék (,,FAM”),
G: zold (,,JOE™), Y sarga (,,/N/-10) fluoreszcein jelolés, G1: PEZS, B1: PEZ1 (CATA)), Y1:
PEZ3, B2: FHC2054, Y2: PEZ6, G2: PEZ20, G3: PEZ12, B3: FHC2010, Y3: PEZS, Y4.
FHC2079 16kusz, piros (CXR) fluoreszcein jeldlés: belsd standard]

Ladders Display-1

W S0 92 94 96 38 100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142 144 146

500 |

-l | G1 B 1
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# M A 1
150 ] 'l:
i \\( } | } ‘I l\ l| l

R | f | '\ { | J ‘
U BV NI P

1B : A1 BGY1 Ladder /0.2 mirol .- 16 : Al BGY1 Ladder /0.2 mikrol
i i. 1Y : Al BGY1 Ladder / 3 mikrol IR Al BGY1 Ladder /

Ladders Dusplﬂv 2

Wtas 132 138 144 150 156 162 168 174 180 186 192 198 204 210 216 222 228 234 240 246 252 258 284 270 276 282 288 294 300 308

- B2 G3

2N
4

EE  28: A1 G2B0Y2 Ladder / EE  26: A1 GIECY2 Ladder /
LI 2v: A1 G3BOY2 Ladder / EE 28 : A1 GIBCY2 Ladder /

Ladders Display-3
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*| B3 | Y3 Y 4

i \ . ekl R A . . V.
EHE 26 A2 Y4873 Ladder / EE =6:A2 Y4BYS Ladder /
I =Y : 42 ¥4BY3 Ladder / BB =R 42 Y4BYS Ladder /
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F24.a. tablazat Az allélkoktélok méretmeghatirozédsa kiilonb6zé belsd méretstandardok
segitségével [Hossz: az allél szekvenalt hossza bazisparban megadva, Méret: az allél adott
méretstandarddal szadmitott atlagmérete bazisparban megadva, SD: szoérdsérték, az egyes
szamitott allélméretek atlagmérettdl wvald eltérése bazisparban megadva, GS400HD:
GENESCAN® 400HD [ROX], GS500: GeneScan™-500 ROX™, ILS600: Internal Lane
Standard 600]

GS400HD GS500 ILS600
Allél Hossz (bp) Méret (bp) SD (bp) Méret (bp) SD (bp) Méret (bp) SD (bp)

7 95 93.16 90.02 0.05

10 107 105.76 102.98 0.05

1 111 110.12 107.24 0.06

12 115 114.55 111.51 0.03

PEZ 1 13 119 118.80 115.56 0.05
14 123 123.05 119.82 0.05

15 127 127.19 123.99 0.05

16 131 131.36 128.14 0.07

6 131 128.64 125.73 0.12

9 143 140.76 137.97 0.09

10 147 144.79 142.08 0.12

11 151 148.82 146.19 0.14

12 155 152.89 150.30 0.14

13 159 156.95 154.35 0.12

FH 2054 14 163 161.10 158.47 0.09
15 167 165.23 162.49 0.15

16 171 169.38 166.51 0.16

17 175 173.54 170.54 0.14

18 179 177.74 174.58 0.14

19 183 181.90 178.58 | 0.15

7 216 216.09 211.99 0.08

9 224 224.22 220.04 0.09

10 228 228.37 224.10 0.09

FH 2010 11 232 232.57 228.17 0.11
12 236 236.72 232.22 0.08

13 240 240.89 236.27 0.10

6 97 93.23 90.26 0.05

7 101 97.19 94.43 0.05

8 105 101.27 98.59 0.04

PEZ5 9 109 105.56 102.80 0.05
10 113 109.87 107.04 0.05

11 117 114.20 111.25 0.03

11 170 166.89 163.52 0.04

12 174 171.00 167.40 0.05

13 178 175.14 171.30 0.04

14 182 179.13 175.06 0.05

PEZ20 | 15 186 183.22 179.08 0.05
16 190 187.26 183.05 0.05

17 194 191.28 186.96 0.05

18 198 195.33 190.87 0.03

19 202 199.24 194.64 0.04
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F24.b. tablazat Az allélkoktélok méretmeghatirozédsa kiilonb6zé belsd méretstandardok
segitségével

GS400HD GS500 ILS600
Alléel Hossz (bp) Méret(bp) SD (bp) Méret (bp) SD (bp) Méret (bp) SD (bp)
1" 264 257.66 0.05 256.60 0.05 253.52 0.06
12 268 261.47 0.04 260.46 0.05 257.42 0.05
13 272 265.25 0.03 264.34 0.05 261.32 0.06
14 276 269.09 0.05 268.25 0.05 265.22 0.05
15 280 272.91 0.06 272.13 0.04 269.12 0.05
16 284 276.72 0.04 276.01 0.03 273.01 0.04
17 288 280.55 0.06 279.89 0.06 276.85 0.04
PEZ 12 18 292 284.42 0.05 283.75 0.06 280.65 0.05
19 296 288.28 0.06 287.65 0.06 284.44 0.03
20.1 301 293.15 0.06 292.57 0.05 289.27 0.04
20.2 302 294.10 0.05 293.54 0.05 290.26 0.06
21.2 306 297.99 0.06 297.47 0.05 294.13 0.04
22.2 310 301.85 0.06 301.42 0.05 297.98 0.06
3.2 314 305.79 0.06 305.41 0.04 301.81 0.06
24.2 318 309.68 0.08 309.31 0.05 305.63 0.06
25.2 322 313.62 0.06 313.25 0.06 309.49 0.05
15 95 92.20 0.04 92.24 0.05 89.05
107 104.26 0.07 104.32 0.05 101.43
20 110 107.53 0.06 107.33 0.04 104.62
21 113 110.87 0.06 110.43 0.04 107.92
116 114.15 0.06 113.43 0.05 111.15
119 117.22 0.05 116.27 0.05 114.07
122 120.64 0.06 119.42 0.05 117.41
125 123.52 0.05 122.28 0.04 120.35
128 126.60 0.07 125.33 0.06 123.45
27 131 129.69 0.06 128.45 0.06 126.57
134 132.95 0.07 131.77 0.06 129.85
137 135,99 0.06 134.80 0.06 132.94
140 138.97 0.06 137.89 0.04 135.96
143 142.01 0.08 141.22 0.05 139.03
149 148.08 0.05 148.01 0.04 145,22
266 270.09 269.37 0.06 266.05
270 274.10 273.47 0.07 270.19 0.03
274 278.20 2717.70 0.12 274.34 0.06
= 278 282.16 281.66 0.08 278.30 0.05
282 286.29 285.78 0.08 282.33 0.04
286 290.37 289.86 0.06 286.35 0.05
290 294.43 294.00 0.07 290.41 0.05
294 298.47 298.15 0.06 294.46 0.06
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F24.c. tablazat Az allélkoktélok méretmeghatirozédsa kiilonb6zé belsd méretstandardok
segitségével

