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BEVEZETES ES CELKITUZES

Az él6 szervezetbdl kikertlt, illetve elklldnitett biologiai mintak természetszer(ileg
olyan kisebb-nagyobb mértékl roncsolédassal jarnak egyitt, amelyek a polimeraz
lancreakcion alapulé mikroszatellita vizsgalatok sikerességét is csdkkentik. A karosodott
DNS vizsgalata soran az analitikai jeler6sség jelentésen cstkkenhet, kiilondsen a hosszabb
méretli PCR termékek rovidebbekkel térténd, egyidejli (multiplex) felsokszorozasa esetén.
Ez a jelenség a kb. 300 bazispart meghaladd mérettartomanyban gyakran — a genotipus
meghatarozasara forgalomban |évé standard ,kit’-ek hasznalatakor is — megfigyelhetd.

A kutya eredetl eseti mintdak — pl. elpusztult nemzd- illetve szllballatok szdvettani
mintai, blncselekmények 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.

A testi sejtek DNS szekvencigjaban bekdvetkez6 permanens valtozas (pl. szomatikus
mutacié) hatasara kulénbdzé allélikus formak johetnek |étre az azonos lokuszokon,
amelynek feltételezett bekdvetkezésével szamolni kell az egyed azonossaga illetve a
kuldnb6zdség, valamint a leszarmazas megallapitasanak statisztikai ertékelésekor. A magas
mitotikus aktivitdsnak készdnhetbéen a szomatikus mutacié bekdvetkezésének lehetésége —
a csontvel6 mellett — a klltakar6é sejtjeiben a legvaloszinilbb. Tekintettel arra, hogy a
kutyakkal kapcsolatos eseti mintak tébbsegét szérszalak teszik ki, a genetikai elvaltozasok
gyakorisaganak felmérése érdemi tényezd az eredmények interpretalasaban.

Célom a kutya eredetli anyagmaradvanyok egyedi szintli azonositasara alkalmas,
érzékeny vizsgalati mddszer kidolgozasa volt, amely a kell6 mértékben stabil és informativ
STR-lokuszok segitségével, kis mennyiségl és erésen bomlott mintakon is hatékonyan és
eredményesen alkalmazhat6. Ehhez olyan, valtozatos STR markerek polimorfizmusanak
felmérése volt szikséges, amelyeknél a primerparok tervezésével a sokszorozandd
szakaszok hosszanak minél nagyobb mértéki réviditése érhetd el. A polimorfizmus-fok és az
allélméret mellett a lokuszok szerkezete szintén lényeges szempont, mivel a di- illetve trimer
ismétl6dd egységekbdl all6 mikroszatellitdk genotipus meghatarozasa tébb szempontbdl
problémas.

A mar ismert szekvenciaval és megfelel6 sokféleséggel rendelkez6, révid
mikroszatellita lokuszok kombinalasaval un. ,miniplexek” |étrehozasat terveztem, a kiindulasi
DNS minél kevesebb szamu PCR reakcioval kivitelezhetd felsokszorozasa érdekében.

A kivalasztott STR lokuszok segitségével tovabbi célom volt a vizsgalt,
magyarorszagi kutyak genetikai profil alapjan t6rténé egyedi azonositasa a megfigyelt

alléltipusok pontos meghatarozasa (Un. genotipizalasa) révén. Mivel a preciz allél



meghatarozashoz az allélek méretbeli eltérése 6nmagaban nem elégséges, a méret alapjan
elklénild csoportokbdl egy ill. tébb allél bazissorrendjét kell meghatarozni. Az igy nyert
szekvencia-adatok segitségével megallapithatd a mikroszatellitdk szerkezete, valamint a
repeticios  (ismétlddd DNS-motivum) szam alapjan kialakithatd a nemzetkdzi
Osszehasonlitdsra is alkalmas allélnevezéktan. A szekvenalassal igazolt méretd,
referenciaallélekbdl dsszeallitott alléliétrakkal lehetévé valik az esetleges interallélek pontos
meghatarozasa, és és a Genotyper 2.5.2 szoftver hasznalataval lehetéség nyilik a genetikai
profilok félautomata kiértékelésére is.

