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IDEGEN SZAVAK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1  OSSZEFOGLALAS

A kutyak mikroszatellita (STR) alapu polimorfizmus-vizsgalata tenyésztési
(leszarmazasi) vagy igazsaglgyi (egyedazonossagi) célbdl az utdbbi id6kben egyre inkabb
elterjedt. Az eseti mintak nagy része azonban a forgalomban lévé ,kutya kit’-ekkel vizsgalva
csak részben, illetve egyaltalan nem értékelhetd genetikai profilt eredményez. A fizioldgias
allapotukat vesztett, bomlasnak indult vagy mar bomlott anyagmaradvanyokban a fizikailag
hosszabb lokuszok nagyobb valészinliséggel karosodnak, igy a téredezett DNS vizsgalata
soran a nagyobb méretl (kb. 300 bazispart meghaladd) szakaszok amplifikdlasa PCR
technikaval sokszor ellehetetlenil. Vizsgalatom olyan ujabb mikroszatellitakra iranyult,
amelyek e problémat kikliszébdlendd, megfelelé valtozatossaggal valamint kelléen révid
mérettel rendelkeznek.

Munkam soran 6t mikroszatellita marker (PEZ19, PEZ16, REN124, WILMS-TF,
FH2584) — amelyek hossza az Uj primerek tervezésével nem haladja meg a 200 bazispart —,
valamint két, eredendben révid (PEZ21, vWF.X) marker polimorfizmusat mértem fel 75
fajtdba tartoz6, 116 egymastol genetikailag fuggetlen kutya mintajan. A PCR technikaval
sokszorozott, fluoreszcensen jeldlt termékek elvalasztdsat és méretének meghatarozasat
kapillaris  elektroforézissel végeztem. Az adott allélek szekvencia analizisével
meghataroztam szerkezetiket, és az ismétlbdd egységek alapjan nemzetkdzi
Osszehasonlitasra is alkalmas allélnevezéktant alakitottam ki. A szekvenalassal igazolt
méretl referencia allélekbdl 6sszeallitott alléllétrakkal és az alkalmazott kutya markerekre
megirt Genotyper 2.5.2 szoftver hasznalataval lehetévé tettem az allélek félautomata
kiértékelését (genotipizalasat). Az allélgyakorisagi adatok alapjan statisztikai analizist
végeztem, meghatdrozva az egyes lokuszok heterozigozitdsat (Hexp, Hobs), @
megklilénbdztetési megbizhatdsagot (PD), az apasagi kizaras megbizhatésagat (PE) és a
polimorfizmus informacios tartalmat (PIC).

A vizsgalt hét STR lokusz-készletet kiegészitettem a mar korabban leirt PEZ1, PEZ3,
PEZ5, FH2054 markerrel valamint az SRY lokusszal, és az 6sszesen 12 markert két miniplex
reakcioként allitottam &ssze. A két vizsgalorendszert kis mennyiségli DNS mintakra
érzékenyitettem, amelynek eredményeként alkalmasnak bizonyultak akar 0,1 ng 6ssz-DNS
tartalmu, degradalt minta genetikai profiljanak meghatarozasara. A két miniplex rendszer
gyakorlati alkalmazhatésagat blntgyi helyszinrél biztositott szérminta azonositasan,
valamint kérdéses leszarmazas elddntése kapcsan igazoltam.

Mivel az eseti mintdk nagy része szérszalakra korlatozodik — a kutyak
kdzkedveltségébdl és széles korl tartdsabdl adoddéan —, hattérvizsgalatként teszteltem,
milyen sikerességgel generalhaté egyetlen szérszalbol az adott egyed valés genetikai

profilja.



A szomatikus mutacié megléte kutyaszérben is igazolt, de el6fordulasi gyakorisaga
valamint a genotipizalas soran fellépd, az eredetitdl eltéré DNS-mintazatok megjelenésére
vonatkozé adatok nem allnak rendelkezésre.

A bullmasztiff fajtaju donortdl biztositott, 6sszesen 600, kiilénb6zd testrészekrol
kitépett szérszalak gyodkérhiivelyi részének fénymikroszképos ellendrzése alapjan az eltéré
novekedési fazisban levé szérképleteket harom kategoriaba soroltam (anagén, katagén,
kés6i katagén). A levagott szérhagymakbdél harom kilonbdzé preparalasi eljarassal
teszteltem az alacsony képiaszamu DNS izolalasara alkalmas technikakat. A StockMarks®
Dog Genotyping Kit segitségével 10 STR lokusz (PEZ1, FHC2054, FHC2010, PEZ5, PEZ20,
PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZ8, FHC2079) egylttes sokszorozasat végeztem el, az
elektroforézishez és a genotipus meghatarozasahoz ABIPrism 310 Genetic Analyzer
késziléket, Genescan 3.1 és Genotyper 2.5.2. szoftvereket hasznaltam.

A teljes genetikai profilt adé szérszalakbdl meghataroztam az egyed valos
genotipusatdl eltéré — allélkiesést, erbteljes kiegyensulyozatlansagot mutatdé vagy extra-
alléles — DNS-mintazatokat. Az adott lokuszokon megfigyelt eltéréseket monoplex és/vagy Uj
multiplex vizsgalatokkal ellendriztem, amelynek eredményeként a szérmintak tébbségében
az egyed val6s genotipusa volt kimutathatd. Egy esetben az ismételt analizisek ellenére is
eltérd allélmintazatot mutattam ki, amelynek kévetkeztében igazolhatova valt, hogy a vizsgalt
egyed szomatikusan mozaikos.

Medfigyeléseim  Osszességében a  szdrszalak  DNS-vizsgalatdn  alapuld
egyedazonositas nehézségeire hivjak fel a figyelmet. Az alacsony kopiaszamu mintak
analizisekor a feler6s6dd technikai egyenetlenségek hibads genetikai  profil
meghatarozasahoz vezethetnek, és tized-ezrelékes nagysagrendld gyakorisaggal szomatikus
mutacidék is el6fordulhatnak. A tényleges genotipus meghatarozasa érdekében — ha

lehetéség van ra — ajanlatos az ellendrzé mono- vagy multiplex PCR vizsgalatok elvégzése.



2 BEVEZETES ES CELKITUZES

Az él6 szervezetbdl kikerult, illetve elkilonitett bioldgiai mintdk természetszerileg
olyan kisebb-nagyobb mértékii roncsolodast szenvednek el, amelyek a polimeraz
lancreakcion alapulé mikroszatellita vizsgalatok sikerességét is csdkkentik. A karosodott
DNS vizsgalata soran az analitikai jeler6sség jelentdsen csékkenhet, kiiléndsen a hosszabb
méret(i PCR termékek révidebbekkel torténd egyideji (multiplex) sokszorozasa esetén. Ez a
jelenség a kb. 300 bazispart meghaladd mérettartomanyban gyakran — a genotipus
meghatarozésara forgalomban |évé standard ,kit’-ek hasznalatakor is— megfigyelhetd.

A kutya eredetl eseti mintak — pl. elpusztult nemzé- illetve szillballatok szdvettani
mintai, blincselekmények helyszinén fellelt, kihullott szérszalak és/vagy kérnyezeti hatasok
altal degradalt, kis mennyiségli anyagmaradvanyok — a jelenleg hasznalt vizsgalati
markerekkel csak részben illetve egyaltalan nem értékelhetd genetikai profilt eredményeznek
(Pfeiffer és mitsai, 2004). Vizsgalatom ezért olyan Ujabb polimorf mikroszatellitak
alkalmazasba térténé bevonasara iranyult, amelyek mérete a sokszorositasuk utan sem
haladja meg a 200 bazisparnyi hosszusagot. A révidebb DNS szakaszok a téredezett DNS-
bdl nagyobb valdszinliséggel mutathatok ki, ami a sikeres vizsgalatok aranyat jelentds
meértékben megndvelheti.

A testi sejtek DNS szekvenciajaban bekdvetkez6 permanens valtozas (szomatikus
mutacio) és a kimérizmus hatasara azonban kilénbdzdé allélikus formak johetnek létre az
azonos lokuszokon, amelynek feltételezett bekdvetkezésével szamolni kell az egyedi
azonossag, illetve kulénbbz8ség, valamint a leszarmazas megallapitasanak statisztikai
értékelésekor. A magas mitotikus aktivitasnak ko&szdnhetéen a szomatikus mutacio
bekdvetkezésének lehetésége — a csontveld mellett — a kiiltakaré sejtjeiben a legvaldszinlibb
(Linch, 2001). Mivel az eseti mintak tdbbségét szérszalak teszik ki, a genetikai elvaltozasok
gyakorisaganak felmérése érdemi tényezd az eredmények interpretalasaban. Tenyésztéi
szempontb6l az alom leszarmazasanak genetikai vizsgalatara legegyszer(ibben szérmintat
lehet biztositani, ugyanakkor a valasztas el6tti kiskutyaknal a levett szajnyalkahartya-
torletben még az anya hamseijtjei is megjelenhetnek, amelynek kdvetkeztében téves vagy
kevert DNS-profil hatarozhaté meg. Kriminalisztikiai szempontbdél a kutyak, mint atvihet6,
azonosithatd mikronyomok leképz6i, kedveltségik és nagy szamuk miatt a blnulddzési
gyakorlatban is egyre nagyobb jelent6sséggel birnak. Napjainkban tébb olyan sulyos
blncselekmény felderitése van folyamatban, amelyekben kutyaszérék szolgalhatnanak

helyszinek és személyek kapcsolatanak igazolasara.



2.1 Rovid mikroszatellita multiplex

Célom a kutya eredetli anyagmaradvanyok egyedi szinti azonositasara alkalmas,
érzékeny vizsgalati médszer kidolgozasa volt, amely a kelld mértékben stabil és informativ
STR-lokuszok segitségével, kis mennyiségl és erésen bomlott mintdkon is hatékonyan és
eredményesen alkalmazhat6. Ehhez olyan, valészin(sithetéen valtozatos STR markerek
polimorfizmusanak felmérése szikséges, amelyeknél Uj primerparok tervezésével a
sokszorozandé szakaszok hosszanak minél nagyobb mértékl réviditése érhetd el. A
polimorfizmus-fok és az allélméret mellett a lokuszok szerkezete szintén Iényeges
szempontként merdlt fel, mivel a di-, illetve trimer ismétlédé egységekbdl all6 mikroszatellitak
genotipus meghatarozasa tobb szempontb6l is problémas (Walsh, 1996). Ezt
kiklisz6bolendd, tetramer vagy ennél t6bb bazispar (penta-, hexamer) ismétiédésbdl felepld
STR lokusz kivalasztasat céloztam meg.

A mar ismert szekvenciaval és megfelelé6 sokféleséggel rendelkezd révid
mikroszatellita lokuszok bevonasaval és kombinalasaval un. ,multiplexek” létrehozasat
terveztem, a kiindulasi DNS minél kevesebb szami PCR reakciéval Kkivitelezhet6

sokszorozasa érdekében.

2.2 Genotipizalas

Tovabbi célom volt a kivalasztott STR lokuszok segitségével a vizsgalt
magyarorszagi kutyak genetikai profil alapjan térténé egyedazonossaganak megallapitasa,
amelyhez nélkilozhetetlen a megfigyelt alléltipusok meghatarozasa, a genotipizalas. Mivel a
preciz allélmeghatarozashoz az allélek méretbeli eltérése énmagaban nem elégséges, a
meéret alapjan elkllénilé csoportokbdl egy-, dsszetett szerkezetl lokuszok esetén tébb allél
bazissorrendjét kell meghatarozni. Az igy nyert szekvencia-adatok segitségével
megallapithatdé a mikroszatellitak szerkezete, valamint a repeticidos (ismétlédé DNS-motivum)
szamuk alapjan kialakithato a nemzetkdzi 6sszehasonlitasra is alkalmas allélnevezéktan. A
szekvenalassal igazolt méretl, referenciaallélekbdl dsszeallitott alléliétrakkal lehetévé valik
az esetleges interallélek pontos meghatarozasa is, amelyek segitségével és a megfeleld

genotipizald szoftver kialakitasaval a DNS-profilok félautomata médon kiértékelhetdk.

2.3 Populacio-statisztikai vizsgalat

Olyan csoporton kivantam felmérni a mikroszatellitak allélgyakorisagi értékeit, amely
minél t6bb fajtabdl all és lehetéség szerint tikrdézi a magyarorszagi kutyak genetikai

Osszetételét.
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Statisztikai analizissel a multiplex rendszerekben alkalmazott lokuszok
felhasznalhatosagat, illetve korlatait terveztem jellemezni, meghatarozva azok
heterozigozitasat (Hexp, Hobs), megklldnboztetési erélyét (PD), apasagi kizaras erélyét (PE)
és a polimorfizmus informaciés tartalmat (PIC). A Hardy-Weinberg és linkage egyensulyi
teszteléssel valaszt vartam arra a kérdésre, hogy a vizsgalt kutyapopulacidban van-e

jelentés mértéekd allélikus kapcsoltsag a lokuszok kdzétt, illetve a lokuszokon beldl.

2.4 Kimutatasi érzékenység

Az eseti mintak jelentés hanyadara igen csekély mennyiségl DNS jellemzd, ezért a
PCR reakciok optimalizalasaval a kimutathatdésagi kiiszéboét a lehetd legalacsonyabb — akar

nehany sejtnyi — hatarértékig kivantam csékkenteni.

2.5 Eseti alkalmazas

Az  Osszedllitott mikroszatellita  miniplexek  gyakorlati  alkalmazhatésagat

leszarmazastani- €s blnlugyi esetekkel terveztem tesztelni.

2.6 Alkalmazasi korlatok, mutaciés lehet6ségek

Valaszt kerestem tovabba arra a kérdésre is, hogy egyetlen szérszalbél milyen
eséllyel lehet a teljes vizsgalt genetikai profilt kimutatni, illetve az milyen formaban és
mekkora valészinlséggel térhet el az egyed valés genetikai profiljatol. Ennek felmérése
céljabdl egyetlen egyed kilénb6zd testrészeirdl gyljtétt, a kérnyezet (UV, vegyszerek, stb.)
mutagén hatasainak leginkabb kitett, nagyszamu szérmintajanak vizsgalatat terveztem.
Mikroszképos vizsgalattal elkllonitett, eltéré fejlédési fazisokba sorolt sz6érképletek egyedi
vizsgalataval kivantam megbecsiilni, milyen varhato sikerességgel lehet teljes DNS-profilt
generalni a kilénb6zd mennyiségl gydkérhlvelyi sejtet tartalmazd eseti szérmintakbdl. Az
alacsony koépiaszamu szérmintak vizsgalatara szolgald optimalis preparalasi eljarast harom
kilbnbdz6 DNS kivonasi modszer tesztelésével valasztottam ki.

Az egyes markerek kiilonb6z6 tipusu eltérésekre val6é hajlandésagat 10 STR lokuszt
tartalmazé, standard multiplex vizsgalati rendszerrel terveztem meghatarozni. Célom volt
egyuttal azt is felmérni, mekkora a szomatikus mutacié eléfordulasanak gyakorisaga az

azonos egyedbdl gydjtétt szérszalak vizsgalata soran.
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3 IRODALMI ATTEKINTES
3.1 Degradalt biolégiai anyagmaradvanyok

A biologiai anyagok a szervezetbdl kikerllve elveszitik fiziologias kérnyezetiket és a
kulénb6zd jellegl, mértékl kérnyezeti hatasok az anyagmaradvanyokat — szévettipusuktol
fligg6en gyorsabban vagy lassabban, de mindenképpen - karositjak. Az &sszetett kiilsé
(nedvesség, hdmérséklet, ultraibolya sugarzas, mikrobialis hattér, stb.) és belsé (endogén
nukleazok) befolyasol6 tényezdk hatasara a minta eredeti DNS tartalma csékken, romlik az
allapota és szekvenciadjaban is valtozasok kovetkezhetnek be (depurinaldodas). Ezen
folyamatok eredménye, hogy a DNS-lanc random tdréseket szenved el és hosszabb-
révidebb (kb. 100-500 bp) fragmensekre darabolodik. A szerves molekulak bomlasi
folyamataira hato korilmények, példaul a magasabb hémérséklet és nedvességi szint a
minta azonosithatésagat kedvezbtleniil befolyasoljak. Az elhalé bioldgiai szdvetek még
optimalis megtartasi korlilmények kozott is autolizisen mennek keresztil, amelynek
koévetkeztében molekularis szerkezetik roncsolodik. Az elhalt bioldgiai szévet tipusatol
fliggben eltérd idéintervallumban mutathaté ki a még analizalhaté mennyiségli DNS (Bér és
mtsai, 1988), amely az eredeti allapothoz képest korlatozott vizsgalati sikerességgel bir.

Mivel minden analitikai vizsgalatot jellemez egy vizsgalhatésagi minimum érték, a
bomlas mértéke (konzervald tényezék nélkil akar révid id6é alatt is) a minta
vizsgalhatésaganak ellehetetlentiléséhez vezethet. Az eredendben csekély, adott esetben
csak néhany tucat sejtet tartalmazé biologiai anyagok — pl. hullott szérszalak — karosodasa
azonos degradacios rata mellett hamarabb eredményezi a minimum érték elérését a nagy
képiaszamu szévetekhez képest.

A koérnyezeti karositd hatasok és az autolizis eredményeképpen tehat a biologiai
anyagmaradvanyok — esetenként eredendéen is kevés — DNS tartalma tovabb csékkenhet. E
két folyamat hatasa korlatozza a megfelel6 hosszusagu, épen maradt genetikai anyag
mennyiségét, azaz a PCR- (Polymerase Chain Reaction) sokszorozas sikerességét. Az
ilyen, eseti gyakorlatban gyakran el6fordulé mintdk PCR-technikan alapul6 sikeres vizsgalata
csak a kelléképpen révid — kb. szazbétven bazispar — méreten belil is polimorf, sok-képias
markerekkel (Balogh és mtsai, 2003) vagy a sokszorozand6 szakaszok (amplikonok)
méretének csokkentésével névelheté (Butler és mtsai, 2003, Chung és mitsai, 2004,
Asamura és mtsai, 2007, Schmid és mtsai, 2008, Wurmb-Schwark és mtsai, 2009).
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3.2 DNS alapu vizsgalatok

Minden egyes élélény genetikai anyagaban az azt egyedivé tevd, sajatsagos ,DNS-
alairas” rejtézik, amely megfelel6 technikakkal kimutathaté, azonosithaté. A rohamosan
fejl6dd molekularis genetikai mddszerek a genom specifikus szakaszainak — un. markerek,
lokuszok — koézvetlen vizsgalatat teszik lehetévé. A kezdeti DNS vizsgalatoknal, mint az
ezredfordul6 el6tt széles kérben hasznalt, tébb lokuszos RFLP (restrikciés fragmenthossz
polimorfizmus) eljaras alkalmazasanal még szamos korlatozé tényezét kellett figyelembe
venni. A mikrogrammnyi mennyiségu, j6 allapotu DNS-igény, az eredmények min&sége,
esetleges pontatlansaga és a laboratériumok kdzétti dsszehasonlithatatlansag korlatozta a
modszer elényeit. Bar ezek a polimorf régiok informativ megkilonboztetési képességgel
birtak, és leszarmazasi vizsgalatoknal igen sikeresnek bizonyultak, a kapott mintazatok
rendkivil bonyolult statisztikai interpretaciéja, valamint a technikai egyenetlenségekbdl
fakado hibridizacios hibak hattérbe szoritottak az eljarast.

1985-ben a PCR technika megvalositasaval kiszélesedett a sikeresen vizsgalhatd
mintak spektruma. Az RFLP eljarashoz képest 3-4 nagysagrenddel kevesebb kiindulasi DNS
(templat) koncentracio bevitele sikeres vizsgalatok elvégzését tette lehetévé, akar téredezett
genetikai anyagbdl is. A reakci6 elénye tovabba az RFLP-hez képest, hogy a PCR-termékek
diszkrét tulajdonsagokként hatarozhaték meg, és egyidejlleg akar tébb tucat marker is
sokszorosithatd. Specifikus primerek hasznalataval a kiildnbdz6 eredetd, keveredett biologiai
mintdk analizise eredményesebbé valt. Megfelel6 primertervezéssel és a multifluoreszcens
technika segitségével olyan multiplex PCR-kiteket fejlesztettek ki, amelyek alkalmazasaval
egyetlen vizsgalattal kivitelezhetévé valt az egyedi szintli azonositas allatokban is (Applied
Biosystems, 2001).

A VNTR-ek (Variable Number of Tandem Repeats) PCR alapu vizsgalatat 1989-ben
vezettek be. A VNTR-ek ismétlddd szakaszai 15-70 bp hosszuak voltak, ezért LTRs (Large
Tandem Repeats) néven valtak ismertté (Kasai és mtsai, 1990). Ezeknek a viszonylag
hosszi fragmenseknek azonban korlatozott a sokszorozhatésaga, degradalt mintak

vizsgalatanal pedig jelentésen csdkken tipizalhatosaguk sikeressége.

3.2.1 Mikroszatellita markerek

A DNS-molekula kdztudottan szdmos olyan, nem atirédé régioval rendelkezik, amely

s

mtsai, 1991). A kutya genetikai anyagaban éppugy, mint mas eukariéta genomban nagyon

sok ilyen ismétlédé szakasz talalhatd, amelyeket szatellit-DNS-nek neveznek. A
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kromoszdmak centromerjei koril helyezkednek el, méretiik meghaladhatja az 1000 bazispar
hosszusagot. A repetitiv szekvencia roévidiulése folytan kialakult, k&zepesen hosszu
miniszatelliteket VNTR-nek is nevezik, néhany tucatszor ismétl6dd egységei 10-100 bp
hosszuak. Az ennél révidebb ismétlddésekbdl felepllé mikroszatellitak az STR-ek (Short
Tandem Repeat) vagy mas néven az SSR-ek (Simple Sequence Repeat).

Az STR mikroszatellitdk olyan 80-350 bp mérettartomanyu régidok, amelyekben 2-6
bazisparbdl all6 révid szakaszok tandemszerien ismétiédnek egymas utan (Weber és mtsa,
1989). Az ismétlédések szama 2-50 képiaszamban figyelheté meg, és mivel ez a szam az
egyes egyedek ko&zott nagy valtozatossagot mutat, valamint kodominansan 6roklédik,
alkalmazhatéak genetikai egyedazonositasi célokra (Butler, 2005). A nem kodol6 régidkon
kivil intronok részeként, génekben is megtalalhatok, igy marker alapu szelekciora (MAS,
Marker Assisted Selection) és egyes tulajdonsagok illetve betegségek kdzvetett diagndzisara
is alkalmasak.

Az ismétlbdések hossza alapjan di-, tri-, tetra-, penta- és hexamer egységeket
kulénbéztetink meg, amelyekbdl kildnbdzé strukturaju allélek éplilhetnek fel. Az egyszer(
szerkezetli mikroszatellitak azonos hosszusagu és szekvenciaju egységekbdl, mig az
Osszetettek két vagy tébb, kilénb6z8, egymassal szomszédos, egyszerl ismétlddésekbdl
allnak. A komplex strukturaju markerekben a kulénb6zé, valtoz6 hosszusagu, illetve
szekvenciaju egységeket valtozé6 méretl kdzbeiktatott szakasz osztja meg. Az STR allélek
mérete nemcsak az egységek egész szamu tébbszérosének feleltetheté meg, ugyanis mind
az ismétléds, mind pedig a hatarolé régidkban eléfordulhatnak megvaltozott nukleotidok,
amelyek a mikrovarians allélek |étrejottéért felelések (Ellegren, 2004). llyen allélvaridnsok
kialakulasa az egy/néhany nukleotidot érintd illetve az ismétléd6é egységek szamat valtoztatd
mutacidknak ko&szénheté (Nadir és mtsai, 1996). Mikroszatellitdk esetén a repeticiok
szamaban megfigyelhetd polimorfizmus oka az elcsuszott szal helytelen parosodasa (slipped
strand mispairing), mig miniszatellitaknal az egyenlétlen crossing over k&vetkeztében
létrejbvd inzerciok/delécidk, illetve a génkonverzid felelés a nagyobb ismétlédd egységek

szamanak valtozatossagaért.

