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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

ul - mikroliter

Cc - eurdpai 6z (Capreolus capreolus)

Ce - gimszarvas (Cervus elaphus)

db - darab

Dd - damszarvas (Dama dama)

DNS - dezoxiribonukleinsav

dNTP - dezoxi-ribonukleotid-trifoszfat

GBS - szekvenalason alapuld genotipizalas (genotyping-by-sequencing)
LAMP - hurokkozvetitett izotermikus amplifikacié (loop-mediated isothermal
amplification)

MEGA - molecular evolutionary genetics analysis szoftver

mM - millimol

MtDNS - mitokondrialis DNS

NCBI - Nemzeti Biotechnologiai Informacidés Kozpont (National Center for Biotechnology
Information)

ng - nanogramm

NTC - nem-DNS templat kontroll

-OH - hidroxil csoport

OVA - Orszagos Vadgazdalkodasi Adattar

PCR - polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

RK - reagens kontroll

RNS - ribonukleinsav

RT - reverz transzkripcios

SNP - egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphism)
SRY - ivart meghatarozé Y kromoszomas gén (Sex-determining region Y)

ZFX - ivart meghatarozo X kromoszomas fehérje (zinc finger protein X-Linked)



2 IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Azivarazonositas genetikai lehetoségei

Az allatok ivaranak megallapitdsa, sokszor mar az embrio-, illetve magzati stadiumtol
kezdve, tobb emldsfajban is intenziven kutatott teriilet. A genetikai mddszerekkel torténd
ivarmeghatarozas sok esetben megbizhatébban, kdnnyebben és gyorsabban miikodik, mint
az egyedek kiils6 jegyek alapjan valod vizsgalata [1]. Ezek a technikak olyan esetekben is
hasznalhatéak, melyek soran az allat vagy annak maradvanyai morfologiailag nem
azonosithatok [2]. Ezen kiviil pedig az egyedek szamara is kisebb stresszforrast jelentenek
az olyan eljarasok, melyek nem-invaziv médon megszerezheté mintakat (pl.: szor, iiriilék)

igényelnek [3, 4].

Szamos technika all rendelkezésre az allatok ivardnak genetikai megallapitasara. A
hagyomanyos polimeraz-lancreakcio (PCR) az egyik legtobbszor hasznalt modszer. A PCR
technikaval az ivari kromoszoémak specifikus régiodinak sokszorositasaval €s elemzésével
allapithaté meg a mintahoz tartozo egyed ivara [5, 6]. Amennyiben csak kis mennyiségi
minta all rendelkezésre, a Nested PCR (két, egymast kovetd reakcid, két primer par
alkalmazasaval) [4, 7] vagy a LAMP (hurokkozvetitett izotermikus amplifikacid) modszer
[8-11] ajanlott a magasabb szenzitivitasuk miatt. A multiplex PCR soran t6bb DNS régio
sokszorositasa zajlik egy reakcion beliil, igy egyszerre akar tobb ivar-specifikus marker
vizsgalata is végbemehet a megbizhatobb eredmények érdekében [3, 12, 13]. A DNS
szekvendlds folyaman a molekula pontos nukleotid sorrendjének megéllapitasaval
hatarozhatdak meg az ivar-specifikus markerek az egyes kromoszoémakon [14, 15], a FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) technika alkalmazasaval pedig a kromoszomak ivar-

specifikus régioi vizsgalhatoak fluoreszcens jelolés segitségével [16].

Az emlbsallatok ivarazonositasara iranyuld kutatisok altalaban a him ivarban
megtalalhat6, Y kromoszomahoz kotott gének (pl.: SRY, AMELY, ZFY [13, 17]) és ivarra
nem specifikus (reakcié kontrollként alkalmazott), X kromoszomahoz kotott gének (pl.:
AMELX, ZFX [17]), egy nukleotidos polimorfizmusok (SNP) vagy mikroszatellitak

vizsgalataval torténnek [14].
2.2 Azivar meghatarozasanak jelentésége

Az ivar meghatarozasanak a haziallattartas teriiletén gazdasagi szempontbdl, a vadon é16
allatok esetén pedig vadgazdalkodasi ¢és konzervacidbioldgiai aspektusbol van a

legnagyobb jelentdsége. Sok esetben az allatok ivara megallapithatd azok morfologiai
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jegyei, kiils6 jellemz6i alapjan, azonban az ivari dimorfizmust kevésbé mutato fajok [18], a
velesziiletett rendellenességgel rendelkez6 egyedek [19], vagy az embriok vizsgalata soran

[20] ez nem lehetséges.

A haszonallat-allomanyok ivaranak és ivararanyanak meghatarozasa kozponti szerepet
jatszik az allattenyésztésben, ennek ismerete segit a tenyésztOknek meghatarozni a
parositasi terveket, a tenyésztési stratégiakat és a takarmanyozasi programokat, figyelembe
véve a genetikai szelekciot és a gazdasagi hasznosulast. Az ivar ismerete sziikséges a
hatékony allomanygazdalkodashoz, a betegségek elleni védekezéshez, a termelés
optimalizalasahoz és a megfeleld kereskedelmi dontések meghozatalahoz a mindenkori

piaci preferenciak szerint [18, 21, 22].

Az utodok ivaranak elévalogatasa szintén hozzajarul a termelés maximalizalasahoz és a
tenyésztés hatékonysaganak noveléséhez, mely kiilonésen hasznos olyan fajoknal, melyek
alacsony reprodukcios rataval rendelkeznek [9]. Az ivari kromoszomak vizsgalata
segitséget nyujt az embriok szexalasahoz beiiltetési programoknal [20], vagy az utod
sterilitasat eredményezhetd Sziiletési rendellenességek, példaul a freemartinizmus
vizsgalatanal [19]. A magzat ivaranak meghatarozasa az unipara, egy utodot elld fajok
tenyésztésénél is hasznos lehet, mivel ezek az allatok altalaban hosszi vemhességi idével
rendelkeznek, igy a magzat ivaranak tudataban szamos kérdésre eldzetesen lehet megoldast
talalni haszonallatok (pl.: 10, szarvasmarha) és fogsagban tartott fajok (pl.: zsiraf, zebra,

elefant, féemldsok) vizsgalataval egyarant [23].

Az allatkertben tartott allatoknal fontos szerepet jatszik, hogy ezen fajok koziil szamos
veszélyeztetett, ezért naluk a fajmegdrzés €s védelem szempontjabol is elengedhetetlen az
utodok ivaranak ismerete. A csereprogramokhoz és a tenyésztési programokhoz is nagy
segitséget tud nyUjtani az ivar megallapitdsa, mely hozzajarul a fajok genetikai
diverzitasanak fenntartasahoz és az egyedek tenyésztésének tervezéséhez. Egyes fogsagban
tartott fajoknal a himek agresszioja vagy a haremben €16 csoportok miatt az ivararanyokat
pontosan meghatarozzak, igy az adott intézmények csak limitalt szdmt him ivart allatnak
tudnak helyet biztositani. A magzatok ivari elkiilonitése ilyen esetekben is kiilondsen
hasznosnak bizonyul, mivel mar a vemhesség ideje alatt el lehet kezdeni az elokésziileteket
egy esetleges csereprogramhoz mas allatkertekkel, vadasparkokkal, amennyiben a

sziiletendd utdd ivara miatt nem maradhat az eredeti intézményében [23].



Az vadon ¢l6 allatok ivarazonositdsa fOként terepen torténik. Ezen &llatok vizsgalata
Okologiai, evolucids ¢és etologiai okokbol is kiemelkedd jelentdségli a tenyésztési
programok és fogsagban tartott vadallatok szempontjabol [24]. A teritékre keriil6 trofeas
allatok ivaranak megallapitasa a trofeavadéaszatok ellendrzése soran is segitséget nyujthat a
torvények betartasdhoz, az illegalis tevékenységek kimutatasahoz és megfékezéséhez, és

igy a populaciok megfeleld ivararanyanak fenntartasahoz [6].
2.3 A hazai szarvasfélék vadgazdalkodasi jelentosége

A szarvasfélék (Cervidae) Magyarorszagon az Okoszisztéma fontos részét képezik,
azonban sokszor valnak az orvvadaszok, és illegalis vadaszatok aldozataiva. A gimszarvas,
a damszarvas és az eurOpai 6z a kontinens olyan leggyakoribb vadon €16 fajai kozé
tartoznak, melyeket kivaldo mindségli husukért és értékes agancs trofeajukért vadasznak és
a kultura szerves részét is képezik, Osi torténetek és legendak szerepldiként (,,Csodaszarvas

monda”) [6].