Statisztikai analizissel a multiplex rendszerekben alkalmazott lokuszok
felhasznalhatésagat, illetve korlatait terveztem  felmérni, meghatarozva  azok
heterozigozitasat (Hexp, Hobs), Mmegkuldnbdztetési erélyét (PD), apasagi kizaras erélyét (PE)
és a polimorfizmus informacios tartalmat (PIC).

Az eseti mintak jelentés hanyadara igen csekély mennyiségl DNS jellemzd, ezért a
PCR reakciok optimalizalasaval a kimutathatdésagi kiiszéboét a lehetd legalacsonyabb — akar
néhany sejtnyi — hatarértékig kivantam csékkenteni.

Az  Osszeallitott  mikroszatellita  miniplexek  gyakorlati  alkalmazhatdsagat
leszarmazastani- és bilnugyi esetekkel terveztem tesztelni.

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 kllénb6zd testrészérdl gylijtétt, a kérnyezet (UV, vegyszerek, stb.)
mutagén hatasainak leginkabb kitett, nagyszamu szérmintajanak vizsgalatat terveztem..
Mikroszkoépi vizsgalattal elkllonitett, eltéré fejlédési fazisokba sorolt szdrképletek egyedi
vizsgalataval kivantam megbecsiini, milyen varhato sikerességgel lehet teljes DNS-profilt
generalni a kulénb6zé mennyiségl gydkérhlvelyi sejtet tartalmazo eseti szérmintakbdl. Az
alacsony koépiaszamu szérmintak vizsgalatara szolgald optimalis preparalasi eljarast harom
kilénbdz6 DNS kivonasi modszer tesztelésével valasztottam ki.

Az egyes markerek kiilonb6z6 tipusu eltérésekre valdé hajlanddésagat 10 STR lokuszt
tartalmazé, standard multiplex vizsgalati rendszerrel terveztem meghatarozni, illetve a
szomatikus mutacié el6fordulasanak gyakorisagat az azonos egyedbdl gylijtétt szérszalak

vizsgalataval felmérni.



ANYAG ES MODSZER

Rovid STR alapu vizsgalatok

Az irodalmi adatok és a Canine Genome Project interneten elérhetd referencia
szekvencidi alapjan kivalasztott hét, potencialisan polimorf mikroszatellita lokuszra (PEZ21,
PEZ16, REN124F09, PEZ19, WILMS-TF, FH2584, vWF.X) primereket illetve primerparokat
terveztem, és igy a keletkez6 PCR termékek hosszat 200 bazisparnal rdévidebbre
redukaltam. A markerek polimorfizmusat 75 kllénb6zd fajtaba tartozé, 116 kutya
vérmintajabol tisztitott DNS-sel, monoplex PCR technikaval teszteltem. A potencialis
allélként felsokszorozott termékeket kapillaris elektroforézissel valasztottam el, majd méretiuk
alapjan csoportositottam.

Az alléltipusok meghatarozasahoz és az allélek jellemzéséhez a méret alapjan
szignifikansan elkilonllé csoportokbdl egy, a kevésbé diszkrét mérettartomanyok esetében
tobb allél bazissorrend meghatarozasat végeztem el. A genotipizalashoz szikséges
alléllétrakat az ismert genotipusu egyedek szekvencia vizsgalatokkal igazolt PCR-
termékeinek 6sszekeverésével allitottam elé. A szekvencia adatok ismeretében az ismétlédd
egységek szaman alapul6 allélnevezéktant nemzetkdzi 6sszehasonlitasra alkalmas modon
alakitottam ki.

Az alléltipusok félautomata meghatarozasat a megfeleléen médositott Genotyper®
2.5.2 szoftverrel a referencia alléllétra és a minta allélméreteinek 6sszehasonlitasa alapjan
végeztem.