3.2.2 Szérképletek genetikai vizsgalata

Két f6 részre lehet felosztani egy szérképletet — €16 tévi vége a ndvekedésért felelds,
mig a szali rész elhalt, keratinizalddott sejtekbdl épul fol (Chatt és mtsa, 1988). Az emlésok
szOrtlisz6i harom ndévekedési fazison mennek keresztll. Az optimalis Kisérlettervezés
szempontjabdl fontos lehet annak ismerete, hogy a vizsgaland6 szdérszal milyen fejlédési

stadiumban van, azaz milyen mennyiségl gydkérhuvelyi sejtet tartalmaz.
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Fénymikroszk6pos megtekintéssel anagén (aktiv ndvekedési), katagén (hanyatld) és
telogén (nyugalmi) fazisok, illetve ezek atmeneti szakaszai kiilénb6ztetheték meg (1. abra).
Az anagén stadiumban 1évd sz6érhagymakon nagy mennyiségl sejt figyelhetd meg,
fénymikroszképpal vizsgalva attetszd gyokérhivelyi tok formajaban (F1. abra), mig a
katagén sz6rdkre a tok hianya és kevesebb sejtszam jellemzé (Bourguignon és mtsai, 2008).
A végso, telogén allapotban csak a szér alapi részének epitélialis sejtektél mentes germinalis

dudora latszik, ebben az allapotban térténik meg a szérszalak spontan kihullasa.

Anagén (aktiv Katagen Telogen
novekedés() fazis (hanyatlo) fazis (nyugalmi) fazis

A telogén szdrszal kihullik
A nyugvo szdrtiiszd ismételt ndvekedésbe kezd

1. dbra Sz6rszal ndvekedési ciklusanak sematikus abrazolasa

(www.newportskincare.com/images/hairstages.jpg)

A szbrszalak gyokérhivelyi sejtjeibél végzett nuklearis-DNS alapu, sikeres
genotipizalas mar régéta ismert és alkalmazott eljaras (Higuchi és mtsai, 1988). Eltérd
fejlédési stadiumu sz6rdk vizsgalatanal azt talaltak, hogy a szérhagymaval rendelkezd
anagén/katagén valamint a ratapadt follikularis sejteket tartalmazé telogén szérék sejtmagi
genotipus meghatarozasra egyarant alkalmasak (Linch és mtsai, 1998). Ugyanakkor a
gyokérhlvelyi sejtektdl mentes telogén allapotu, illetve tdvi résszel nem rendelkezd
szértoredékek esetén altalaban csak mitokondrialis DNS analizissel szamithatunk sikeres

eredményre (Wilson és mtsai, 1995a-b).
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3.2.3 STRtipizalas soran fellépé anomaliak

Az autoszomas STR markerek polimeraz lancreakcion alapulé sokszorositasa, és a
fluoreszcens jel6lésli PCR termékek méret szerinti, elektroforézissel térténé elvalasztasa
soran a heterozigéta lokuszok mindkét alléljanal nagyjabol azonos intenzitasu jelet
figyelhetiink meg (Gill és mtsai, 1997a). A kiegyensulyozott kimutatasi jeler6sségtél valo
eltérést t6bb tényezd is eredményezheti, amelyek genetikai és egyéb (pl. PCR technika,
DNS minta mindsége, degradaltsaga) okokra vezethetdk vissza (Whitaker és mtsai, 1995).
Amennyiben a reakcié koérilményei optimalisak, és a minta sem bomlott, a megjelend
eltérések a sokszorositas soran keletkez6, kilénbdz6 tipusu mitermékek kimutatasanak
kdszénhetdk (Walsh és mtsai, 1996, Clark, 1998), és ismételt analizissel kiszlirheték. A nem
specifikus artefaktumok létrejdbhetnek a primer szekvenciak véletlenszer( feltapadasaval —
un. ,random priming” —, amelyek kénnyen felismerhetdk atipikus csucsmorfolégiajukrél (Gill
és mtsai, 1997a), és altalaban nem allélikus poziciéban illetve az alléltartomanyon Kkivl

helyezkednek el (2. abra).

1 I I 1 1 1" 1T ~ T T " 1T * 1
100 102 104 106 108 110 112 114 11& 118 120 122
PEZ3
AT PEZ3+3.3 ladder & Yellow PEZ3S ladder 1:1 mikrol
A3 Po 4 Yellow 37/3
OL Allele 7]

2. abra Alléllétrahoz (fels6 sor) viszonyitott, nem allélikus pozicidban Iévé melléktermék

(alsé sor, baloldali csucs), valamint specifikus PCR termék (alsé sor, jobboldali csucs)

3.2.4 Az eltérések genetikai alapjai

A mikroszatellitdk meghatarozasakor eléfordulhat, hogy lokusz- vagy allélkiesés,
illetve két-, harom alléles anomalidk figyelheték meg a DNS mintazatban, melyek sem a fent
leirt technikai okokbol, sem a minta gyenge min6ségébdl nem szarmaztathatdk. llyen
esetekben, multiplex rendszerek alkalmazasakor, az aberraci6é altalaban csak egy lokuszt
érint, és az — alléllétrahoz viszonyitott — extraszignal allélikus helyzetben talalhato. Az
aberrans diallélikus jelek egyik formaja, amikor a heterozigétanak latszd lokusz két
allélcsucsa kozt jelentds (> 60%) intenzitasbeli kilénbség van. Masik formajaban, tetramer

egységekbdl allé mikroszatellitak esetén, a homozigétanak latszé marker négy bazisparral
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Ezen elvaltozdsok genetikai alapjaként a primer-k6té régioban bekdvetkezé szomatikus
mutacié, vagy a sejtosztdédas soran egy tetramer szerkezetli ismétl6ddd egység addicidja
illetve elvesztése — stepwise modell - valdszin(isithetd (Brinkmann és mtsai, 1998, Clayton
és mtsai, 2004). Az allélek egymashoz viszonyitott jeler6ssége alapjan kétféle triallélikus
mintazat is el6fordulhat. Szomatikus mutacié kévetkezményeként gyakrabban tapasztalhaté
az allélek egyenlétlen intenzitasa (3. abra), mig a jéval ritkabban megfigyelhetd, harom,
azonos erésségl csucs az STR lokuszt tartalmazé kromoszoémalis hely megkettézédésének

eredménye (Clayton és mtsai, 2004).

&g

3. dbra Szomatikus mutacio |étrej6ttének sematikus abrazolasa. A mitotikus osztédas

soran az egyik kiindulasi sejt (csillaggal jelélve) mutacidn megy keresztiil, igy a progenitor
sejt 14-es allélje elveszit egy tetramer ismétlédést, Iétrehozva a 13-as mutans allélt. A négy
leanysejt azonos osztodasi szamat feltételezve, genotipizalas utan (jobb oldali abra) eltéré

intenzitasu csucsok jeldlik az egyes alléleket (Clayton és mtsai, 2004)

3.2.5 Szomatikus mutacié vizsgalata szérben

Szomatikus mutacionak nevezink minden olyan maradandd valtozast a genomialis
DNS szekvenciajaban, amely csak a testi sejtekben mutathaté ki, és a termel6dé ivarsejtek
genomialis anyagat nem befolyasolja. Az ilyen szekvencia-modosulasok csak a mutaciot
hordoz6 egyedben jelennek meg, amelynek kévetkeztében eltéré6 geno- vagy kariotipusu
sejtvonalak alakulhatnak ki (genetikai mozaik). Mutacié a sejtben barmikor végbemehet,
leggyakrabban mégis a DNS replikacioja soran jon létre. A szomatikus mutacio
bekdvetkezésének lehetésége a kornyezeti hatdasok mellett az egyes szoévetféleségek
mitotikus aktivitasanak fuggvénye. A szervezetben ilyen szomatikus mutacié a csontvel6

mellett a hamszoévetben és a névekedési fazisban 1évd szbrtlisz6 sejtekben a legnagyakoribb
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(Linch és mtsai, 2001). Szérképletekb6l nagyobb eséllyel mutathatdék ki a mitézis soran
bekdvetkez6 genetikai elvaltozasok, mivel a szérfejlédés kisszdmu progenitor sejt klonalis
osztdédasabdl indul ki, ezért a mutans sejtek aranya relative feldusul az adott gydkérhuvelyi
sejtek kozott (Linch és mtsai, 2001). A szomatikus mozaikossag megfigyelésének
gyakorisaga igy kapcsolatban all a vizsgalt lokuszok mutacios ratgjaval, amit a

mikroszatellitak hossza valamint szerkezete befolyasol (Brinkmann és mtsai, 1998).

3.2.6 A Canine Genome Project

A kutya genomot az elmult 10 év alatt behatdan tanulmanyoztak, igy mara kiterjedt
markerkészlet és genomtérképek allnak rendelkezésre (Breen és mtsai, 1999, 2001, 2004,
Guyon és mtsai, 2003, Klukowska és mtsai, 2004). Az ujabb kutatdasok a kutya teljes
genetikai anyaganak bazissorrend meghatarozasara iranyultak (Kirkness és mtsai, 2003,
Lindblad-Toh és mtsai, 2005, Ostrander és mtsa, 2005), az elsdé szekvenciaadatok mar
2004-ben nyilvanossa valtak a National Human Genome Research Institute

(http://research.nhgri.nih.gov/dog_genome/) jévoltabol. A kutya genom feltérképezését

elsésorban olyan adatbazis létrehozasanak céljabdl kezdeményezték, amely a kutatok altal
is vilagszerte elérhetd és nyilvanos, emellett az 6rokl6dé betegségek genetikai alapjait illetve
markerekkel valé kapcsolatat kivantak felmérni (Ostrander és mtsa, 2005). A kivalasztott
referenciaegyed — Tasha nevil ndstény boxer — teljes genetikai allomanyanak szekvenciaja
publikalasra kertlt (Lindblad-Toh és mtsai, 2005). A valasztas azért esett erre a fajtara, mivel
a tébbi fajtdhoz képest a boxer genomjaban tapasztaltak a legalacsonyabb variacios ratat. A
vizsgalatok igazoltak a korai haziasitast és a jelenlegi fajtak kialakitasa soran létrejott
kifejezett palacknyak hatast (bottleneck-effect) is (Lindblad-Toh és mtsai, 2005). Tovabbi,
kilenc kutyafajtabol, négy farkasbél és egy prérifarkasbél szarmazoé minta segitségével olyan
markerek meghatarozasa is folyamatban van, amelyek mas kutyafajtak betegségeinek
kapcsoltsagi vizsgalatahoz biztositanak alapot. A telies genomialis bazissorend
meghatarozasaval egyuttal lehet6ség nyilik a diagnosztikai jellegdi DNS tesztek
kifejlesztésére is, amelyek éppugy segitséget nyujthatnak az allatorvosoknak a
gyogyaszatban, mint a tenyésztéknek a nemkivant mutaciét hordozé egyedek
tenyészallomanybol vald kiszlrésében (Mellersh, 2008).

A diploid kutyagenom 38 par autoszémaja — CFA: Canis Familiaris Autosome —
valamint X és Y ivari kromoszémaja az egér genomhoz hasonléan mintegy 2500
megabazisbol épll fol. Génjeinek szama kb. 19 ezerre tehetd — az emberi 22 ezerrel
szemben —, amelyek 70%-anak létezik human megfelelbje, és ezekbdl 5% teljesen azonos.
Az emberi genomnal kb. fél gigabazissal kisebb, konzervalddott szekvenciakat tartalmazé

euchromatikus genom kb. 31%-a ismétl6ddd (repetitiv) elemeket tartalmaz, amelyet a
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specifikus repeat-, retroviralis és transzpozon szekvencidk alacsonyabb szama valamint a
SINE (Short Interspersed Nuclear Element) szekvenciak viszonylagos révidsége jellemez. A
kevés transzpozabilis eredetl elem kézt megtalalhatd a Carnivora-specifikus SINEC_Cf
csalad (Kirkness és mtsai, 2003), amely nem fixalédott beépllései polimorf jellegként
kilénilhetnek el. Az egyeden belili SINEC_Cf heterozigozitas mellett a fajtak kozétt tovabb
bévil ez a variancia (Wang és mitsa, 2005), jelentds mértékben megndvelve ezzel a
szelektiven tenyésztett modern kutyafajtak genetikai kilonbozéségét. A két f6 populacios
palacknyak-hatas kévetkeztében (kb. 7-50 ezer generacidval ill. 50-100 generacioval ezelbtt)
jellegzetes genetikai mintazat alakult ki a fajtakon belll és a fajtak kozoétt egyarant. Az egy-
nukleotidos mutaciokat (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) tartalmaz6 szakaszok egy
része szinte teljesen homozigéta, mas részik heterozigéta haplotipus blokkokban talalhato.
Ez a kilbnb6z8ség a fajtak kdzott sokkal kifejezettebb, mint egy fajtan belll (Lindblad-Toh és
mtsai, 2005). A mintegy 10 kilobazisnyi ,8si blokkok” 4-5 j6l megkulénbdztethetd
haplotipussal (kapcsolt, egyutt 6rokl6dd szekvenciakkal) rendelkeznek, a hosszabb
haplotipusok k&zétt néhany fajrajellemzé is lehet. A nagy, 100 kilobazist meghaladé
haplotipusok eloszlasa igen valtozatos lehet az eltéré fajtdknal, ami a genetikai rizikofaktorok
fajtdk kozotti megoszlasara utal. A jellemzdéen homozigozitast mutatdé SNP szakaszok
elhelyezkedése az egyedek kozotti dsszehasonlitasban eltérd, lehetbvé téve igy az
egyedazonositasi vizsgalatokat. A Canine Genome Project eredményeként bévilt az egyedi
azonositasra is hasznalt polimorf STR markerek csoportja, amelyek alkalmazasa sokszor —
pl. kevert mintak vizsgalatanal — nem valthaté ki az esetlegesen kéltséghatékonyabb SNP
analizissel. Az Uj, informativ polimorfizmusok (SNP-k, mikroszatellitak) definialasa
nagymértékben hozzajarul a kilénb6zd fajtak rokonsagi kapcsoltanak feltarasahoz, és a

megfeleld, egyedi szintl azonositasra is alkalmas genetikai markerek kivalasztasahoz.

3.2.7 Alkalmazott kutyagenetika

,Drezdaban tudomanyos alapon prébaljak rendezni a kutyagumiiigyet. A javaslat
szerint adatbazist kellene Iétrehozni, amely a varosban él6 kutyak genetikai kodjait régziti. A
kutyatél nyalmintat vesznek, s ha koztertleten kutyairiléket talalnak, a DNS-teszt alapjan
kénnyen azonosithatdé a gazdaja. A birsag 180-600 eur6 lenne, egy DNS-teszt kéltsége 75
eurd” (Varga, 2005).

Ez a példa is ramutat arra, hogy szamos — esetenként talan furcsanak tiné — kérdés
valaszolhaté meg a molekularis genetika segitségével. Magyarorszagon a kutyak szama kb.
2 milliéra teheté (PMA), ebbdl kifolydlag szamos teriuleten jelentkezik az igény az adott

egyed(ek) illetve a kutya eredetl anyagmaradvanyok egyedi szint(i azonositasara.
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3.2.7.1 Individualizacio

A “DNA-fingerprint”, vagyis a vonalkdd-szerl mintazattal rendelkezé DNS ujjlenyomat
tudomanyos megalapozasat Sir Alec Jeffreys és munkatarsai az ember illetve kutya
vonatkozasaban kozel egyidében végezték (Jeffreys és mtsai, 1985, 1987). A kutyagenom
mikroszatellitait kezdetben géntérképezési szempontbdl human miniszatellita-prébakkal
vizsgaltak (Rothuizen és mtsai, 1994, Joseph és misa, 1994), a tetranukleotid ismétlések
jelenlétét elészor 1996-ban irtak le (Francisco és mtsai, 1996). A térképezési programok és a
PCR technika fejlédése révid idén bellil szamos mikroszatellita lokusz leirasat eredményezte
(Neff és mtsai, 1999). A megfeleld szintl polimorfizmust mutaté lokuszok a kilénb6z6
fajtaknal eltér6 mértékben nyilvanulnak meg, ami szikségszeriivé teszi a helyi
fajtapopulaciok vizsgalatat (Zajc és mtsai, 1997, Halverson és mtsai, 1999). A moddszer
biztositotta elénybket a kdzelmultban blinlgyi esetekre és anyagmaradvanyokra
Magyarorszagon is sikerllt kiterjeszteni (Padar és mtsai, 2001, 2002). A populaciés
vizsgalatoknak kdszénhetbéen a nem megfelel§ foku polimorfizmust mutatd, technikai
szempontbdl problémas lokuszok szelektaldsaval folyamatosan bévul az olyan tetramer
repeticios STR-eszkdztar, amely az egyedi azonositashoz is megfeleld lehet (Eichmann és
mtsai, 2004a, Weller és mtsai, 2006). Ez azonban csak akkor hasznalhaté megbizhatéan, ha
a DNS-profilokat alkotd allélek kéz6tt nincs szamottevd asszociacié (Evett és mtsa, 1998). A
jelenleg Magyarorszagon rendelkezésre allé standardizalt és validalt genetikai markerekkel a
kutyak egyedi azonositasa nem minden esetben érhet6 el, valamint a fajtapopulaciokra

vonatkozé STR allélgyakorisagi adatbazisok is igen hianyosak (Padar, 2006).

3.2.7.2 Kriminalisztikai céli egyedazonostas

A genetikai alapu pedigréelemzés mellett egyre fontosabba valik a kutyaktél
szarmazd bioldgiai anyagok azonositasa blnugyi esetekben is. Hazankban évente kb. 5000
kutyaharapast regisztralnak (atlagosan 13 sérlilés naponta), és az utébbi 10 évben 25
halalos aldozata volt azoknak a kutyatamadasoknak, amelyek — a nemzetkozi
tapasztalatokhoz hasonl6éan — tartasi elégtelenségbél fakadnak (Siegel és mtsai, 2000,
Overall és mtsa, 2001, De Munnynck és mtsa, 2002, Tsuji €s mtsai, 2008).

A kutyak kriminalisztikai szerepe eleinte csak kézvetlen érintettségiik soran mertilt fel
(Weiss és mtsai, 1998), de a kutyatdmadasok mellett az allatviadalok, a kutyak
bantalmazasa illetve ellopasa, valamint a kutyak altal okozott kdzlekedési balesetek, tovabba
szamos gazdasagi karokozas igazolja az egyedi azonositas igényét. A jelenlegi blintlddzési
gyakorlatban a kutyak, mint az atvihetd, azonosithaté biolégiai nyomok leképz8i nyernek

egyre fokoz6doé jelentésséget. A haztartasok nagy részében el6forduld hazi kedvencek
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sz@rszalai ugyanis a potencialis nyomatvitel kdvetkeztében, mint kdzvetlenil egyedhez
kéthetd elemi szalak jatszhatnak szerepet a blinligyek felderitésében és bizonyitasaban. Az
utébbi években ezért egyre ndvekvé hazai és nemzetkdzi igény mutatkozik a kutydk
igazsaglgyi célu vizsgalatara (Padar, 2006, Halverson és mtsa, 2005a), ami az eddig
felderitetlen esetek megérzétt helyszini mintainak Ujravizsgalata kapcsan kiemelkedd
jelentésségld lehet. A  tdrvényszéki szakértéssel szemben tamasztott magas
kévetelményeknek azonban érvényre kell jutniuk, miszerint a kutyak igazsagigyi szempontu
azonositasa csak standard és kompatibilis modon, egységesitett nevezéktan alapjan

térténhet meg (Hellmann és mtsai, 2003, 2006; Eichmann és mtsai, 2004a-b).
3.2.7.3 Leszarmazas vizsgalata

A leszarmazas ellenbrzésének igénye a szllé(k) pontos ismeretének hianyaban
merllhet fel. Mivel csekély mennyiségl bioldgiai anyagbdl is nyerheté DNS-profil, az
igazsagugyi tapasztalatok a tenyésztés soran — példaul nagy értékl szarmazasi vonalak és
almok ellen6rzése — is hasznosithatok, igy az allitélagos tenyészkan elhullasa utan annak
megdrzétt szdrszalai is elegendbek lehetnek a kdlykdk mikroszatellita vizsgalatokon alapuld,
sikeres szarmazasellenérzésére (Padar és mtsai, 2001a). Tébb lehetséges nemzd kan
esetén a kolykdk egyedi leszarmazasanak egzakt megallapitasa éppugy, mint a
mesterséges termékenyitésnél az apaallat csak a genetikai profilok — pl. fajtagy6ztes kanok
lefagyasztott spermajanak DNS-profilja — 6sszehasonlitasaval igazolhato.

A szarmazas biztos meghatarozasa — ahogy az egyedi azonositasé is — olyan
genetikai rendszer hasznalatat igényli, amely nagyfoku polimorfizmussal rendelkezik az adott
faj/fajtapopulacié szintien. Minél nagyobb szamu allélvaltozat figyelheté meg megfeleld
eloszlasban a populaciéban, annal informativabb az adott marker. A kutya genom
feltérképezésével a DNS-alapu polimorfizmusok (mini- és mikroszatellitak) gyorsan
felvaltottdk a kezdeti, vérben talalhaté fehérjék valtozatossagan alapuldé biokémiai
polimorfizmus vizsgalatokat. Mivel az egyedek genotipusat meghataroz6 allélek
kodominansan 06réklédnek, az egyik szil6 — altaldaban az anya — tulajdonsagainak
ismeretében a szikségszerlien masik szul6tdl szarmazé allélek kénnyen — kizarasos alapon
- levezethetdk.

Az els6, DNS markereken alapuld szarmazasellenbrzést kutyaknal 1987-ben
végezték, a szuka, a kan és a koélydk miniszatellitainak vizsgalataval kapott ,DNS-
ujjlenyomatok” 6sszehasonlitasaval (Jeffreys és mtsa, 1987). Az alkalmazott eljaras azonban
nagyon nehezen standardizalhatd, és az igy nyert mintazatok kiértékelése is meglehetésen
problematikus, mivel csak az egymas mellett futtatott mintak hasonlithaték 6ssze, és az

egyes savok azonos allélikus eredete is megkérdéjelezhetd. Ezen problémak kikliszébodlése
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céljabdl valtottak at a mikroszatellitak vizsgalatan alapuldé szarmazasellenérzésre. Az STR
markerek sikeres alkalmazasa — a miniszatellitdkhoz viszonyitott alacsonyabb szinti
polimorfizmusuk ellenére — 1994 6ta folyamatosan bizonyitia a moédszer elbnyeit, igy
lehet6ség nyilt egy viszonylag egyszerdl, érzékeny, PCR technikan alapulé és automata
modon kiértékelheté rendszer létrehozasara (Zajc és mtsai, 1994, Binns és mtsai, 1995,

Fantin és mtsai, 1996, Padar és mtsai, 2001).
3.2.7.4 Allomanyfelmérés

A genetikai felmérés fontos szerepet jatszhat a tenyésztés soran a sziléparok
rokonsagi fokanak meghatarozasanal, és az egyes fajtak, fajtatiszta allomanyok
beltenyésztettségi allapotanak megallapitasanal. A tenyészték a parositasokat altalaban a
vérfrissitésre tekintettel, a beltenyésztés elkerulésével vagy éppen azt ndvelve tervezik meg.
A vérfrissité tenyésztés alapvetd célja az, hogy a beltenyésztés soran a fajtabdl elveszett
génkészleteket visszajuttassa az allomanyba, mivel a kevés szamu alapitd egyeddel
létrehozott fajtdakban a genetikai valtozatossag jelentés mértékben lecsékkenhet a genetikai
drift és palacknyakhatas kdvetkeztében (Zéldag, 2008). A genetikai leromlas leglényegesebb
hatasa abban rejlik, hogy a kiilénb6z6 élet- és fajfenntartdé képességek negativ tulajdonsagai
a homozigozitas kovetkeztében konzervalddhatnak. A karos hatasok ilyenkor féleg
termékenységi zavarokban, alomszam-csdkkenésben, ndvekvd koélybkveszteségben és a
genetikai betegségek megjelenésében mutatkoznak meg (Zéldag, 2003).