GS400HD GS500 ILS600
Allél Hossz (bp) Méret (bp) SD (bp) Méret (bp) SD (bp) Méret (bp) SD (bp)
168 163.32 160.18 0.06
172 167.29 164.04 0.05
242 174 169.34 166.00 0.04
22 176 171.25 167.84 0.05
22.2 178 173.32 169.82 0.04
22.3 179 174.20 170.73 0.05
180 175.24 171.68 0.04
3.1 181 176.17 172.63 0.02
184 179.25 175.49 0.05
24.1 185 180.23 176.56 0.05
186 181.31 177.47 0.03
o 188 183.24 179.34 0.00
- 189 184.26 180.26 0.05
190 185.29 181.33 0.04
192 187.19 183.14 0.05
193 188.23 184.22 0.03
194 189.26 185.15 0.04
27 196 191.17 187.00 0.04
27.1 197 192.22 188.02 0.05
27.2 198 193.21 188.97 0.04
28 200 195.17 190.82 0.05
201 196.25 191.72 0.04
. 204 199.10 194.67 0.04
29.1 205 200.19 195.87 0.06
11 215 216.03 212.10 0.07
11.1 216 217.05 213.13 0.09
12 219 220.04 216.19 0.05
12.1 220 221.15 217.24 0.09
13 223 224.26 220.24 0.05
13.1 224 225.33 221.21 0.10
SE7 @ 14 227 228.47 224.34 0.06
s 1.1 228 229.57 225.42 0.11
15 231 232.72 228.38 0.02
16 235 236.91 232.51 0.06
239 241.13 236.60 0.04
18 243 245.26 240.71 0.07
(e 247 249.34 244.87 0.06
20 251 253.39 248.96 0.05
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F25.a. abra

PEZ1 (CATA,) 16kusz szemiautomata genotipizalasa

ABlo PEZ1_GT 6:10:59 PM Sat, Sep 24, 2005
PRlSM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
‘ T T T T I L) T T T I Ll L] T Ll l T T T T ! T T T T I T T T T I T T T T I T T T Ll l T T T T l T T T
5 90 95 100 105 110 115 120 125 130
| PEZ1 |
e A8 B1,G1,Y1 ladder 9 Blue ladder
2000
1000
) - . |
ﬁi lll [11] [12] [13] 14 [15] 16]
l 1 1 n 1 1 1 1 1 I 1 1 1 n I 1 I 1 : 1 I 1 1 1 1 1 1 I 1 1 I 1 1 1
5 920 95 100 105 110 115 120 125 130
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F3 249 64 Blue
6000
4000
2000
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F25.b. abra FHC2054 16kusz szemiautomata genotipizalasa

ABIA

Plots - FHC2054_GT

6:00:05 PM Sat, Sep 24, 2005

PR’SM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.c. abra FHC2010 I6kusz szemiautomata genotipizaldsa

ABlLo Plots - FHC2010_GT 6:48:19 PM Fri, Sep 23, 2005
PR'SM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.d. abra PEZS5 l6kusz szemiautomata genotipizaldsa

ABlA_ Plots - PEZ5_GT 6:32:07 PM Sat, Sep 24, 2005
PR'SM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.e. abra

PEZ20 16kusz szemiautomata genotipizalasa

ABIA.

Plots - PEZ20_GT 7:23:45 PM Sat, Sep 24, 2005

PRBM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.f. abra PEZ12 16kusz szemiautomata genotipizalasa
ABlA Plots - PEZ12_GT_new 10:24:36 PM Mon, Dec 19, 2005
PRISM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.g. abra PEZ3 lokusz szemiautomata genotipizalasa

A Plots - PEZ3_GT 6:26:45 PM Sat, Sep 24, 2005
PR'SM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.h. abra PEZ6 l6kusz szemiautomata genotipizaldsa
ABI/_‘.’._ Plots - Y2_Canine PEZ6_ILS600 9:38:19 PM Mon, Dec 19, 2005
PRISM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.i. abra

PEZS 16kusz szemiautomata genotipizaldsa

ABIA_ Plots - PEZ8_GT 7:02:48 PM Sat, Sep 24, 2005
PRISM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F25.j. abra FHC2079 l6kusz szemiautomata genotipizaldsa
ABlA_ FHC2079_GT 6:20:38 PM Sat, Sep 24, 2005
'SM Licensed to Zsolt Padar, Home Genotyper® 2.5.2
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F26.a. abra
mintaban

PEZ1 l16kuszon megfigyelt allélgyakorisdg a teljes (POPA1) populacios

50%

Allélgyakorisag PEZ 1 I6kusz

45% -
40% -
35%
& 30% -
‘=
O 25% -
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$,20% -
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0% -

10

11 13 14

12
Allél

15

16

F26.b. abra FHC2054 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag a teljes (POPA1) populéacids

mintaban

25%

Allélgyakorisag FH 2054 I16kusz

20%

—

o

X
1

Gyakorisag

5% -

0.1%

00/0
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F26.c. abra FHC2010 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag a teljes (POPA1) populécios
mintaban

Allélgyakorisag FH 2010 I6kusz

45%

40% - 37.9%
35% -

il | 26.7% |
.g 25% -
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F26.d. abra PEZ5 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag a teljes (POPA1) populacios
mintaban

Allélgyakorisag PEZ 5 Iokusz
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F26.e. abra PEZ20 ldkuszon megfigyelt allélgyakorisdg a teljes (POPA1) populacids
mintaban

Allélgyakorisag PEZ 20 I6kusz
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F26.f. Abra PEZ12 l16kuszon megfigyelt allélgyakorisag a teljes (POPA1) populacios
mintaban

Allélgyakorisag PEZ 12 I6kusz
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F26.g. abra