A lokuszokon medfigyelt allélgyakorisagok alapjan kalkulaltam a varhato
heterozigozitast, az apasagi- és megkllénbdztetési valdszinliséget, valamint a polimorfizmus
informacids értéket. Az allélek lokuszon bellli fliggetlenségének vizsgalatat, azaz a Hardy-
Weinberg egyensuly meglétét exact-teszttel, az allélek lokuszok koézoétti lehetséges
kapcsoltsagat permutaciés valészinlségi hanyados teszteléssel végeztem.

A polimorfizmus vizsgalatokkal felmért, hét STR lokuszt kiegészitettem a mar
korabban leirt, megfeleléen révid és kell6 valtozatossagot mutat6 PEZ1, PEZ3, PEZ5,
FH2054 markerekkel, valamint az SRY lokusszal. Az 6sszesen 12 markert két multiplex
reakciéban Adllitottam 0Ossze. Mivel az egyes lokuszok mérettartomanya atfedd, a
megkilénbdzetésiiket eltéré szinl fluoreszcens jeldléssel biztositottam. A kifejlesztett két
miniplex rendszer érzékenység-tesztelése 2-0,05 ng templat-tartomanyban tértént,

gyakorlati alkalmazhatésagukat tenyésztési és blinlgyi esettipusokon vizsgaltam.



Szomatikus mutacio vizsgalata

A szomatikus mutacié el6fordulasanak lehetéségét harom éves, bullmasztiff fajtaju,
néstény kutya négy, kilénb6zé testrészérdl kitépett, eltéré fejlédési stadiumban 1évs, 600 db
sz6érmintajan végeztem. Az egyes szbrszalak kategorizalasa a szérhagymak
fénymikroszképos vizsgalata alapjan tortént, amely soran harom ndvekedési illetve
degeneraciés fazist (anagén, katagén, késéi katagén) kilbnitettem el. A gyokérhlvelyi
sejteket vizualisan nem tartalmazé, telogén fazisu szérszalakat a vizsgalatba nem vontam
be. A genetikai vizsgalatokhoz a szérszalak levagott 0,3-0,5 cm hosszu, gydkérhivelyi
sejteket tartalmazé részét hasznaltam fel, amelynek kis kopiaszamu DNS kivonasara is
alkalmas modszerét, harom kilonb6zd eljarassal (1. “Szerves extrakciés” modszer; 2.
BioRobot EZ1; 3. Pellet Paint©) teszteltem. Kontroll mintaként a donor kutyatél vett
szajnyalkahartya-térletet hasznaltam.

Az egyes szOrszalakbol kinyert DNS tisztitasanak sikerességét agardéz gélen
ellendriztem, majd a 10 kutya specifikus STR marker (PEZ1, FHC2054, FHC2010, PEZ5,
PEZ20, PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZ8, FHC2079) egylttes felsokszorositasat 10 pl reakcio
végtérfogatban, a gyarté ajanlasai alapjan végeztem (StockMarks® for Dogs Canine
Genotyping Kit). A sokszorozasi hatékonysag ellenérzését poliakrilamidgél-elektroforézissel
(PAGE) és ezustfestéssel végeztem. A fragmensek kapillaris elektroforézissel torténd
elvalasztasat ABI Prism® 310 genetikai analizatorral, a fluoroférokkal jeldlt primerek
lézergerjesztett detektalasanak kiértékelését GeneScan® 3.1.2 szoftverrel, a szérszalak
genotipusanak meghatarozasat a Genotyper v2.5.2. szoftverrel végeztem.

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

A szbrszalak genetikai profiljanak meghatarozasa utan az eredményeket a kilénb6zd
DNS-tisztitdé eljarasok, szérfazisok és testtajak szerint csoportositottam, majd a kapott

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



EREDMENYEK

Rovid mikroszatellita markerek és polimorfizmusuk vizsgalata

A Kkivalasztott hét mikroszatellita markerbdl 6tnél a PCR termékek hosszanak
csOkkentését, hogy azok ne haladjak meg a 200 bp-os méretet, a forvard és/vagy reverz
primerek tervezésével valositottam meg.