Polimorf mikroszatellita markerek hasznalataval fel lehet mérni egy adott -
beltenyésztettségi leromlast mutaté — allomany genetikai jellemzéit, vizsgalva azt is, hogy
ilyen esetekben milyen mértékben lehetséges a populacion bellli szarmazasellenbrzés
megbizhatésaga (Zenke és mtsai, 2007, 2009).
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4 ANYAG ES MODSZER
4.1 Rovid STR alapu vizsgalatok

4.1.1 Canine specifikus lokuszok kivalasztasa

A markerek kivalasztasanal harom szempontot vettem figyelembe. A mikroszatellitak
tobb

allélvaltozatban forduljanak el6 és amennyiben sokszorositas utani méretiik meghaladja a

ismétlédé egységei minimum négy bazisbél allanak (tetramer repeticidk),
200 bazispart, uj primer(ek) tervezésével lerévidithetéek legyenek megfeleld hosszusagura.
Ennek megfeleléen irodalmi adatok (Neff és mtsai, 1999, DeNise és mtsai, 2004, Halverson
és mtsa, 2005b, Eichmann és mtsai, 2004a, 2005) és a Canine Genome Project interneten
elérheté (http://research.nhgri.nih.gov/dog_genome) referencia szekvenciai alapjan hét
(1. tablazat). Az ivar

meghatarozdsa céljabol az Y-kromoszdéman elhelyezkedé SRY lokuszt vontam be a

potencialisan polimorf mikroszatellita markert valasztottam ki

tesztelésbe.

1. tablazat Kutya specifikus mikroszatellita markerek és azonositdé adataik

Marker Primer szekvencia (5'-3') Kromoszomalis hely Referencia
AACCGGTTGTGATTTCTGGG CFA2:36438658-

PEZ21 Halverson és mtsai (2005b)
GTCTGTGTCATTAGTGACATC 36438750
GACTCATGATGTTGTGTATC CFA20:4491447-

PEZ19 Neff és mtsai (1999)
TTTGCTCAGTGCTAAGTCTC 4491576
GCTCTTTGTAAAATGACCTG CFA27:10305692-

PEZ16 DeNise és mtsai (2004)
GTGGGAATCGTCCTAAAACCC 10305864
AGCCTGCTTCTCCTTCTTT CFA3:93135714-

REN124F09 http://research.nhgri.nih.gov
ACGCAGGACTCCGATAATA 93135854
CCCAATCTCCAGAGATTTTCC CFA18:38163822- ) )

WILMS-TF Eichmann és mtsai (2004a)
CCAGTCTCAGCTGTGTCCAA 38163993
GTTAGGTTCACAGTGGGCGT CFX:103978820-

FH2584 http://research.nhgri.nih.gov
ACTCAAAGACCTGGAGGGGT 103978985
CTCCCCTTCTCTACCTCCACCTCTAA CFA27:41977918-

VWF.X Eichmann és mtsai (2004a)
CAGAGGTCAGCAAGGGTACTATTGTG 41978074
GAACGCATTCTTGGTGTGGTCTC

SRY CFY Eichmann és mtsai (2005)
GGCCATTTTTCGGCTTCTGTAAG
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4.1.2 Primerek tervezése

A kivalasztott lokuszokra, amennyiben szikséges és lehetséges volt, Uj primereket

illetve primerparokat terveztem a Primer Designer 4 szoftver (http://www.scied.com)

segitségével, és igy a keletkez6 PCR termékek hosszat 200 bazisparnal révidebbre
redukaltam (2. tablazat). A kezd6 szakaszok tervezése soran figyelembe vettem, hogy az uj
oligonukletid szekvenciak az adott markerre specifikusak legyenek, valamint azt a
szempontot, hogy tébb marker egyidejld, egy polimeraz lancreakcidoban toérténd
sokszorositasa — multiplex PCR rendszer — is kivitelezhetévé valjon. Az alkalmazni kivant
primerek GC aranyat — amely meghatarozza az optimalis tapadasi hédmérsékletet, az un
»2annellaciot” — kézel azonos szintre allitottam be, valamint kikiiszébdltem az egyes primerek
dimerizalédasanak és az un. ,hairpin” strukturak kialakulasanak esélyét, amelyek a primer

DNS-szalhoz valé kotédését gatolnak.

2. tablazat Tervezett primer szekvenciak (délt betiikkel)

Marker Szekvencia (5'-3")
—=71E forvard GACTCATGATGTTGTGTATC
reverz TCTCTACTGTCTTGCTCTCT
e forvard GCTCTTTGTAAAATGACCTG
reverz ATCAGGGCAGTTTGGCACACT
forvard CAAGGGTCCCCCATATTGC
REN124F09
reverz CTGGCTCTATCTCTCTGTC
forvard CCCAATCTCCAGAGATTTTCC
WILMS-TF
reverz CCCACTGTTCTGTGGTTTGC
o forvard TCCCTCTGCTTACTTGCAAA
reverz GCAGAAAGTATGTTGCTCCT

4.1.3 Célfragmensek monoplex felsokszorozasa — a markerek polimorfizmusanak

felmérése

A kivalasztott hét mikroszatellita marker polimorfizmusat 75 kiilénb6z6 fajtaba tartozé
— a SZIE AOTK Klinikai anyagabdl szarmazé — 116 kutya vérmintajabol tisztitott DNS-sel
teszteltem (F1. tablazat). A vizsgalat monoplex PCR technikaval, az alabbi reakci6-mix

hasznalataval tortént:
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10xPCR Buffer Il : 2,5l 1x

MgCl; (25 mM) 2,5l 2,5mM
Primer Mix (10 pM) : 2 ul 0,4 pM
dNTPs (10 mM) o2 800 uM
Tag polim. (5U/ul) : 0,5l 5U

3 9,5 ul

DNS templat o1 1 ng

lonmentes steril viz : 14,5  ul

b2 25 l

Az alkalmazott PCR-program:
95°C -1 perc, (94°C - 30 mp, 58°C - 30 mp, 72°C - 30 mp) x 30, 72°C - 45 perc.

A sokszorositas hatékonysaganak ellenérzését illetve a fragmensek szeparalasat
poliakrilamidgél-elektroforézissel (PAGE) végeztem, és ezistfestéses eljarassal hataroztam

meg (Budowle és mtsai, 1991).

4.1.4 Genotipus-meghatarozas
4.1.4.1 Fragmensek elvalasztasa, meghatarozasa, szelektalasa

A monoplex formaban sokszorozott termékeket kapillaris elektroforézissel, ABI
Prism® 310 genetikai analizator készulékkel valasztottam el, és a mintakhoz kevert belsé
méretstandard — GeneScan™-500 LIZ™ Size Standard (Applied Biosystems) — segitségével
meghataroztam a pontos allélméretet. A fluoreszcens festékekkel jeldlt kezdd szakaszok
lézergerjesztett detektalasanak kiértékelését GeneScan® 3.1.2 szoftverrel (Applied
Biosystems) végeztem, a potencidlis allélként sokszorozott termékeket méretik alapjan

csoportositottam.

4.1.4.2 A kivalasztott fragmensek szekvencia-analizise

Az alléltipusok meghatarozasahoz és az allélek jellemzéséhez a pusztan méretbeli
kulénbségek dnmagukban nem elégendbek, ezért a méret alapjan szignifikansan elkilénulé
csoportokbdl egy, a kevésbé diszkrét mérettartomanyok esetében tébb allél bazissorrend

meghatarozasat végeztem el.
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Az STR allélek szekvenalashoz valé sokszorozasat a megfeleld, fluoreszcens
jeléléstél mentes (,sequence detection”) primerparral végeztem, a 4.1.3. fejezetben leirt PCR
protokollnak megfeleléen. A sokszorositas hatékonysaganak ellenérzését, a fragmensek
elkllonitését (PAGE) és eziistfestéses kimutatasat heterozigota allélek esetén a termékek
gélbél, Microcon YM-100 (Amicon, Millipore) koncentratorral torténd tisztitasa és

reamplifikalasa (ismételt felsokszorozasa) kdvette.

Az ismételt sokszorositasnal alkalmazott PCR-program:
95°C-10mp, (94 °C -1 perc, 58 °C - 1 perc, 72 °C - 1 perc) x 26, 72 °C - 45 perc.

Mivel bizonyos — az alléllétrak 6sszeallitdsahoz szikséges — alléleket csak heterozigbta
formaban figyeltem meg, és egyes esetekben ezek PAGE-el t6rténé elvalasztasa és gélbél
valé elkulondlt izolaldsa nem volt megfeleléen kivitelezheté (csak egy, vagy néhany bazis
kiildnbség volt a két allél kozott), a TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, 2004) klénozo
protokolljaval kilénitettem el a kérdéses szakaszokat. A plazmidok izolalasahoz a telepeket
steril vizben szuszpendaltam és lizaltam, majd az alabbi PCR-paraméterekkel

reamplifikaltam:

10xPCR Buffer Il 22,5 ul 1x
MgCl; (25 mM) 21,5 ul 1,5 mM
M13 primer par (10 pM) : 2 ul 0,8 pM
dNTPs (10 mM) :0,5u 200 uM
TaqGold (5 U/ul) : 0,2l 1U

3 6,7 ul

Plazmid DNS 5

lonmentes steril viz 13,3 ul

> 25

95°C -11 perc, (94°C - 30 mp, 56°C - 30 mp, 72°C - 30 mp) x 30, 72°C - 7 perc.

Az (ismételten) amplifikalt allélek tisztitasa és szekvenalasa standard protokoll szerint,
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) és BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, 2003) felhasznalasaval tértént. A szekvenalt termékek tisztitasa Centri-
Sep (Princeton Separations, 2004) oszlopon, elvalasztasuk ABI Prism® 310 genetikai

analizalé készuléken (Applied Biosystems) toértént. A szekvenciak szerkesztését és
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illesztését a Sequencing Analysis Software 3.4.1 (Applied Biosystems) és Sequencher™

4.1.2 (Gene Codes Corp.) szoftverek segitségével végeztem.

4.1.4.3 Alléllétrak készitése

A genotipizdlashoz szikséges alléllétrakat (allélsorokat) az ismert genotipusu
egyedek szekvencia vizsgalatokkal igazolt PCR-termékeinek Osszekeverésével allitottam
eld. A kivalasztott allélek kapillaris elektroforézissel (ABI Prism® 310) meghatarozott RFU
ertékei alapjan készitettem el a megfelel6 aranyu keveréket, igy biztositva a |étrafokok
detektalasi jeler6sségének kiegyensulyozottsagat.

A kész létrat a genotipizalasokhoz szikséges mennyiségben protokoll szerinti

tisztitassal (QIAquick PCR Purification Kit) illetve ismételt amplifikalassal hoztam létre.

Az alkalmazott PCR-program:
95°C -11 perc, (94°C — 1 perc, 58°C - 1 perc, 72°C — 1 perc) x 16, 72°C - 45 perc.

Felhasznalt reakcio-mix:

10xPCR Buffer Il :  5pul  1x
MgCl; (25 mM) o 5u 25mM
Primer Mix (10 pM) : 4 u 0,8 pM
dNTPs (10 mM) : 4u 800 uM
TagGold (BU/ul) : 1yl 55U

2 19 ul

Tisztitott 1étra S T

lonmentes steril viz : 30 ul

> 50 ul

Az amplifikalas hatékonysaganak ellendrzését illetve a fragmensek szeparalasat

poliakrilamidgél-elektroforézissel végeztem, és ezistfestéses eljarassal detektaltam.

4.1.4.3.1 Repeticios strukturak megallapitasa, elnevezése

A szekvencia adatok ismeretében az allélnevezéktant nemzetkdzi 6sszehasonlitasra

is alkalmas modon, az alabbi ajanlasok szerint alakitottam ki (Eichmann és mtsai, 2004a):
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o A DNS-szekvenciat 5’-3’ iranyban kell olvasni, és az alléltipus meghatarozasahoz
az irodalomban leirt, illetve a nyilvanos adatbazisba el6sz6r bejegyzett szalat kell
alapul venni.

o Az allélek elnevezése a teljes ismétlédési egységek (repeticid) szama alapjan
torténik.

o Nem teljes repeticiot is tartalmazoé szekvencia esetén (interallél, mikrovarians
allél) a teljes egységek szama utan egy ponttal elvalasztva kell feltintetni a
hianyos ismétlédés bazisainak szamat.

e Az STR markerek alléljait a repetitiv régidéban talalhatdé varians és nem varians

ismétlédési egységek egylttes szamanak alapjan kell elnevezni.

4.1.4.3.2 A genotipizalé szoftver kialakitasa

A genotipizalas, azaz az allélek mérete alapjan azok félautomata meghatarozasa és
felcimkézése (allele calling) a Genotyper® 2.5.2 szoftverrel (Applied Biosystems) tértént.
Figyelembe véve a referencia létrak allélméreteit, az alkalmazott belsé méretstandard tipusat
és az egyes markerek fluoreszcens jel6lését megirtam az adott lokuszokra vonatkozd
genotipizald6 makrokat, amelyekben kialakitottam az allél-ablakok mérettartomanyat a
populacios mintaban megfigyelt allélek szoérasi adatai alapjan. Ez a PCR-termék analizalé
rendszer igy alkalmassa valt az alléllétra és a minta allélméreteinek 6sszehasonlitasa
alapjan azoknak a fragment-tipusoknak a megfelel6 allélnévvel val6o ellatasara, amelyek

mérete egy adott allél-ablak mérettartomanyan belll esik.

4.1.5 Populaciégenetikai statisztikai analizisek

Bar a genetikai polimorfizmusok populacidogenetikai szempontbdl szamos értékkel
jellemezheték, az altalam alkalmazott eljarasok csak néhany, igazsagugyi és

leszarmazastani szempontbdl is fontos érték vizsgalatara terjedtek ki.

4.1.5.1 Populaciogenetikai alapértékek

A lokuszokon megdfigyelt allélgyakorisagok alapjan a kdvetkezd értékeket hataroztam
meg (Nei, 1973):
Hoos — (Observed Heterozigosity) az adott lokuszon ténylegesen megfigyelt heterozigdtak
aranya a populaciés mintaban.
Hexp — (Expected Heterozigosity) a populaciés mintaban az allélek megfigyelt gyakorisagabol

szamitott heterozigdtak vart aranya.
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H,, =1-

:pr

ahol p;: az i-edik allél megfigyelt gyakorisaga (Nei, 1973), n: a vizsgalt kromoszémak szama.

n

PD - (Power of Discrimination, megkllonbdztetési valoszinliség) az igazsaglgyi
genetikaban annak a kifejezésére szolgal, hogy mekkora az atlagos valoszin(isége annak,
hogy a két egyed — melyek a populaciobdl véletlenszerlien lettek kivalasztva — a vizsgalt

lokuszon eltéré genotipust mutat.
PDi=1-"x} tébb lokuszra kombinalva PD,,,, =1-]](1-PD,)

ahol x;: az i-edik genotipus megfigyelt gyakorisaga (Jones, 1972).

PE — (Power of Exclusion, kizarhatosagi val6szinliség) az igazsagligyi genetikaban annak a
kifejezésére szolgal, hogy mekkora az atlagos val6szinlisége annak, hogy a kérdéses egyed
— a populaciébdl véletlenszerlen kivalasztva — adott szlilé-utdd relaciobdl, mint masik

lehetséges szl kizarhato.
PEi = Z(Z p! )2 ~>'p; tobb lokuszra kombinalva PE,,, =1-]](1-PE,)

ahol p;: az i-edik allél megfigyelt gyakorisaga (Ohno és mtsai, 1982).

PIC — (Polymorphic Information Content) polimorfizmus informacié tartalom (Botstein és

mtsai, 1980); az adott lokusz sokalakusagabol adédé informativ érték.

n

PIC=1-Y p2 =Y Y 2p1p

i=1 j=i+l

ahol p;;:a megfigyelt allélek gyakorisaga.

4.1.5.2 Hardy-Weinberg egyenstuly (HWE) meghatarozasa

Az allélek lokuszon bellli figgetlenségének vizsgalatat, azaz a Hardy-Weinberg
egyensuly meglétét exact-teszttel (Guo és mtsa, 1992), az Arlequin ver.2000 szoftver
(Schneider és mtsai, 2000) felhasznalasaval végeztem. Az alkalmazott tesztparamétereket a
szoftver altal ajanlott hatarértékek kdzott allitottam be (Markov-lanc 1épés-szama: 1000000;

dememorizacio Iépés-szama: 1000).

4.1.5.3 Linkage disequilibrium (LD) meghatarozasa

Az allélek lokuszok kozotti fliiggetlenségét illetve lehetséges kapcsoltsagat, azaz a

.Kapcsoltsagbél fakadd kiegyensulyozatlansag” vizsgalatat permutacios valoszinlségi
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hanyados teszteléssel (Slatkin és mtsa, 1996), az Arlequin ver.2000 szoftver
felhasznalasaval végeztem. A teszt lokuszparokra alkalmazott paramétereit a szoftver altal
ajanlott hatarértékek kozoétt allitottam be (permutacidk szama: 10000; kezdeti feltételek

szama: 10).

4.1.5.4 Tesztsorozatok, Bonferroni-eljaras

Amennyiben az egyensulyi tesztelés soran az egyensulyt a lokuszok dsszességén
vizsgaljuk, akkor a lokuszok ugyanazon a hipotézisen elvégzett tesztsorozatban vesznek
részt. Ebben az esetben a tesztsorozat szignifikancia-szintje (az un. kisérleti jellegdi hibarata)
annak a valoszin(isége, hogy a tesztek kdzll legalabb egy a nullhipotézis elvetését okozza,
ha a nullhipotézis igaz. A kisérleti jellegi hibarata (a’) a kbvetkezéképpen fejezhetd ki:

a=1-(1-a)=La,
ahol a az egyedi teszt szignifikancia-szintje és L a tesztek szama.

A fenti procedurat Bonferroni-eljarasnak hivjuk (Weir, 1996). Annak érdekében, hogy
elkerlljuk a hipotézis hamis elvetését, minden egyedi tesztelést szorosabba kell tenni a fenti
képlet atalakitott formaja szerint, amely:

a=alL.

Ezek alapjan a 11 STR marker tesztsorozata esetén az o’ = 0,05 kisérleti hibaratahoz a =

0,0046 egyedi szignifikancia-szintet alkalmaztam.

4.1.6 Multiplex rendszerek létrehozasa

A polimorfizmus vizsgalatokkal felmért hét STR lokuszt kiegészitettem a mar
korabban leirt, megfeleléen révid és kell6 valtozatossagot mutaté PEZ1, PEZ3, PEZ5,
FH2054 (Padar, 2006) markerekkel, valamint az SRY lokusszal, és az ¢sszesen 12 markert
két multiplex reakciéban allitottam 6ssze. Mivel az egyes lokuszok mérettartomanya atfedé,
megklilénbdzetésiiket eltérd szinl fluoreszcens jeléléssel (Applied Biosystems) biztositottam
(3. tablazat).

3. tablazat STR markerek csoportositasa két multiplex (miniplex, MP I, MP Il.) PCR

reakciéban és az alkalmazott fluoreszcens jel6lés tipusa (a kimutatas soran észlelt szinnel)

MP I. PEZ1 PEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16 REN124F09
Jeldlés | 6-FAM VIC NED PET 6-FAM VIC

MP 1. FH2054 PEZ19 FH2584 WILMS-TF  vWF.X SRY
Jeldlés | 6-FAM VIC NED PET VIC NED
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Az elbzetes vizsgalatok alapjan az allélcsucsok erbteljes ,vallasodasat” tapasztaltam,
ezért a reverz primerek 5 végét hozzaadott — un. ,pig-tail” szekvenciaval (GTTCTT) —

moddositottam (Brownstein, 1996).

4.1.7 A moédszer érzékenyitése

A vizsgalé multiplex kitek — kielégité eredményre vezeté — kiindulasi (templat) DNS
minta igényét (standard protokoll szerint 10-100 ng) a kulénb6zé mértékben degradalt,
alacsony koépiaszamu helyszini mintak altalaban nem tudjak biztositani. Az altalam
Osszedllitott, két miniplex rendszerben sokszorozott lokuszokat ennél lényegesen — két

nagysagrenddel — kisebb, 0,05-2 ng templat-tartomanyban teszteltem.

Az optimalizalt PCR-program és kondiciok:

95°C -11 perc, (94°C —45 mp, 58°C - 45 mp, 72°C —45 mp) x 34, 72°C - 20 perc.

Miniplex I. reakcié-mix Miniplex Il. reakcié-mix

BSA (2 mg/ml) 2 0,6 pl BSA (2 mg/ml) 0 0,6
10xPCR Buffer Il : 2 pl 10xPCR Buffer Il : 2 pl
MgCl; (25 mM) 2l MgCl; (25 mM) 2
Prim. mix 1. (20 pM) : 5 pnl Prim. mix II. (20 pM): 1l
dNTPs (10 mM) 2 dNTPs (10 mM) 2
TagGold (5U/ul) : 044l TagGold (5 U/ul) : 04yl
3 12l 2 8 ul
Templat DNS 1ol Templat DNS 1ol
lonmentes steril viz : 7yl lonmentes steril viz 111yl
> 20 2 20

Az amplifikdlas hatékonysagat poliakrilamidgél-elektroforézissel ellenériztem, és
ezlstfestéssel mutattam ki. A multiplex formaban sokszorozott fragmensek Kkapillaris
elektroforézissel torténd elvalasztasat ABI  Prism® 310 genetikai analizatorral, a
fluoroforokkal jelélt primerek lézergerjesztett detektalasanak kiértékelését GeneScan® 3.1.2

szoftverrel végeztem.
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4.1.8 Eseti alkalmazas

Kutya eredet(i, degradalt mintdk vizsgalatara leginkabb két terlleten mutatkozik
igény. Egyrészt a tenyésztbk, masrészt a kilénb6zd hatésagok — birdsag, rendérség,
6nkormanyzat — feldl érkeznek megkeresések és kirendelések genetikai azonositd vizsgalat
elvégzésére. A Kkifejlesztett miniplex kitek alkalmazhatésagat ezekkel 6sszhangban

tenyésztési és bilnigyi esettipusokon vizsgaltam.

4.1.8.1 Leszarmazas vizsgalata

El6zmény: Cane corso fajtatenyésztdé két kolyok vonatkozasaban a lehetséges
nemzd kan biolégiai apasaganak megallapitasat kérte.

Vizsgalat: A szuka és a feltételezett kan szajnyalkahartya-térletébdl illetve egy kan és
egy szuka kolydkkutya levagott farokvégébdél DNS kivonast végeztem proteolitikus emésztés,
szerves kémiai extrakcié és ultrakoncentracio modszerrel (Comey és mtsai, 1994). A mintak
DNS-tartalmanak szemikvantitativ meghatarozasara agar6z gélelektroforézist és etidium-
bromid fluorofér festést alkalmaztam standard protokoll szerint. A kinyert DNS-bél az
Osszeallitott két multiplex PCR segitségével az ivart meghatarozé SRY lokuszt a 11 rovid
mikroszatellita markerrel egytitt sokszoroztam. A fluoreszcens jel6lési amplikonok |ézeres
kimutatasat és kiértékelését ABI Prism 310 genetikai analizator késziléken a GeneScan®
3.1.2 szoftver segitségével végeztem, a genotipusok meghatarozasara a kutya

mikroszatellitakra modositott Genotyper® 2.5.2 szoftvert hasznaltam.