A gimszarvas (Cervus elaphus) vilagszerte elterjedt, féként a legelokhoz és rétekhez kozeli
erdoket valasztjak életteriiknek, emellett kedvelik a folyok arterei melletti él6helyeket [25,
26]. Magyarorszagon foként az északi teriileteken és a Dunanttlon fordulnak el6 (1. abra).
Az Orszagos Vadgazdalkodasi Adattar (OVA) jelentése szerint a 2022/2023-as vadaszati
évben az allomany létszama 128 ezer példany volt, melybdl 81 141 kertilt teritékre [27].
Az europai damszarvas (Dama dama) a gimszarvasnal altalaban kisebb termetii és agancsa
kiilonleges formaju, lapat alaku, amely igen kedvelt trofeava teszi [28]. Bar betelepitések
révén vilagszerte elterjedt [29], a harom hazai faj koziil ez fordul el6 a legkisebb szamban
Magyarorszagon (1. abra). A 2022/2023-as vadaszati évben csaknem 46 ezer volt a
damszarvas létszama, az ebbdl tortént kilovések szama pedig 20 638 egyedre tehetd [27].
Hasonloan a gimszarvashoz, a damvad husa és trofedja is kimagaslo értéket képvisel, ezért
is vadasszak a fajt nagy szamban. A Magyarorszagon ¢él6 szarvasfélék koziil az eurdpai 6z
(Capreolus capreolus) rendelkezik a legnagyobb allomannyal (1. abra), a 2022/2023-as
vadaszati évben kozel 370 ezer példanyszammal, az ebbdl tortént kilovések szama pedig a
109 423 egyedet is elérte [27]. Az eurdpai 6z az északi félteke legkisebb vadon €16 kérddzo
faja [30].



Damszarvas
1 pont=3

Vadallomany

(2023. tavasz)

Eurépai 6z

N\ 1 pont=10

ST

1. abra: A hazai aganccsal rendelkez6 vadon €16 fajok megoszlasa [27]

A damszarvas, a gimszarvas ¢€s az 0z is szerepel az 1996.¢évi LV. térvényben, mely a vad
védelmérdl, a vadgazdalkodasrol, valamint a vadaszatrol szol. A torvény eldirja, hogy
mely teriileteken, milyen eszkozokkel és modszerekkel, milyen faju, ivara és szamu allat
vadaszata engedélyezett; kizardlag vadaszati idény idején, vadéaszati engedéllyel
rendelkez6é személy altal [31]. Ha a kilovés nem a fenti szempontok szerint valosul meg,
akkor a tevékenység orvvadaszatnak mindsiil, mely sajnos Magyarorszagon is jelen van
[32, 33]. Az orvvadaszat oriasi veszteséget okoz az allatpopulacidkban és a természetben
is: anyagi karokat a hus és a trofea révén, az ezekkel valo illegalis kereskedelem pedig
jarvanyokhoz és zoondzisokhoz vezethet, valamint a hivatasos vadaszok munkajat is
megneheziti [34, 35]. Az illegalis vadaszat ellen azonban nehéz fellépni és sokszor
problémas bizonyitékot szerezni annak igazoldsara, hogy az adott allat vadorzas aldozata

lett [36].

2.4 A szarvasfélék illegalis vadaszatanak megfékezése a genetika segitségével

Az igazsagiigyi allatgenetikai vizsgalatok soran bioldgiai mintak genetikai analizisével
probaljak kimutatni, hogy tortént-e az adott fajt, egyedet érint6 illegalis tevékenység. Az
orvvadaszat [36], az illegalis kereskedelem [37, 38] ¢és a trofeakkal kapcsolatos
vissza¢lések a Cervidae csaladba tartozo fajok elleni leggyakrabban el6forduld

blincselekmények. Az esetek megoldasahoz szamos markert hasznalnak a vizsgalatok

7



soran, melyet az adott {igytdl fiiggéen a fajok meghatarozasara [39-42], egyedi

azonositasra [32, 43, 44], vagy ivari elkiilonitésre [45] alkalmaznak.

A gimszarvas, damszarvas és europai 0z vadéaszata soran felmeriilhetnek olyan térvénybe
itk6zo esetek, melyek soran a bemutatasra vagy leadasra keriild egyedek nem az akkor
éppen engedélyezett ivaru allatokbol kertilnek teritékre [46, 47]. Az ilyen jellegl gazdasagi
karokozasok utoélagos ellendrzése és ezek kapcsolasa a krotaliaval ellatott, zsigerelt
tetemekhez hagyomanyos modszerekkel, még a hatdsagi vizsgalddas soran is, csak
vitathatd modon és eredményességgel torténhet meg [48]. Ezen modszerek helyett a DNS
alapu ivarmeghatarozas segithet a vadvilag ellen elkovetett ligyek megoldasadban és az
illegéalis vadaszatot folytatd személyek megfékezésében. Hasonld célbol mar 25 évvel
ezel6tt megkezdddtek a DNS alapt kutatasok kiilfoldon az aganccesal rendelkez6 vadonéld

fajok ivari azonositasara [49].
2.5 Genetikai vizsgalatok szarvasfélék ivarazonositasara

A szarvasféléknél szamos okbdl hasznos €s fontos lehet az ivar meghatarozésa. A
populacio  felépitésének ismerete kulcsfontossdgii  informacidkat tartalmaz a
konzervaciobiologia szamara, ennek segitségével ugyanis konnyebben és pontosabban
befolydsolhatd az allatfajok egyedszama a rajuk vonatkozod vadaszati szabalyok
megallapitasaval és esetleges modositasaval. A populaciokon beliili ivararanyok ismerete
segithet meghatarozni az allatok szaporodasanak mértékét [50] és Ilehetséges
tulszaporodasuk [4, 51, 52] vagy éppen az allomanyuk csokkenésének [12, 13, 53] okait.
Feljegyeztek olyan egyedi eseteket is, melyek soran az allat ivarat csak genetikai
vizsgalatokkal lehetett pontosan meghatarozni, ez ugyanis a vizsgalt 6zek kiilsd jegyei
alapjan egy velesziiletett rendellenesség, a hermafroditizmus kovetkeztében nem volt

pontosan megallapithat6 [54, 55].

A gim- és damszarvasban, valamint eurdpai Ozben végzett eddigi ivari elkiilonitésre
iranyulo kutatasokban him specifikus, Y-kromoszomas markereket mutattak ki, bels6
kontrollként pedig autoszomalis, vagy csak X-kromoszomahoz kot6dé markereket
alkalmaztak (1. tablazat). Y-kromoszomas markerként legtobbszor egyediil az SRY gént
alkalmaztak [3, 53-57], vagy az Amelogenin Y-al egyiitt [6], vagy néhany esetben utdbbit
csak 6onmagaban [58-60]. Kontrollként tobb kutatas soran Amelogenin X-et hasznaltak [6,
58-60], de alkalmaztak a ZFX gént [57], a BMC 1009 mikroszatellitat [3] vagy a Cytb

markert is [51]. Ivardetektalas céljabol a Cervidae csaladba tartozo egyéb fajokban is



végeztek hasonld markerekkel és modszerekkel szamos kutatast az elmult két évtizedben,

az 1. tablazatban szerepld adatok alapjan.