Az allélek bazismotivum ismétiddését, (repeticids) strukturajanak megallapitasat
szekvencia analizis alapjan végeztem. Eredményeimet publikalt adatokkal hasonlitottam
Ossze, és az allélek nevezéktanat nemzetkdzileg megfeleltethetéen, az ismétl6édé egységek
szama alapjan alakitottam ki. Szerkezeti jellegzetességik alapjan a vizsgalt 6t tetramer
(PEZ21, PEZ19, PEZ16, WILMS-TF, FH2584), az egy pentamer (REN124F09) és az egy
hexamer (VWF.X) ismétlédéssel rendelkezd lokusz két kategoériaba volt csoportosithatd. A
PEZ21, PEZ19, VWF.X lokusz egyszerl repeticiokkal, a REN124F09, PEZ16, WILMS-TF,
FH2584 marker pedig 6sszetett ismétlddésekkel rendelkezé allélekbdl all.

A monoplex PCR termékekbdl kivalasztott referencia alléleket azok szekvencia
meghatarozasat kévetéen a nemzetkdzi génbank informacidés adatbazisaban ellendriztem,
€s az Uj, eddig nem ismert szerkezetli 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.nim.nih.gov/)].

A genotipizalashoz szikséges alléllétrakat az ismert genotipusu egyedek szekvencia

vizsgalatokkal igazolt méretli, monoplex PCR-termékeinek 6sszekeverésével allitottam el6.
Az allélkoktélok a populaciés mintdban eléforduld legkisebb és legnagyobb allél kozétti
tartomanyban az egész szamu ismétlédéssel rendelkez6 referencia alléleket tartalmazzak.

Az atfed6 mérettartomanyu lokuszokat — 6sszesen 12 markert — eltéré szini fluorofor
jeloléssel tettem megkulonbdztethetévé, és két multiplex reakciéban — miniplex I. és miniplex
II. — Aallitottam &6ssze. A két 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 valamint az SRY lokusszal. Mindkét multiplex reakcié soran megvalésithatova
valt — a részleges genetikai profil kockazatanak figyelembe vételével — 50 pg kiindulasi DNS
genotipusanak meghatarozasa, 20 pl végtérfogatu reakcidelegyben és 34 PCR ciklus
alkalmazasa mellett.

A genotipus meghatarozasa a referencia allélekbél Osszeallitott alléllétrak
segitségével tortént. A 116 egyedet szamlalé minta vizsgalata soran 12 lokuszon 6sszesen
108 allélvarianst mutattam ki. A felmért allomanyban a 11 STR lokuszon medfigyelt (5-24)

allélszam, az allélgyakorisagi értékek (0,4% és 53,9% kozoétti) tartomanya, megoszlasa



valamint a heterozigozitasi értékek, a kizarhatésagi-, megklldnbdztethetbségi
valészinlségek és polimorfizmus informacié tartalom értékei az adott lokusz figgvényében
jelentésen eltértek. A vart heterozigozitas értékei (Heyp: 0,57-0,92) és a medfigyelt
heterozigozitas értékek (Hops: 0,31-0,78) valtozoak. Legalacsonyabb értekekkel tdbbnyire a
REN124F09 lokusz rendelkezett, amelynek egyuttal kizarasi- és megkuldnbdztetd

valészinlségi szintje is a legkisebb volt. A legmagasabb értékek minden szempontbdl a

WILMS-TF markert jellemezték. A 12 lokusz kombinalt kizarasi valdszinlisége > PE

99,9953%-nak, a kombinalt megkuldnboztetési valészinlsége pedig >PD
99,999999999507 %-nak bizonyult.

A Hardy-Weinberg egyensuly vizsgalatara iranyuld analizis soran az exact-teszt 11-
bél nyolc lokuszon szignifikans eltérést mutatott az egyensulyi allapottél (a Bonferroni-
korrekcioval meghatarozott P = 0,0046 szignifikancia szint alkalmazasaval). A lokuszparok
kapcsoltsagara iranyul6d 6sszehasonlité elemzéssel szignifikans eltérést (P = 0,0046 ) mutato
tesztek aranya (1/55) 1,82 %-nak bizonyult.