4.1.8.2 Degradalt minta azonositasa

El6zmény: Nyiradony varos jegyz6je, mint els6fokl szabalysértési hatdsag, egy
srongalassal okozott” kar (47 anyajuh és 6t barany megélése) elkdvetéjének megallapitasa
céljabdl a helyszini birkakaram keritésén fellelt sz6rcsomo és a feltételezett tamado kutyatol
biztositott sz6rminta genetikai 6sszehasonlitd vizsgalatat kérte.

Vizsgalat: A helyszini- és a feltételezett tamadd kutyatdl szarmazd szdérmintak
gyokérhivelyi részébdl fénymikroszképos ellenérzé vizsgalatot végeztem. A DNS kivonast,
multiplex PCR sokszorositast valamint a fluoreszcens jel6lési amplikonok |ézeres

detekcidjat és kiértékelését az 4.1.8.1. fejezetben leirtakkal megegyez6 modon végeztem.

32



4.2 Szomatikus mutacio vizsgalata

4.2.1 Szérmintak gyljtése és csoportositas

A szomatikus mutacié eléfordulasanak lehetéségét harom éves, bullmasztiff fajtaju,
néstény kutya négy, kilonbdzd testrészérdl kitépett, eltérd fejlédési stadiumban Iévé 600 db
sz6rmintajan végeztem (4. tablazat).

Az egyes szlOrszalak kategorizalasa a sz6rhagymak fénymikroszképos vizsgalata
alapjan tértént, amely soran harom névekedési/degeneracios fazist kilénitettem el (4. abra).
A gyokérhivelyi sejteket vizudlisan nem tartalmazo, telogén fazisu széréket a vizsgalatba

nem vontam be.

c
4. abra Anagén (a), katagén (b) és késbi katagén (c) szérszalak fénymikroszkopos képe

(sajat felvételek)

4. tablazat Négy testrészrél gy(jtdtt szérszalak szama fejlédési stadiumonként

Testrész Fejlédési stadium Szdrszalak szama (db)
Hat anagén 58
katagén 125
késbi katagén 78
Pofa anagén 27
katagén 34
késdbi katagén 44
Mellsé labak anagén 31
katagén 55
késdi katagén 21
Hatso labak anagén 42
katagén 53
késdi katagén 32
Osszesen anagén 158
katagén 267
késoi katagén 175

33



Az objektiv csoportkialakitas ellen6rzésére 40 db, kulénbdzd fejlédési stadiumu

kutyaszér ismételt fénymikroszkopos meghatarozasat végeztem el.

4.2.2 DNS kivonasa, a vizsgalando6 szakaszok multiplex sokszorositasa és

genotipizalasa

A genetikai vizsgalatokhoz a szbérszalak levagott, 0,3-0,5 cm hosszu, gydkérhuvelyi
sejteket tartalmazé részét hasznaltam fel, amelynek kis kopiaszamu DNS kivonasara is
alkalmas moédszerét harom kiilénbdz6 eljarassal teszteltem (5. tablazat):

1., “Szerves extrakcios” modszer: emésztés proteinaz K enzimmel, tisztitas fenol-

kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keverékével, ultrasziirés és koncentralas

Microcon-30 (Millipore) membranokon (Padar és mtsai, 2001);

2., BioRobot EZ1: emésztés proteinaz K enzimmel, etanolos precipitacio, tisztitas és

koncentralas szilika oszlopon (Qiagen, 2008; Anslinger, 2005);

3., Pellet Paint®: alkoholos ko-precipitacion alapulé médszer (Novagen, 2003).

5. tablazat Harom kilénb6z6 DNS tisztitasi mddszerrel preparalt, kilénbdz6 ndvekedési

fazisu sz6rszalak szama

Szdérszalak szama (db)
Szér fazis
Szerves BioRobot Pellet Paint
Anagén 114 24 20
Katagén 234 18 15
Késéi katagén 138 22 15

Kontroll mintaként a donor kutyatdl vett szajnyalkahartya-térletet hasznaltam,
amelynél a ,szerves extrakcios” DNS preparalasi eljarast alkalmaztam.

A DNS-tisztitas sikerességét agar6z gélen ellenériztem, majd a tiz, kutya specifikus
STR marker (PEZ1, FHC2054, FHC2010, PEZ5, PEZ20, PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZS,
FHC2079) egyittes sokszorozasat 10 pl reakcié végtérfogatban, a gyartd ajanlasai alapjan
végeztem (StockMarks® Dog Genotyping Kit, Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA). A
sokszorozasi hatékonysag ellenbrzését poliakrilamidgél-elektroforézissel és ezistfestéssel
végeztem. A fragmensek kapillaris elektroforézissel térténé elvalasztasat ABI Prism® 310
genetikai analizatorral, a fluoroférokkal jeldlt primerek lézergerjesztett detektalasanak
kiértékelését GeneScan® 3.1.2 szoftverrel, a szdérszalak genotipusanak meghatarozasat a

Genotyper v2.5.2. szoftverrel végeztem.
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4.2.3 Ellen6rzé PCR vizsgalatok

Azokat a tisztitott DNS-mintakat, amelyekbdl a teljes DNS-profil egy vagy tébb
markeren a kontrollként alkalmazott nyalmintdbdl meghatarozott genotipustol eltérést
mutatott, ismételt multiplex és/vagy monoplex PCR vizsgalattal ellenériztem. Az egyes

lokuszok monoplex sokszorositasa az alabbi reakcié-mix hasznalataval tértént:

10xPCR Buffer Il : 2,5 ul 1x
MgCl, (25 mM) :25u  25mM
Primer Mix (10 pM) : 2 ul 0,8 pM
dNTPs (10 mM) 2yl 800 uM
Taq polim. (5 U/ul) : 0,5 ul 0,1U
b3 9,5

DNS templat 1 1 ng

lonmentes steril viz :14,5  ul

5 25

Az alkalmazott PCR-program:

95°C -1 perc, (94°C - 30 mp, 56°C - 30 mp, 72°C - 30 mp) x 32, 72°C - 30 perc.

A reakci6 hatékonysagat poliakrilamidgél-elektroforézissel ellenériztem és
ezlstfestéses eljarassal mutattam ki. A monoplex formaban sokszorozott fragmensek
elvalasztasat és meghatarozasat ABI Prism® 310 genetikai analizatorral, GeneScan® 3.1.2

és Genotyper v2.5.2. szoftverrel végeztem.
4.2.4 Statisztikai elemzés

A szdrszalak genetikai profiljdnak meghatarozasa utan az eredményeket a kilénbdz6
DNS-tisztité  eljarasok, szérfazisok és testtajak szerint csoportositottam, majd az

dsszehasonlitott aranyszamokat az Instat statisztikai program Yate’s korrekcios y*-tesztjével

elemeztem (http://www.rdg.ac.uk/SSC/software/instat/instat.html).
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5 EREDMENYEK
5.1 Rovid mikroszatellita markerek és polimorfizmusuk vizsgalata

A Kkivalasztott hét mikroszatellita markerb6l 6tnél a PCR termékek hosszanak

csOkkentését, hogy azok ne haladjak meg a 200 bp-os méretet, Uj forvard és/vagy reverz

primerek tervezésével valésitottam meg (6. tablazat).

6. tablazat A tervezett forvard és/vagy reverz primerek hasznalataval keletkez6 amplikonok
réviditésének mértéke

Marker ‘ PEZ19 PEZ16 REN124F09 WILMS-TF FH2584

Révidités mértéke (bp) ‘ -64 -132 -100 -119 -149

Az igy kialakitott révid markerek valtozatossagat monoplex PCR reakcioval mértem fel a
vizsgalt magyarorszagi kutyaallomanyban. Az adott lokuszokon belil a sokszorozott allélek
hosszusaganak csoportositasaval diszkrét illetve kevésbé diszkrét alléltartomanyokat
kaptam (F2.a-b. abra). A csoportok méret szerinti elkilénllése egyértelm( allélazonositasra

nem alkalmas, ugyanakkor megfelel6ek a lokusz mérettartomanyanak becsléséhez és az

alléllétrat alkoto fragmensek kivalasztasahoz (5. abra).

PEZ 19
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oo
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Méret (bp)

5. abra Allélek méretbeli eloszlasa a PEZ19 lokuszon GS500 LIZ bels6 méretstandard

hasznalataval

5.2 Genotipizalas

A genotipus meghatarozasa a referencia allélekb8l Gsszeadllitott alléllétrak
segitségével tortént. A 116 egyedet szamlalé kutyacsoport vizsgalata soran a 12 lokuszon

Osszesen 108 allélt illetve allélvarianst mutattam ki (7. tablazat).
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7. tablazat Osszesen megfigyelt alléltipusok szama lokuszonként

Lokusz (MP 1.) PEZ1 BEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16  REN124F09
Alléltipusok szama 7 6 11 5 11 5
Lokusz (MP 11.) PEZ19 WILMS-TF FH2054  FH2584 vWF.X SRY
Alléltipusok szama 6 24 11 14 7 1

5.2.1 A kivalasztott fragmensek szekvencia-analizise

A monoplex PCR termékekbdl kivalasztott referencia alléleket azok szekvencia
meghatarozasat kdvetben a nemzetkdzi génbank informacios adatbazisaban ellenbriztem
(Altschul, 1997), és az uj, eddig nem ismert szerkezetl markerek reprezentans alléljeinek
bazissorendjét a GenBank-ban jegyeztettem [Ac. No.: FJ169896, FJ169897 (PEZ16);
FJ169898 (PEZ21); FJ169899 (PEZ19); FJ169900, FJ169901 (REN124F09); FJ169902
(FH2584), GenBank, (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)].

5.2.2 Alléllétrak készitése

A genotipizalashoz szikséges allélsorokat az ismert genotipusu egyedek szekvencia
vizsgalatokkal igazolt méretli, monoplex PCR-termékeinek 6sszekeverésével allitottam el6.

Az allélkoktélok tartalmazzak a vizsgalati csoportban eléfordulé legkisebb és legnagyobb

allél kozoétti tartomanyban medfigyelt, tébbnyire minden egész szamu ismétlédéssel
rendelkezd referencia allélt (6., F3. abra).
i} - GS Display-1 ‘B8
m 88 a0 as 100 106 110 118 120 126 130 138 140 145 180 185 IISEI 188 170 176 180 185 180 185 200
so0 PEZ21
200
L LA A LA
BE 2R A4 PEZ21 Ladder
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smi g
HE 108 : A3 WILMS ladder reamp / 68/4
- J\\ j\ PEZ16
o _ el J’\_A_ J\._)'\_LJ’\_L_A‘_A__
EE 132 : ASPEZIC Ladder /
‘: !\ A PEZ19
. AA AL Eoemoern,
Bl 1806 : A7 PEZ13 Ladder /
2403 A VWE.X
1203
A A A A A A A
EE 56 :A11 vWEX Ladder /
500 ] REN124F09
L . f[_n,_n_,}\ L
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- f;: FH2584 || |
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6. abra Hét STR marker fluoreszcens jeldlési alléliétraja kapillaris elektroforézis utan
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5.2.3 Multiplex PCR vizsgalérendszer

Az atfed6 mérettartomanyu lokuszokat — 6sszesen 12 markert — eltéré szini fluorofor
jeloléssel tettem megkllénbdztethetévé, és két multiplex reakciéban — Miniplex I. (MP 1.) és
Miniplex II. (MP II.) — éllitottam 6ssze (7., F4.a-b. abra).

Az MP |. és MP Il. rendszer tartalmazza a monoplex vizsgalatokkal felmért
valtozatossagu hét STR lokuszt (PEZ21, PEZ16, REN124F09, PEZ19, WILMS-TF, FH2584,
vWF.X), kiegészitetve a mar ismert polimorfizmusu, révid PEZ1, PEZ3, PEZ5, FH2054

markerekkel (Padar, 2006), valamint az SRY lokusszal.

MiniPlex I.

PEZ1 I
PEZ5 S

PEZ3

PEZ21

PEZ16 _132

REN124F09 &

MiniPlex I1.

Marker

PEZ19 &

WILMS-TF - 119

_—
FH2054 ——————————
FH2584 - 149

I
VWF.X —_—
SRY —

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Méret (bp)

7. abra Miniplex I. és Il. rendszer STR lokuszai, PCR termékeik mérettartomanya, az eredeti
alléiméretekhez viszonyitott roviditésiik mértéke és az atfedd alléltartomanyok eltérd szind

fluoreszcens jelélése

Az allélek ,vallasodasanak” kikliszobdlésére moédositott primereket — ,pig-tailed
primer” — alkalmaztam, igy elkerilhetévé valt a részleges lancvégi adenilaciobol adédoé

kettds csucsok téves, interallélként valé azonositasa (8. abra).



| |
|

Il | i
b .‘I “'. " .\

|

8. abra Két marker alléljeinek ,vallasodasa” (a) és a ,pig-tailed” primerek hasznalataval

kapott, teljesen adenilalt (+ A) termékek (b) — szinezett csucsok

5.2.4 Félautomata kiértékelés

Az allélek elvalasztasa és kimutatasa soran a fragmensméretek kiértékeléséhez

GS500 LIZ belsé standardot hasznaltam. A Genotyper® 2.5.2 szoftver bedllitasait,

algoritmusait a méretezési- és szérasértékeknek megfeleléen atalakitottam, és segitségével

valamint a referencia allélek (alléllétrak) alkalmazasaval meghataroztam az egyedek

genotipusat, lecstkkentve igy az elektroforetikus futds ingadozasaibdl és a manualis

kiértékelésbdl fakadoé hibalehetéségeket (9., F5.a-f. abra).

(3) )
fo_ 12 144 146 148 150 152 154 1% 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180
FHZ584

| FHZSE4.186 14 Yellow 17/13
600
400
200

163 '

A9 FH2584.5%0 10 Yellow 23/1
3000
2000
1000

173

9. abra Két minta genotipusanak meghatarozasa az FH2584 lokuszon a Genotyper® 2.5.2

szoftver alkalmazasaval

5.2.5 Lokuszok jellemzése

Az allélek bazismotivum ismétliddését, (repeticids) strukturajanak megallapitasat

szekvencia analizis alapjan végeztem. Eredményeimet a publikalt adatokkal (Eichmann,

2004a) hasonlitottam 8ssze, és az allélek nevezéktanat nemzetkdzileg megfeleltethetben, az

ismétl6d6é egységek szama alapjan alakitottam ki. A 10. abra szemlélteti az eddig még

feltaratlan szerkezet(i allélek bazissorrendjét, a F6. abran a mar ismert felépités(, de sajat
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szekvencia-vizsgalatokkal is megerdsitett eredmények lathaték (amelyek nélkiilézhetelenek

voltak az alléllétrak 6sszeallitdsahoz).

Marker Alléel  bp Ismétlédés szerkezete
PEZ21 8 90 33bp (TAAA); 25bp
94 33bp (TAAA), 25bp

10 98 33bp (TAAA) 25bp

1 102 33bp (TAAA),; 25bp
PEZ19 1 136 23bp (AAAT),, 69bp

12 140 23bp (AAAT);,69bp
REN124F09 8 136 44bp (TTTTA)TTTA(TTTTA)s 48bp

141 44bp (TTTTA),TTTA(TTTTA), 480p
141 44bp (TTTTA); TTTA (TTTTA); 48bp

11 151 44bp (TTTTA), TTTA(TTTTA)s 480p
FH2584 15 158  20bp (CTTT),s 78bp

16 162 20bp (CTTT)s 78bp

163 165  20bp (CTTT),s CTT 78bp

17 166  20bp (CTTT),; 78bp

173 169 20bp (CTTT),; CTT78bp
183 173 20bp (CTTT)ss CTT 78bp
202 180 20bp (CTTT)ss (CTT), 78bp

PEZ16 16 157 43bp GAAA),; (GGAA); (GAAA), 50bp
17 161 43bp (GAAA)s (GGAA) GAAA 50bp
17 161 43bp (GAAA),2(GGAA); GAAA 50bp
18 165 43bp (GAAA); (GGAA);o GAAA 50bp
19 169 43bp (GAAA); (GGAA);; GAAA 50bp
19 169 43bp (GAAA),2(GGAA)s GAAA 50bp
20 173 43bp (GAAA); (GGAA),, GAAA 50bp
20 173 43bp (GAAA),3 (GGAA)s GAAA 50bp
26 197 43bp (GAAA),, (GGAA),;;GAAA 50bp
26 197 43bp (GAAA),3(GGAA),; GAAA 50bp
27 201 43bp (GAAA),2 (GGAA).; GAAA 50bp

10. abra Ot kutyaspecifikus STR marker allélvaltozatainak szerkezete a szekvenalasi
adatok alapjan - a markerszerkezet 6sszetettségének fliggvényében lokuszonként eltéré

szamu allélt vizsgaltam

Szerkezeti jellegzetességik alapjan az 6t tetramer, egy pentamer és egy hexamer
ismétiédéssel rendelkez6 lokusz két kategdriaba volt csoportosithatdo. A markerek kozal
harom — PEZ21, PEZ19, VWF.X,— egyszerl repeticiokkal, négy — REN124F09, PEZ16,
WILMS-TF, FH2584 - pedig &sszetett nukleotid varianciat tartalmazd ismétlédésekkel

rendelkezd alléleket tartalmaz.
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5.2.5.1 Egyszerii ismétlédéseket tartalmazé lokuszok

PEZ21 lokusz: Alléljait a ,TAAA” ismétlédésl tetramer struktura jellemzi. A vizsgalt
kutyamintak 90-106 bp hosszu fragmenstartomanyaban 6t allélt figyeltem meg, interallélikus
varianst nem talaltam. Egy adott allél — X" — elnevezése

X = (TAAA),
alapjan tortént. Az allélgyakorisag 4,7% (,12” allél) és 44% (,11” allél) kdzbtt valtozott (F7.a.

abra).

PEZ19 lokusz: Alléljait a ,AAAT’ ismétlédésl tetramer struktira jellemzi. A vizsgalt
kutyamintak 124-144 bp hosszlu fragmenstartomanyaban hat allélt figyeltem meg,
interallélikus varianst nem talaltam. Egy adott allél — X" — elnevezése

X — (AAAT),
alapjan tortént. Az allélgyakorisag 2,2% (,13” allél) és 44% (,11” allél) kdz6tt valtozott (F7.b.

abra).

VWF.X lokusz: Alléljait a ,AGGAAT ismétlédésli hexamer struktura jellemzi
(Eichmann, 2004a). A vizsgalt kutyamintak 151-189 bp hosszu fragmenstartomanyaban hét
allélt figyeltem meg, interallélikus varianst nem talaltam. Egy adott allél — , X" — elnevezése

X - (AGGAAT),
alapjan tértént (Eichmann, 2004a). Az allélgyakorisag 0,4% (,14” allél) és 53,9% (,9” allél)

kozott valtozott (F7.c. abra).

5.2.5.2 Osszetett ismétiddéseket tartalmazé lokuszok

REN124F09 lokusz: Alléljait a ,TTTTA” ismétlédésii pentamer struktura jellemzi,
amelyet egy ,TTTA” egység két részre oszt. E kdzbeékel6dott egység helyzete azonos
hosszusagu fragmensekben (pl. ,9” allél) eltérd lehet (10. abra). A vizsgalt kutyamintak 131-
151 bp hosszu fragmenstartomanyaban 6t allélt figyeltem meg, interallélikus varianst nem
talaltam. Egy adott allél — , X" — elnevezése

Xpemy — (TTTTA), TTTA (TTTTA)q

alapjan tortént. Az allélgyakorisag 1,3% (,10” és ,11” allél) és 49,6% (,8" allél) kozott
valtozott (F7.d. abra).

PEZ16 lokusz: Alléljait a ,GAAA” és ,GGAA” ismétlddésli tetramer struktura jellemzi.
Mindkét blokk minden allélban megdfigyelhetd valtoz6 szamban és az azonos hosszusagu

allélek (pl. ,20” allél) kulénbdzb szerkezetliek — un. mobilitasi variansok - lehetnek (10. abra).
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A vizsgalt kutyamintak 149-201 bp hosszu fragmenstartomanyaban 14 allélt figyeltem meg,
interallélikus varianst nem talaltam. Egy adott allél — . X" — elnevezése

Xpoem)  — (GAAA),; GGAA, (GAAA),
alapjan tortént. Az allélgyakorisag 0,4% (,14”, ,15” és ,25” allél) és 26,7% (,20” allél) kozott
valtozott (F7.g. abra).

WILMS-TF lokusz: Alléljait a ,GAAA” ismétlédési tetramer struktira jellemzi
(Eichmann, 2004a). A vizsgalt kutyamintak 152-191 bp hosszu fragmenstartomanyaban 24

allélt figyeltem meg, amelyek kdzt 14 interallélikus varianst (,X.1, X.2, X.3” allélek) talaltam.

Egy adott allél — X" — elnevezése

X = (GAAA),,

X1 > (GAAA); G (GAAA),;

X.2 — (GAAA),.1 (DEL)

X.3 — (GAAA)«3 GAA (GAAA);
alapjan tortént. Az X.2 interallélikus varians |étrej6ttét a 3’ flanking régioban talalhato kettd
bazispar (CT) kiesése okozza, mig a X.1 és X.3 interallél kdzbeékelt guanint illetve
inkomplett (GAA) repeticios egységet tartalmaz (Eichmann, 2004a). Az allélgyakorisag 0,4%
(-97, ,11.27 ,15.17, ,16.2” allél) és 16,4% (,14” allél) kdzott valtozott (F7.h. abra).

FH2584 lokusz: Alléljait alapvetéen a ,CTTT ismétlédés(i tetramer struktura jellemzi.

A vizsgalt kutyamintak 158-191 bp hosszu fragmenstartomanyaban 14 allélt figyeltem meg,
amelyek kozt hat interallélikus varianst taldltam. Egy adott allél — X" — elnevezése

X = (CTTT),

X.2 — (CTTT)«1 (ADD),

X.3 — (CTTT)« (ADD)
alapjan tortént. Az X.2 és X.3 interallélikus variansok létrejottét a 3’ flanking (hatarolo)
régiodban talalhatoé 3 bazispar (CTT) dupla-, illetve szimpla addiciéja okozza. Az X.1 interallél
strukturajanak  meghatarozasahoz  tovabbi  szekvenciaadatok  szlikségesek. Az
allélgyakorisag 0,4% (,20.2” allél) és 18,5% (,17” allél) k6zo6tt valtozott (F7.e. abra).

5.3 Statisztikai ellen6rzés

A statisztikai elemzésre szolgalé adatokat a vizsgalt 116 kutya 11 STR markeren —
Miniplex I. és Il. — térténd genotipusanak meghatarozasaval nyertem (F2. tablazat). A

részleges genotipusokat (harom minta 6sszesen harom lokuszan tapasztalt allélkiesést
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illetve tartomanyon kivil detektalt allélt) a szamitdgépes programok hianyos profilként

kezelték.

5.3.1 Allélgyakorisag, populaciogenetikai alapértékek

A 116 egyedet szamlalé vizsgalati mintdban a 11 lokuszon megfigyelt allélszam (5-
24), az allélgyakorisagi értékek tartomanya (0,4% és 53,9% kozott) és megoszlasa, a
heterozigozitasi  értékek (Hops, Hexp), @ kizarhatésagi- illetve megkilénboztetési
valoszinliségek (PE, PD) valamint a polimorfizmus informaci6 tartalom (PIC) értékei az

egyes lokuszok vonatkozasaban jelentésen eltértek (8., F3. tablazat, F7.a-k. abra).