1. tablazat: Genetikai ivarazonositasi vizsgalatok szarvasfélékben

Vizsgalt markerek ~ Modszer Vizsgalt fajok Referencia

BRY.1, BRY.2, Southern, damszarvas [61, 62]

BRY.3 northern, dot blot

SRY, BMC 1009 PCR gimszarvas [3]

mikroszatellita

SRY PCR szikaszarvas [51]
vapiti, javor- és fehérfarka [49]
Szarvas
eurdpai 6z [54-56]
szibériai 6z [52]
vizibz [63]
fehérfarka szarvas [64]

ZFX, ZFY PCR javor- és fehérfarku szarvas [65]
apré pézsmaszarvas [12]
fehérfarka szarvas [66]

Amelogenin X ésY  PCR szikaszarvas [50]
gimszarvas [58]

dam-és gimszarvas, europai 6z  [59]
hegyi kecske, javor-, Oszvér- [67]
és rénszarvas

gimszarvas [60]
vapiti [68]
kaukazusi gimszarvas [69]

japan  kecskeszarva  zerge, [70]
szikaszarvas

Amelogenin X és Y, PCR hosszafark( goral, szibériai 6z, [17]
ZFX, ZFY kecske, vizidz, pézsmaszarvas
SRY, DBY PCR gimszarvas [53]
DBY PCR lira- és disznoszarvas [71]
X ésY kromoszoma  Zoo-FISH damszarvas [16]
SRY, ZFX PCR szikaszarvas [4]
dam- és gimszarvas [57]
SNP-k GBS (genotyping- gimszarvas [13]
by-sequencing) Oszvérszarvas [15]
SRY, ZFX, ZFY PCR Oszvér- és fehérfarkl szarvas [5]
SRY, PCR mocsari-, szambar-, pettyes-, [13]
Amelogenin X és Y muntyak- és disznoszarvas

dam- és gimszarvas, eurépai [6]
0z




2.6 Hurok altal kozvetitett izotermikus sokszorositas (LAMP)

Ivarazonositasi vizsgalatok alapja lehet a japan Eiken Chemical cég altal 1998-ban
kifejlesztett hurok altal kozvetitett izotermikus sokszorositasi (Loop-mediated isothermal
AMPIlification, LAMP) moddszer. Ezzel az egyféle hémérsékleten zajldé reakcioval PCR
késziilék ¢és elektroforetikus berendezés nélkiil is megvaldsithatd az adott DNS szakasz
sokszorositasa, illetve kimutatasa [8]. A klinikai diagnosztikaban féleg human patogének
detektalasara alkalmazott eljarast szamos allatfajban is hasznaljak fert6zések azonositasara,

valamint faj- és ivar-meghatarozasra is [11].

A célszekvencia amplifikalasahoz négy specifikus primer sziikséges, melyek hat
kiilonboz6 helyet képesek felismerni a szekvencian (2. abra). A két bels6 primer, a FIP
(forward inner primer: Flc+F2) és a BIP (backward inner primer: Blc+B2) két-két
kiilonb6z6 szekvenciat tartalmaz, melyek komplementerek a cél DNS szakaszon beliil az
értelmes €s néma szalak szekvenciaival. Ezzel ellentétben a két kiils6 primer (forward
outer primer: F3, backward outer primer: B3) a célszekvencia két szélére kot. A reakciohoz
specialis enzimek hasznalhatoak, példaul Bst, Bsm vagy Taq polimerazok. A belsé
primerek bekdtése utan a polimerdz egy komplementer szalat szintetizdl a
célszekvenciardl, melyet a kiilsé primerekrdl szintetizdlodd szal leszorit. Ez a szél
levalasztas (strand displacement) a LAMP polimerazok egyik fontos tulajdonsaga, mely
lehetdvé teszi a denaturacids homérséklet elhagyasat. A specidlis primerszekvencidknak
koszonhetden a szintetizalt szalak a levalas utan sulyzo alakot formaznak, két végiik
behajlik és onhibridizalodas kovetkezik be. A keletkez6 hurkokra ismét bekotnek a belsd
primerek, melyeket az enzim a kiils6 primerekt6l indulva felnyit és a meglévd szalat
tovabb hosszabbitja (2. abra). A reakcid soran tobb kiillonb6zé méretli hajtithurok,
szarhurok ¢és Osszetett hurokstruktira jon létre, melyek mind a célszekvencia szerint

épiilnek fel [8, 19, 72, 73].
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2. 4bra: A LAMP technika mikodési

A LAMP technika felveszi a versenyt

specificitasban is [8]. A reakcid id6igénye 20-60 perc [8, 19, 72, 74-76], amely tovabb
csokkenthet6 tovabbi, tgynevezett loop primerekkel. Ebben az esetben négy helyett hat
primer amplifikdlja a célszekvenciat [77-79], igy hamarabb képes akar 10°-szeresére
novelni az amplikonok mennyiségét [80]. Ezek tovabbfejlesztésével hoztak létre olyan

enzimeket melyek még érzékenyebbek, gyorsabbak és képesek RNS-t ¢s DNS-t egyarant

sokszorositani, ezért alkalmasak a reverz

mintajara RT-LAMP reakciokat elvégezni [81, 82]. A rendszer érzékenysége szintén
nagyon fontos kritérium a modszer hasznalatakor, 6sszehasonlitva a hagyomanyos PCR

technikaval kisebb mennyiségii biologiai minta elegendé a sikeres vizsgalathoz [20, 76, 79,

81, 83-87]. Bar a magasfoku szenzitivitas

\YAY. \ ) A\ /
MY W ¥

elve (2013 Hirayama)

a PCR-rel gyorsasadgban, szenzitivitasban és

transzkripcids polimeraz-lancreakcio (RT-PCR)

miatt konnyen kontaminalhato6 a reakcidkozeg, a
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tobbszoros primer par hasznalata miatti fokozott specifikussag és az un. single tube
reakcionak koszonhetéen a szennyezO6dés veszélye is lecsokken [77-79, 87—-89]. Tovabbi
elényei a koltséghatékonysaga, egyszert felhasznalhatosaga és alacsony eszkozigénye [10,
90], mivel a reakcido végbemeneteléhez csak egy allandé hét fenntartd zart rendszer
sziikséges [8]. Mivel a LAMP technika kevésbé érzékeny a PCR-t gatldo anyagokra, sok
eljaras alkalmazza az Un. ,direkt amplifikaciot”, azaz a mintdbdl kinyert DNS azonnali,
tisztitas nélkili felhasznalasat a reakciokozegben, mely szintén elOsegiti a helyszinen

torténé mintavételezés konnyebb kivitelezhet6ségét [9, 10, 24].

A LAMP reakcio termékeinek detektalasa torténhet szabad szemmel, interkalald festékek
vagy pH indikatorok segitségével, turbiditas mérésével, illetve agar6z gélelektroforézissel
[74, 91, 92], amely az elektroforézis kivételével nem igényel Gjabb 1épést, mar a PCR
csében, a reakcio végbemenetele soran detektalhatd [20, 85]. A LAMP az egyszeriisége
miatt 1ényegesen mobilisabb is, mint egyéb moddszerek, lehetévé téve a mintavételezés

helyén torténd vizsgalatot [10, 24, 85, 88].
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3  CELKITUZESEK

A Magyarorszagon eléforduld szarvasfélék zsigerelt tetemeinek, illetve egyéb
biologiai anyagmaradvanyainak helyszini DNS-alapu  ivar-ellenérzésének
kidolgozésa egy, a célzott fajokra univerzalis genetikai teszttel.

In silico és in vitro vizsgalatokkal bizonyitani szeretnénk, hogy egyes Y-
kromoszomas génszakaszok alkalmasak arra, hogy univerzalis primerek
tervezésével egységesen is lehetséges damszarvasra, gimszarvasra és 6zre a LAMP
(loop-mediated amplification) modszer ivarhatarozasara iranyulo kifejlesztése.
Olyan genetikai modszer kidolgozasa, amely rovid idén belil kivitelezhetd
minimalis és kisebb értékii labormuszer (pl. hordozhatd termosztat) és eszkoz
(reagens csovek, pipetta) segitségével.

Olyan munkafolyamat kialakitasa, amely lehetévé teszi a minta lehetd
legegyszeriibb és leggyorsabb, id6- és koltséghatékony helyszini vizsgalatat (direkt
amplifikacid) a hazai szarvasfélék zsigerelt tetemeinek helyszini ivar-ellenérzése
céljabol.