PEZ3 16kuszon megfigyelt allélgyakorisag a teljes (POPAI1) populacids

mintaban
Allélgyakorisag PEZ 3 16kusz
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F26.h. abra PEZ6 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag

28

a teljes (POPAI1) populacids

Allélgyakorisag PEZ 6 lokusz
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F26.i. abra

PEZ8 16kuszon megfigyelt allélgyakorisag a teljes (POPA1) populacids

mintaban
Allélgyakorisag PEZ 8 lokusz
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F26.j. abra
mintadban
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FHC2079 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag a teljes (POPA1) populacios
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F27.a. abra PEZ1 Id6kuszon megfigyelt allélgyakorisagok a kiilonboz6 populdcios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintak, POP4: tacské mintak]

Allélgyakorisag PEZ 1 I6kusz
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sag
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~POP A1 =+-POP 1 —POP 2 -+ POP 3 --POP 4

F27.b. abra FHC2054 lokuszon megfigyelt allélgyakorisdgok a kiilonb6z6 populacios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintak, POP4: tacské mintak]

Allélgyakorisag FH 2054 16kusz
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F27.c. abra FHC2010 lokuszon megfigyelt allélgyakorisdgok a kiilonb6z6 populacios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintak, POP4: tacské mintak]

Allélgyakorisag FH 2010 I6kusz
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Gy
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~POP A1 =—POP 1 ~—POP 2 -+ POP 3 --POP 4

F27.d. abra PEZ5 Id6kuszon megfigyelt allélgyakorisagok a kiilonboz6 populédcios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintdk, POP4: tacskd mintak]

Allélgyakorisag PEZ 5 I6kusz

6 8 9 10 11
Allél

~POP A1 =—POP 1 —POP 2 + POP 3 --POP 4
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F27.e. abra PEZ20 lokuszon megfigyelt allélgyakorisagok a kiilonb6z6 populdcios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintak, POP4: tacské mintak]

Allélgyakorisag PEZ 20 I6kusz

11 12 13 14 15 16 17 18 19
Allél

~POP A1 —POP 1 —POP 2 -+ POP 3 --POP 4

F27.f. abra PEZ12 lokuszon megfigyelt allélgyakorisagok a kiilonb6z6 populacios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintdk, POP4: tacskd mintak]

Allélgyakorisag PEZ 12 Iokusz
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F27.g. abra PEZ3 Id6kuszon megfigyelt allélgyakorisagok a kiilonb6z6 populdcios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintak, POP4: tacské mintak]

Allélgyakorisag PEZ 3 I6kusz
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~==POP A1 ==POP 1 ==POP 2 ~+ POP 3 ==POP 4

F27.h. abra PEZ6 I16kuszon megfigyelt allélgyakorisagok a kiilonboz6 populdcios
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintdk, POP4: tacskd mintak]

Allélgyakorisag PEZ 6 Iokusz
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F27.i. abra PEZS8 l6kuszon megfigyelt allélgyakorisagok a kiillonb6zd populdcios
mintakban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhaszkutya mintak, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintak, POP4: tacské mintak]

Allélgyakorisag PEZ 8 I6kusz
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F27.j. abra FHC2079 lokuszon megfigyelt allélgyakorisdgok a kiilonb6zé populéacids
mintdkban [POPA1: 6sszes minta, POP1: német juhdszkutya mintdk, POP2: rottweiler
mintak, POP3: schnauzer mintak, POP4: tacské mintak]

Allélgyakorisag FH 2079 16kusz
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F28.a. tablazat Allélgyakorisagi értékek &s populdcidgenetikai jellemzok a kiilonbozo
populécidés mintakban [PA1l: 6sszes minta, P1: német juhdszkutya mintdk, P2: rottweiler
mintak, P3: schnauzer mintak, P4: tacsko mintak, N: egyedek szdma, n: allélszam, PE: kizard
erd, PD: megkiilonboztetd erd, PIC: polimorfizmus informacio tartalom, H(obs): megfigyelt
heterozigozitas, H(exp): becsiilt heterozigozitas, SE: standard hiba]

T PEZ 12 PEZ 3 PEZ 6 PEZ 8
P1 P2 P3 P4 PA1 P1 P2 P3 P4 PA1 P1 P2 P3 P4 PA1 P1 P2 P3 P4 PA1

11 0,001 0,006 0,014 0,012 0,004
111 0,001 0,001
12 0,068 0,085 0,067 0,019 0,012 0,027 0,012 0,016
121 0,006 0,013
13 0,019 0,050 0,081 0,256 0,086 0,250 0,095 0,061 0,090
131 0,369 0,068 0,108
13.3 0,001

14 0,816 0,363 0,378 0,146 0,351 0,081 0,075 0,108 0,122 0,105
14.1 0,088 0,012 0,054 0,061 0,051
15 |0,108 0,388 0,176 0,195 0,202 0,025 0,005 0,013 0,162 0,280 0,114
16.1 0,550 0,037 0,060
16 0,019 0,149 0,110 0,105 0,313 0,050 0,216 0,146 0,254
16.1 0,004 0,019 0,038 0,012 0,016
17 0,013 0,014 0,073 0,023 0,038 0,203 0,183 0,105
171 0,012 0,001
17.3 0,054 0,037 0,030