8. tablazat Miniplex I. és Il. (MP 1., MP Il.) markerek heterozigozitasi (H) értékei,
kizarhatésagi- (PE) illetve megklldonbdztetési valdszinlisége (PD) és polimorfizmus

informacié tartalma (PIC) a vizsgalt kutyaallomanyban

MP 1. PEZ1 PEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16 REN124F09
Hobs 0,60 0,43 0,66 0,42 0,71 0,48
Hexp 0,78 0,63 0,87 0,69 0,83 0,57
PE 0,57 0,39 0,74 0,43 0,66 0,28
PD 0,92 0,79 0,96 0,84 0,94 0,72
PIC 0,75 0,58 0,86 0,63 0,81 0,47

MP II. PEZ19 WILMS-TF FH2054 FH2584 VWF.X

Hobs 0,57 0,78 0,72 0,31 0,48

Hexp 0,68 0,92 0,85 0,89 0,59

PE 0,42 0,83 0,70 0,76 0,32

PD 0,84 0,98 0,96 0,94 0,76

PIC 0,62 0,91 0,83 0,87 0,51

A vart heterozigozitas értékei (Hexp) 0,57—0,92, a megfigyelt heterozigozitas értékek
(Hobs) pedig 0,31-0,78 kozott valtoztak. Legalacsonyabb értékekkel tébbnyire a REN124F09
lokusz rendelkezett, amelynek egyuttal kizarasi- és megkulénboztetd valdszinliségi szintje is
a legkisebb volt. A legmagasabb értékek minden szempontbél a WILMS-TF markert
jellemezték. A legalacsonyabb megfigyelt heterozigozitasi értéket a FH2584 lokuszon
tapasztaltam (Hos = 0,31), a kombinalt kizarasi valoszinliség PExomp = 99,9953%-nak, a
kombinalt megkulénbbztetési valoszinliség pedig PDiomp = 99,999999999507 %-nak

bizonyult.
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5.3.2 Genetikai egyensuly

A Hardy-Weinberg egyensuly vizsgalatara iranyuld, Arlequin szoftverrel végzett
analizis soran az exact-teszt 11-bél nyolc lokuszon szignifikans — P < 0,0046 — eltérést
mutatott az egyensulyi allapottél. A PEZ19, vWF.X és FH2054 markeren (7-es, 9-es illetve
11-es szammal jel6lve) a Bonferroni-korrekcié alkalmazasaval nem tapasztaltam devianciat
az egyensulytol.

A lokuszparok kapcsoltsagara iranyul6 ésszehasonlité elemzés az Arlequin szoftver
permutacios valészinlségi hanyados tesztjének ,Expectation-Maximization” algoritmusaval,
55 teszttel tértént. Mindéssze egy lokuszpar esetén kaptam a Bonferroni-korrekciéval is

szignifikans eltérést az egyensulyi allapottél (1/55 - 1,82%) (11. abra).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
HWE Illll‘l‘l‘ll ll‘ ‘Il

1-PEZ1
2-PEZ5
3-PEZ3
4-PEZ21
5-PEZ16
6-REN124F09 (]
7-PEZ19

8-WILMS-TF
9-FH2054

10-FH2584
11-vWF.X ‘

11. abra A 11 lokusz Hardy-Weinberg-egyensulyanak (felsd sor) és paronkénti
kapcsoltsaganak vizsgalata [m : szignifikans (P < 0,0046) eltérés a HWE ill. a kapcsoltsagi

egyensuly — Linkage Equilibrium, LE — meglététél]
5.4 Erzékenység

A 12 rovid lokusz két multiplex rendszerben térténd érzékenységét 2—0,05 ng

kiindulasi DNS tartomanyban teszteltem, és kapillaris elektroforézissel hataroztam meg
(12.a-b. abra).
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12.a. abra Miniplex |. PCR érzékenyitése kiildonbdz6 kiindulasi DNS mennyiségekkel

B = =
4800 § SRY PEZ19 FH2054 VWF. X WILMS-TF
1 0,2 ng j\ Fstsj\
o A A A B A A
EE 4822 5IL0.2m / 7213 B 4020 50,2/ T3NE
Dl 4 :2a_sPio2n /7202 Bl sz 02y s 70
24001
1800
1200 0,1 ng
6001
] A __A A A ...AAE__
EE 5823 _58i0,1n /T4 EE  50:23 210,19 /7314
O 5723 _8PILO0,1ng / 7314 Wl SR 23_SR_0,10p £ 734
1900
1200}
600 0,05 ng
o] . . . _A . A > -
E 68 :ZA_SPIL0,06ng / TEN1E I G ZR_P1_0,080g / TRNE
B : 23_SPILD,08n / TR/1S R : 231_S911_0,08n / T3NS

12.b. abra Miniplex II. PCR érzékenyitése kulénb6zé kiindulasi DNS mennyiségekel

A MP |. reakcié tesztelése soran az alacsony DNS koncentracio (50 pg)
kiegyenlitetlen felsokszorozodast (PEZ16 lokusz), valamint bizonytalan genotipus
meghatarozast (PEZ1 lokusz) eredményezett. Az MP Il. reakcié esetében az MP |.-hez
hasonl6 érzékenységet csak a bevitt primerkoncentracidé csdkkentésével sikerult elérni (lasd
5.1.7 fejezet). igy mindkét reakcioban megvalésithatova valt — a részleges genetikai profil
kockazatanak figyelembe vételével — 50 pg kiindulasi DNS genotipusanak meghatarozasa
34 PCR ciklus alkalmazasa mellett.

5.5 Eseti alkalmazas
5.5.1 Tenyésztéi megkeresés (alomellenérzés)

Az elvégzett alomellenérzd vizsgalatok Osszesitett eredményét a 9.a-b. tablazat
tartalmazza. A kérdéses kan biologiai apasaga hat marker (PEZ1, PEZ21, PEZ16,
REN124F09, WILMS-TF, FH2054) alapjan a kan kolydkkutya vonatkozasaban, illetve 6t
marker (PEZ16, REN124F09, WILMS-TF, FH2054, FH2584) alapjan a szuka k&ly6kkutya

vonatkozasaban kizarhato.
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9.a. tdblazat Genetikai profilok meghatarozasanak eredménye alomellenérzé vizsgalatban
MP I. lokuszkészlettel. A kolydkkutyak genotipusaban sarga kiemelés jeldli azokat a

lehetséges apai alléleket, amelyek alapjan a feltételezett kan biol6giai apasaga kizarhato

MP 1. PEZ1 PEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16 REN124F09
Szuka 14/14 8/8 27/29 9/10 17/20 7/8
Kan 14/14 8/8 27127 9/9 21/21 9/9
Kolyok & 12/14 8/8 27129 9/11 17/20 8/8
Kolyok ¢ 14/14 8/8 27129 9/9 17/20 7/8

9.b. tablazat Genetikai profilok meghatarozasanak eredménye alomellenérzé vizsgalatban
MP II. lokuszkészlettel. A kdlyokkutyak genotipusadban sarga kiemelés jeldli azokat a

lehetséges apai alléleket, amelyek alapjan a feltételezett kan biol6giai apasaga kizarhato

MP 1. PEZ19 WILMS-TF FH2054 FH2584 VWF.X SRY
Szuka 10/10 14.2/16.1 16/17 19/19 9/10 -
Kan 10/10 13.2/18 11/15 18 9/10 Y
Kolyok J& 10/10 15/16.1 16/16 19 10/10 Y
Kolyok ¢ 10/10 15/16.1 16/17 19721 10/10 -

5.5.2 Hatoésagi eljaras (rongalassal okozott kar)

Az elvégzett, egyedi szintl azonositasra iranyul6 vizsgalatok 6sszesitett eredményét,
a felsokszorozott allélek kapillaris elektroforézissel téréné elvalasztasat és kimutatasat a 13.

és 14. abra szemlélteti.

m 106 10 ns 120 128 190 136 140 145 150 155 160 165 170 175
- PEZ21 PEZ1 PEZ3 | REN124F09 PEZ16
=l 3 PEZ5 I
e A A ‘ I rI'.

ol . AR — .-’-l\ . N A B L L __’ﬂ\ _A
EE 9 M 172 enscehas soor 891 7 EE 0 A4 172 saszehas spor 1/
OB 37 A4 172 enxzebas soor 591/ BE = A4 172 stnzehas rzor B9/
200 3 A
2400
-] b | I
00 M A i ]I
ol oA M . ML A e—— WA - ceiliicn il
EE 40452 rtysoei e 891/ BE 40 AS 21 habyrzind szer 894/
DI 47 - A5 21 hadyszied szer 591/ Bl 4R AS 2 babyazied szor S/

13. abra  Miniplex |. reakcioval végzett vizsgalatok elektroferogramja [a: 6sszehasonlitd

szérminta, b: helyszini szérminta]

46



190 196 140 145 150 165 160 165 170 175 190
x- A\PEZ19 vWEF.X FH2054 WILMS-TF
3 1
wol A f | |'"'\ FH2584
] |
w00 1 |
o] 4 A A A A
EBE A8 172 ssscehas soor SIS BE 70 A8 172 eosrehas srer S0/
DB 77 A8 172 snszehas szer 5P/ B 7R AS 172 saszehas szer 580/
000 3 I-\
2000 3 il
i ) &
1000 | /’\ -A
[} - = e = A A i —
EE 90492 balyssiei oo W0/ EE 90 : A9 21 halyssies szer $01 /S
CIE o7 A 21 badysaini seer 590 7 HE o= A9 21 habyrzini soer SIS
7200 A pm
vWE.X WILMS-TF
400 Iﬂl L S
o0 C [
1800, 1
A
° - - _—s" - ol .&
EBE 10 A Hetyrz sser W X_Wama S TR D EE 16 - A1 Helysz szor_ W X_Wamg £
DI 17 : A1 Helyz szer_vWE X_Wima / W 1R A Helyez szer_vWE X_Waeg /

14. dbra  Miniplex Il. (a-b) és diplex (c) reakcioval végzett vizsgalatok elektroferogramja [a:
6sszehasonlitdé szérminta, b: helyszini szrminta, c: helyszini sz6rminta ismételt vizsgalata

két lokuszon]

A Miniplex I. reakcidoban a PEZ3 lokusz kivételével, amelynek két allélja erbteljes
detektalasi (RFU) értékkulénbséget produkalt a helyszini szérmintaban (13. abra b),
kiegyensulyozott sokszorozédast tapasztaltam. A Miniplex Il. reakcibban a WILMS-TF
marker nagyon kis mértékben amplifikalédott a helyszini minta esetén, a vVWF.X lokusz pedig
.Kiesett” (locus drop-out) (13. abra b). Az érintett két markert diplex vizsgalattal
megismételve azonban a helyszinrdl biztositott szérmintabdl is teljes genetikai profilt kaptam
(13. abra c).

Mivel az 6sszehasonlitd és a helyszinen fellelt sz6rmintabdl megegyezd genetikai
profilt mutattam ki, igen nagymértékben valészinlsithet6, hogy a vizsgalt szdrképletek
egyazon kutyatél szarmaznak. A meghatarozott genotipus pontos, szamszer(
valoszinlsitése (valoszinlségi hanyadosa) csak a fajtapopulacid genetikai-statisztikai

felmérésének birtokaban térténhet meg.

5.6 Mutacio lehetésége

5.6.1 Szérszalak csoportositasa fejlédési fazisuk alapjan

Tesztelve a harom kategéria — anagén, katagén, késéi katagén (F8.a-c. abra) —
szubjektiv kialakitdsanak lehet6segét 40, véletlenszerlien ujra kivalasztott szérminta ismételt

fénymikroszképos vizsgalatat végeztem el, amely soran 39 esetben az egyes sz6rék azonos

dokumentalt szérszal ismételt vizsgalattal katagenként térténd besorolasa okozta.
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5.6.2 Genotipizalas eredményessége

Az eredmények csoportositasanal az egyes kategoériakat a szérfazisok, preparald
eljarasok és testtajak, illetve ezek aranyszamai kozotti eltérések meértékét hasonlitottuk
Ossze (15. abra, F4., F5. tablazat).

Osszes szérminta: 600

PCR reakcié Sikeres: 524 \fikerfelen: 76

: Teljes: 441 Részleges: 83
DNS-profil ﬂ
Valés: 367 Hibds: 74

15. abra Folyamatabra a szérszalak DNS vizsgalatanak fébb eredményeirdl

A kovetkezb két alfejezetben feltintetett szazalékos szamok az adott csoporton belili 6sszes

mintaszammal vald 6sszehasonlitasra vonatkoznak.

5.6.2.1 Teljes genetikai profil

Teljes genetikai profilként kezeltem mindazon analizisek eredményei, amelyekben
lokuszkiesés nem volt kimutathatd, azaz mind a tiz STR marker (StockMarks® Dog
Genotyping Kit) tekintetében eredményes volt a vizsgalat.

A DNS tisztitasi eljarasok kozll leghatékonyabb médszernek a szerves kivonas
kombinalasa a Microcon-30 ultraszirés-koncentracidval bizonyult (74,7%), de a BioRobot
EZ1 is hasonléan magas sikerességi aranyt mutatott (73,4%). Bar a PelletPaint® ko-
precipitaciés technika hasznalata valamivel kisebb (62,0%) sikerességgel jart, statisztikailag
a harom modszer kozotti eltérések nem bizonyultak szignifikansnak (10., F4. tablazat, F9.

abra).

10. tablazat Kulonbdz6 DNS-tisztitdé eljarasokkal kezelt sz6rmintdak szama és a belélik

nyert PCR termékek, teljes DNS-profilok és hibas profilok szama

Sz6r fazis Osszes PCR termék Teljes profil Hibas profil
Szerves 486 431 363 54
BioRobot 64 55 47 14
PelletPaint 50 38 31 6
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Az anagén fazisu szérmintdak 86,7%-ban, a katagén fazisuak 79,4%-ban, a késoéi
katagén fazisu sz6rék 52,6%-ban adtak teljes — lokusz kiesés nélkuli — genetikai profilt (11.
tablazat).

11. tablazat Kulénbdz6 fejlédési stadiumban [évd szbérmintak szama és a beldlik nyert
PCR termékek, teljes DNS-profilok és hibas profilok szama

Szo6r fazis Osszes PCR termék Teljes profil Hibas profil
Anagén 158 152 137 13
Katagén 267 243 212 35
Késoi katagén 175 129 92 26

A kiilénb6zd testrészekrdl gylijtott, eltéré ndvekedési fazisu szdrszalak analizisének
eredményeit a 12. tablazat és 16. abra foglalja 6ssze. Az eltérd testtajakrdl szarmazo mintak
sikeres genotipizalasaban nem tapasztaltam szignifikans eltérést (F4. tablazat); a hatsz6rok
73,9%-ban, a pofaszérok 67,6%-ban, a mellsd labszérok 72,9%-ban, a hatsd labszérok

pedig 78,0%-ban adtak teljes genetikai profilt.

12. tablazat Kulonbdz6 testtdjakrol gydjtétt sz6rmintak szama és a belblik nyert PCR
termékek, teljes DNS-profilok és hibas profilok szama

.. PCR Teljes
Testrész Osszes Hibas profil
termék profil
Hat 261 237 193 37
Pofa 105 84 71 8
Mellsé labak 107 96 78 13
Hatsé labak 127 107 99 16

5.6.2.2 EItérd genetikai profil

Az eltéré genotipusok felmérését az dsszesen 441, teljes — lokusz kiesés nélkili —
DNS-profilt mutaté szérszal kapcsan végeztem el. A vizsgalt 10 STR markeren 6sszesen 74
esetben (12,3%) volt megfigyelhetd kulénb6zé tipusu eltérés a tényleges genetikai profiltol
(13. tablazat, F10.a-b. abra).
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13. tablazat Az egyed valos genetikai profiljahoz viszonyitott kiegyenlitetlen, allél-kiesést,

extra-, vagy aberrans allélt mutaté mintazatok szama 10 STR markeren

PEZ1 FH2054 FH2010 PEZ5 PEZ20 PEZ12 PEZ3 PEZ6 PEZ8 FH2079
Valés
12/13 11/16 10/10 10/10 13/13 12/17  25/25 24/27 13/14 6/6 >
DNS-profil
Imbalansz 9 3 2 1 4 19
Allélkiesés 3 1 3 6 2 1 16
Extra allél 5 5 2 1 3 7 11 3 1 38
Aberrans 1 1
Osszes
17 9 2 1 3 13 17 (] (] 0 74
(db)
Kiegyenlitetlen — imbalansz — allélekként azonositottam azokat a heterozigéta

alléleket, amelyek allélparjait az elektroforézis soran kimutatott jeler6sség k&zotti, 65%-ot
meghalad6 kilénbség jellemzett. Extra allélként kategorizaltam azokat a mitermékeket,
melyek pozicidjuk és csucsmagassaguk alapjan az dsszehasonlitdé minta genotipusanak
ismerete nélkul valos allélként kerllhettek volna meghatarozasra. Aberrans profilként
soroltam be az egy lokuszon belll medfigyelt, valds allél-kieséssel parhuzamosan megjelend
extra allél egyuttest. Két szdérminta kivételével a valds allélektél eltérd6 mintazattipusokat
mintanként csak egy-egy lokuszon figyeltink meg.

A BioRobot EZ1 illetve PelletPaint mddszerrel tisztitott mintaknal a PEZ3 lokuszon
Osszesen hat esetben volt megfigyelheté a 25-6s allél kiesése, de mivel a tébbi kilenc
markeren jellemzéen kifejezett (RFU > 6000) és kegyensulyozott jeleket kaptam, ezeket a
profilokat nem a részleges (lokuszkiesést mutatd) hanem aberrans tipusként soroltam be. A
PEZ1 lokusz mellett a PEZ3 marker mutatta 6sszességében is a legtébb, tévesen vagy
egyaltalan nem meghatarozhaté alléltipusokat a 10 tesztelt mikroszatellita kézil. A PEZ3
markeren figyeltem meg legtébbszor extra allélt (11/17 - 65%), illetve a PEZ1 lokuszon volt
leggyakrabban kimutathatd az egy lokuszon beliili kiegyenlitetlen allél-sokszorozédas (9/17 -
53%) (13. tablazat).

A DNS tisztitasi eljarasok vonatkozasaban téves genetikai profil legnagyobb
mértékben (21,9%) a BioRobot EZ1 eljarassal volt tapasztalhatdo (10. tablazat), ami
szignifikans eltérést (11,1%) mutatott a szerves kémiai-, nem szignifikans kilénbséget pedig
a PelletPaint (12%) modszerrel tértént 6sszevetés soran (F4. tablazat, F9. abra). Az egyed
valds genetikai profiljatol eltéré genotipusok gyakorisaga az anagén (9,5%) illetve katagén
(16,5%) stadiumu sz8éroket dsszehasonlitva, a kés6i katagén (28,3%) allapotu szérékben

szignifikans eltérést mutatott (11., F4. tablazat).
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Az aberraciok szazalékos eloszlasaban medfigyelt, testtajak szerinti kiilénbségek — hat
19,2%, pofa 11,3, mells6 labak 16,7%, hatsé labak 16,2% (12. tablazat) — nem bizonyultak
szignifikdnsnak (16. abra, F4. tablazat).

5.6.3 Ismételt vizsgalatok

Az eltérések okanak felderitése, valamint a technikai hibak kiszlirése érdekében
ismételt monoplex és/vagy Uj multiplex sokszorositasokat végeztem. Ezek eredményeként
csak egyetlen szérminta esetén volt igazolhaté eltérés (PEZ1 lokusz), a tdbbi esetben az

ismételt vizsgalatok eredménye a tényleges DNS-profiltdl nem kilonbdzott (17. abra).

ju] Plots - B1_som_mut_GT BE

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
g6 88 %0 2 9 2% 96 100 102 104 W06 108 110 812 144 116 M1E  $30 137 134 126 138 130 132
FEL

# D4_BGY1 Ladder-2 44 Bloe  Ladder

86 8 50 92 94 S S8 100 102 104 106 I0B 110 112 14 116 118 130 122 134 136 138 130 132 =]
) ] =]
AB_PEII_ASdp 128w 280822 %
500 (|
B el
300
ror_babra?  TBhe 1178
C 800
200

17. abra Szomatikus mutacié a PEZ1 lokuszon [A: alléllétra, B: a donor egyed valds

genotipusa, C: a 13-as allél kiesése hatszdrben (ismételt monoplex PCR)]
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6 MEGVITATAS

Az egyed azonossaganak illetve leszarmazasanak genetikai alapon t6rténé
meghatarozasahoz olyan markerek sziikségesek, amelyek az adott poplulacioban megfelel
szintl sokféleséggel rendelkeznek és genetikai kapcsoltsagi viszonyaik ismertek (Halverson,
2005b). Mindemellett standard modszerekkel egyértelmien és megismételheté formaban
nemzetkdzi 6sszehasonlitdsra alkalmas mddon kell meghatarozhaténak lennitk. Kaldndsen
a bomlott, csekély mennyiségben rendelkezésre allé mintak analizisénél elengedhetetlen a
vizsgalati rendszer nagyfoku érzékenysége. Azonossagi vagy leszarmazasi kérdések
tisztazasakor a genetikai vizsgalati eredmények helyes értelmezése pedig csak megfeleld

genetikai-statisztikai elemzésekkel egyutt valdsithaté meg.

6.1 Az uj, rovid markerek meghatarozasa és leirasa

A mikroszatellitdak ismétléddé egységein alapuld nomenkleturajanak kialakitasahoz az
allélok szekvenciajanak meghatarozasa elengedhetetlen kévetelmény (Gill és mtsai, 1994,
1997, Béar és mtsai, 1997). A munkam soran vizsgalt hét STR lokuszbél harom marker
szerkezete egyszeri ismétlédési mintazattal (PEZ21, PEZ19, vWF.X), négy pedig dsszetett
motivummal (PEZ16, REN124F09, WILMS-TF, FHC2584) rendelkezik. Az 0&sszetett
strukturara az ismétl6dé egységekben az egy-bazisparos variancia illetve a kdztes allélek —
interallélek — megjelenése jellemzd (10., F6. abra). A PEZ16 marker esetében szamos, egy
bazispar eltéréssel reprezentalt valtozatossagot mutattam ki az ismétlédd régidban,
elektroforetikus mozgasa is kilénb6z8. Ennek ismeretében — bar kimutatasuk soran
méretikben akar 1,5 bazisparnyi ,|6ty6gés” is tapasztalhaté — ezeket az egy bazisparos
eltéréseket mutatd alléleket — un. mobilitasi varidnsokat - azonos névvel azonositottam.
Esetenként az interallélek megjelenése a hatarold régidk delécidos és addicios valtozatainak
(FH2584) illetve magukban az ismétlédd egységekben megnyilvanuld delécids, inszercios
mutacidknak kdszénhet6 (WILMS-TF). Azonos allélhossz mellett megfigyelhetd
szekvencialis valtozékonysag a hatarold régiokban nem volt kimutathaté.

A szekvencia eredmények alapjan egyértelm(, a laboratoriumok k&zo6tti
Osszehasonlitasra alkalmas, a szakmai ajanlasoknak megfeleld allélnevezéktant (Budowle,
2005) alakitottam ki, amely térvényszéki alkalmazasra is javasolhaté. Az ismétlédé egységek
szaman alapuld, hivatkozott nevezéktan javaslatokat (Eichmann és mtsai, 2004a, Coyle,
2007) a WILMS-TF és vWF.X markerek esetében eredményeim nem modositjak, a tébbi

vizsgalt lokusszal kapcsolatos nevezéktani ajanlas mindeddig nem allt rendelkezésre.
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6.2 A multiplexek technikai jellemzéi, genetikai profil meghatarozasa, érzékenység

Az id6- és koltséghatékonysag érdekében, valamint — kis kopiaszamu mintak esetén
— a korlatozott mennyiségben rendelkezésre all6 DNS-mintak kévetkeztében, a vizsgalandd
STR lokuszok minél kevesebb szamu PCR reakcidban térténd sokszorositasa szikséges. A
multiplex rendszerek létrehozasanal olyan markereket célszerl kombinalni, ahol a genetikai
valtozatossag lehetéség szerint a legnagyobb. Az ilyen, altalaban hosszu fragmensmérettel
is rendelkez6, hiperpolimorf lokuszok meghatarozasa azonban legtébbszér problematikus,
és altalaban csak a jo minbéségl Dbiolégiai minta vizsgalatara korlatozza
felhasznalhatésagukat.