A reakciot korlatozd tényezdk, ugymint a specifikussdg, keresztreakciok,

érzékenység, megbizhatdsag és egyszerii kezelhetdség felmérése.
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4  ANYAG ES MODSZER
4.1 Vizsgalati mintak

A 2020-2023 kozti idoszakban Magyarorszag tobb vadaszteriiletérol regisztralt kilovések
soran vadaszatra jogosult személyek altal elejtett 6z, gim- és damszarvas egyedek
izomszovetébol izolalt Osszesen 72 DNS-minta (fajonként 24-24, 50-50%-0s ivari

eloszlasban), illetve fajonként és ivaronként 2-2 izomszovet minta (2.tdblazat, 3.4bra).

¥ Szécsény, Kozird (1-1)
xBalas sagyarmat (1)
Budakeszi, Telki (4-4)
x xlsmeg (4)
Vertes (4) Tugapest (1)

Lajosmizse (8)
. Maroslele,
Oreglak (15) Maké (1-1)

cméev (7). B
Szekszard (§ gi?]t?i::?:;zg; Z

3. dabra: A kutatasban felhasznalt mintdk szdma szarmazasi helyenként

A tisztitott DNS mintakat az Allatorvostudomanyi Egyetem Allattenyésztési,
Takarmanyozastani és Laborallat-tudoményi Intézete biztositotta a vizsgélatokhoz, illetve
az Intézet genetikai laboratoriumdban tortént a tovabbi izommintak feldolgozadsa és a

genetikai tesztelések végzése.

2. tablazat: A vizsgalt mintak faj-, és ivar szerinti megoszlasa

lvar/Faj Gimszarvas Damszarvas Euroépai 6z
Nostény 12 DNS + 2 husminta | 12 DNS + 2 hisminta 12 DNS + 2 hasminta
Him 12 DNS + 2 husminta | 12 DNS + 2 hisminta 12 DNS + 2 husminta
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4.2 Markerszelekcio és primerek tervezése

Az erdsen konzervalt Y-kromoszomas ivart meghatarozo Y gént (SRY) teszteltiik abbdl a
szempontbol, hogy a hazai szarvasfélékben ugyanazokkal a megfeleléen tervezett,
univerzalis primerekkel alkalmas-e a him ivar kimutatasara. Reakcio kontrollként olyan
genetikai markert kerestiink, melyek mindkét ivarban jelen vannak és szintén nagy
homologiat mutatnak a rokon fajokban. Ehhez a Nemzeti Biotechnologiai Informacios
Kozpont (NCBI) GénBank adatbazisbol — (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
letoltottiik mindharom fajban az elérhetd6 SRY és Amelogenin X gén (AmelX)
szekvenciakat (3. tablazat).

3. tablazat: SRY és Amelogenin X szekvenciak a harom fajban

lvar/Faj Gimszarvas Damszarvas Eurdpai 6z

AmelX FJ946989.1 KJ542361.1 KJ542360.1
KJ542362.1
XM 043895580.1

SRY DQ888692.1 DQ888701.1 DQ888700.1
GQ272385.1 EU402954.1
GQ272386.1 HG326979.1
EF100133.1 KJ558346.1
AY?244497.1 MW800126.1
AY?244499.1
EF062527.1

A letoltott szekvenciakat MEGA X szoftverrel illesztettik egymashoz, hogy olyan
konzervalt régiokat talaljunk, melyek megegyeznek, illetve nagyon hasonloak &zben,
damban és gimszarvasban [93]. Ezen szakaszokra a LAMP oligonukleotidok (primerek)
tervezést in silico vizsgalattal végeztiik a PrimerExplorer V5 (Eiken Chemical Co., Ltd.,
Japan; http://primerexplorer.jp/e/) programmal a DQ888692 ¢és KJ542362 szekvenciak
alapjan. Az SRY gént a himivara egyedek azonositasara, az Amelogenin X gént pedig
reakcid kontrollként hasznéltuk. A primerek szintetizaldsa és tesztelése a 4. tablazatban

szerepld adatok alapjan tortént.

Tovabbi fajok azonos génszakaszain tovabbi egyezéseket, illetve hasonlosadgokat kerestiink
a GenBank-ban tarolt szekvencidk alapjan, hogy a tervezett primereink Ilehetséges

felhasznalasi teriileteirdl informacidt kapjunk.
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4. tablazat: A tervezett primerek adatai

Primer neve | Primer tipusa | Szekvencia (5’-3°) Koncentracié (uM)
SRY-F3 Forward outer CCAGCCGAGATACAACAACA 0.2
SRY-B3 Backward outer | GGGATTCTCTAGAGCCACCT 0.2
SRY-FIP Forward Inner CACACTGATCATTTGCGCTGCG- 1.6
Primer AATCCTCTCGCCTTTGGGAA
(Flc+F2)
SRY-BIP Backward AATGTTAGGGAGAGCGGCCAG- 1.6
Inner Primer CGTTCACGAGACCACACAA
(B1c+B2)
SRY-LF Loop forward GTCTGTGAACAAGGAAGAGGCT 0.8
SRY-LB Loop backward | AAGCGACCCATGAACGCCTTC 0.8
AMELX-F3 Forward outer GAACCCATGGGTGGATGG 0.2
AMELX-B3 Backward outer | GGTTTGGCTGGTGGTGTT 0.2
AMELX-FIP | Forward Inner | TGATGAGGCTGCAGGGCG- 1.6
Primer AAATCATTCCCGTGGTGTCC
(F1c+F2)
AMELX-BIP | Backward CATGGTGCCAGCTCAGCAGC- 1.6
Inner Primer GGGTTGGAGTCATGGAGTGT
(B1c+B2)

4.3 Markerek szekvenalasa

Az SRY ¢és AmelX génszakaszok szekvenalasa Sanger-moddszer segitségével tortént, hogy
megallapithassuk, hogy valoban a megfeleld génszakaszok amplifikalodtak-e a harom

fajban. A két marker amplifikalasat a lokusz-specifikus F3/B3 primerekkel végeztiik

monoplex PCR reakciokkal.

A PCR reakciok Osszetétele az alabbi volt: 5 ul DreamTag™ Green PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 0.5 uM F3 és 0.5 uM B3 primer, 1 ng
DNS templat, és PCR mindségii viz a 25 pl végtérfogat eléréséig.

A reakciot az AppliedBiosystems 2720 Thermal Cycler késziilékkel végeztiik a kdvetkezok
szerint: kezdeti denaturacio 95°C-on 10 masodpercig, majd 36 cikluson keresztiil

denaturacido 94°C-on 20 masodpercig, annellacié 54°C-on 20 masodpercig, és tovabbi

szekvenalo reakciok 72°C-on 20 masodpercig.
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A PCR termékek mindségét GelGreen™ Nucleic Acid Stain (10.000x in DMSO, Biotium,
Fremont, CA, USA) interkalalo festék segitségével, 2% agardz gélen ellendriztiik. A DNS
tisztitisa a GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)
hasznélataval tortént. A DNS-szalak szekvenalasa a BigDye® Terminator v.1.1 Cycle
Sequencing Kit-tel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), a hozza tartozo
protokoll szerint ment végbe. A szekvencia detektalasa az ABI Prism 3500XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) segitségével zajlott, a gyartd altal
leirt protokoll szerint. A szekvencia analizisek a Sequencing Analysis Software 5.1
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) hasznalataval torténtek, az egymashoz valo
illesztésiik pedig a Sequencher™ 54.6 (Gene Codes Corp, Ann Arbor, MI, USA)

szoftverrel ment végbe.
4.4 Molekularis genetikai vizsgalatok kidolgozasa, tesztelése a célfajokban

A tervezett primereket ivarspecificitas szempontjabol vizsgaltuk az ismert faji és ivart
kontroll mintakon (fajonként 2-2 db) LAMP reakciokkal, melyeket az Amelogenin X és
SRY génekre kiilon-kiilon az alabbiak alapjan allitottunk ossze: 3 pl 10X Isothermal
Mastermix (1SO-004) Puffer (OptiGene, Horsham, West Sussex, UK), 0,3 ul Betaine, 0.2
ul FIP/BIP primerek (40 uM stock), 0.2 ul F3/B3 primerek (5 uM stock), 0.2 ul LF/LB
primerek (20 uM stock, ezeket csak az SRY reakciokban hasznaltuk), 1 ng DNS templat,
PCR mindségli viz az 5 pl végtérfogat eléréséig. A PCR csdveket PCR késziilékbe
helyeztiik 65°C-on 60 percre. Az esetleges szennyezddések kimutatasa céljabol minden

PCR 6sszemérésnél hasznaltunk egy DNS-t nem tartalmazoé reagens kontrollt (RK).
45 A reakciotermékek kimutatasa

Az amplifikdciok eredményének elbiralasara két modszert is hasznaltunk, egyrészt
GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain (10000x stock, Biotium, Fremont, CA, USA)
interkalalo festéket 1:10 (v/v) aranyban higitottunk nukleaz mentes vizzel, majd ebbdl 1 pl-
t hozzaadtuk minden reakcidhoz és kék fény alatt értékeltiik az eredményt. Masrészt 2%-0S
agar6z gélen, szintén GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain (10000x stock, Biotium,
Fremont, CA, USA) interkalald festékkel 15 perces elektroforézis idovel vizsgaltuk az
eredményeket ates6 kék fényben (Glite 900 BW Gel Scanner).

