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1. BEVEZETES

Az emberi populdciok génallomanyat makroszkoposan vizsgalva az egyes kozosségek, cso-
portok (szub-populacidk) kozott csoportszintii jellegkiilonbségek tarhatok fel, mely kiilonbsé-
gek tobbek kozott a polimorf gének alléljeinek populacidkon beliili gyakorisadg eloszlasanak
eltéréseiben érhetd tetten. A csoportszintii jellegek alapjan tanulmanyozhato:

- afaj mint egy egész egység eredete €s rokonsagi viszonya a tobbi fajhoz.

- a populéaciok viszonya egymashoz szigetek, szubrégiok, régiok és akar egész konti-
nensek szintjén (etnikumok, rasszok).

A makroszkdpos szintet ,,mikroszkopra” cserélve €s az egyén génallomanyara fokuszalva a
kovetkezd kérdések meriilnek fel.

- Hogyan hasznalhatok fel legjobban a genetikai variaciok egyedek azonositasara (az
emberi faj esetében kb. 6,5 milliard egyén esetében)?

- Mit tudhatunk meg az egyénr6él DNS allomanyéanak vizsgélata alapjan? Fizikai jelle-
gekrdl (biologiai nem, pigmentacio) és egyéb kategoriakrol (pl. etnikai eredet).

- Hogyan donthetd el a genetikai varidciok vizsgéalata alapjan, hogy kettd vagy tobb
egyén egymassal kozeli rokonsagban van-e (pl. sziil6-gyermek viszony).

- A latokort kiszélesitve meghatarozhato-e, hogy egyes egyének, csoportok ugyanazt le-
szarmazasi vonalat képviselik, vagy ugyanazon genetikailag definidlt csoportnak a
tagjai-e (,,population history’’)?

Az elobb feltett kérdések igen nagy tarsadalmi, szocidlis jelentdsséggel is birnak, mivel a
kriminalisztikai célu DNS vizsgélatok €s apasagi tesztek ma mar az igazsagszolgaltatas €s a
szocialis politika kulcsteriiletévé valtak. Az egyedek genetikdjarol alkotott kérdések nem fo-
galmazhatdak meg elszigetelten 6nmagukban, mivel a kérdésekre adand6 valaszok — pl. hogy
két DNS minta ugyanazon személyt6l szarmazik-e — abban a populacidban megfigyelt geneti-
kai variaciok szerkezetétdl és szintjétdl fiigg, melybe a kérdéses személy is tartozik. Ezért az
egyedi varidciokat mindig populacids Osszefiiggésbe kell helyezni, és megfeleld statisztikai
modszert kell alkalmazni a kiilonb6z6 hipotézisek tesztelésére. Ez a statisztikai kiértékelés
konnyen igen komplex is lehet, de egyuttal blincselekmények vagy torvényszéki iigyek kap-
csan laikus személyek szamadra is felfoghatonak és egyértelmiinek kell hogy legyen. A statisz-
tikai interpretacion tul tovabbi, gyakorlati szempontbol is fontos kérdést jelent a DNS vizsga-
latok soran generalt adatok mindsége ¢és hibagyakorisaga. A keletkezett személyes genetikai
adatok kezelése, védelme ¢és torvényeknek megfeleld felhasznéalasa pedig komoly etikai kér-

déseket vet fel a DNS adatbazisok kapcsan.