18 0,012 0,008 0,063 0,054 0,049 0,050
18.3 0,014 0,012 0,008

19 0,012 0,010 0,001 0,009
19.1 0,001

20 0,014 0,012 0,014 0,025 0,008) 0,031 0,007 0,012 0,004
201 0,001

20.2 | 0,006 0,175 0,016

20.3 0,001

21 0,002 0,013 0,004

21.2 ]0,006 0,025 0,019 0,002

213 0,027 0,005 0,014 0,002

22 0,008 0,023 0,150 0,025 0,081 0,037 0,105

221 0,001 0,001

22.2 0,013 0,027 0,049 0,039 0,001

223 0,012 0,004

23 0,013 0,014 0,138 0,060f0,175 0,150 0,270 0,122 0,114

231 0,012 0,004

23.2 0,012 0,002 0,001

233 0,027 0,014

24 0,019 0,413 0,081 0,138 0,126| 0,038 0,350 0,149 0,366 0,203

241 0,025 0,012 0,025

24.2 0,004 0,014 0,012 0,002

24.3 0,031 0,012 0,010

25 0,071 0438 0,203 0175 0,221(0,038 0,213 0176 0,207 0,182

251 0,294 0,068 0,037 0,085

25.2 0,002 0,013 0,007

25.3 0,013 0,014 0,018

26 0,174 0,025 0,230 0,175 0,157 0,076 0,068 0,049 0,033

261 0,113 0,041 0,024 0,049

26.2 0,004

27 0,671 0,063 0,216 0,150 0,221] 0,013 0,050 0,061 0,027

271 0,031 0,013 0,054 0,024 0,053

27.2 0,001

28 0,013 0,054 0,038 0,054 0,038 0,014 0,008

281 0,019 0,014 0,012 0,021

29 0,032 0,054 0,100 0,061 0,075 0,008

29.1 0,019 0,009

30 0,063 0,013 0,035

31 0,135 0,013 0,024

32

33 0,013 0,001

N 79 40 37 41 667 77 40 37 40 652 80 40 37 41 673 80 40 37 41 669

n 158 80 74 82 1334 | 158 80 74 80 1306 | 160 80 74 82 1346 | 160 80 74 82 1339
PE 0,176 0,423 0,610 0,697 0,647)0,307 0,359 0,659 0,728 0,702)0,693 0,612 0,712 0,629 0,773 0,535 0,394 0,709 0,688 0,748
PD 0,433 0,801 0,906 0,946 0,924)0,702 0,755 0,934 0,951 0,953]0,950 0,921 0,948 0,932 0,972 0,903 0,798 0,942 0,942 0,966
PIC 0,304 0,626 0,765 0,829 0,790) 0,479 0,559 0,806 0,850 0,832)0,824 0,769 0,837 0,776 0,875)0,710 0,580 0,837 0,822 0,860
H{obs) | 0,190 0,750 0486 0,732 0,559)0,416 0,650 0,622 0,800 0,629)0,788 0,775 0,622 0,756 0,753)|0,700 0,625 0,703 0,707 0,677
H(Exp) | 0,323 0,693 0,799 0,856 0,810) 0,516 0,638 0,840 0,876 0,850|0,846 0,804 0,864 0,807 0,886§0,751 0,633 0,866 0,850 0,872
SE 0,063 0,073 0,066 0,055 0,015)0,057 0,076 0,060 0,052 0,014)0,040 0,063 0,056 0,062 0,012]0,048 0,076 0,056 0,056 0,013
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F29. dbra Populaciés mintdk HWE és LD tesztelési eredményei

POP 1

POP 2

HWE

Lokusz

L]
w

4 5|3|?|8 a|ioj1j2|3

POP 3 POP 4

89101|2|3|4|5|6'?89101 2|3|4|5|6|7|8|9

1- PEZ1

4- PEZS

5- PEZ 20
6- PEZ12

7- PEZ3
8- PEZ6

2- FH 2010
3- FH 2054

lo- PEZ8

|10 - FH 2079

POP 1:
POP 2:
POP 3:
POP 4:
POP A1:

Német juhdsz mintak
Rottweiler mintak
Schnauzer mintak
Tacsko mintak
Osszes minta

0.05<P
0.01<P<0.05

F30. tablazat Populacidés mintdk genetikai saganak tesztelési eredményei [POP(1,2,3,4, A2,
Al): a négy- illetve 6t populacids csoportbdl allo mintak, POP(Zoogen): Halverson, 2005,
LCT: als6 bootstrap konfidencia érték, UCI: fels6 bootstrap konfidencia érték]

POP (1, 2, 3, 4) POP (1, 2, 3, 4, A2) POP (1, 2, 3, 4, A1) POP (Zoogen)
F(IT) F(ST) F(IS) F(IT) F(5T) F(IS) F(IT) F(ST) F(Is) F(IT) F(5T) F(Is)
PEZ1 0.1814 0.1320 0.0569 0.2831 0.0839 0.2174 0.2663 0.0661 0.2144 0.2360 0112 0.139
FH 2054 0.2473 0.1454 0.1192 0.2342 0.0720 0.1747 0.2387 0.0636 0.1870 0.1150 0.057 0.061
FH 2010 | 0.2688 0.1880 0.0995 0.3504 0.1288 0.2544 0.2387 0.0636 0.1870 0.1860 0.092 0.103
PEZ 5 0.2695 0.1836 0.1052 0.3264 0.0918 0.2584 0.3185 0.0775 0.2613 0.2740 0.143 0.152
PEZ 20 0.1574 0.1120 0.0511 0.2228 0.0571 0.1757 0.2100 0.0490 0.1693 = = =
PEZ 12 0.3553 0.1822 0.2116 0.3420 0.0944 0.2734 0.3489 0.0798 0.0900 0.1680 0.085 0.349
PEZ 3 0.3028 0.1885 0.1408 0.2959 0.0952 0.2218 0.3010 0.0827 0.2380 0.1610 0.088 0.079
PEZ 6 0.1719 0.0745 0.1052 0.1689 0.0412 0.1332 0.1701 0.0345 0.1404 0.2220 0.077 0.157
PEZ 8 0.2584 0.1695 0.1071 0.2564 0.0831 0.1890 0.2595 0.0743 0.2001 0.2080 0.092 0.128
FH 2079 0.3948 0.3189 01115 0.3626 0.1570 0.2438 0.3731 0.1419 0.2694 0.2470 0.136 0.128
I Lékusz 0.2621 0.1690
LCI 0.2189 0.1338 0.0893 0.2451 0.0717 0.1851 0.2415 0.0606 0.1912 0.178 0.078 0.099
uci 0.3080 0.2100 0.1391 0.3192 0.1086 0.2404 0.3182 0.0956 0.2513 0.262 0.151 0.153
POP 1: Német juhasz mintak
POP 2: Rottweiler mintak
POP 3: Schnauzer mintak
POP 4: Tacsko mintak
POP A1:  Osszes minta
POP A2: Osszes minta kivéve POP 14