4.6 A modszer megbizhatéosaganak felmérése és optimalizalasa

A modszeriink megbizhatosagat dsszesen 72 db (fajonként és ivaronként 12 db) ismert faji

¢s ivaru tisztitott, 1 ng mennyiségli DNS mintan teszteltiik. A mintakb6l Amelogenin X és
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SRY génekre készitett LAMP reakciokat is lefuttattunk a 4.4-es fejezetben leirtak alapjan.
Az optimalis reakci6idd felmérése céljabol 6-6 mintan a két markerre kiilon Osszeallitott
reakciocsoveket (a 4.4-es fejezetben leirtak alapjan) PCR késziilékbe helyeztikk 65°C-on
35, 40, 45, 50, 55, illetve 60 percre.

4.7 Direkt amplifikacio megvalositasa

A mintak egyszerisitett, helyszini vizsgalatahoz a direkt amplifikacio (a DNS tisztitasi

1épés kihagyasa) megvalositasanak lehetéségeit vizsgaltuk.

Fajonként 4-4 htusmintdba (két him és két ndstény) steril fa palcikat (fogpiszkalot)
szartunk, melyet a mintdban megforgatva utana 200 pl 25 mM-os NaOH oldatot
tartalmazo mikrocentrifuga csébe tettiink. Az oldatban 1évé mintat ezutan 10 masodpercig
vortexeltik, majd 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A NaOH oldat DNS
USA) segitségével mértiik. A DNS-t tartalmazo NaOH oldatokbol steril vizzel 6tszordsen
¢s tizszeresen higitott mintdkat is készitettlink, a Lamp reakciokhoz az oldatok
felilluszojanak 1 pl-ét hasznaltuk DNS templatként. A mintavételt minden mintabol (par
napos eltéréssel) még kétszer megismételtiik, egyszer egy mdasik személy altal, egyszer
pedig milanyag palcika hasznalatdval annak eldontésére, hogy felmérjik a kapott
eredmények ismételhetdségét, illetve, hogy azokat mennyiben befolydsolja a mintavételt

veégzd személy és a mintavételi eszkdz anyaga.

A feliilisz6 mintdkbol Amelogenin X és SRY génekre a LAMP reakciokat a 4.4-es
fejezetben leirtak alapjan allitottuk Ossze. A direkt LAMP reakciohoz 65°C-on, 35 és 55
perc kozotti idokre helyeztiik a mintakat a PCR késziilékbe. Az eredmények detektalasara

a 4.5-0s fejezetben ismertetett kimutatasi modszert alkalmaztuk.

A modszer szenzitivitasat az alapjan allapitottuk meg, hogy a valodi pozitiv eredmények
milyen aranyban jottek ki helyesen, vagyis, hogy a mintaink mekkora valdszinliséggel
mutattak pozitivitdst az AmelX reakciok soran €s ugyanigy a him eredetii mintaink a SRY -
ra torténd vizsgalatok alatt. A LAMP specificitdsandl azt vizsgaltuk, hogy a teszttel milyen
aranyban sikeriilt azonositanunk a valdédi negativ mintdkat, tehat a mi kutatdsunkban

mekkora valosziniiséggel lettek a ndstény mintak SRY-ra vizsgalva negativak.
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5 EREDMENYEK

5.1 Primer tervezés

A héarom vizsgalt fajban az elérhetd célszekvencidk illesztésével sikeriilt olyan SRY
génszakaszt taldlni, amely 100% hasonldésagot mutat gim- és ddmszarvasban, illetve az
elébbi két fajjal torténd Osszehasonlitisban 93-100% hasonlosagot dzben. A kivalasztott
Amelogenin X génszakasz mindharom fajban megegyezik (4. abra). Az SRY génszakaszra
csak egyféle primer kombinaciot generalt a primer tervezd program a négy alap primerre,
ugyanakkor 100 kiilonb6z6 loop-primer kombinaciot. Az Amelogenin X génszakasz esetén
azonban harom kiilonb6z6 primer kombindciobol (négy primerrel) tudtunk valasztani (az
els6 lehetdséget valasztottuk) (5. abra). A tesztelések soran azt talaltuk, hogy amig az
AmelX génszakasz négy primerrel vizsgalva is megbizhaté mddon kimutathatd, addig az
SRY génszakasz hat primerrel vizsgalva (a loop-primerek hozzaadasaval) ad nagyobb

hatékonysaggal valds eredményt.

A mas orszagokban el6forduld szarvasfélékben 1évé megegyezd génszakaszokra iranyulo
in silico tesztelés eredménye alapjan a konzervativ génszakaszokra tervezett LAMP-

primereink mas fajokban is magas foku homoldgiat mutatnak (5. tablazat).

5. tablazat: Szekvencia homologidk kiilonb6z6 szarvasfélékben a gimszarvas
megfeleld génszakaszaival vald 6sszehasonlitasban

Faj SRY homolégia | AmelX homolégia
Vapiti (Cervus canadensis) 98,99-100% 94,3-100%
Fehérfarku szarvas (Odocoileus virginianus texanus) | 97,46% 99,48%
Rénszarvas (Rangifer tarandus) 97,97% 93,26-99,48%
Javorszarvas (Alces alces) 98,99% 93,2-99,45%
Szikaszarvas (Cervus nippon) 100% 93,75%
Liraszarvas (Rucervus eldii) 99,49-100%

Fehérajku szarvas (Cervus albirostris) 100%

Szambarszarvas (Rusa unicolor) 99,49%

Kasmirszarvas (Cervus hanglu) 99,49%

David-szarvas (Elaphurus davidianus) 99,49%

Disznoszarvas (AXis porcinus) 99,49%

Kinai muntyakszarvas (Muntiacus reevesi) 98,48%

Kontyos muntyakszarvas (Muntiacus crinifrons) 98,48%

Bobitas szarvas (Elaphodus cephalophus) 98,48%

Oszvérszarvas (Odocoileus hemionus) 97,46%
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4. abra: Konzervalt génszakaszok az SRY (A) és az Amelogenin X (B) szekvenciakban gimszarvasban (Cervus elaphus), damszarvasban
(Dama dama), illetve 6zben (Capreolus capreolus) (MegaX program). A sziirke nyil a damszarvas-, a sarga nyil az 6z szekvenciak
primerszekvenciatol valo lehetséges eltérd poziciokat jeloli.
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5. abra: Lamp primerek pozicidja és lehetséges kombinacioi az SRY ¢és AmelogeninX konzervalt génszakaszaira tervezve
(Primer Explorer 5)
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5.2 Markerek ellenérzése

Az SRY ¢és AmelX markerek sokszorositdsa hagyomanyos, monoplex PCR reakcidval
tortént ismert ivara 0z, gim- és ddmszarvas mintakon. Az SRY marker amplifikalasaval a
him eredetli mintdk esetén a vartnak megfelelden egy terméket kaptunk, mig a ndstény
mintdkban nem jelent meg PCR-termék. Az AmelX marker sokszorositdsaval mind a
noéstény, mind a him mintdkbdl kimutathatdé volt a megfelelé hossziusagi specifikus
génszakasz. A monoplex PCR reakciok termékeit szekvenalassal ellendriztiik és a kapott
bazissorrendeket a GenBank-ban taldlhatdo szekvenciakkal hasonlitottuk Ossze, melynek
eredményeként a megfeleld fajhoz és ivarhoz tartozé szekvencidkkal 100%-o0s homologiat
kaptunk. A harom fajbol kimutatott Amelogenin X és SRY génszakaszokat feltoltottiik az
NCBI GenBank adatbazisaba az OR515036-OR515041 azonosit6é kédokkal.