A miniplexekkel elvégzett eseti, alomellenérzd vizsgalatok 6sszesitett eredményei
alapjan a kérdéses kan biolo6giai apasaga tébb (6t ill. hat) marker alapjan kizarhaté volt, a
bldnlgyi — helyszinen fellelt — sz6rmintabol kimutatott teljes genetikai profil az 6sszehasonlitd

mintaval azonosnak bizonyult.

Mutacié lehetésége

Teljes genetikai profilként kezeltem mindazon analizisek eredményeit, amelyekben
lokusz-kiesés nem volt kimutathaté, azaz mind a 10 marker tekintetében eredményes volt a
vizsgalat. A DNS tisztitasi eljarasok kézil leghatékonyabb modszernek a szerves kivonas és
a Microcon-30 ultraszlrés-koncentracio kombinalasa bizonyult (74,7%), de a BioRobot EZ1
hasonléan magas sikerességi aranyt mutatott (73,4%). Bar a PelletPaint® ko-precipitaciés
technika hasznalata valamivel kisebb (62,0%) sikerességgel jart, statisztikailag a harom
modszer kdzotti eltérések nem bizonyultak szignifikansnak.

Az anagén fazisu szérmintak 86,7%-ban, a katagén fazisuak 79,4%-ban, a késoéi
katagén fazisu sz6rok 52,6%-ban adtak teljes — lokusz kiesés nélkili — genetikai profilt. Az
eltérd testtajakrol szarmazd mintak sikeres genotipizalasaban nem tapasztaltam szignifikans
eltérést; a hatsz6rok 74,2%-ban, a pofaszérok 67,6%-ban, a mells6 labszérok 72,9%-ban, a
hatsé labsz6rok pedig 78,0%-ban adtak teljes genetikai profilt.

Az eltér6 genotipusok felmérését az 6sszesen 441, teljes — lokusz kiesés nélkuli —
DNS-profilt mutaté szérszal vonatkozasaban végeztem el. A vizsgalt 10 STR markeren
Osszesen 74 esetben (12,3%) volt megfigyelheté kulénbdzd tipusu eltérés (kiegyenlitetlen,

allél-kiesést, extra-, vagy aberrans allélt mutaté mintazatok) a tényleges genetikai profiltol.



A DNS tisztitasi eljarasok vonatkozasaban a téves genetikai profil legnagyobb
mértékben (21,9%) a BioRobot EZ1 eljarassal volt tapasztalhatd, ami szignifikans eltérést
mutatott a szerves kémiai- (11,1%) modszerrel tértént 6sszevetés soran. A robotikus eljaras
a PelletPaint (12%) ko-precipitaciés preparativ. moédszerrel Osszevetve nem adott
szignifikans kllénbséget Az egyed valds genetikai profiljatél eltéré genotipusok gyakorisaga
az anagén (9,5%) illetve katagén (16,5%) stadiumu sz6roket Osszehasonlitva a késdi
katagén (28,3%) allapotu szérokkel, szignifikans eltérést mutatott. Az aberraciok
eloszlasaban megfigyelt, testtajak szerinti kiilénbségek nem bizonyultak szignifikansnak.

Az eltérések okanak felderitése illetve a technikai hibak kiszirése érdekében ismételt
monoplex és/vagy Uj multiplex sokszorositasokat végeztem. Ezek eredményeként csak
egyetlen szérminta esetén volt igazolhato a PEZ1 lokusz eltérése, a tébbi esetben az

ismételt vizsgalatok eredménye a tényleges DNS-profiltdl nem kilonbozoétt.



MEGVITATAS

Az egyed azonossaganak illetve leszdrmazasanak genetikai alapon t6rténé
meghatarozasahoz olyan markerek sziikségesek, amelyek az adott poplulaciéban genetikai
kapcsoltsag nélkul, megfeleld szintli sokféleséggel rendelkeznek. Mindemellett standard
modszerekkel egyértelmien és megismételhetd formaban, nemzetkdzi dsszehasonlitasra
alkalmas mddon kell meghatarozhaténak is lennitk. Kulénésen a degradalt, csekély
mennyiségben rendelkezésre allé mintak analizisénél elengedhetetlen a vizsgalati rendszer
nagyfoku érzékenysége, az eredmények helyes értelmezése pedig csak megfeleld genetikai-
statisztikai elemzésekkel egyutt valdsithaté meg.