F31. tablazat Populacids mintak beltenyészettségének vizsgalata

F

POP1 | POP2 | POP3 | POP4 |[POPA2| POPA1

PEZ1 0.0062 | 0.2181 | 0.1320 | -0.0635 | 0.2672 | 0.2520
FH 2054 | 0.1206 | 0.0448 | 0.3270 | -0.0090 | 0.1939 | 0.2038
FH 2010 | 0.1419 | 0.1047 | 0.2461 | -0.0507 | 0.3088 | 0.3032
PEZS 0.0647 | -0.0961| 0.1099 | 0.2535 | 0.2974 | 0.2917
PEZ20 | -0.1162 | 0.0986 | 0.2843 | -0.0092 | 0.2157 | 0.1986
PEZ12 | 0.4311 | -0.0818| 0.4011 | 0.1515 | 0.2907 | 0.3098
PEZ3 0.2085 | -0.0015| 0.2642 | 0.0880 | 0.2477 | 0.2608
PEZ6 0.0753 | 0.0358 | 0.2806 | 0.0633 | 0.1437 | 0.1501
PEZ8 0.0762 | 0.0421 | 0.1947 | 0.1711 | 0.2186 | 0.2243
FH 2079 | 0.2076 | -0.0597 | 0.1581 | 0.1583 | 0.2866 | 0.3062
ZLl6kusz| 0.1184 | 0.0367 | 0.2452 | 0.0740 | 0.2435 | 0.2471

POP 1:
POP 2:
POP 3:
POP 4:

POP A1:
POP A2:
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Tacskd mintak
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Osszes minta kivéve POP 1-4



F32. dbra Multiplex PCR vizsgalatok onddmintakbol

Blood_Sperm Display-1

so 96 102 108 114 120 128 132 138 144 150 156 162 168 174 180 186 152 138 204 210 216 222 228 234 240 246 262 268 264 270

! |! 15Y :H3 462 /

7000 |
£000 ] n
5000 ] ” “ |||
4000 |
m- J l‘ ”
1000 v |, \ I| ﬂ. Al A
0 r-.-'-*'l"‘:k k‘-""“ I I A U\J\,‘ﬁ P ﬁ ity AJAUUA A A IV R I
148 168 454 / 140 168 454 /
OM 147 :08 454 # 14 :G2 454 /
7000 |
6000 i
500D r ” |
4000 |
= | | |
At | Il ||
b S S ) S
BE 158:H3 462/ 1BH : HP.A62
1R :H3 482 /

F33. abra Multiplex PCR vizsgalatok nyaltorletekbol

(1]

Buccal Display=-1

90 96 102 108 114 120 126 132 138 144 150 156 162 168 174 180 186 192 196 204 210 216 222 226 234 240 246 252 265 264 270 276 262 286 294 300

6000
4500 7
3000 1
1500

|

4000 |

1000 ]

4500}

1500 ]

| n | Ay A
!r.h " ;J ll ' A skt ‘I A AN ﬂi il A .»“-..»'l'-. n A
EHE z8:03408/ EHE 216:03408/
O 21v:03408/ HE z2r:p3403/
i r \
':' | |
| T T B
EHE zB:08412/ EE 236:08412/
O 2306412/ Bl zw:pesa12/
| /||
J|Eﬂ ) I.L In Al A A / |. ;\ ﬁ. ﬂ A A i\ ;"l A -"lrll- n A 'h

EHE =z248:07413/
O 24707413/

BHE 246074137

.. 24R :D7 413 /

F34. abra Multiplex PCR vizsgalatok izomszovet mintakbol

Muscle Display=1

m S0 96 102 108 114 120 126 132 138 144 180 156 162 168 174 180 186 192 198 204 210 216 222 228 234 240 245 252 258 264 270 276 282 288 234 300

5000 3
4500 3
000 1
1500

0}

Ml ||
| | |
.|

—--L' ﬁﬂi\f

1

L L Dy

EHE 158:814M /7
OOl 157 :B1 aM /#

156 :B1 4M /
II 158 :B1 4M /

I JUL LA

JiL

EHE r1se:B25M/
M 16v:B25Mm/

EE 186 :825M
HE 158:825M/

x l, /II 1 f J |r'\ M J'rl _“|
L .| M,\m I i /) Ay N
'!" it ey — e
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F35. abra Multiplex PCR vizsgélatok vér- és szormintakbol

Blood_Hair Display-1
[+[8Y s0 s6 10z 108 114 120 126 132 138 144 150 156 162 168 174 180 185 132 138 204 210 216 222 228 234 240 246 252 258 264 270 276
£000 1
45004 vérminta
2000 A
= L .4 14 ) .
| |I _.I
o Jia ol oA Anl A ﬂ J |' sA A A A S LA,
[EE 7e8:As LOBOPOP-C 397 /LOBO POP-C 337 EE 76 :As LOBO POP-C 337 /LOBO POP-C 397
O 7 :AS LOBOPOP-C 397 /LOBO POP-C 337 Bl 7Rr:AS LOBO POP-C 397 /LOBO POP-C 337
E000 I
e I || sz6érminta
s |\ ” J' A A ﬂ A A
E J | i \ A
0  Ben &L»& o o i A )ﬁ. \ AJ\. A f}l A AATTIA
EHE 158 : AdLobo szor (CHR)-3 / Lobo szor (CHR) 3/21 EE 156 : AdLobo szor (CXR)-3 / Lobo szor (CXR) 3721
LI 15Y : AdLobo szor (CHR)-3 / Lobo szor (CHR) 3/21 Wl 15R : AdLobo szor (CHR)-3 / Lobo szor (CHR) 3/21
5000 i
45003 | ‘ vérminta r'
ak | | |; | \
1500} | ! A ﬂ q I
0 s J I '\. A Jll AN Ao / WAL
EE 178 :ropc- 32 /POPE BE 176:rorc-38/P0PC
Ol 17y mvt,aet BE '7r:poPC-33/POPC
1000 szérminta
[ &
p AL LA A | "'“
o J i J'L K - 'JLK
@@ =ze:ropc-1sPOPC BE =zc:ropc-1/pOPC
M =2v:popc-1spOPC BB =zr:ropc-1spoPC

F36. abra Kutya eredetli DNS monoplex vizsgdlata PEZ1 (kék), PEZ5 (z6ld) és PEZ3
(fekete) 16kuszokon [1-3: 30 PCR ciklus, 4-6: 32 PCR ciklus, 1és 4: 0,5 ng templat DNS, 2 és
5: 0,2 ng templat DNS, 3 €s 6: 0,1 ng templat DNS]