5.3 LAMP reakciok kidolgozasa

A harom célfaj Osszesen 72 mintajan az AmelX ¢és SRY marker kimutatdsara
parhuzamosan elvégzett LAMP reakciok minden esetben a megfeleld, helyes eredményt
hoztdk. Az Amel X marker mindhdrom fajban, him ¢és ndstény ivarban is pozitiv
eredményt adott 72 mintabol. Az SRY marker kimutatdsara iranyul6 reakciok mindharom
fajban minden esetben pozitiv eredményekkel zarultak a him mintaknal, illetve negativ

eredményekkel a ndstény eredetli mintaknal.

A reakcid idejének optimalizalasa céljabol fajonként négy, Gsszesen 12 darab mintanal
teszteltik a LAMP moddszert 35, 40, 45 és 50 perc alatt elvégzett vizsgalatokkal is. Az
Amel X marker detektalasara minden mintanal mar a 40 perc is elegend6nek bizonyult,
ugyanakkor az SRY marker kimutatasa a két him ivaru eurdpai 6zmintanal tobb id6t

igényelt, 45 illetve 50 percet.

A reakciok eredményének interkalalo festékkel valo vizsgdlata megfelelden érzékenynek
¢s megbizhatonak bizonyult az agar6z gélen torténd kimutatassal valo 6sszehasonlitdsban

(6. abra).
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abra: Fajonként egy ndstény és egy him allat mintdjabol az AmelX és SRY
markerek LAMP modszerrel torténé sokszorositasanak kimutatasi lehetdségei. A:
szabad szemmel, B: agar6z gélen, C és D: interkalalo festékkel kék fény
megvilagitassal két kiilonboz6 megjelenitéssel (9 = ndstény minta, &' = him minta,
+ = valds pozitiv, - = valos negativ, RK = reagens kontroll)
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5.4 Direkt amplifikacioval végzett reakciok

A LAMP reakciokat direkt amplifikacioval, a tisztitasi 1épés kihagyésaval elokészitett

DNS mintakon is teszteltiik. A szovetmintadk NaOH oldatban torténd 10 perces inkubacidja

utan az oldat DNS-koncentracioja 0,04-8,7 ng/ul kozott valtozott (6. tablazat). Az azonos

mintabol szarmazé kiilonb6zé mintavételeknél a DNS-koncentraciok kozott nagy volt a

szoras. Volt olyan minta, mely az egyik mintavétel utan 0,4 ng/ul DNS-t tartalmazott, a

kovetkezé mintavétel alkalmaval pedig mar t6bb, mint 20x annyit, 8,7 ng/ul-t. Azonban

voltak olyan mintdk is, melyek a mintavételek utan kozel azonos mennyiségli DNS-t

tartalmaztak és mindharom alkalommal 1 ng/pul koncentracié alatt maradt a DNS

tartalmuk.

6.

tablazat: LAMP reakciok eredményei direkt preparacioval el6készitett DNS-bdl
fajonként négy mintara (9: ndstény, J: him, X: AmelX reakcio, Y: SRY reakcio,
sOtétzold hattér: valds pozitiv, vilagoszold hattér: valds negativ, piros hattér: fals
pozitiv/negativ, Ce: gimszarvas, Dd: damszarvas, Cc: eurdpai 6z)

Eredmények a killénb&zé koncentraciok figgvényében
Minta 1. mintavétel 2. mintavétel 3. mintavétel
x|y x|y x|y lx]vyx|yv]x]vy|x|[y]x]yv][x]Y

Cel? 82ng 5% higitas | 10x higitas 8.7ng 5% higitas | 10x higitas 04 ng 5% higitas | 10x higitds
Ce20 35ng 5% higitas | 10x higitas 0.9 ng 5% higitas | 10x higitas 1.8 ng 5x higitas | 10x higitds
Ce3d 1.5 ng 5% higitds | 10x higitds 7.9 ng 5% higitds | 10x higitis 7.0ng 5% higitds | 10x higitds
Cedd 03 ng 5% higitas | 10x higitas 23ng 5% higitas | 10x higitas 0.9 ng 5% higitas | 10x higitds
D12 0.5 ng 5% higitds | 10x higitds 41ng 5% higitds | 10x higitis 40ng 5% higitds | 10x higitds
Dd22 08 ng 5% higitds | 10x higitdis | 042 ng 5% higitds | 10x higitis | 004 ng 5% higitds | 10x higitds
D33 14 ng 5% higitds | 10x higitds 35ng 5% higitds | 10x higitds 04 ng 5x higitas | 10x higitds
Ddad 04 ng 5% higitds | 10x higitds 7.5 ng 5% higitds | 10x higitis 5.2ng 5% higitds | 10x higitds
Cel2 1.2 ng 3% higitds | 10x higitds 3.6 ng 5% higitds | 10x higitds 0.7 ng 5x higitas | 10x higitds
Ce20 04 ng 5% higitds | 10x higitds 23ng 5% higitds | 10x higitds 1.8 ng 5x higitas | 10x higitds
Ce3d 33ng 3% higitds | 10x higitds 29ng 3% higitds | 10x higitds 02 ng 5x higitas | 10x higitds
Cead 0.4 ng 5% higitis | 10x higitis 0.9 ng 5% higitas | 10x higitis 0.5 ng 5x higitas | 10x higitds

A direkt preparacioval el6készitett mintakkal (n=12) Gsszesen 216 reakciot végeztiink,

melyek koziil 186 (86%) végz6dott helyes eredménnyel, 30 (14%) pedig fals (27 fals

negativ, 3 fals pozitiv) eredménnyel zarult. Az AmelX ¢és SRY markerekkel mindharom
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fajban, mind a himek, mind pedig a ndstények esetében is nagyobb aranyban kaptunk
megfeleld eredményeket tizszeres higitdsnal az eredetileg tobb DNS-t tartalmazo
Mintdkbol. A kevesebb DNS-t tartalmazd mintakbol az eredeti és az 6tszoros higitas adott
megbizhatobb eredményeket. Mas higitasoknal valtozo aranyban eléfordultak fals pozitiv
¢és fals negativ eredmények is a reakciok soran, melyet a 6. tablazat adataibol generalt 7.

crer

elkilonitve.

7. é4bra: LAMP reakcidk eredményei direkt preparacidval elokészitett DNS-bOl harom
ismétléssel és harom kiillonbozo higitds utan. A szdmok a reakcioba bevitt DNS
tartalmat jelolik nanogrammban (9: ndstény, &: him, sotétzold hattér: valos
pozitiv, vilagoszold hattér: valds negativ, piros hattér: fals pozitiv/negativ, Ce:
gimszarvas, Dd: damszarvas, Cc: eurdpai 6z)
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A 7. abran zold hattérrel jeloltiikk azokat a mintakat, amelyeknél mind a hat reakcio helyes
eredményt adott (38,9%), vilagos zolddel pedig azokat, amelyeknél egy fals eredményt
kaptunk (38,9%). A sarga, illetve piros hattérszin a minta nevénél kett6-, illetve harom fals

eredményt jelent az adott mintabol elvégzett hat reakcio koziil (19,4% és 2,8%).