A mikroszatellitak ismétlédé egységen alapulé nevezéktananak kialakitasahoz az
allélok szekvencia meghatarozasa elengedhetetlen kévetelmény. A szekvencia eredmények
alapjan egyértelm(i, a laboratériumok kozétti 6sszehasonlitdsra alkalmas, a szakmai
ajanlasoknak megfelel6 allélnevezéktant alakitottam ki, amely térvényszéki alkalmazasra is
javasolhaté. Az ismétlédé egységek szaman alapuld, hivatkozott nevezéktan javaslatokat a
WILMS-TF és vVWF.X markerek esetében eredményeim nem maodositjak, a tébbi, vizsgalt
lokusszal kapcsolatos nevezéktani ajanlas mindeddig nem allt rendelkezésre.

A marker-szelekcié soran az els6dleges szempontot — a variancia mellett — a
mikroszatellitak mérete jelentette, ezért a szikséges esetekben a korabbi (referalt)
primerszekvenciaktol eltérd, Uj oligok tervezésével és haszndlataval roviditettem le a PCR
termékek hosszat. Az allélek mérettartomanya igy egyik vizsgal6 rendszerben (miniplex |. és
miniplex Il.) sem haladja meg a 200 bazispart, aminek kdszénhetden a kilénbdzé mértékben
degradalt mintak mikroszatellita analizisének sikeressége javulhat.

Doktori munkam soran kifejlesztett két, kutya-specifikus PCR multiplexben tizenegy
,Mini-STR” lokusz és egy Y kromoszémas marker sokszorosithaté fel. A trimer PEZ3, a
pentamer REN124F09 és a hexamer szerkezetd VWF.X kivételével a tdbbi mikroszatellita
lokusz tetramer ismétlédésekkel rendelkezik, amelyek — a széles kdérben alkalmazott
dinukleotidokkal ellentétben — joval pontosabb és egyértelmlbb allélmeghatarozast tesznek
lehetévé. Az Y kromoszoman elhelyezkedd SRY ivar-specifikus marker a kan kutyak esetén
az MP Il. reakciéban mutathat6 ki, mig ndstény kutyakban ebben a poziciéban kimutatasi jel
(csucs) nem tapasztalhato.

Az ismeretlen eredeti mintak korrekt allélmeghatarozasa a referencia allélekbdl
Osszeallitott, kontrollként hasznalt alléllétrakkal térténé Osszehasonlitassal végezhetd el.
Ennek jelentéssége elsésorban az dsszetett szerkezetl, nagyszamu allélvarianst tartalmazé
STR lokuszok esetében kiemelkedd. Az alléllétrak 6sszedllitdsahoz féként a nagyobb
el6fordulasi gyakorisagu, egész szamu ismétlbdéseket tartalmazd, szekvenalt alléleket

alkalmaztam. Az altalam el8allitott, reprodukalhaté allélkoktélok valamint a modositott
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genotipizdlé szoftver alkalmazasaval a koztes allélek meghatarozdsa is biztonsagosan
kivitelezhetévé valt.

A miniplex |. és miniplex Il. vizsgalérendszer érzékenységét 20 ul végtérfogatit PCR
reakcidban teszteltem, és mindkét reakcié elegyben az 50 pg DNS templat mennyiség — kb.
10 darab diploid sejt — elegendének bizonyult a telies DNS-profil meghatarozasara.

Csekély mennyiségl kezdeti DNS koncentracié alkalmazasa esetén azonban a
polimeraz lancreakcid folyaman véletlenszerli hatasok is felléphetnek, amelyek
kiegyenlitetlen lokusz- illetve allél-sokszoroz6dashoz, esetlegesen kieséshez (drop-out)
vezethetnek. A standardizalasi optimumot el nem érd, alacsony képiaszamu mintak ezért az
alkalmazott modszerektdl fuggetlendl is specialis vizsgalati stratégiat, megfelelési és
min&ségiranyitasi szempontokat igényelhetnek. A sztochasztikus hatasok mérlegeléséhez, a
téves genotipus-meghatarozas elkertilése érdekében a kapott eredményeket — lehetéség
szerint — parhuzamos vagy ismételt vizsgalatokkal ajanlott ellenérizni.