Mono mix study Display-1 Mono mix study Display=-2 Mono mix study Display=-3
] 84 s0 s 102 108 114 120 126 132 198 144 150 156 [F[EM 78 84 s0 86 1oz 108 114 120 126 132 138 144 150 156 |[F[EW 1oz 108 114 120 128 132 138 144 150 188 162 1E8 174

| 5000 i | s00] n
|| 40003 . 500
¥ IM."[JL A Al ™o i) " m’\ﬂ ? ; 1 i

1B - ALPEZI_30 (0534 .. B 1R :A1PEZI_30 (05)4 . EE =0-corezE 20005/ WE 2R -CIES_30(08)/ O 7 eseezaz0(05)/ W 17R ESFE2E_20(05)
4000 | | 300,
| e h | 200
2000 ] i
|I |n| 1000 ] | | |'| 190
AN A \ ol A o
2B AzpEzi _20(02)/ [ 2R-A2PEII_30(02)/ EE 46-clopes 2002/ BE 24R:C10PEXS_30 (0.2) / 18Y ;86 762330 (0.2) / 18R 65 PEZ3._30 (0.2) /
8001 |
||| 4e0 3 | . |") 1% 3
f [}
A “| |”| ?: Il il - ﬂ
aJULA A I | A T O A
SB:A3pEn 30000 I 3R :A3IPEI_30(01)/ BB =c:cripe 20001y, [ R0 PEIS_30(00) /S 19Y :B7 PEZ3_20 (0.1} / 19R :B7 PE22_30(0.1) /
8000 200,
5000 3
4000 3 | | 800 4
} 2000, 200 ]
st A ._J i 03 ' ' 0_"' A 2}
sB:A9pEz) 3205/ [ 9R:A3PEZI_32(05)/ EE +16:0eees 22005/  EE AR :DEEIE_32(08) / O 25y :C1 Peza_32 (05) / 2SR :C1 P332 (05) /
8000 a
| I 40003 \ || 400 5
.|| i 20003 |=| I 200
L L} N—— R - - I of A A A i
108:Al0PERZI_B2(02)/ (B 108 AIDPEZI_32(0.2) 4 D +z6:0epes 32002/  EE 428 0655 32(02) / O ey c2peza_32(02)/ 2ER -2 PEZE_32 (0.2) /
2250 | 225
| 1500 ] | |' 150 ] 6
I - O i L)
A allila a Lk re— AR P o o | LS A8
1B AN PEZI_ 320000/ I V1R AT PED 320000 4 Il 436 107 PEIS_32 (011 /. Wl 43R 07 PEIS_32(0.00 7 Ol =7y cepezs_s200)/ 27R :C3PEZE_32(0.1) /
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F37. abra Kevert faji — ember és kutya — eredetii DNS vizsgalata degeneralt (Egyed és mtsai,
2003) cytochrome b primerekkel [A: humén DNS, B : /:/ keveredés, C: 1:2 keveredés, D:
1:10 keveredés]

Human DNS primer vi pcrv3

+ 0vlrvoew| Summary | | Cuttip || Fing Show Chromatograms | | Help insert | | Help Reposition |

RTCCTCCAARTCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGRCGCCTCARCCGCCTTTTCATCARTCOCCCACATCACTCGRGRCGTARATTATGGCTGAATCATCCGCTACEY
ATCCTCCARRTCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCOCCTTTTCATCAATCOCCCACATCACTCORGACGTAARTTATOGCTOARTCATCCGCTACTY
RTCCTCCARRTCACCACABGARCTATTCCTAGCCATOCACTACTCACCAGRCGCETCARCCECCTTTTCATCARTCOCCCACATCACTCORGACGTAAATTATOOCTGARTCATCCGCTACEY

120 LIER] E LI 7
 TTCATCARTCGCCCRCATCS c'rr;sasaca'r._ﬂmmrec !snnrcn'rcc_cm:cl

Teo T76 | E5) T Tige Tiio
T ARRT CACCACRGGACTAT TCCTAGCCATBCACTACTCACCAGACGCETCARCEGECT]

Chromatograms from Human DNS primer vi perv3

EO7_Cpoz_degl 3b1 Fragment base #82. of I,
=g ¢ 8 C 1 A ¢ J At L./ 0 HPMCGCETCQRCCUCCTTTTCHTCﬂﬁ
£EL‘HL‘1HCTCRCCRG B E B E T mE e R BETE T T R ER T e
I3 T T ¢ A T £ h- 'h
B A 4 A 8 T R d T 7

A0 AWYWL

121 primervi perv3

Onrmewl Wuy| cattim | | rina | [show creamutagrams | [Hetp nsert | | Help Reposition |

@ Anderson oyib 360 bp JCCTCCARRTCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTRARTTATGGCTGARTCATCCOCTACET
@ GOT_1-1 degl .ab1 ICCTCCAARTCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTAARTTATGGCTGAARTCATCCGCTACET

T frag bazes selected at
consensus position 109

Chromatograms from 1:1 primerv] pcrv3

BOT_1- Fragment baze P52 Base 52 of 559
c At T A c T _cac ca oo hEe et R 6 ¢ S S S §
Tt Rt T AT TR thss At e E Tt At t e et T T

122 primer]

4+ | | Overview | Summary | Cut Map Find | | Show Chromatograms | | Help insert | | Help Reposition |
B a0s_1-2_degt b1 CCTCCARATCACCACABGACTATTCCTAGCCATOCACTACTCACCAGRCOCHTCARCCECCTTTTCATCARTCBLCCACATCACTCORAGACETAART TATGOCTGARTCATCCOCTACET
BOS_1-2_deg2.ab1 CCTCCARATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCHTCARCCGECTTTTCATCARTEGECCACATCACTCGAGACGTAART TATGGCTERATCATCCGETACCT

112 frag bases selected at
consensus position 109

Chromatograms Irom 1:2 primer]

ADB_T1-Z_degl ab1 Fragment base ®81. Base 81 of 355
£ 8 ¢ CH G T R el -V Tl T W S T B YR S o - e s, i . S SN I |
CRARC CRGG6GARAC 6 C FoE A R G L 6B B F FY FL8 T CRIE