A DNS alapt azonositassal és szarmazastannal foglalkoz6 igazsagiigyi genetikat kihiva-
sai, probléma felvetései, modszertani és technikai fejlesztései, eredményei nemcsak passziv
felhasznaloként, hanem aktiv kozremiikodoként kapcsoljadk a genetikdhoz mint alaptudo-
manyhoz ¢€s a jogalkalmazashoz egyarant, ugyanakkor nem tekinthetd a ketté egyszerti 6sz-
szegzOdéseként. Az igazsagiigyi genetika 6ndllé tudomanyteriiletként mukodik, és hasznalja
fel a genetika modszereit, tudomanyos eredményeit. Ondllé voltat timasztja al4 az is, hogy
igazsagiigyi genetikai kutatdsok a genetika mads teriiletére vonatkozd informacidkat — pl. po-
limorfizmusok molekularis struktaraja, DNS-szekvencia adatok, populacidégenetikai adatok,
stb. — is szolgaltatnak, melyek dnmagukban ugyanakkor nem jelentik az igazsagiigyi genetika
céljat. Torvényszéki aspektusbol nézve a genetika csak eszkdz, melynek segitségével a jogi
hipotézisek megerdsithetdk vagy elvethetdk. A tudomanyteriilet 6nallésodasa — mas, korab-
tudomanyos koncepciok, besorolasok ¢s dogmak megvaltozasaval jar. Habar a valtozasok
érvényre jutasa eltérd mértékl lehet, az igazsagiigyi genetika mint az alkalmazott tudomanyok
autoném tudomdnyteriilete napjainkra szinte minden orszdgban az igazsadgszolgaltatds részévé
valt (Brinkmann és Carracedo, 2003), és szamos vonatkozasaban kiszélesitette a blincselek-
mények felderitésének és torvényszéki perek bizonyitasanak lehetéségét. Bioldgiai anyagma-
radvanyok faji-, egyedi (személyi) eredetének meghatarozasa, biinligyi helyszinek kapcsola-
tanak vizsgélata, ismeretlen személyazonossagu holttestek, maradvanyok azonositdsa, leszar-
mazasi viszonyok elemzése mellett polgari jogi (pl. apasagi teszt), torténelmi, kegyeleti (pl.
tomegsir) vizsgalatok céljara hasznalhat6 fel. Tovabbi lehetéségek korvonalazodnak a techno-
logia fejlodésével a kérdéses személyek megnyilvanulo tulajdonsagainak (pl. nem, kor, szem-
¢és borszin, testfelépités, egészségi allapot stb.) hatrahagyott nyomokbdl — akér egyetlen sejt-
bol (Oorschot és Jones, 1997) — torténd kideritésére (Pulker és mtsai, 2007), a megallapitott
adatok informatikai alapon torténd rendszerezésére, adatbazissa szervezésére (biiniigyi DNS
nyilvantartasok), és nem emberi eredetli anyagok azonositasara (Budowle és mtsai, 2005a ¢és
2005b). A lehetdségek és kockazatok objektiv mérlegeléséhez tudomanyos €s szakmai korii
vitakra és konszenzusokra van sziikség (National Comission of the Future of DNA Evidence,
2001), ami segithet megeldzni és tompitani a potencialis tarsadalmi, politikai, vallasi ellenér-
zéseket, jogi ¢és etikai vitdkat, melyeket napjainkban a genetikai modszerek mas iranyu fel-

hasznélésa is — pl. klénozéas — eredményez.



1.1. Azigazsagiigyi genetika alapjai

1.1.1. Egyedi személyazonositas — a genetikai profil

Az elmult évek, évtizedek nemzetkozi kutatasai (pl. Human Genom Project) felderitették a
human genom diverzitasat és feltartdk azokat a mutécios folyamatokat, melyek a szoéban forgd
diverzitas hatterében allnak. A kutatdsok eredményei szerint atlagosan 1250 bazisparonként
varhatd egy szubsztitucios eltérés (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) két kiilonb6z6
eredetli genom kopia kozott (Jobling és mtsai, 2004), vagyis elméletileg néhany milli6 SNP
tipusu eltérés valoszintsithetd két diploid egyén genomjanak Osszevetése soran. A bazis
szubsztiticioknal 1ényegesen kevesebb mikroszatellita és miniszatellita tipusu variacio 1étez-
het a human genomban, és ez a tobbezer mar leirt szatellita DNS marker nagyrésze potencialis
jelolt lehet fiiggetlen személyek kozotti genetikai kiillonbozoségek leirasara a 1ényegesen na-
gyobb all¢lszdmuknak és heterozigozitas értékekiiknek koszonhetéen. Egy személy DNS al-
lomanya egy masikétol nagyon nagy szamu eltérést is tartalmazhat. Ha ezek az eltérések, va-
riaciok viszonylag egyszerii médon meghatarozhatok, kézenfekvo eljarast jelenthetnek szemé-
lyek DNS mintdbol valé azonositasara, és annak a konkluziv megallapitasara, hogy két
bioldgiai minta szdrmazhat-e egyazon személytél. Onmagaban véve ugyanis egyetlen 16kusz
— DNS-szakasz — sem rendelkezik kizardlag egyetlen egyedre jellemzd tulajdonsaggal,
azonban a megfeleld szdmu polimorf helyen megéllapitott allélok egyiittese — genetikai profil
— ,,genetikai személyi szamként” értelmezhetd. A valos ligyek és a vizsgalatba bevont mintak
tipusa, mindsége adja meg azokat a praktikus okokat, melyek jelentdsen befolyasoljak a

vizsgalatokhoz igénybe vett markerek szamat és fajtajat.