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. Az altaldban igazsagugyi szempontbdl is megfelelébnek
mindsithetdé markerek magas (Hps) = 0,6—0,8) heterozigozitasi értékkel rendelkeznek, amely
az altalam alkalmazott markerkészletben 6t lokusznal figyelhetdé meg. A vart és medfigyelt
heterozigozitas ko6zott észlelt szignifikans kilonbségek a felmért kutyacsoport genetikai
egyensulyanak hianyara utalnak, az FH2584 marker esetében pedig az X-kromoszdmalis
lokalizacié adhat magyarazatot. A 11 lokuszra szamitott kombinalt kizarasi- (PE) és
megkililénbdztetési valdszinlségek (PD) értékei az azonos elvi human kriminalisztikai
elvarasokhoz viszonyitva hasonlésagot mutatnak. A felmért kutyaallomanyban az egyensulyi
allapottol (Hardy-Weinberg- és kapcsoltsagi egyensuly) vald szignifikans eltérések a csoport
heterogén jellegének k&szénhetdk, hiszen a random parosodas és ezzel egyiltt a
génkicserélédés lehetdsége nem csak a fajtak kozoétt, de még a fajtakon belll is igen
korlatozott (Wahlund-hatas). Az eredmények alapjan levonhaté az a kdvetkeztetés, hogy a
statisztikai elemzésekhez a viszonylag sok, kiilénb6z6 fajtakbol allé adatbazis megbizhatéd
maddon, a vizsgalatok téves értékelésének lehetésége nélkil nem hasznalhato fel.

Leszarmazasi esettanulmanyom kapcsan a 12 markerbdl dsszeallitott készlet
gyakorlati alkamazhatésaga olyan kutyafajtan (tenyészeten) bellli kérdéses apasag
eldontésében is bizonyithatova valt, ahol a beltenyésztettség - az iranyitott
keresztezéseknek kdszénhetéen — nagyobb mértékben jelenik meg, mint a felmért, vegyes
fajtakat tartalmazd csoportban. Hatésagi esettanulmanyom alatamasztja a kifejlesztett
miniplex vizsgalorendszerek megfelel6 specifitasat és érzékenységét helyszini sz6rmintak
sikeres vizsgalhatésagaban. Az azonosité vizsgalatok mellett a polimorf mikroszatellitdkra

alapozott felmérések alkalmasak lehetnek a beltenyésztett vagy a beltenyésztettséqi
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leromlas jeleit mutato fajtatiszta kutyaallomanyok valés genetikai allapotanak megitélésére

is, és segithetnek a génfrissité keresztezések el6készitésében valamint tervezésében.

Alkalmazasi korlatok

A késbi katagén stadiumu kutyaszérokbdl nyert teljes- illetve hibas DNS-profilok
aranyaban az anagén és katagén sz6rokhoz képest szignifikans eltérést tapasztaltam, ami
korrelal a szarvég morfolégiaja alapjan becslilhetd sikeres nuklearis genotipizalas varhaté
eredményességével. Mivel az egyes szbrképletek — kilondsen a hullott, telogén fazisuak —
extrém alacsony mennyiségl sejtmagi DNS-t tartalmazhatnak, rendkiviili jelentéséggel bir a
genetikai anyag kinyerésére iranyuld technikak koézil 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
oldészeres kivonast kévetd ultrasziirés-koncentralas (,szerves kémiai” médszer) bizonyult.