1:10 primer]
+ | | Overview | Summary | | CutMap | | Find | | Show Chromatograms | | Help Insert | | Help Reposition
4B Canine eyt 360 bp CTRCAGAT TCTAACAGGT TTATTCT TAGCTATGCACTATACATCOOACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCLGABACET TARCTACGBCTOART TATCCBCTATATY
Anderson eyth 350 bp I TCCARATCACCACAGGRCTATTCCTAGCCATGCACTACTEACCAGACGCETCRACCGCCTTTTCATCARTCGCECACATCACTCGABACGTARATTATGGCTGARTCATCCGETACETY
] A03_1-10_deg1 ab1 CARATYHYHACAGEUYTATTCYTAGCYATGCAC TAYHCAYCRGACRCHKCHACHGC YT TT TCRTCARTCRCCCACATCUSYCGAGACGTHAAYTAYGGC TGRRTYATCCGCTAYATY
HE) B0%_1-10_deg2.ab1 CARATYHYHACAGGHYTATTCYTAGCYATGCACTAYHCAYCRGACRCHKCHACHGC YT TTTCATCARTCRCCCACATCHSYCGAGACGTHAAYTAYGGC TGAAT YATCCGCTAYAT)
4 frag bases selected at Tiio Tizo |n1 Tise

Tica
consensus position 109 ﬁwnvoucroanwmccecmv

Chromatograms from I‘IDDrlmefl

ADI_T-10_deg) ab1 Fragment base *48. Base 49 of 502
€ B C e K C N A C
C T CA RARC

[-2] =
(=] 7]
Ole
=
=

o= ERO=T1

&=[Em
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F38. abra Kevert faji — ember és kutya — eredetii DNS vizsgélata konzervativ (Bartlett ¢s
mtsai, 1992) cytochrome b primerekkel [A: [:1 keveredés, B: 1:6 keveredés, C: 1:10
keveredés, D: kutya DNS degeneralt (Egyed €s mtsai, 2003) primerekkel]

1:1 primerv2 pcrv3

[#] [overview | [swmmary | [ cutrsn | [ Fina | [Show chromatograme | [Hep insort | [Help Reposition |
@ Anderson cyth 260 bp ICARATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTRCTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTARATTATGGCTGARTCATCCGCTACCY
) 1_ant H-C1-1_cytb-poll 01, [CARATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCRACCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTARATTATGGLTGAATCATCCGCTACT Y
1@ 1 B0 _H-C_1-1 _eytb-pol2 03 _ JCARATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTRCT GCCTCAACCGCCTTTTCATCARTCOCCCACATCACTCOAGACGTARATTATGOCTOARTCATCCGCTACCY |
3 frag bases selected at T78 Tioe 110 Tize Tize LIET] Tise Tice Ti7e
consensus position 108 -ARATCACCACAGGRACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTARATTATGGCTGAATCATCCGCTACET

Chromatograms from 131 primerv2 pcrv3
Rﬁ.ﬂ-ﬁ_ —cm—r—rm
‘ﬁ l |_|:yh-pol abl nql:‘nnt ase A R o
IIGIICG I:TCHHI:I:BCCI‘IT

-
e
-1
==
Ln) 7]
£
2
-

T 9§ ¢ A C T A C T C A C ¢
-8 L WE T W E T E® L L

A BN /] i

1:6 primer v2

+ | | Dverview .Sn.mmary | CutMap || Find | Show Chromatograms | Help Inzert | | Help Reposition |

E 1L02_H-C_1-6_cytb-poll 06, ICTGRTCCTCCARATCACCACAGGRCTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCOCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCORGACGTARATTATGOCTGRATCA
18 1 oz _m-c_1 =6_cytb-pol2 08 ICTGATCCTCCARATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCORGACGTAARTTATGOCTGRATCA

2 frag bases selected ot L T7% LEL) L) Tiee LIBE] Tize Tize LIEE] Tise Tige | |
consensus position 108
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Canxefer & 1:10 mix prim v2

:f :Overvnw Suwuaryj Cut Map Find I Show Clvomemqrams: Help Imerl] HﬂpRepes-!lmi
E!M—H'C_I-%-Mb =poll _14_ JRARTCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCOAGACGTARARTTATGGCTGARTCATCCGCTACCTT
1 —HO2_H-C_1-9_eytb-pol2_16_JAAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTARATTRTGGCTGARTCATCCGCTACCTT
AEZ) Anderson cytb 360 bp AAATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTARATTATGGCTGARTCATCCGCTRCCTT)
@cm'meywmw AGATTCTAACAGGTTTATTCTTAGCTATGCACTATACATCOGACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGTTARCTACGGCTGAATTATCCOCTATATG)
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1E2 DOS_Canine_deg2 abl IRGATTCTAARCAGGTTTATTCT TAGCTATGCACTATACATCGGACACAGCCACAGCTTTTTCATCAGTCACCCACATCTGCCGAGACGTTAACTACGGCTGARTTATCCGLTATATG)
6 frag bases seleoted at T7a o L) LIk 170
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F39. abra Kevert faji — ember és kutya — eredetii DNS vizsgalata konzervativ (Parson ¢s
mtsai, 2000) cytochrome b primerekkel [A: human DNS, B : /:7 keveredés, C: 1:5 keveredés,
D: 1:10 keveredés]

Human DNS primerv3 perva

L' rorvhw ] | surmary | | cutttap | | Find Shavw Cheomatograme | | Help Insert | | Help Reposition
4] Anderson cyth 360 bp GATCCTCCARATCACCACAGGACTATTCE TAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCGLCTTTTCATCARTCECCCACATCACTCGAGACGTARATTATGECTGARTCATCCGET
@mm_m‘ abl GATCCTCCARATCACCACAGGACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCOCCTTTTCATCARTCGCCCACATCACTCGAGACGTARATTATGOCTGAATCATCCGCTI
@ FO9_Cpoz_inns2.abl BATCCTCCARATCACCACABGRCTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCCTCARCCOCCTTTTCATCARTCOCCCACATCACTCOAGACGTARATTATOOCTOAARTCATCCGLTI |
Fragment base #73 is 176 LEL) LET] Tiee Tiie Tize Tizo
selected, Base T3 0r223 |0 EE TG ERAAT CACCACAGERACTAT T CETAGCCATECACTACTCACCAGRCGLCTCARCCOCCTTTTCATCAATC

Chromatograms from Human DNS primerv porv3

E09_Cpoz_inns1 abl Fragment base 273, Base 13 of 323
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3 frag bases selected at LEE) ET) ) Tiee
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] e
consensus position 110 S TECAARTCACCACABEACT!