1.1.2. Azigazsagiigyi DNS laboratorium és az igazsagiigyi genetikus

Az igazsagiligyi DNS laboratoriumban végzett munka sordn mas szempontokat is figyelembe
kell venni, mint egy kutat6 laboratoriumban:

- A személyazonositds soran alkalmazott DNS analitikai technikdk és moddszerek vi-
szonylag lassan evolvaldédnak, mivel széleskorii elfogadottsdguk a sikeres és megbiz-
hat6 torvényszéki alkalmazdson, a hatékony sztenderdizaltsigon és a modszerek
validalasan mulik. Nagyobb genetikai adatbazisok viszonylag nagy koltséggel és hosz-
szu idokifutassal épithetdk fel, ezért a mar kész genetikai profilokat tartalmazé rend-

szerek megvaltoztatasa, ujraépitése nem igazan kivanatos.



- A vizsgalatra keriil6 DNS mintak gyakran degradaltak vagy nyomnyi mennyiségliek,
ezért az azonositasukhoz alkalmazott mddszerek kiilonosen érzékenyek, és emiatt a

- Genotipizalasi hibak komoly kovetkezményekkel jarhatnak, ezért az Osszes alkalma-
zott eljarasnak megbizhatonak, a vizsgalatoknak pontosan kivitelezettnek kell lenni.

- Mivel az Osszes laboratérium ugyanabbol a markerkészletbdl merit, az alkalmazott
metodikaknak széleskorii elfogadottsaggal kell birniuk. Ujszert, specialis és technikai-
lag nehezen kivitelezhetd eljarasokat nem konnyt elfogadtatni.

- Az alkalmazott metodikakat és a statisztikat érintd kérdések és vitak gyakran a targya-
loterem ellenséges €és konzervativ 1égkorében keriilnek megvitatasra, nem pedig egy
kevésbé terhelt tudomanyos iilésen.

Az igazsagligyi genetikus szakértd ¢és feladatanak konkrét meghatidrozdsa a
multidiszciplinaris tudomanyteriilet kapcsan nehezen definialhat6. Altalanossagban elmond-
hato, hogy legfobb szerepét a bioldgiai mintdk, nyomok €s anyagmaradvanyok vizsgalata je-
lenti természettudomanyos technikak objektiv alkalmazasaval, ezéltal igazolva egy jogi felte-
vést, egy adott blincselekményt illetve az azzal fenndllo kapcsolatot (Inman, 2001). A tudo-
manyos ¢és a gyakorlati torvényszéki alkalmazas kozott azonban kiilonbséget kell tenni. A
kutatasban megfeleld és megbizhatonak tartott eljarasokat az dvatos, tartozkodo jogi szemlé-
letmdd nem minden esetben fogadja el torvényszéki szempontbol is megbizhatdéan alkalmaz-
haténak. A torvényszéki DNS vizsgélatok eredménye mindig vitathat6 lesz, és sokszor nem a
technologia, sokkal inkabb a gyakorld személy (szakértdé?) azon ratermettsége, képessége
miatt, hogy a vizsgalatokat koriiltekintéen és helyesen vitelezze ki (Butler, 2005). A DNS-
profil meghatarozas ugyanis nem varazspalca, nem csalhatatlan térvényszéki eszkéz, hanem
egy Osszetett vizsgalati rendszer, mely ki van téve emberi hibdknak, és magédban foglalja a
mintakontaminacid, mintacsere valamint a téves szakértdi interpretacié lehetségét is. A hiba-
lehetdségek kikiiszobolésének céljabol a bizonyithaté — dokumentalt — szakértés kovetelmény
rendszerének kidolgozasa a *90-es évek kozepére megtortént (TWGDAM, 1995). A mindség-
iranyitas igénye a DNS egyéb torvényszéki alkalmazésaira is kiterjed (Morling és mtsai,

2003, Jobling és Gill, 2004).