Az AmelX reakciok az eredeti DNS mennyiséget tartalmazé mintak koziil 5,55%-ban, az
5x higitastt mintaknal 2,77%-ban, a 10x higitasi mintaknal pedig 19,44%-ban adtak fals
negativ eredményt. Az SRY reakciok az eredeti DNS mennyiséget tartalmazé mintak koziil
13,89%-ban, az 5x higitdst mintdknal 16,67%-ban, a 10x higitdsu mintdkndl pedig
16,67%-ban adtak fals eredményt. A tesztek specificitasanak kiszdmitdsanal a valds
negativak szdmdnak és a valds negativak és fals pozitivak Osszegének hanyadat vettiik
figyelembe. Az AmelX reakciok specificitasa igy 100%, az SRY reakcioké pedig 94,73%
lett. A szenzitivitdas megallapitasahoz a valds pozitiv eredmények szamanak és a valos
pozitivak ¢és fals negativak 0Osszegének hanyadat hasznaltuk. Az AmelX reakciok
szenzitivitasa 91%-nak, az SRY reakciok szenzitivitasa pedig 76%-nak bizonyult a direkt
amplifikacié megvalositasa sordn soran. Osszességében a LAMP megbizhatosiga a
kutatasunk soran helyes eredménnyel zaruld reakciok és az Osszes elvégzett vizsgalat
szamanak hanyada alapjan az AmelX reakcioknal 90,74%, az SRY reakcioknal 81,48%

volt.

A direkt amplifikacio reakcio idejét is teszteltik fajonként 2-2, Osszesen hat darab
mintaval, melyek koziil 6t mintanal szintén 35 perc mar megfelelé volt a pontos
eredményekhez mindkét markernél. Az SRY markernél egy him ivaru eurdpai 6z DNS

mintanal volt sziikséges az 50 perces reakcioidd.
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6 KOVETKEZTETESEK

A LAMP technika a humdan klinikai diagnosztikdban ¢és igazsagiligyi vizsgalatokban
betoltott jelentds szerepe mellett az allatorvosi tudomanyokban is kiemelked6 [11, 86, 94—
97]. Kiilonboz6 teszteket fejlesztettek és validaltak szamos hazi- és vadonéld allatokat
érint6 korokozo kimutatasara, ugymint virusokra, baktériumokra, gombakra, egysejtiiekre
¢és férgekre [11]. Emellett széleskoriien alkalmazhatdé az élelmiszerbiztonsag teriiletén

fajazonositasra, az allattenyésztésben pedig az ivar detektalasara [11].

Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy génbanki szekvencia adatok alapjan lehetséges olyan X-
¢s Y-kromoszémas génszakaszokat talalni, melyek (nagyrészt) megegyeznek a kiilonb6zo
szarvasfajokban, és melyekre univerzalisan alkalmazhat6 LAMP primerek tervezhetok. Az
Amelogenin X génre, mint reakcidkontrollra tervezett LAMP primerek sikeresen
alkalmazhatok voltak mindharom hazai szarvasfélében, a néstény és him kontroll mintak
tesztelése sordn minden esetben pozitiv eredményt kaptunk. Az SRY génre tervezett
LAMP primerek bar az in silico vizsgalatok alapjan kevésbé tiintek idealisnak, az in vitro
tesztekben hatékonyan milkodtek még 6zbdl szarmazé DNS-mintdkon is, ahol tobb

baziseltérés is eléfordulhat a primerkotd régiokban.

Az izomszovetekb6l NaOH oldatos eljarassal kiilonboz6 nagysagrendekben (0,04-9 ng)
Kinyert DNS mintakb6l a LAMP modszer (direkt amplifikacio) szintén alkalmas lehet az
ivar azonositasara, azonban az eredmények helyességét tobb tényez6 is befolyasolhatja. Az
egyes mintavételek soran tapasztalt koncentraciokiilonbségek adoddhattak a mintavételi
eszkoz kiilonboz6 anyagabol (fa-, illetve milanyag palcika) és a mintavételt végzo
személyek kiilonboz6 technikdjatol. Ezenkiviil a mintdk véltozé mindségliek voltak és
eltérd ideig taroltuk ket a hiitében, melyek szintén hozzéjarulhattak ahhoz, hogy mas-mas
mennyiségli DNS-t sikeriilt kinyerniink bel6liik. Az elvégzett reakciok eredményei alapjan
azonban azt tapasztaltuk, hogy nem csak a mennyiség befolyasolja alapvetben az
eredményeket. Mivel a NaOH-oldatos eljarassal a DNS-t csak feltarjuk a sejtekbdl és a
sejttormelékeket nem tavolitjuk el, igy feltehetéleg a reakcidba bevitt inhibitorként
funkciondlé molekuldk eltéré mennyisége okozta a reakcidk fals negativ eredményeit. Mas
kutatdsok is kimutattak, hogy a LAMP mddszer bar kevésbé érzékeny az inhibitorokra mas
PCR-technikakkal Osszehasonlitva [98, 99], a NaOH-s eljaras soran fontos a minimalis
mennyiségli mintabevitel, ezaltal csokkentve a mintdban jelenlévé gatldé anyagok

jellegzetessége a magas foku érzékenysége — amelyet a sajat vizsgalati eredményeink is
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alatamasztanak —, a néhany fals pozitiv eredményt nagy valosziniiséggel a mintak kozti
kereszt-kontaminacié okozhatta. Figyelembe véve vizsgalataink egyik céljat, hogy a
modszer alkalmas legyen nagyszamu izomszovet minta egyszerii és megbizhaté modon
torténd helyszini ivarazonositasara, a jelenlegi eredmények alapjan a protokoll
modositasara, illetve sztenderdizdldsara van sziikség a megfeleld hatékonysag elérése
érdekében.

A NaOH-oldatos DNS-kivonasi moddszer azonban mindenképpen egyszerii és gyors,
ugyanakkor koltséghatékony modon és extra eszkozigény nélkiil teszi lehetévé a kinyert
DNS LAMP reakcidban torténd vizsgalatat [9]. A husmintak ivarazonositasara kifejlesztett
modszerlinkhoz sziikséges teljes id0 koriilbeliil egy ora, beleértve a DNS extrakciot, a
LAMP reakciot és a detektalast. Mindkét marker biztonsdgos kimutatasahoz elegendd volt
40 perc tisztitott DNS-mintak esetén, a direkt amplifikdlasnal azonban az SRY markerek
detektalasahoz 50 perc volt sziikséges. Ez annak lehet koszonhetd, hogy mig a sejtek az X-
kromoszoémas markerbdl két kopiat tartalmaznak, az Y-kromoszomés markerbdl csak
egyet, igy kis mennyiségli bevitt DNS esetén tobbidére van sziikkség a marker
kimutatdsdhoz. Hasonld ok miatt dontottiink gy, hogy a him ivari marker kimutatasanak
hatékonyabba tételéhez sziikség van a harmadik (loop) primer par hasznalatara, amely
valoban sikeresebbé tette az eldzetes vizsgalatok alapjan a reakcidt (jelen munka nem
tartalmazza ezeket a teszteket).

Figyelemre méltd, hogy a LAMP nem feltétleniil igényel koltséges reagenseket vagy
elektroforézist az amplifikalt termék kimutatashoz. A reakciok eredményének interkalalo
festékkel vald vizsgalata pedig megfeleléen érzékenynek €és megbizhatonak bizonyult,
melyet az agardz gélen torténd detektalas megegyezd eredményei is aldtimasztanak. Bér az
interkalalo festék utdlagos hozzaadasa a reakcid végén egy plusz 1épésnek szamit és a
reakcidcsovek ismételt kinyitdsa a potencidlis szennyezddés lehetdségét is magéaban

foglalja [88, 89], kell6 koriiltekintéssel végezve a modszer nem okoz problémat.