Chromatograms from 1:1 primer v3 pcrv3
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1|2 frag bazes selected at
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Chromatograms from 15 primer3
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4B) A11_1-10_mns19b1 | TCCTCCRARTCACCACAGOACTATTCCTAGCCATGCACTACTCACCAGACGCETCRACCOCETTTTCATCARTCOCCCACATCACTCOAGACGTARAT TATGOCTBAATCATCCGCTACET
Ble11_1-100ms2a01  [recTeoaRATCRCE TATTCCTAGCCATGCACTACTCACE {1y TTTTCATCARTCOECCACATCACTCORGACGTARAT TATGOCTGRATCATCCGETACET
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F40. abra Kutya- illetve kevert faji
eredetl — kutya és ember — DNS vizsgalata
StockMarks® multiplex kittel, 35 PCR
ciklussal [1: 0,5 ng kutya DNS, 2: 0,2 ng
kutya DNS, 3: 0,1 ng kutya DNS, 4: 0,5 ng
kutya DNS, 7:4 keveredés, 5: 0,2 ng kutya
DNS, 7:10 keveredés, 6: 0,1 ng kutya DNS,
1:20 keveredés, 7: 0,1 ng kutya DNS, 7:40
keveredés, 8: 0,1 ng kutya DNS, /:80
keveredés]

F41.a. abra Kutya- illetve kevert faji
eredetli — kutya és ember — DNS monoplex
vizsgalata, PEZI 30 PCR

ciklussal [1-8: 1asd F40. abra]

16kuszon

F41.b. abra Kutya- illetve kevert faji
eredetli — kutya és ember — DNS monoplex
vizsgalata, PEZ1 Iékuszon 32 PCR

ciklussal [1-8: 1asd F40. abra]

F42.a. abra Kutya- illetve kevert faji
eredetli — kutya és ember — DNS monoplex
vizsgalata, PEZS5 30 PCR

ciklussal [1-8: 1asd F40. abra]

16kuszon

F42.b. abra Kutya- illetve kevert faji
eredetli — kutya és ember — DNS monoplex
vizsgalata, PEZS5 32 PCR

ciklussal [1-8: lasd F40. abra]

16kuszon

F43.a. abra Kutya- illetve kevert faji
eredetl — kutya és ember — DNS monoplex
vizsgalata, PEZ3 30 PCR

ciklussal [1-8: 1asd F40. abra]

16kuszon

F43.b. abra Kevert — kutya és ember —
faji eredett DNS monoplex vizsgélata,
PEZ3 16kuszon 32 PCR ciklussal [1-8: lasd
F40. abra]



F44. abra Kevert faji — kutya és ember — eredetli DNS monoplex vizsgalata PEZ1 (kék),
PEZS (zo1d) és PEZ3 (fekete) 16kuszokon [1-3: 30 PCR ciklus, 4-6: 32 PCR ciklus, 1¢és 4: 1.4
keveredés, 2 €s 5: 1:20 keveredés, 3 €s 6: 1:80 keveredés]

Mono mix study Display-4 Mono mix study isplay-5 Maono mix study Display-6
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F45. abra Kutya- illetve kevert faji — kutya és ember — eredeti DNS vizsgalata
StockMarks® multiplex kittel, 35 PCR ciklussal [1: 0,5 ng kutya DNS, 2: 0,2 ng kutya DNS,
3: 0,1 ng kutya DNS, 4: 1:4 keveredés, 5: 1:20 keveredés, 6: 1:80 keveredés]

Mono mix study Display-7
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Napjainkban egy tudoményos kutatds nemigen szorithat6 egyetlen személy korlatai kozé. Ez
a dolgozat sem sziilethetett volna meg masok segitokészsége, kozremiikodése nélkiil. Onmagaban
talan nem 1s maga az értekezés illetve az eredmények birnak jelentéséggel szamomra, hanem az ut,
ami idaig vezetett. Az a fejddés, amit az Uj ismeretek megszerzése, az ismeretlen feltarulkozasanak
euforidja, a hosszadalmas vizsgalatok féaraszté aprolékossdga, a kudarcok toprengése, a
tapasztalatok magabiztossagga vald ereje, a kétségek mardosd sarkalldsa, a véleményalkotast
kovetd megelégedettség és nyugalom, a masok szamara atadott tudas érdekfeszitd kibontakozasa,
melyek mind az élet — az életem részévé valtak. Mindezekért sokaknak tartozom koszonettel még

akkor is, ha neviik emlitése figyelmetlenségem folytan elmarad.

Ko6szonom dr. Lontainé dr. Santora Zsofianak, a Blniligyi Szakértéi és Kutatdintézet
foigazgatojanak, hogy az igazsagligyi szakértd palyamon elinditott, €s mai napig kiall véleményeim

szakmai megalapozottsaga ¢és elfogadasa mellett.

Koszondm témavezetdmnek, dr. Zoldag Laszlénak, a SZIE AOTK Allattenyésztési és
Genetikai Osztaly vezetdjének szakmai €s emberi tdamogatasat, ¢s azt, hogy mindenkinél — még

nalam is jobban bizott abban, hogy ez a dolgozat valaha is elkésziil.

Koszonet illeti dr. Fekete Sandort és dr. Cséky Istvant a gondolatébresztd beszélgetésekért,

Uvegesné Nagy Juditot a technikai segitségért.

Ko6szonom bardtaimnak, kollégdimnak, Zenke Petranak, Osz Katalinnak, Szamosi
Gabriellanak, Gujdi Krisztindnak, dr. Kemény Gabriellanak, Rajnai Katalinnak, Egerszeginé Vago
Ilonanak, Weszelitsné dr. Lakos Katalinnak, Egyed Bal4dzsnak, dr. Fiiredi Sdndornak, Horvath
Zoltannak, Lakits Gabornak, Woller Janosnak, dr. Kiriakos Kontadakisnak, hogy idom,

lehetdségem, tuddsom és tehetségem korlatait 6nmagukat nem kimélve probaltak kitagitani.

Koszonettel tartozom az Applera Magyarorszag Kft kisérletek kivitelezésében nyujtott

technikai tamogatasasaért.

Végiil, de nem utolsé sorban koszondm azon barataim bizalmat ¢és emberségét, akik
egyébként is zlirds természetem fokozott érvényesiilését az elmult idészakban megértden fogadtak.

Ok tudjak, mire gondolok...