Az elvégzett statisztikai elemzések alapjan az egyes testrészekrél gyUjtétt sz6rok
DNS vizsgalatanak eredményeiben nincs szignifikans kilénbség, ugyanakkor a mintagydijtés
soran azt tapasztaltam, hogy a pofardl gyujtétt sz6rok kézt nagyobb aranyban talalhatok
telogén allapotu mintak. Amennyiben eseti mintaként — pl. harapasnyomok kdérnyékérdl —
pofaszér all rendelkezésre, szamolni kell a megnévekedett aranyu sikertelen vizsgalatok
lehetbségével.

A vizsgalt, 6sszesen 600 tépett szdrszalbdl nyert 441 teljes DNS-profilbdl 74
esetében a valédi genetikai profillal nem minden lokuszon egyez6 - aberrans,
kiegyenlitetlen, allél kiesést vagy extra allélt mutatd — mintzatot figyeltem meg. Ellen6rzé
vizsgalatokkal ezek azonban — egyetlen mutaciés esemény kivételével — technikai okokra és
korlatokra vezethet6k vissza. Egyetlen mintan tapasztalt, ismételt vizsgalatokkal is
alatamasztott allélkiesés illetve extra allél jelenléte nagymértékben valdszinlsiti a mutacios
eseményt. Vizsgalataimmal a PEZ1 lokuszon a ,13"-as allél kiesése multi- és monoplex
vizsgalatokkal is igazolhat6 volt, igy az szomatikus mutacioéra vezethetd vissza. Ez a vizsgalt
allat klltakarojanak kilénb6zd genotipusu sejtcsoportokbdl allé genetikai mozaikossagat

tamasztja ala.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Hét uj, Magyarorszagon eddig nem vizsgalt mikroszatellita marker (PEZ21, PEZ16,
REN124F09, PEZ19, WILMS-TF, FH2584 és vWF.X) polimorfizmusanak felmérése hazai
kutyamintakon (76 fajta 116 egyedébdl allé kutyaallomanyban).

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

3. 11 révid (90-200 bp mérettartomanyu), kutya specifikus STR koamplifikacidjanak
megvaldsitasa multiplex PCR reakcidkban, 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, PEZ19,
FH2584, SRY) miniplexben.

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

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

6. A Genotyper 2.5.2. genotipizal6 szoftver atalakitasa az alkalmazott allélkoktélokhoz és a
miniplexek lokuszaihoz, amelynek segitségével a detektalt genotipusok félautomata
mddon meghatarozhatok.

7. Genetikai statisztikai analizisek elvégzése a populaciés mintdban megfigyelt allélek
gyakorisagabdl kiindulva, meghatarozva a lokuszok egyes-, illetve kombinalt
alkalmazasanak hatékonysagat, leszarmazasi és egyedi azonositassal kapcsolatos
kérdésekben.

8. A kifejlesztett két miniplex reakcidé alacsony kdépiaszamu kiindulasi mintakhoz térténd
érzékenyitésével kb. 10-20 testi sejtbdl kivont, 0,05-0,1 ng DNS elegendé a genetikai
profil megallapitasara.

9. A kidolgozott két miniplex vizsgaldérendszer szarmazasellenérzési- €s blinligyi 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.
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10. Kutya eredetli sz6rékben az STR markerekben bekdvetkezd szomatikus mutaciod

11.

felmérésére iranyuld vizsgalatok azt igazoltdk, hogy nagyszamu (600 db), egyetlen
egyedtél gydjtoétt szérszal kézil egy mintdaban szomatikus mutacié fordult el6. Ennek
alapjan, habar csekély valészinliséggel is, de szamolni kell a vizsgalatra kerlé kutyaszér
mintak genotipusanak megallapitasakor annak a lehetéségével, hogy a donor egyed
szOrzetének potencialis genetikai mozaikossaga a kifejlesztett vizsgalati mddszerrel
ervényre juthat.

Az egyes szlOrszalak genotipizalasakor a kis kbépiaszamu mintak esetén megfigyelt
szamos (16,8%), az egyed valdés genetikai profiljatol eltéeré6 mintdzat a jelenleg
nemzetkdzileg alkalmazott, 10 lokuszos kutya kit (StockMarks® for Dogs Canine

Genotyping Kit, Applied Biosystems) kériiltekinté hasznalatara hivja fel a figyelmet.
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