A Kkonzervativ DNS-szakaszokra tervezett univerzalis primer-rendszerrel kidolgozott
modszerek tobb, kiilonb6z6 emldsfaj valtozatos biologiai mintajabol torténd ivar-
vizsgalatat teszik lehetévé [101]. Az altalunk tervezett primerek egységesen hasznalhatoak
a Magyarorszagon el6forduldé harom agancsos vadon ¢l6 fajra: a gimszarvasra,
damszarvasra és europai 6zre. A kidolgozott modszeriink az in silico tesztelés alapjan mas
orszagokban el6forduld szarvasféléken is alkalmazhatd lehet a jovoben az allomanyok in

Vitro tesztelése utan.
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Az élelmiszeriparban szintén hasznos informaci6é lehet a feldolgozandd szarvasfélék
ivaranak ismerete. A hazankban teritékre keriild vadhus értékesitése soran nagyobb
hanyadban kiilfoldi export a cél, a tobbi sajat felhasznalasra és vendéglato egységekhez,
hentesekhez keriil. Bar a vadhus fogyasztasa nagyon egészséges, hazankban mégis csekély
szerepet tolt csak be az emberek étkezésében [102, 103]. Ennek egyik oka a magas ara
mellett, hogy a him allat husa a mirigyeibdl kibocsatott szag miatt nem olyan jo, a parzasi
1doszak koriil elejtett egyedek husa erds, kellemetlen szagi. Ez viszont, az elejtett allat
ivaranak tudataban, megfeleld érlelés és pacolas soran tompithatd, finomithat6. A fiatal és
a néstény allatok hiisa penetrans szagoktdl mentes, altalaban finomabb és jobb mindségii.
Ezen okokbodl adédoan az ivarra ellendrzott termékek nagyobb kelenddséget mutathatnak a
kiilfoldi és belfoldi piacokon egyarant (pl. igényes felvasarlok, top kategorias éttermek

[45]).

A genetikai ivarhatdrozas igazsagligyi vizsgalatokban szarvasféléknél még csekély
szamban van jelen hazankban. A megfeleld validalasi vizsgalatok utan a kidolgozott
modszeriink alkalmas lehet a populacidogenetikai és vadgazdalkodasi vizsgéalatok mellett
igazsagligyi célu ivardetektalasi vizsgalatokra is. Kutatasunk elsddleges célja egy olyan
modszer fejlesztése volt, amely a Magyarorszdgon ¢€l6 szarvasfélék vadaszataval
kapcsolatban lehetségesen el6forduld bizonyos illegalis tevékenységek kimutatasat is
lehet6vé teszi. A kérdéses esetekben, az altalunk kifejlesztett modszerrel kimutatott
eredmények aldtdmaszthatjdk a dokumentacidban szerepld ivart, eltérés esetén pedig a
jogkovetkezménnyel jard ligyek kovetelményrendszerének is megfeleld genetikai tesztek
elvégzését tehetik indokoltta [6, 33]. Az illegalisan zajlo kilovések komoly gazdasagi
veszteséget okoznak a vadhus és trofea altal, vagyoni- és eszmei karokat pedig az
allatpopulaciokban és vadgazdalkodasban. A projekt hozzdjarulhat a fajmegdrzés és
védelem el6segitéséhez, valamint a vadorzas bizonyos tipusainak megel6zéséhez,
visszaszoritdsahoz ¢€s a karok csokkentéséhez. Ez utobbi nem csak Magyarorszagon, de a
vildg mas orszagaiban is fontos feladat, mely tovabbi esetek megel6zését is magaban
foglalja azzal, hogy lehetdséget biztosit a kérdéses esetek gyors és koltséghatékony

vizsgélatara.

Tervezziik ezért a jovOben a kutatasunk nagyobb mintaszammal torténd folytatisat, a
modszer szenzitivitasanak és alkalmazhatosaganak fejlesztését, hogy minél szélesebb

korben tudjuk alkalmazni a vadvildggal kapcsolatos feladatkorok részeként.

29



7  OSSZEFOGLALO

A tenyésztett- és vadonéld allatfajok ivardnak, illetve ivararanyanak ismerete kdzponti
szerepet jatszik (vad)gazdalkodasi ¢és konzervaciobiologiai szempontbol is, ezért
intenziven kutatott teriilet. Magyarorszag agancsos fajainal, a damszarvasnal,
gimszarvasnal és eurdpai 6znél szintén nagy jelentOséggel bir az dlloményok optimalis
ivararanyanak fenntartdsa, ezért az adott vadészati idényben csak meghatarozott szamu,
faji €s ivara allat kilovése engedélyezett. Azonban eléfordulhatnak olyan esetek, amikor
az eloirt feltételek nem teljesiilnek, ezek illegalis elejtésnek mindsiilnek. A vadfeldolgozé
tizemek hiitéhazaban leadott, kiilsé jegyeik alapjan ivarra mar nem azonosithatd zsigerelt
tetemeknél genetikai vizsgalattal meghatarozhato az allat ivara, amely adott esetben

kimutathatja az illegalis elejtést, amely orvvadaszatnak mindstil.

Kutatasunk célja egy olyan genetikai modszer kidolgozasa volt, amely lehetdvé teszi a
harom hazai szarvasfélébdl szarmazé szovetmintdk egyszerl, gyors és akar a helyszinen
torténd DNS-alapt ivarazonositasat. Vizsgalataink alapjaul a hurok altal kozvetitett
izotermikus sokszorositasi (Loop-mediated isothermal AMPlification, LAMP) moddszert
valasztottuk, mivel ezzel a technikdval minimalis labormiiszer és eszkoz segitségével is
megvalosithatd a relevans DNS markerek rovid 1don beliili sokszorositasa és kimutatasa

koltséghatékony modon.

Kutatdsunk sordn a harom szarvasfélére univerzalisan hasznéalhato, az Amelogenin X ¢és
SRY gének konzervalt szakaszaira tervezett LAMP-primereket el0szor ismert faju és ivaru
kontroll DNS-mintakon teszteltiik. A reakciok eredményeit interkalald festék utolagos
hozzdadasaval torténd kimutatassal ellendriztiik, majd a reakcidelegy Osszetételét és idejét
optimalizaltuk. A terepen torténd ivarellendrzés egyszerlsitett megvalositasdhoz
kidolgoztuk a direkt sokszorositds modszerét NaOH oldatban eldkészitett hismintdkra. A
moddszerrel a vartnak megfeleléen a ndstény és a him mintakbdl is kimutathatd volt az
Amelogenin X génszakasz, amig a him specifikus SRY génszakasz igazolasat célzo

reakcid a him eredeti mintaknal adott pozitiv eredményt.

Kifejlesztett moddszeriink a validalasi 1épések utan alkalmas lehet a gimszarvas,
damszarvas ¢és eur6pai 6z eredetl mintdk rovid id6 alatt megvaldsithato
ivarmeghatarozasara, az esetleges illegalis vadaszati tevékenységek mértékének

kimutatasara, hozzajarulva igy a vadaszat tisztasaganak megorzéséhez.
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8 SUMMARY

Genetic sex detection of cervids by isothermal amplification

Knowledge of the sexes and sex ratios of both domestic and wild animal species plays a
central role in (wildlife) management and conservation biology, making it an intensively
researched area. In Hungary, maintaining the optimal sex ratio of the populations of deer
species, such as fallow deer, red deer, and roe deer, is also of great significance during the
hunting season. Therefore, only a specific number, species, and sex of animals are allowed
to be hunted during a given hunting season. However, there may be cases where the
prescribed conditions are not met, and these are considered illegal hunting. In the cold
stores of game processing facilities, the sex of eviscerated carcasses can no longer be
identified based on external characteristics, but genetic testing can determine the sex of the

animal, potentially revealing illegal kills, which are considered poaching.

The aim of our research was to develop a genetic method that allows for simple, fast, and
on-site DNA-based sex determination of tissue samples from the three native deer species.
As the basis for our investigations, we chose the loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) method, which allows for the rapid multiplication and detection of relevant DNA

markers with minimal laboratory equipment and resources, in a cost-effective manner.

During our research, we first tested LAMP primers designed for conserved segments of the
Amelogenin X and SRY genes, which can be universally used for the three deer species,
on control DNA samples from known species and sexes. The results of the reactions were
detected by the subsequent addition of an intercalating dye, and the composition and time
of the reaction mixture were optimized. To simplify on-site sex determination, we
developed a direct amplification method for meat samples prepared in NaOH solution. As
expected, the Amelogenin X gene segment was detectable in both female and male
samples, while the reaction targeting the male-specific SRY gene segment gave positive

results for male-origin samples.

After validation steps, our developed method can be suitable for the rapid sex detection of
fallow deer, red deer, and roe deer samples, contributing to the detection of potential illegal

hunting activities and thus preserving the integrity of hunting.
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