A marker-szelekcié soran az els6dleges szempontot — a variancia mellett — a
mikroszatellitak mérete jelentette, ezért a szikséges esetekben a korabbi (referalt)
primerszekvenciaktol eltérd, Uj oligbk tervezésével és hasznalataval a PCR termékek
hosszat lerdviditettem (2., 6. tablazat). A detektalt allélek mérettartomanya igy egyik
vizsgal6 rendszerben (MP I. és MP Il.) sem haladja meg a 200 bazispart (7. abra), aminek
készbnhetéen a kildnb6zd mértékben degradalt mintdak mikroszatellita analizisének
sikeressége javulhat (Wiegand és mtsa, 2001, Butler és mtsai, 2003). Eredményeim masik,
hasonlo térekvesl kilféldi munkaval (Coyle, 2007) 6sszehasonlitva innovativ fejlesztésnek
tekintheték. A hivatkozott munkacsoport Uj primerek tervezésével négy mikroszatellita
markerbdl allo, 100-240 bp tartomanyt lefedd multiplex rendszert alakitott ki.

A PCR technika sajatsaga, hogy nem minden esetben kdvetkezik be a késztermékek
szal végi adenilaciéja (adenin addiciéja), ami miatt egy bazisparral révidebb méretd
termékek — un. ,vallas”, vagy kettés csucsok - is képzédnek a reakcidé soran (8. abra). Ezek
az elektroforetikus elvalasztas soran detektalt melléktermékek az eredmények helyes
kiértékelését, valamint az egy bazisparnyi kilénbséggel rendelkezd interallélek
megkllénboztetését  nagymértékben  megnehezitik, illetve  ellehetetlenitik.  Ezt
kikiisz6bdlendé a reverz primerek 5 végét GTTCTT szekvenciaval (,PIG-tailing”) toldottam
meg. A meghosszabbitott szal segitségével a Tag-polimeradz enzim az adenin hozzdadasat a
kész fragmenshez minden esetben elvégzi, igy a valéjaban azonos allélek hossza
megegyez6ve, a téves genotipizalas pedig elkerilhetévé valik (Brownstein és mtsai, 1996).

A doktori munkam soran Kkifejlesztett, két, kutya-specifikus multiplex PCR-ben
tizenegy ,mini-STR” lokusz és egy Y kromoszomas marker sokszorosithat6 fel (3. tablazat,
7. abra). A trimer PEZ3 (Padar, 2006), a pentamer REN124F09 és a hexamer szerkezet(
VWF.X Kkivételével az Osszes tdbbi mikroszatellita lokusz tetramer ismétlédésekkel
rendelkezik. Mivel ezek a strukturak a széles kérben alkalmazott dinukleotidokkal ellentétben
kevésbé hajlamosak a polimeraz enzim "csuszasabdl” adédd miitermékek képzésére, joval

pontosabb és egyértelmibb allélmeghatarozast tesznek lehetévé (Meldgaard és mtsa,

54



1997). Az Y kromoszdman elhelyezkedd SRY ivar-specifikus marker a kan kutyak esetén az
MP II. reakciéban mutathaté ki, mig ndstény kutyak vizsgalatanal ebben a poziciéban
kimutatasi jel (csucs) nem tapasztalhato.

Az ismeretlen eredetd mintak korrekt allélmeghatarozasa a referencia allélekbdl
Osszeallitott, kontrollként hasznalt alléllétrakkal térténd dsszehasonlitassal végezhetd el (Gill,
1995). Ennek jelentéssége elsbésorban az Osszetett szerkezetli, nagyszamu allélvarianst
tartalmazd STR lokuszok esetében kiemelked6. Az alléllétrak Osszeallitdsanal foként a
nagyobb eléfordulasi gyakorisagu, egész szamu ismétlédéseket tartalmazoé, szekvenalt
alléleket alkalmaztam. Az altalam el6allitott reprodukalhatd allélkoktélok, valamint a
modositott  genotipizald szoftver alkalmazasaval a koztes allélek meghatarozasa is
biztonsagosan kivitelezhetévé valt.

A két vizsgalérendszer (MP |. és MP I1.) érzékenységét — mivel a csdkkentett térfogat
néveli a szenzitivitast (Leclair és mtsai, 2003) — 20 ul végtérfogatt PCR reakciéban
teszteltem, és mindkét reakcidelegyben az 50 pg DNS templat mennyiség — kb. 10 diploid
sejt — elegenddnek bizonyult a telies DNS-profil generalasara (12. abra). Az a
megfigyelésem, hogy az MP Il. miniplex rendszer maximalis érzékenysége az MP |.-hez
képest csak 80%-kal csokkentett primerkoncentracioval volt elérhetd, arra utal, hogy a két
miniplex rendszer eltéré optimalis primer koncentracié igényét feltehetbleg az MP II.
primereinek kompeticiés gatlasa eredményezi.

Csekély mennyiségl kezdeti DNS koncentracié alkalmazasa esetén azonban a
polimeraz lancreakcid6 folyaman véletlenszeri hatasok is felléphetnek, amelyek
kiegyenlitetlen lokusz- illetve allél-sokszorozédashoz, esetlegesen kieséshez (drop-out)
vezethetnek (Lederer és mtsai, 2001). A standardizalasi optimumot el nem éré, alacsony
képiaszamu (LCN) mintak ezért az alkalmazott modszerektdl flggetlenll is specialis
vizsgalati stratégiat, megfelelési és mindségiranyitasi kdvetelményeket igényelhetnek. A
sztochasztikus hatasok mérlegeléséhez — a genotipus téves meghatarozasanak elkerilése
érdekében — a kapott eredményeket lehetéség szerint parhuzamos vagy ismételt
vizsgalatokkal ajanlott ellenérizni (Gill, 2001, The Crown Prosecution Service, 2008, Graham,
2008).

6.3 Statisztikai jellemzék

Az egyedi azonositashoz illetve a leszarmazas vizsgalatahoz alkalmazni kivant 11
STR marker allélgyakorisagi eloszlasat és az ebbdl szamitott statisztikai alapértékeket 116
kutya mintajan mértem fel (F7.a-k. abra, 8. tablazat). Az altalaban igazsagligyi szempontbol
is megfelelének mindsitheté markerek magas (H,s = 0,6) heterozigozitasi értékkel

rendelkeznek, amely az altalam alkalmazott markerkészletben 6t lokusznal figyelhetd meg.
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A vart és medfigyelt heterozigozitas k6z6tt mind a 10 lokuszon észlelt szignifikans - a
kalkulalt standard hibanal nagyobb - kilénbség a felmért kutyacsoport genetikai
egyensulyanak hianyara utalnak. Az FH2584 marker esetében a szembet(ind (Hex, = 0,89,
Hobs = 0,31) eltérésre az X-kromoszomalis lokalizacié adhat magyarazatot.

A legmagasabb értékeket minden szempontbdl a WILMS-TF lokusz mutatta, ami
szerkezetbeli Osszetettségének, valamint nagyszamu — a markerek kézoétti legtobb, 14
megfigyelt — kdztes alléljanak készénhetd. Ugyanezen lokuszon kimutattam a magyarorszagi
kutyaallomanyban a ,9"-es allélt, amely kilféldi hivatkozasokban nem szerepel (Zenke,
2009). A legkisebb heterozigozitasi értékekkel biré lokuszokat jelen vizsgalatban a
viszonylag alacsony allélszam (n < 6) és az allélgyakorisagok egyenlétlen eloszlasa jellemzi,
amelynek extrém példaja a vWF.X-8 allél 53,9%-0s medgfigyelt el6fordulasi gyakorisaga.

A polimorfizmus informacié (PIC) értékét a mikrovarians allélek megjelenése
noévelheti (Moller és mtsai, 1994, Brinkmann és mtsai, 1995), ezzel szemben a PEZ3 lokusz
— amely koéztes alléleket nem, viszont sok, egész szamu allélvarianst tartalmaz — az
interallélekkel rendelkezd FH2584 lokuszéval kdézel azonos PIC értékkel bir.

A 11 lokuszra szamitott kombinalt kizarhatésagi- (PE) és megkuldnbdztetési
valoszinlségek (PD) az azonos elvi human kriminalisztikai értékeléshez viszonyitva (PE,, >
99,9953% és PDpin > 99,999999999%) hasonléan magas értékeket mutatnak. Az altalam
Osszeallitott lokuszkészlet dsszevetve 79 fajta egyedeinek (n = 614) mintgjan felmért 10 STR
marker PE és PD értékeivel (Zenke, 2010) hasonldan megbizhatd kizarhatésagot illetve
megkuldnboztethetéséget tesz lehetévé. Részben eltérd markerkészlete miatt kiegészitd
alkalmazasaval az egyedi azonositas és leszarmazas nagyobb valdszinliséggel allipithatd
meg. Mindazonaltal egyes — kiléndsen az erdésen beltenyésztett — fajtakon bellil a bdvitett
markerkészlet hasznalata javasolt. Tovabbi vizsgalatokat igényelne a magyarorszagi
kutyapopulacion mar felmért, nagy valtozatossagot mutato lokuszok kombinalasi lehetésége,
valamint Uj, un. ,hiperpolimorf” markerek — pl. FH2132, ZUBECAG, C38 — tovabbi bevonasa
(Asch és mtsai, 2009) is.

A vizsgalt markerek — a PEZ19, FH2054 és vWF.X lokuszok kivételével —
szignifikansan eltértek a Hardy-Weinberg egyensulytél, ami a 75 kilénb6z6 fajta egylttes
vizsgalata miatt a populacié heterogén voltaval (Wahlund-hatas) illetve a lehetséges
beltenyésztéssel magyarazhaté (Evett és mtsa, 1998). Az 55 lokuszparonkénti
Osszehasonlitasbél egy esetben megfigyelt (PEZ5 és REN124F09 lokuszok k&zotti)
asszociaci6 nem fizikai jelleg — hiszen az adott parok kilénb6zd kromoszéman
lokalizalédnak —, igy az elvetett flggetlenségi hipotézist az el6bbekben emlitett
lehetéségeken kivil a HW-egyensulytol vald jelentds eltérés is magyarazhatja (Excoffier és
mtsa, 1998).
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A felmért kutyaallomanyban — annak heterogén jellege kovetkeztében — nem
meglep6 az egyensulyi allapottdl vald szignifikdns eltérés, hiszen a random parosodas és
ezzel egyiitt a génkicserélédés lehetésége nem csak a fajtak (mint alpopulaciok) kézétt, de
még a fajtdkon belll is igen korlatozott. Az eredmények alapjan levonhaté az a
koévetkeztetés, hogy a statisztikai elemzésekhez a viszonylag sok, kilénbdzé fajtak
Osszevonasa révén feldllitott adatbazis megbizhaté mobdon, a vizsgalatok téves
ertékelésének lehetdsége nélkiil nem hasznalhato fel. A szarmazasi valészinliség statisztikai
megallapitasaval szemben tdmasztott kdvetelIményeknek biztonsaggal ezért csak az adekvat
(fajta)populacidkbol allé referencia adatbazisok felelhetnek meg (Zenke és mtsai, 2006,

Kanthaswamy és mtsai, 2009).
6.4 Gyakorlati alkalmazasok

Az utébbi években — a Canine Genome Project elérehaladtaval — egyre névekvd
igény tapasztalhaté a kutya eredetli anyagmaradvanyok azonositasara a tenyésztdi- és
jogalkalmazoi gyakorlatban egyarant (Eichmann és mtsai, 2004b, Halverson és mitsa,
2005a). Napjainkra mar a legtébb ebtenyészté klub a DNS-vizsgalatokat minden olyan
esetben kotelezéve teszi, amikor a vélt szarmazassal kapcsolatban vétlen vagy szandékolt
tévedés gyanuja felmerdil.

Leszarmazasi esettanulmanyom kapcsan a 12 markerbdl ésszeallitott készletet olyan
kutyafajta (tenyészet) kérdéses szarmazasanak elddntésében is sikerrel alkalmaztam, ahol a
beltenyésztettség — az iranyitott parositasoknak készénhetéen — nagyobb mértékben jelenik
meg, mint a felmért, vegyes fajtakat tartalmazé csoportban. Hatésagi esettanulmanyom
alatdmasztja a kifejlesztett miniplex vizsgaldérendszerek megfelelé specifitasat és
érzékenységét helyszini szérmintak sikeres vizsgalhatdésagara.

Az azonositd vizsgalatok mellett a polimorf mikroszatellitakra alapozott felmérések
alkalmasak lehetnek a beltenyésztett vagy a beltenyésztettségi leromlas jeleit mutato
fajtatiszta kutyaallomanyok valés genetikai allapotanak megitélésére is, és segithetnek a

geénfrissitd keresztezések el6készitésében és tervezésében is (Zenke és mtsai, 2007).
6.5 Alkalmazasi korlatok

Mivel az egyes kutyaszdrék genotipusanak meghatarozasa sok esetben sikertelen, a
sz6rhagyma ndvekedési fazisanak mikroszképos meghatarozasa, valamint az optimalis
DNS-kinyerési és sokszorozasi technikak alkalmazasa alapvetéen befolyasolhatja az
eredményességet (Linch és mtsai, 1998, Vigilant, 1999, Pfeiffer és mtsai, 2004). Bar a

szOrképletek STR vizsgalata soran sok esetben figyelheté meg hibas allélmintazat (Rolf és
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mtsai, 2002, Clayton és mtsai, 2004), mindéssze néhany kutatds foglalkozik a szér(6k)bél

kimutatott genetikai profil megbizhatésagaval (Silvia és mtsai, 2006, Zenke és mtsai, 2008).

6.5.1 Szérfejlédési fazisok meghatarozasa

A Kkésbi katagén stadiumu kutyaszérokbdl nyert telies DNS-profilok szama
szignifikansan alacsonyabbnak, ezen belill az eltérd genotipusok aranya viszont jelentésen
nagyobbnak bizonyult az anagén és katagén sz6rékhéz képest (F4. tablazat). Eredményem
— a human hajvizsgalatokhoz hasonléan (Linch és mtsai, 1998) — korrelal a szarvég
morfologiaja alapjan becsilhetd sikeres nuklearis genotipizalas varhaté eredményességével.
Altalaban a telogén fazisu, ratapadt gyokérhiivelyi sejteket nem tartalmazé szérszalak és a
hagymaval nem rendelkez6 szoértéredékek genetikai tipizalasa elfogadhatd sikerességgel
csak mitokondrialis DNS-bél kiindulva torténhet (Wilson és mtsai, 1995a-b), ezért az adott
szOrképlet tipusanak el6zetes mikroszkopos ellenérzése elengedhetetlen. A hullott, telogén
stadiumban Iévd sz6rdk is rendelkezhetnek ratapadt gydkérhivelyi sejtekkel, ezek analizise
azonban valtozé sikerességl. Majom eredetl hullott sz6rék vizsgalatanal példaul 28%-ban
sikertlt a nuklearis mikroszatellitak sokszorozasa — mig a mitokondrialis DNS-nél 85%-ban
(Vigilant, 1999). Hullott emberi hajszalak esetén azonban csak 8,3%-ban kaptak nuklearis
PCR terméket, mig a mtDNS meghatarozasara tett kisérletek eredményessége 96% volt
(Allen és mtsai, 1998).

6.5.2 DNS kivonasi technikak 6sszehasonlitasa

Mivel az egyes szbrképletek — kllénésen a hullott, telogén fazisiak — extrém
alacsony mennyiségl sejtmagi DNS-t tartalmazhatnak, rendkivili jelentéséggel bir a
genetikai anyag kinyerésére iranyulé technikak kozil a legmegfelelébb kivalasztasa. A
munkam soran tesztelt harom DNS-kivonasi eljaras koézil a tovabbi vizsgalatok
szempontjabdl legalkalmasabbnak a proteinaz K enzimmel térténd emésztést és szerves
oldbszeres kivonast kdvetd ultraszlrés-koncentralas (,szerves kémiai” mddszer) bizonyult.
Eredményeim a korabbi adatokat — miszerint hullott sz6rék esetén a Chelex gyantas DNS-
kivonas hatékonyabb mind a szerves, mind pedig a Qiagen kémian alapulé izolalasoknal
(Vigilant, 1999) — nem tamasztjak ala. Tapasztalatom szerint a szerves kémiai tisztitasi mod
engedi meg leginkabb azokat az adekvat médositasokat (pl. beavatkozas az egyes |épések
inkubaciods idejébe, az alkalmazott kemikalidk és a végsd extraktum térfogataba), amelyek a

sz6érmintak egyedi analizisét optimalissa tehetik.
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6.5.3 Kiilonbdzé testrészekrdl gyiijtott szérszalak analizise

Az elvégzett statisztikai elemzések alapjan (F4. tablazat) az egyes testrészekrél
gy(jtott sz6rok DNS vizsgalatanak eredményeiben nincs szignifikans kilénbség, ugyanakkor
a mintagyUjtés soran azt tapasztaltam, hogy a pofardl gylijtott sz6rék kézt telogén allapotu
mintak nagyobb aranyban talalhatok. Amennyiben eseti mintaként — pl. harapasnyomok
koérnyékérdl — pofaszdr all rendelkezésre, szamolni kell a megnévekedett aranyu sikertelen

vizsgalatok lehetéségével.
6.5.4 A valés genetikai profiltél eltéré genotipusok detektalasa

Az STR genotipusok meghatarozasa soran megfigyelt abnormalis mintazatok okanak
intenziv tanulmanyozasa (Rolf és mtsai, 2002, Clayton és mtsai, 2004, Tvedebrink és mtsai,
2009) ellenére az egyedek szérképleteiben eléforduldé szomatikus mutacié gyakorisaganak
felmérése nemzetkdzileg csak human vonatkozasban hivatkozhaté. Valés mutacidként
azonositott — a személy valés DNS-profiljatél eltérd di-, illetve triallélikus mintazatként
megnyilvanulé — eseményt 190 teljes genotipust add emberi haj- és nemi szbrszal
mikroszatellita meghatarozasa kapcsan 6sszesen hat (3,16%) esetben mutattak ki (Silvia és
mtsai, 2006).

A vizsgalt, 6sszesen 600 tépett szdérszalbdl nyert 441 telies DNS-profilbdl 74
esetében, a valdédi genetikai profillal nem minden lokuszon egyezé - aberrans,
kiegyenlitetlen, allél kiesést vagy extra allélt mutatdé — mintazatot figyeltem meg, amelyek
azonban az ellen6rzd vizsgalatokkal kikisz6bélheté mdédon — egyetlen mutacios esemény

kivételével — technikai okokra és korlatokra vezethet6k vissza.
6.5.5 Szomatikus mutacié el6fordulasa kutyaszérben

Az ismételt vizsgalatokkal is alatamasztott allélkiesés, illetve extra allél jelenléte —
mely egy repeticids egységgel tér el a valos profiltdl — nagymértékben valdszindsiti az un.
stepwise mutacidés eseményt, amelynek bekdvetkezésével az eseti mintak analizisekor
szamolni kell (Padar és mtsai, 2002). Ezért az igen hasonl6 genetikai profilok
szarmazasanak mérlegelésénél — a téves kizaras elkeriilése érdekében — az eredményt, ha
van ra lehet6ség, egy masik mintan térténé vizsgalattal ajanlott megerésiteni. Amennyiben
erre nincs mod, célszerl lenne a mozaikossag - mutacid és kimérizmus - esélyét beleépiteni
a statisztikaba.

Vizsgalataimmal a PEZ1 lokuszon a ,13"-as allél kiesése multi- és monoplex
vizsgalatokkal is igazolhaté volt, igy az szomatikus mutaciéra vezethet6 vissza (17. abra). Ez

a vizsgalt allat kiltakar6janak kilénbdz6 genotipusu sejtcsoprtokbdl alldé  genetikai
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mozaikossagat tamasztja ala. A sz6rmintabol kinyert DNS extraktum csekély mennyisége
nem tette lehetévé a mutacio tipusanak pontos — pl. repeticids vagy hatarold régidban tortént
mutacié — meghatarozasat célz6 ujabb vizsgalatok elvégzését, amelyekkel tisztazhatdva valt
volna, hogy a primer két6helyét érinté mddosulas vagy egy ismétlédé egység elvesztése

tértént a DNS replikacio soran.
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7

7.1

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
Rovid mikroszatellita multiplexek tervezése

Hét uj, Magyarorszagon eddig nem vizsgalt mikroszatellita marker (PEZ21, PEZ16,
REN124F09, PEZ19, WILMS-TF, FH2584 és vWF.X) polimorfizmusanak felmérése hazai
kutyamintakon (75 fajta 116 egyedébdl allé kutyapopulaciéban).

Ot marker (PEZ16, REN124F09, PEZ19, WILMS-TF, FH2584) PCR termék-méretének
leréviditése 200 bazispart nem meghaladdé mérettartomanyra Uj primer-szekvenciak
tervezésével, figyelembe véve azok specifikussagat, stabilitasat és tébb lokusz egyittes
sokszorositasanak (koamplifikacidjanak) lehetéségét.

11 révid (90-200 bp mérettartomanyu), kutya specifikus STR koamplifikacidjanak
megvaldsitasa multiplex PCR reakciokban, kiegészitve az ivar meghatarozasara
szolgald, Y kromoszéman elhelyezked® markerrel, két — MiniSTR I. (PEZ1, PEZ5, PEZ3,
PEZ21, PEZ16, REN124F09) és MiniSTR II. (PEZ19, WILMS-TF, FH2054, FH2584,
vWF.X, SRY) — miniplexben.

7.2 Genotipizalas

O

A PEZ21, PEZ16, REN124F09, PEZ19, FH2584 markerek szekvencia szerkezetének
jellemzése, és az ismétlédd egységek szadman alapul6 allélnevezéktan kialakitasa. A
tipus-szekvenciak FJ169896, FJ169897; FJ169898; FJ169899; FJ169900, FJ169901;
FJ169902 katalégusszamu, génbanki bejegyzése (GenBank, 2008).

A magyarorszagi kutyaallomanyban megfigyelt, meghatarozott bazissorrend(i referencia
allélek keverekébdl dsszeallitott alléllétrak kialakitasa az alkalmazott lokuszokhoz.

A Genotyper 2.5.2. genotipizalé szoftver megirasa az alkalmazott allélkoktélokhoz és a
miniplexek lokuszaihoz, amelynek segitségével a detektalt genotipusok félautomata

modon meghatarozhatok.

7.3 Populaciogenetikai alkalmazas

O

Genetikai statisztikai analizisek elvégzése a populacios mintdban medgfigyelt allélek
gyakorisagabdl kiindulva, meghatarozva a lokuszok egyes-, illetve kombinalt
alkalmazasanak hatékonysagat, leszarmazasi és egyedi azonositassal kapcsolatos

kérdésekben.
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7.4 Kimutatasi érzékenység

O

A kifejlesztett két miniplex reakcié alacsony koépiaszamu kiindulasi mintakhoz térténé
érzékenyitésével kb. 10-20 testi sejtbdl kivont, 0,05-0,1 ng DNS elegendé a genetikai

profil megallapitasara.

7.5 Gyakorlati alkalmazhatésag

@)

A kidolgozott két miniplex vizsgalorendszer szarmazasellendrzési- és blinilgyi esetekben
térténd sikeres hasznalata, ami igazolja a megfeleld érzékenység és kizarasi
valoszinliség alkalmassagat a DNS vizsgalatokkal is alatamasztott genetikai szakértdi

vélemények elkészitésében, még degradalt, kis mennyiségl mintak esetében is.

7.6 Alkalmazasi korlatok meghatarozasa

O

Kutya eredetli sz6rokben az STR markerekben bekdvetkezd szomatikus mutaciod
felmérésére iranyuld vizsgalatokbél azt igazoljak, hogy nagyszamu (600 db), egyetlen
egyedtél gydjtoétt szérszal kézil egy mintaban szomatikus mutacié fordult el6. Ennek
alapjan, habar csekély valoszinliséggel is, de szamolni kell a vizsgalatra kertl6 kutyaszér
mintak genotipusanak megallapitasakor annak a lehetéségével, hogy a donor egyed
szbrzetének potencialis genetikai mozaikossaga a kifejlesztett vizsgalati mddszerrel
érvényre juthat.

Az egyes szlOrszalak genotipizalasakor a kis kbépiaszamu mintak esetén megfigyelt
szamos (16,8%), az egyed valdés genetikai profiljatol eltéeré6 mintazat a jelenleg
nemzetkozileg alkalmazott, 10 lokuszos kutya kit (StockMarks® Dog Genotyping Kit)

korultekintd hasznalatara hivja fel a figyelmet.

62



8 IRODALOM

Allen, M., Engstrém, AS., Meyers, S., Handt, O., Saldeen, T., von Haeseler, A., Paabo, S.,
Gyllensten, U. (1998) Mitochondrial DNA sequencing of shed hairs and saliva on
robbery caps: sensitivity and matching probabilities. Journal of Forensic Sciences
43:453-64

Altschul, SF., Madden, TL., Schaffer, AA., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W., Lipman, DJ.
(1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new genewration of protein database
search programs. Nucleid Acid Res. 25:3389-402

Anslinger, K, Bayer, B., Rolf, B., Keil, W., Eisenmenger, W. (2005) Application of the
BioRobot EZ1 in a forensic laboratory. Legal Medicine. 7(3):164-68

Applied Biosystems (2001) StockMarks® Canine | Ver Paternity PCR Typing Kit Protocol.
PN 4307481. Foster City, CA

Applied Biosystems (2003) BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Protocol.
Foster City, CA

Applied Biosystems (2005) StockMarks® Dog Genotyping Kit Protocol. PN 4307481. Foster
City, CA

Asamura, H., Sakai, H., Ota, M., Fukushima, H. (2007) MiniY-STR quadruplex systems with
short amplicon lengths for analysis of degraded DNA samples. Forensic Science

International: Genetics 1:56-61

Asch, B., Alves, C., Gusmao, L., Pereira, V., Pereira., F., Amorim, A. (2009) A new
autosomal STR nineplex for canine identification and parentage testing.
Electrophoresis, 30(2):417-23

Balogh, MK., Burger, J., Bender, K., Schneider, PM., Alt, KW. (2003) STR genotyping and
MtDNA sequencing of latent fingerprint on paper. Forensic Science International

137:188-95

Bar, W., Kratzer, A., Machler, M., Schmid, W. (1988) Postmortem stability of DNA. Forensic
Science International 39(1):59-70

63



Bar, W., Brinkmann, B., Budowle, B., Carracedo, A., Gill, P., Lincoln, P., Mayr, WR., Olaisen,
B. (1997) DNA recommendations. Further report of the DNA Commission of the ISFH
regarding the use of short tandem repeat systems. International Society for Forensic

Haemogenetics. International Journal of Legal Medicine 110:175-76

Binns, MM., Holmes, NG., Marti, E., Bowen, N. (1995) Dog parentage testing using canine

microsatellites. Journal of Small Animal Practice 36:493-97

Botstein, D., White, RL., Skolnick, M., Davis, RW. (1980) Construction of a genetic linkage
map in man using restriction fragment length polymorphisms. American Journal of
Human Genetics. 32:314-31

Bourguignon, L., Hoste, B., Boonen, T., Vits, K., Hubrecht, F. (2008) A fluorescent
microscopy-screening test for efficient STR-typing of telogen hair roots. Forensic

Science International: Genetics 3:27-31

Breen, M., Langford, CF., Carter, NP., Holmes, NG., Dickens, HF., Thomas, R. (1999) FISH

mapping and identification of canine chromosomes. Journal of Heredity 90:27-30

Breen, M., Bullerdiek, J., Langford, CF. (1999) DAPI banded karyotype of the domestic dog
(Canis familiaris) generated using chromosome-specific paint probes. Chromos. Res.
7:401-06

Breen, M., Jouquand, S., Reiner, C., Mellersh, CS., Hitte, C., Holmes, NG. (2001)
Chromosome-specific single-locus FISH probes allow anchorage of an 1800-marker
integrated radiation-hybrid/linkage map of the domestic dog genome to all

chromosomes. Genome Res. 11:1784-95

Breen, M., Hitte, C., Lorentzen, TD., Thomas, R., Cadieu, E., Sabacan, L. (2004) An
integrated 4249 marker FISH/RH map of the canine genome. BMC Genom. 5:65

Brinkmann, B., Moller, A, Wiegand, P. (1995) Structure of new mutations in 2 STR

systems. International Journal of Legal Medicine 111:267-72

64



Brinkmann, B., Klintshar, M., Neuhuber, F., Huhne, J., Burkhard, R. (1998) Mutation rate in
human microsatellites: influence of the structure and length of the tandem repeat.

American Journal of Human Genetics 62:1408-15

Brownstein, MJ., Carpten, D., Smith, JR. (1996) Modulation of non-templated nucleotide
addition by Taq DNA Polymerase: Primer modification that facilitate genotyping.
BioTechniques. 20:1004-10

Budowle, B, Chakraborty, R., Giusti, AM., Eisenberg, AJ., Allen, RC. (1991) Analysis of the
VNTR locus D1S80 by the PCR followed by high-resolution PAGE. American Journal
of Human Genetics 48:137-44

Budowle, B., Garofano, P., Hellman, A., Ketchum, M., Kanthaswamy, S., Parson, W., van
Haeringen, W., Fain, S., Broad, T. (2005) Recommendations for animal DNA forensic

and identity testing. International Journal of Legal Medicine 119(5):295-02

Butler, J., Shen, Y., McCord, B. (2003) The development of reduced size STR amplicons as

tools for analysis of degraded DNA. Journal of Forensic Sciences 48:1054-64

Butler, JM. (2005) Forensic DNA typing. Biology technology, and genetics of STR markers
(Chapter 5.). Second edition. Elsevier Academic Press, ISBN 0-12-147952-8

Chatt, A., Katz, SA. (1988) Hair analysis, applications in the biomedical and environmental

sciences. VCH Publishers, New York

Chung, DT., Drabek, J., Opel, KL., Butler, JM., McCord, BR. (2004) A study on the effects of
degradation and template concentration on the ampilification efficiency of the STR

miniplex primer sets. Journal of Forensic Sciences 49(4):733-39

Clark, JM. (1998) Novel non-templated nucleotide addition reactions catalyzed by

procaryotic and eucaryotic DNA polymerases. Nucleic Acid Res. 16:9677-86
Clayton, TM., Guest, JL., Urquhart, AJ., Gill, PD. (2004) A genetic basis for anomalous band

patterns encountered during DNA STR profiling. Journal of Forensic Sciences
49(6):1207-14

65



Comey, CT., Koons, BW., Presley, KW., Smerick, JB., Sobieralski, CA., Stanley, DM.,
Baechtel, FS. (1994) DNA extraction strategies for amplified fragment length

polymorphism analysis. Journal of Forensic Sciences 39:1254-69

Coyle, HM. (edit) (2007) Nonhuman DNA Typing: Theory and Casework Applications
(Chapter 4.). CRC Press ISBN 978-0-8247-2593-8

De Munnynck, K., Van de Voorde, W. (2002) Forensic approach of fatal dog attacks: a case

report and literature review. International Journal of Legal Medicine 116:295-300

DeNise, S., Johnston, E., Halverson, J., Marshall, K., Rosenfeld, D., McKenna, S., Sharp, T.,
Edwards, J. (2004) Power of exclusion for parentage verification and probability of
match for identity in American Kennel Club breeds using 17 canine microsatellite

markers. Animal Genetics 35:14-17

Edwards, A., Civitello, A., Hammond, HA., Caskey, CT. (1991) DNA typing and genetic
mapping with trimeric and tetrameric tandem repeats. American Journal of Human
Genetics 49:746-56

Eichmann, C., Berger, B., Parson, W. (2004a) A proposed nomenclature for 15 canine
specific polymorphic canine STR loci for forensic purposes. International Journal of
Legal Medicine 118:249-66

Eichmann, C., Berger, B., Reinhold, M., Lutz, M., Parson, W. (2004b) Canine specific STR
typing of saliva traces on dog bite wounds. International Journal of Legal Medicine
118:337-42

Eichmann, C., Berger, B., Steinlechner, M., Parson, W. (2005) Estimating the probability of
identity in a random dog population using 15 highly polymorphic canine STR markers.

Forensic Science International 151:37-44

Ellegren, H. (2004) Microsatellites: Simple sequences with complex evolution. Nature
Reviews Genetics 5(6):435-45

Excoffier, L., Slatkin, M. (1998) Incorporating genotypes of relatives into a test of linkage

disequilibrium. American Journal of Human Genetics 62:171-80

66



Evett, IW., Weir, BS. (1998) Interpreting DNA evidence (Chapter 4.). Sinauer Associates Inc.
Publishers ISBN 0-87983-155-4

Fantin, D., Bozzini, M., Gaiser, C., Halverson, J., Bates, S., Ziegle, J. (1996) Automating

canine parentage verification. Animal Genetics 27(Suppl. 2):30

Francisco, LV., Langston AA., Mellersh, CS., Neal, CL., Ostrander, EA. (1996) A class of
highly polymorphic tetranucleotide repeats for genetic mapping. Mammalian Genome
7(5):359-62

Gill, P., Kimpton, CP., d’Aloja, E., Andersen, JF., Bar, W., Brinkmann, B., Holgersson, S.,
Johnsson, V., Kloosterman, AD., Lareu, MV., Nellemann, L., Pfitzinger, H., Phillips,
CP., Schmitter, H., Schneider, P., Stenersen, M. (1994) Report of the European DNA
Profiling Group (EDNAP) — towards standardisation of short tandem repeat (STR)

loci. Forensic Science International 65:51-59

Gill, P., Kimpton, CP., Urquhart, A., Oldroyd, N., Millica, ES., Watson, SK., Downes, TJ.
(1995) Automated short tandem repeat (STR) analysis in forensic casework — a

strategy for the future. Electrophoresis. 16:1543-52

Gill, P., Sparkes, RL., Kimpton, CP. (1997a) Development of guidelines to designate alleles

using an STR multiplex system. Forensic Science International 89:185-97

Gill, P., Brinkmann, B., d’Aloja, E., Andersen, J., Bar, W., Carracedo, A., Dupuy, B., Eriksen,
B., Jangblad, M., Johnsson, V., Kloosterman, AD., Lincoln, P., Morling, N., Rand, S.,
Sabatier, M., Scheithauer, R., Schneider, P., Vide, MC. (1997b) Consideration from
the European DNA Profiling Group (EDNAP) concerning STR nomenclature. Forensic

Science International 87:185-92

Gill P. (2001) Application of low copy number DNA profiling. Croatian Medical Journal
42(3):229-32

Graham, EAM., (2008) DNA reviews: low level DNA profiling. Forensic Sci. Med. Pathol.
4:129-31

Guo, SW., Thompson, EA. (1992) Performing the exact test of Hardy-Weinberg proportion

for multiple alleles. Biometrics 48:361-72

67



Guyon, R., Lorentzen, TD., Hitte, C., Kim, L., Cadieu, E., Parker, HG. (2003) A 1-Mb
resolution radiation hybrid map of the canine genome. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
100:5296-01

Halverson, J., Edwards, J (1999) Microsatellite polymorphism in major dog breeds. PE

Applied Biosystems Bulletin

Halverson, J., Basten, C. (2005a) Forensic DNA identification of animal-derived trace
evidence: tools for linking victims and suspects. Croatian Medical Journal 46(4):598-
05

Halverson, J., Basten, C. (2005b) A PCR multiplex and database for forensic DNA

identification of dogs. Journal of Forensic Sciences 50(2):1-12

Hellmann, A., Schleenbecker, U., Rohleder, U., Demmelmeyer, H. (2003) DNA typing of
canine samples — allele frequencies and standardization of the STR marker. Forensic

Science International 136:66

Hellmann, A., Rohleder, U., Eichmann, C., Pfeiffer, |., Parson, W., Schleenbecker, U. (2006)
A proposal standardization in forensic canine DNA typing: Allele nomenclature of six

Canine-specific STR loci. Journal of Forensic Science 51(2):274-81

Higuchi, R., Beroldingen, CHv., Sensabugh, GF., Erlich, HA. (1988) DNA-typing from single
hairs. Nature 332:534-46

Instat statisztikai program: http://www.rdg.ac.uk/SSC/software/instat/instat.html

Jeffreys, AJ., Wilson, V., Thein, SL. (1985) Individual-specific “fingerprints” of human DNA.
Nature 316:76-79

Jeffreys, A., Morton, D. (1987) DNA fingerprinting of dog and cats. Animal Genetics 18:1-15.

Jones, DA. (1972) Blood samples: probability of discrimination. Journal of Forensic Sciences
Society 12:355-59

68



Joseph, S., Sampson, J. (1994) Identification, isolation, and characterisation of canine

microsatellite sequences. Animal Genetics 25:307-21

Kanthaswamy, S., Tom, BK., Mattila, AM., Johnston, E., Dayton, M., Kinaga, J., Erickson,
BJ., Halverson, J., Fantin, D., DeNise, S., Kou, A., Malladi, V., Satkoski, J., Budowle,
B., Smith, DG., Koskinen, MT. (2009) Canine population data generated from a
multiplex STR kit for use in forensic casework. Journal of Forensic Sciences
54(4):829-40

Kasai, K., Nakamura, Y., White, R. (1990) Amplification of a variable number of tandem
repeats (VNTR) locus (pMCT118) by the polymerase chain reaction (PCR) and its

application to forensic science. Journal of Forensic Sciences 35:1196-00

Kirkness, EF., Bafna, V., Halpern, AL., Levy, S., Remington, K., Rusch, DB., Delcher, AL.,
Pop, M., Wang, W., Fraser, CM., Venter, JC. (2003) The dog genome: survey
sequencing and comparative analysis. Science 301(5641):1898-03

Klukowska, J., Szczerbal, I., Rickli, O., Switonski, M., Dolf, G., Schelling, C. (2004) Seven
bacterial artifical chromosome-derived canine microsatellitre-linking physical and

genetic maps. Animal Genetics 35:252-3

Leclair, B., Sgueglia, JB., Wojtowicz, PC., Juston, AC., Frégeau, CJ., Fourney, RM. (2003)
STR DNA typing: increased sensitivity and efficient sample consumption using

reduced PCR reaction volumes. Journal of Forensic Sciences 48(5):1001-13

Lederer, T., Betz, P., Seidl, S. (2001) DNA analysis of fingernail debris using different
multiplex systems: a case report. International Journal of Legal Medicine 114(4-
5):263-66

Linch, CA., Smith, SL., Prahlow, JA. (1998) Evaluation of the human hair root for DNA
typing subsequent to microscopic comparison. Journal of Forensic Sciences 43:305-

14

Linch, CA., Whiting DA., Holland, MM. (2001) Human hair histogenezis for the mitochondrial

DNA forensic scientist. Journal of Forensic Sciences 46:844-53

69



Lindblad-Toh, K., Wade, CM., Mikkelsen, TS., Karlsson, EK., Jaffe, DB., Kamal, M., Clamp,
M., Chang, JL., Kulbokas, EJ., Zody, MC., Mauceli, E., Xie, X., Breen, M., Wayne,
RK., Ostrander, EA., Ponting, CP., Galibert, F., Smith, DR., deJong, PJ., Kirkness, E.,
Alvarez, P., Biagi, T., Brockman, W., Butler, J., Chin, CW., Cook, A., Cuff, J., Daly,
MJ., DeCaprio, D., Gnerre, S., Grabherr, M., Kellis, M., Kleber, M., Bardeleben, C.,
Goodstadt, L., Heger, A., Hitte, C., Kim, L., Koepfli, KP., Parker, HG., Pollinger, JP.,
Searle, SMJ., Sutter, NB., Thomas, R., Webber, C., Broad Institute, GSP., Lander,
ES. (2005) Genome sequence, comparative analysis and haplotype structure of the
domestic dog. Nature 438(8):803-19

Meldgaard, M., Morling, N. (1997) Detection and quantitative characterization of artificial
extra peaks following polymerase chain reaction amplification of 14 short tandem

repeat systems used in forensic investigations. Electrophoresis 18(11):1928-35

Mellersh, C. (2008) Give a dog a genome. The Veterinary Journal 178:46-52

Moller, A., Meyer, E., Brinkmann, B. (1994) Different types of structural variation in STRs:
HUmFES/FPS, HumVWA and HumD21S11. International Journal of Legal Medicine
106:319-23

Nadir, E., Margalit, H., Gallily, T., Ben-Sasson, SA. (1996) Microsatellite spreading in the
human genome: Evolutionary mechanisms and structural implications. Proc Natl Acad

Sci USA 93(13):6470-75

National Human Genome Research Institute (2007) http://research.nhgri.nih.gov/

Neff, MW., Broman, KW., Mellersh, CS., Ray, K., Acland, GM., Aguirre, GD., Ziegle, JS.,
Ostrander, EA., Rine, J. (1999) A second-generation genetic linkage map of the

domestic dog, Canis familiaris. Genetics 151:803-20

Nei, M. (1973) Analysis of gene diversity in subdivided population. Proc. Nat. Acad. Sci.
70:3321-23

Novagen (2003) Pellet Paint® Co-Precipitant. User Protocol TB146 Rev. A 0204. EMD

Biosciences, Inc., an affiliate of Merck KgaA, Darmstadt, Germany

70



Ohno Y, Sebetan IM, Akaishi S (1982) A simple method for calculating the probability of
excluding paternity with any number of codominant alleles. Forensic Sciences
International 19:93-98

Ostrander, EA., Lindblad-Toh, K., Lander ES. and The Canine Genome Mapping
Community (2004) Sequencing the Genome of the Domestic Dog Canis familiaris.

http://research.nhgri.nih.gov/dog_genome/ 2004.

Ostrander, EA.,Wayne, RK. (2005) The canine genome. Genome Res. 15:1706-16

Overall, K., Love, M. (2001) Dog bite-related of humans — demography, epidemiology, injury
and risk. J. Am. Vet. Med. Assoc. 218:1923-34

Padar, Zs., Egyed, B., Kontadakis, K., Zdldag, L., Fekete S. (2001a) Resolution of parentage
in dogs by examination of microsatellites after death of putative sire. Acta Vet. Sci.
Hung. 49 (3):269-73

Padar, Zs., Angyal, M., Egyed, B., Firedi, S., Woller, J., Z&ldag, L., Fekete, S. (2001b)
Canine microsatellite polymorphisms as the resolution of an illegal animal death case

in @ Hungarian Zoological Gardens. International Journal of Legal Medicine 115:79-81
Padar, Zs., Kontadakis, K., Egyed, B., Firedi, S., Woller, J., Zdldag, L., Fekete, S. (2002)
Canine STR analyses in forensic practice - observation of possible mutation in a dog

hair. International Journal of Legal Medicine 116:286-88

Padar, Zs. (2006) Kutya eredetli anyagmaradvanyok igazsagligyi genetikai vizsgalata. PhD
értekezés, SZIE AOTK

Pfeiffer, 1., Volker, |., Taubert, H., Brenig, B. (2004) Forensic DNA-typing of dog hair: DNA-

extraction and PCR amplification. Forensic Science International 141:149-51

Primer Designer 4 http://www.scied.com

Princeton Separation Inc. (2004) Centri-Sep Protocol. Ver. 7.0 2/04

Qiagen (2008) EZ1 DNA Handbook 4/2008, DNA Investigator Kit Protocoll

71



Rolf, B., Wiegand, P., Brinkmann, B. (2002) Somatic mutation at STR loci - a reason for

three-allele pattern and mosaicism. Forensic Science International 126:200-02

Rothuizen, J., Wolfswinkel, J., Lenstra, J., Frants, R. (1994) The incidence of mini- and
microsatellite repetitive DNA in the canine genome. Theoretical and Applied Genetics
89:403-06

Schmid, D., Bayer, B., Anslinger, K. (2008) Comparison of telogen hair analyses: genRES®
MPX-2SP kit versus genRES® MPX-SP1 and genRES® MPX-2SP kits. Forensic

Science International: Genetics 3:22-26

Schneider, S., Roesli, D., Excoffier, L. (2000) Arlequin ver. 2.000: A software for population
genetics data analysis. Genetics and Biometry Laboratory, University of Geneva,

Switzerland. http://anthro.unige.ch/arlequin

Siegel, JA., Saukko, PJ., Knupfer, GC. (eds.) (2000) Encyklopedia of forensic sciences.
Academic Press, ISBN 0-12-227215-3

Silvia, ML., Pomposini, DA., Rhee, HN., Greenspoon, SA. (2006) Somatic mutation study of

hair roots in an individual. Profiles In DNA 9(1):6-7 http://www.promega.com./

Slatkin, M., Excoffier, L. (1996) Testing for linkage disequilibrium in genotypic data using the
Expectation-Maximization algorithm. Heredity 76:377-83

Tsuji, A., Ishiko, A., Kimura, H. (2008) Unusual death of a baby: a dog attack and
confirmation using human and canine STRs. International Journal of Legal Medicine
122:59-62

The Crown Prosecution Service (2008) Low Copy Number DNA analysis (LCN) —

Prosecutors checklist of question. http://www.cps.gov.uk/publications/

prosecution/lcn checklist.html

Tvedebrink T, Eriksen PS, Mogensen HS, Morling N. (2009) Estimating the probability of
allelic drop-out of STR alleles in forensic genetics. Forensic Science International
Genetics 3(4):222-26

Varga, A. (2005) Kampanyfist és kutyapiszok. Magyar Nemzet, 2005. Szeptember 15. 4.

72



Vigilant, L. (1999) An evaluation of techniques for the extraction and amplification of DNA

from naturally shed hairs. Biological Chemistry 380:1329-31

Walish, PS., Fildes, NJ., Reynolds, R. (1996) Sequence analysis and characterization of
stutter products at the tetranucleotide repeat locus VWA. Nucleic Acid Res 24:2807-
12

Wang, W., Kirkness, EF. (2005) Short interspersed elements (SINEs) are a major source of

canine genomic diversity. Genome Research 15:1798-08

Weber, JL., May, PE., (1989) Abundant class of human DNA polymorphism which can be
typed by the polymerase chain reaction. American Journal of Human Genetics
44:388-96

Weir, BS. (1996) Genetic Data Analysis Il. Sinauer Associates, Inc. Publishers, Sunderland,

Massachusetts

Weiss, HB., Friedman, DI., Coben, JH. (1998) Incidence of dog bite injuries treated in
emergency departments. JAMA 279:51-53

Weller, JI., Seroussi, E., Ron, M. (2006) Estimation of the number of genetic markers
required for individual animal identification accounting for genotyping errors. Animal
Genetics 37:387-9

Whitaker, JP., Clayton, TM., Urquhart, AJ., Millican, ES., Downes, TJ., Kimpton, CP., Gill,
PD. (1995) STR typing of bodies from a mass disaster: High success rate and
characteristic amplification patterns in highly degraded samples. BioTechniques
18:670-77

Wiegand, P., Kleiber, M. (2001) Less is more — length reduction of STR amplicons using

redesigned primers. International Journal of Legal Medicine 114:285-87
Wilson, MR., DiZinno, JA., Polenskey, D., Replogie, J., Budowle, B. (1995a) Validation of

mitochondrial DNA sequencing for forensic casework analysis. International Journal
of Legal Medicine 108:68-74

73



Wilson, MR., Polanskey, D., Butler, J., DiZinno, JA., Replogle, J., Budowle, B. (1995b)
Extraction, PCR amplification and sequencing of mitochondrial DNA from human hair
shafts. Biotechniques 18(4):662-69

Wurmb-Schwark, N., Preusse-Prange, A., Heinrich, A., Simeoni, E., Bosch, T., Schwark, T.
(2009) A new multiplex-PCR comprising autosomal and y-specific STRs and
mitochondrial DNA to analyze highly degraded material. Forensic Science
International: Genetics 3(2):96-03

Zajc, l., Mellersh, C., Kelly, EP., Sampson, J. (1994) A new method paternity testing for

dogs, based on microsatellite sequences. The Veterinary Record 135:545-47

Zajc, l., Mellersh, C., Sampson, J. (1997) Variability of canine microsatellites within and

between different dog breeds. Mammalian Genome 8:182-85

Zenke, P., Padar, Zs., Z6ldag, L. (2006) Molekularis genetika és kutyatenyésztés. Magyar
Allatorvosok Lapja 9: 544-50

Zenke, P., Maréti-Agots, A., Padar, Zs., Gaspardi, A., Komlési, I., Zéldag, L. (2007) Adatok a
kutyaallomanyok beltenyésztettségének értékeléséhez. Magyar Allatorvosok Lapja 8:
484-89

Zenke, P., Egyed, B., Szabolcsi, Z., Zéldag, L., Padar, Zs. (2008) Assessing the frequency of
somatic mutation from single dog hairs — Forensic testing of StockMarks Canine |

Ver3 kit. Forensic Science International: Genetics Supplement Series 1:633-34

Zenke, P., Maroti-Agots, A., Zoldag, L., Padar, Zs. (2009) Characterization of the Wilms-TF
microsatellite marker in hungarian dog populations. Acta Biologica Hungarica
60(3):329-32

Zenke, P., Egyed, B., Z6ldag, L., Padar, Zs. (2010) Population genetic study in Hungarian
canine populations using forensically informative STR loci. Forensic Science

International: Genetics doi:10.1016/j.fsigen.2010.03.013

Zoldag, L. (szerk.) (2003) A haziallatok 6rokl6dd betegségei (7.4.2. fejezet). Mezbgazda
Kiad6 ISBN 963-286-063-2

74



Zoldag, L. (szerk.) (2008) Allatorvosi genetika és allattenyésztés (II. rész, 3.2.2. fejezet).
Szent Istvan Egyetem Allatorvos Tudomanyi Kar ISBN 978-963-269-010-0

75



9 A DOKTORI KUTATAS EREDMENYEINEK KOZLESEI

Magyar nyelvii k6zlemények

Zenke P., Maréti-Agots A., Padar Zs., Gaspardi A., Komlési ., Zoldag L.: Adatok a
kutyaallomanyok beltenyésztettségének értékeléséhez. Magyar Allatorvosok Lapja (2007)
8:484-89

Zenke P., Padar Zs., Zoldag L. Molekularis genetika és kutyatenyésztés. Magyar
Allatorvosok Lapja (2006) 9:544-50

Zenke P., Padar Zs., Egyed B., Zdldag L.: Kutya eredetli degradalt anyagmaradvanyok
genotipus meghatarozasa sajat fejlesztésti mikroszatellita miniplexekkel.
El6adés: MTA Allatorv. Tud. Biz. Kut. Beszémold, Budapest, 2009. 01. 28.

Zenke Petra, Leposa Tamas, Padar Zsolt, Zbldag Laszlo: Egyedazonositas és
szarmazasellenérzés hiperpolimorf mikroszatellita markerrel kutyaban.

El6adas: I. G6dollsi Allattenyésztési Tudoményos Napok, G6délls, 2008. aprilis 11-12.

Zenke P., Padar Zs., Egyed B., Szabolcsi Z., Zbldag L.: Kutya eredetli degradalt
anyagmaradvanyok vizsgalati lehetéségének kiszélesitése ujabb mikroszatellita lokuszok
bevonasaval

ElGadés: MTA Allatorv. Tud. Biz. Kut. Beszamolo, Budapest, 2008. 01. 23.

Padéar Zs., Zenke P., Egyed B., Z6ldag L.: Allatorvos-tudomany és igazsagligyi genetika
Eléadés: MTA Allatorv. Tud. Biz. Kut. Beszamolo, Budapest, 2008. 01. 23.

Zenke P., Padar Zs., Z6ldag L.: Szomatikus mutacio vizsgalata kutyaszérben.
El6adés: MTA Allatorv. Tud. Biz. Kut. Beszémolé, Budapest, 2007. 01. 20.

Zenke P., Egyed B., Osz K., P&dar Zs., Zo6ldég L.: Magyarorszégi kutyafajtak
populaciogenetikai elemzése.
El6adés: MTA Allatorv. Tud. Biz. Kut. Beszémold, Budapest, 2006. 01. 20.

Padar Zs., Kontadakis K., Egyed B., Osz K., Zenke P., Maroti-Agots A., Zoldag L.: Kutya-

STR vizsgélatok kriminalisztikai célu alkalmazéasa.
Eléadés: MTA Allatorv. Tud. Biz. Kut. Beszamolo, Budapest, 2005. 01. 20.

76



Padér Zs., Egyed B., Zenke P., Osz K., Z6ldag L., Fekete S.: Genetikai polimorfizmusok
alkalmazhatésaga kriminalkynoldgiai esetekben — STR-vizsgalatok magyarorszagi
kutyapopulacioban.

El6adas:V. Magyar Genetikai Kongresszus, Siéfok, 2003. 04. 13-15.

Padar Zs., Kontadakis K., Egyed B., Zenke P., Osz K., Z6ldag L., Fekete S.: Kereskedelmi
forgalmazasban levé kutya STR kit igazsagligyi alkalmazasanak tapasztalatai
ElGadés: MTA Allatorv. Tud. Biz. Kut. Beszamolo, Budapest, 2002. 01. 26.

Idegen nyelvii k6zlemények

Zenke P., Egyed B., Zéldag L., Padar Zs.: Population genetic study in Hungarian canine
populations using forensically informative STR loci.
Forensic Science International: Genetics (2010) doi:10.1016/j.fsigen.2010.03.013.

Zenke P., Maréti-Agéts A., Zéldag L., Padar Zs.: Characterization of the WILMS-TF
microsatellite marker in Hungarian dog populations.
Acta Biologica Hungarica (2009) 60(3):329-32

Zenke P., Egyed B., Szabolcsi Z., Z6éldag L., Padar Zs.: Assessing the frequency of somatic
mutation from single dog hairs — Forensic testing of StockMarks Canine | Ver3 kit.

Forensic Science International: Genetics Supplement Series (2008) 1:633-34

Padar Zs., Zenke P., Egyed B., Osz K., Kontadakis K., Zoldag L., Fekete S.: STR-Analyse
bei Hunden - Forensische Anwendung und Erfahrungen.
Rechtsmedizin (2004) 4:342

Zenke P., Padar Zs., Egyed B., Zéldag L.: STR multiplexes for genotyping low amount of
highly degraded canine DNA.

Poszter bemutatva: 23nd Congress of the International Society for Forensic Genetics,
Ancona, 2008. 05. 27-30.

Zenke P., Egyed B., Szabolcsi Z., Zbldag L., Padar Zs.: Assessing the frequency of somatic
mutation from single dog hairs — Forensic testing of StockMarks Canine | Ver3 kit.

Poszter bemutatva: 22nd Congress of the International Society for Forensic Genetics,
Koppenhaga, 2007. 08. 22-25.

77



Padar Zs., Zenke P., Egyed B., Osz K., Kontadakis K., Zbldag L., Fekete S.: Experience in
the application of commercially available canine-STR kit in Hungarian forensic practice.
Poszter bemutatva: 82. Jahrestagung der Deutschen Geselschaft fiir Rechtsmedizin,
Miinster, 2003. 09. 22-25.

78



10 MELLEKLETEK

F1. abra

felvétel)

F1. tablazat A vizsgalt kutyaallomany megoszlasa fajtanként

Anagén fejlédési fazisban 1évé, tépett kutyaszér fénymikroszképos képe (sajat

Fajta Mintaszam | Fajta Mintaszam | Fajta Mintaszam
Afgan agar 1 Erdélyi kop6 2 Német spicc 1
Agar 1 Fila brasileiro 2 Német vizsla 1
Airedale terrier 2 Fox terrier 1 Oangol juhaszkutya 2
Alaszkai malamut 2 Francia bulldog 2 Orosz agar 1
Am. cocker spaniel 2 Hannoveri véreb 2 Pekingi palotakutya 1
Am. staff. terrier 2 Hovawart 2 Pireneusi hegyikutya 1
Angol bulldog 2 ir szetter 1 Pointer 2
An. cocker spaniel 1 Jagd terrier 2 Puli 1
Angol szetter 1 Kaukézusi juhaszk. 1 Rottweiler 3
Arany retriever 2 Kerry blue terrier 1 Sarplaninai juh3szk. 2
Basset hound 1 Keverék 1 Schnauzer 2
Beagle 2 Kinai harcikutya 3 Sealyham terrier 1
Bernathegyi 2 Komondor 1 Si-cu 2
Berni pasztor 2 Kuvasz 1 Skét juhaszkutya 1
Bichon frise 1 Labrador retriever 2 Szamojéd 2
Bordeauxi dog 2 Leonbergi 1 Szibériai husky 1
Brie-i juhaszkutya 1 Magyar agar 1 Szibériai lajka 2
Bullmasztiff 2 Magyar vizsla 1 Tacsko 1
Cane corso 2 Mopsz 2 Tibeti terrier 1
Coton de tulear 1 Moszkvai érkutya 1 Torpe pincser 1
Csau-csau 1 Mudi 2 Ujfundlandi 1
Csivava 2 Napolyi masztiff 2 Uszkar 2
Dalmata 1 Német boxer 2 Weimari vizsla 1
Délorosz juhaszk. 1 Német dog 2 W. H. White terrier 2
Dobermann 3 Német juhaszkutya 1 Yorkshire terrier 2
Osszesen 116 egyed
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F2.a. abra A populaciés mintak méretbeli eloszlasa a REN124F09 lokuszon, GS500 LIZ
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F2.b. abra A populaciés mintak méretbeli eloszlasa az FH2584 lokuszon. GS500 LIZ belsé

méretstandard alkalmazasaval
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F3.a. abra Alléllétrak keveréke a Miniplex I. rendszerben GS500-LIZ méretstandard

alkalmazasaval
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F3.b. abra Alléllétrak keveréke a Miniplex II. rendszerben GS500-LIZ méretstandard

alkalmazasaval
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| G5 Display-2
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2100
1050
o

6-FAM

oE
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vIC

40 : A4 2L_MPL S

NED

OOl v aszL_mpis

1PET

PEZ21

A

HE R:Adz2L_MP1/

HE 40:a42 M1/
==

F4.a. abra Egy minta 6t szincsatornas elektroferogramja hat lokuszon a Miniplex |.

rendszerben GS500-LIZ belsé méretstandard hasznalataval

~ G5_SP1l_sens Display-2 -

“Es|

100

140

4140

6-FAM

EHE 28 :2340p_SPI_D,1ng / 73410

VIC

vWF.X

EE 26 :340p P10, 1ng /73510

NED

OO 2y :340p_5P1L0, 1ng / 73/10

PET

WILMS-TF

Wl 2R :340p_SPILD, 1ng / 7310

o & 8

EE 20 :340p_5PI_D, 109 / 73410

4]

F4.b. abra Egy minta 6t szincsatornas elektroferogramja hat lokuszon a Miniplex 1.

rendszerben GS500-LIZ belsé méretstandard hasznalataval
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g Plots - PEZ21_LIZ_pig B
1 1 1 1 I 1 1 1 I 1 |J 1 |
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AZ3TI P

g83

3Red

8388

L

F5.a. abra Két minta genotipus meghatarozasa a PEZ21 markeren a Genotyper® 2.5.2

szoftver alkalmazasaval

[&] Plots - PEZI9_LIZ_pig
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120 122 124 126 128 120 132 134 125 138 140 142 144 145 148 150 152
7 8 9 10 1 12 13 14
ASFE4_P19.F54  50reen
B3 69 P 15 Green

F5.b. abra Két minta genotipus meghatarozasa a PEZ19 markeren a Genotyper® 2.5.2

szoftver alkalmazasaval
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[

F5.c. abra Két minta genotipus meghatarozasa a PEZ16 markeren a Genotyper® 2.5.2

szoftver alkalmazasaval
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—r 1"
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0 A3 WILMS. der resmp SRed  ladder ladder
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- ‘/\dju‘r_‘}\
(=3

F5.d. abra Két minta genotipus meghatarozasa a WILMS-TF markeren a Genotyper® 2.5.2

szoftver alkalmazasaval

84
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128 120 132 124 136 128 140 142 144 146 148 150 152
RENI 24
(OREN124 ladder 2 Green ladder
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128 130 152 124 136 138 140 142 144 146 148 150 152
REN124
A ITIIPI 3 Green
B
A 2L P 4 Green
“//\,—f‘/L._/ E
E)

F5.e. abra Két minta genotipus meghatarozasa a REN124F09 markeren a Genotyper® 2.5.2

szoftver alkalmazasaval

O ‘Plots - vWFX_LIZ_pig =l =]
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F5.f. abra Két minta genotipus meghatarozasa a vVWF.X markeren a Genotyper® 2.5.2

szoftver alkalmazasaval
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Marker Allel

VvWF.X 8
10
13

WILMS-TF 9
10
1"
11.2
12
123
13
13.3
14
14.3
15
15.2
15.3
16
16.3
17
17.3
18
18.3

F6. abra

adatok alapjan (a markerszerkezet 6sszetettségének fliggvényében lokuszonként eltéré

151
163
183

152
156
160
162
164
167
168
171
172
175
176
178
179
180
183
184
187
188
191

Ismétiodés szerkezete

44bp(AGGAAT)7bp
44bp(AGGAAT)4,7bp
44bp(AGGAAT)y37bp

68bp(GAAA)48bp
68bp(GAAA)1048bp
68bp(GAAA),148bp
68bp(GAAA).248bp CT*del
68bp(GAAA),248bp
68bp(GAAA),GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA)348bp
68bp(GAAA)(GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA)448bp
68bp(GAAA) GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA),s48bp
68bp(GAAA)s48bp CT*del
68bp(GAAA),GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA);s48bp
68bp(GAAA);GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA),748bp
68bp(GAAA)4GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA).548bp
68bp(GAAA)sGAA(GAAA);48bp

A VWF . X és a WILMS-TF marker allélvaltozatainak szerkezete a szekvenalasi

szamu allélt vizsgaltunk)

CT*del: két bazispar kiesése (delécioja) a 3’ hatarol6 (flanking) régidban



PEZ21
50% - 44,0%
40% -
Q 30,6%
2 30% -
e
©
@ 20% 15,5%
10% 1 5.29% 4,7%
o, | o
8 9 10 11 12
Allél

F7.a. abra PEZ21 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)

PEZ19
o/
50% 44,0%
40% -
8’ 31,0%
B 30% -
o
T 0
6 20% - 17, 7%
10% -
2,6% 2,6% 2,2%
0% 1 [ | __‘
8 9 10 11 12 13
Allél

F7.b. abra PEZ19 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)

VWF.X

60% - 53,9%

Gyakorisag
w
o
X

4.3%
° 30% 999 04%

8 9 10 11 12 13 14
Allél

F7.c. abra vVWF.X lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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REN124F09
0/ _
60% 49,6%
50% | 43,1%
S 40% |
L
S 30% |
@«
& 20% -
0
0% 47% 1,3% 1,3%
0o | [
7 8 9 10 1
Allel

F7.d. abra REN124F09 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)

FH2584

20% 187% 47,49

15%

ag

10,9%
10% -

Gyakoris

5% -3,0%
1.3% 0,4% 0.9% 0,4%

0% -

LW © ®M N M © N ® O M O T N «
- v 6 Y K Y 6 6 v o N N = o4
- - - - - N N

Allél

F7.e. abra FH2584 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 229)

FH2054
30% 1
25,4%
25%
2 20%
R2]
S 15%
g
@ 10%

5% A
0%

6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Allél

F7.f. abra FH2054 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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35%
sl 207% 5509,
3 25% - .
£ o | 19,0%
X
S 15% 9.9%
© 10% | 5.0 7,3%
5% 0,9%
oo | B o
10 11 12 13 14 15 16
Allgl

F7.i. abra PEZ1 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)

PEZ3
30% T
250, 25,0%
0
2 20%
2
S 15%
®©
>
O 10%

5%

0%

20 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Allel

F7.j. abra PEZ3 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 230)

PEZ5

60% - 53,9%
o 950% A
40% A
30% A 23,7%
@ 20% - 14,7%

10% 1 13%  1,3% . I 5,2%
.
9 10 11

0%
6 7 8

1Sa

akor

Allél

F7.k. abra PEZ5 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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Gyakorisag

14

15

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Aliél

F7.g. abra PEZ16 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)

Gyakorisag

20% |

15% 1

10% 1

5% 1

0% -

WILMS-TF

164%

142%

Allél

F7.h.

abra Wilms-TF lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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F3. tablazat Allélgyakorisagi értékek és populacidégenetikai jellemzék a vizsgalt
kutyacsoportban (N = 116)

Alléel  PEZ1 PEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16 REN124 PEZ19 WILMS FH2054 FH2584 vWF.X
6 0,013 0,004

7 0,013 0,047

8 0,539 0,052 0,496 0,026 0,026
9 0,147 0,306 0,431 0,026 0,004 0,013 0,539
10 0,052 0,237 0,155 0,013 0,310 0,022 0,047 0,349
11 0,099 0,052 0,440 0,013 0,440 0,039 0,181 0,043
11.2 0,004

12 0,297 0,047 0,177 0,091 0,254 0,030
121 0,022

12.3 0,017

13 0,280 0,022 0,112 0,078 0,009
13.1 0,013

13.3 0,043

14 0,190 0,004 0,164 0,099 0,004
14.1 0,017

14.3 0,039

15 0,073 0,004 0,142 0,129 0,030

15.1 0,004

15.2 0,013

15.3 0,056

16 0,009 0,013 0,078 0,103 0,073

16.2 0,004

16.3 0,026 0,043

17 0,103 0,047 0,078 0,185

17.3 0,013 0,116

18 0,151 0,017 0,013 0,168

18.2 0,026

18.3 0,013 0,095

19 0,220 0,108

19.3 0,108

20 0,017 0,267 0,017

20.2 0,004

21 0,116 0,009

21.2

22 0,047 0,069

23 0,065 0,013

231 0,004

24 0,108 0,013

25 0,250 0,004

26 0,151 0,009

27 0,108 0,013

28 0,039

29 0,099

30 0,056

31 0,047

PE 0,573 0,385 0,740 0433 0661 0275 0420 0,825 0,704 0,763 0,317
PD 0918 0,788 0958 0,835 0939 0,722 0,841 0975 0958 0,937 0,763
PIC 0,746 0,579 0,855 0,631 0,806 0472 0621 0906 0,834 0,871 0,511
Hos 0,603 0431 0,664 0422 0,707 0483 0569 0,784 0,716 0,310 0,483
Hep 0,783 0632 0872 0687 0,831 0568 0680 0917 0,854 0,886 0,587
SE 0,038 0,045 0,031 0,043 0,035 0,046 0,043 0,026 0,033 0,030 0,046
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{ 100 pm

a.1.

{100 pm

b.1.

200 pm

c.1. c.2.

F8.a-c. abra Anagén (a.1.-a.2.), katagén (b.1.-b.2.) és kés6i katagén (c.1.-c.2.) kategoriaba

sorolt kutyasz6rék pasztazoé elektronmikroszképos képe (sajat felvételek)
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F4. tablazat DNS kinyerési mddszereknek, szérmintak testtaji eredetének és fejlédési
fazisanak paronkénti 6sszehasonlitd elemzése, a teljes DNS-profil (fent) illetve ezeken belil
az aberrans genotipusok (lent) generalasanak fiiggvényében (a szignifikans eltérések piros
szinnel kiemelve)

Paronkénti Eltérés a
ssszehasonlitas gyakorisagok Standard hiba 95%-0s konfidencia
aranyaiban intervallum

DNS-tisztito eljarasok 6sszehasonlitasa

Szerves-BioRobot 0,01254 0,05793 min0,1010-0,1261
- | Szerves-PelletPaint 0,1269 0,06554 min0,0016-0,2554
"o" BioRobot-PelletPaint 0,1144 0,08773 min0,0576-0,2864
E Kiilonb6z6 testtajrol gyiijtott sz6rmintak 6sszehasonlitasa
o | Hat-Pofa 0,06327 0,05181 min0,03831-0,1649
E Hat-Els6 labak 0,01049 0,05057 min0,08866-0,1096
ﬂ Hat-Hatso6 labak 0,04006 0,04669 min0,05146-0,1316
1 | Pofa-Hatsé labak 0,1033 0,05837 min0,01109-0,2178
B | Pofa-Elsd labak 0,05278 0,06278 min0,07029-0,1759

Hatso labak-Elsé labak  0,05056 0,05633 min0,05987-0,1610

Eltéré névekedési fazisu sz6rok 6sszehasonlitasa

Anagén-Katagén 0,07308 0,03846 min0,002323-0,1485

Anageén-Késdi katagén 0,3414 0,05086 0,2417-0,4411

Katagén-Késéi katagén 0,2683 0,04507 0,1799-0,3567

Eltérés a

Paronkénti gyakorisagok Standard hiba 95%-o0s konfidencia

osszehasonlitas aranyaiban intervallum

DNS-tisztito eljarasok 6sszehasonlitasa

Szerves-BioRobot 0,1491 0,05766 0,03607-0,2622
- | Szerves-PelletPaint 0,04479 0,06723 min0,08701-0,1766
L(S BioRobot-PelletPaint 0,1043 0,101 min0,09374-0,3024
E Kiilonb6zé testtajrol gyiijtott sz6rmintak 6sszehasonlitasa
g Hat-Pofa 0,07903 0,05219 min0,02329-0,1814
0 | Hat-Els6 labak 0,02504 0,05204 min0,07699-0,1271
“8 Hat-Hatso labak 0,03009 0,04765 min0,06332-0,1235
W | Pofa-Hats6 labak 0,04894 0,05415 min0,05722-0,1551
o | Pofa-Elsd labak 0,05415 0,05707 min0,05790-0,1659

Hatso labak-Elsé labak  0,005051 0,05604 min0,1048-0,1149

Eltéré novekedési fazisu szérok 6sszehasonlitasa

Anagén-Katagén 0,0702 0,03775
Anagén-Késoi katagén 0,203 0,05117
Katagén-Késéi katagén 0,1328 0,0501

min0,003811-0,1442
0,1027-0,3033
0,03455-0,2310
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Szdrfazis
F9. abra DNS-kivonasi modszerek sikerességének 6sszehasonlitasa eltérd ndvekedési
fazisu sz6rokbdl: teljes genetikai profilt add sz6érok aranya az 6sszes vizsgalt sz6rhdz képest

(fent) és ezen belll az eltéréként kimutatott genotipusok aranya (lent)
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allél, D: allélkiesés] az els6é multiplex PCR utan a PEZ12 lokuszon
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megirasa soran értékes tanacsokkal latott el.

Kdsz6ndm Woller Janosnak az allélnevezéktan kialakitasaban, Szabolcsi Zoltannak
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