1.1.3. A DNS mint térvényszéki bizonyiték

Az egyedhez valo6 kapcsolhatosag miatt a DNS-vizsgalatok elsdsorban a személyi bizonyiték-

bizonyitas eszkozeként jelennek meg és tudatosultak a gyakorlatban. Habar a korabbi mod-



szerekhez képest a DNS alapu vizsgalatok szamos elénnyel rendelkeznek, a genetikai tulaj-
donsagok atorokités esetén illetve az €161énybdl vald kikeriilés vagy a halal beéllta utdn meg-
valtozhatnak (Parsons és Weedn, 1997). A DNS-molekula viszonylagos védettsége ¢s stabili-
tasa a technikai elonyokkel parosulva sok esetben a természetes bomlasi folyamatok
(Montagna, 1996) és a tevolegesen megvaltoztatott allapot ellenére (Sweet €s Sweet, 1995) is
megoldast jelenthet. A nemi kromoszoméak markerei, igy az Y-kromoszoma mint a human
genom kizarolag férfiakra jellemz6 szakasza (Corach és mtsai, 2001) az erdszakos biincse-
lekmények férfi elkovetdinek azonositasat tette még eredményesebbé. Ez leginkabb azokban
az eljarasokban érhetd tetten, melyekben a kevert jellegli biologiai nyomok ndi eredetii sejtje-
inek talsulya miatt az autoszomas markerek analizise nem informativ. A mitokondridlis DNS
hipervariabilis szakaszainak atlapolé PCR alapu szekvencia-analizisével a DNS azonositast a
bioldgiai anyagmaradvanyok teljes korére kiterjesztették (Holland és Parsons, 1999). Az igaz-
sagiigyi szempontbol fontos megkiilonboztetési — kizarasi — esély részben a mitokondrialis
DNS maternalis 6roklodése miatti alacsonyabb voltat a sejtenkénti magasabb kopiaszam el-
lenstlyozza, ami szignifikdnsan noveli a vizsgdlatok sikerességi ratdjat. Az extrémen kis
mennyiségli DNS-t tartalmazé mintdk (,low copy number DNA”) vizsgalhatosiaga a
mikronyomok hagyomanyos értelmezését kimutatdsi érzékenység és a szarmazas vonatkoza-
saban is kiterjesztette (Gill és mtsai, 2000). A PCR technika sajatsagainak megfeleléen révid
— kb. 100-150 bazispar — szakaszon beliil is polimorf markerekkel (Balogh és mtsai, 2003)
vagy az amplikonok méretének redukalasaval (Butler és mtsai, 2003) ndvelhetd a vizsgalati
érzékenység.

A DNS vizsgalatok eredménye kétféle mdédon hasznalhaté fel biintetd- vagy torvényszéki
eljarasok soran. Egyrészt a birdsagi szakaszban a bird az igazsagiigyi DNS szakérté vélemé-
nyét mint bizonyitékot értékeli, a vad és a védelem pedig igyekszik az eredményeket minden
aspektust figyelembe véve részletekbe menden megvizsgalni. Masrészt a DNS bizonyitékokat
a biintetdeljaras soran csak nyomozati informacioként felhasznalva azok nem feltétleniil jut-
nak el a targyald terembe (pl. biintigyi DNS nyilvantartas adatai), mivel rendelkezésre allhat-
nak egyéb, nem DNS alapu kozvetlen bizonyitékok is az tigyben. Mindazonaltal minden eset-
ben figyelembe kell venni azt a tényt, hogy egy helyszini DNS mintaval tokéletesen meg-
egyezd gyanusitotti DNS-profil nem feltétleniil jelenti a gyantsitott blindsségét az adott ligy-
ben, mivel az csak annyit demonstral, hogy a kérdéses személy valamikor valamilyen kapcso-

latban volt a helyszinnel.



1.1.4. Mit jelent az egyezési valosziniiség (matching probability)?

Két DNS-profil azonossagat, vagyis a DNS bizonyiték sulyat, erejét, az igynevezett egyezési
valoszintiséggel (idegen kifejezéssel match probability-vel) mérhetjiik. Az egyezési valdszi-
nlség annak az esélye, hogy egy a populaciobol véletlenszertien kivalasztott DNS-profil meg-
egyezik a kérdéses DNS-profillal (pl. helyszini mintaval). E definici6 alapjan felmeriil néhany
kérdés:

- Mekkora pontossaggal kell megadni egy DNS-profil gyakorisagat? A konzervativ
becslés szabalya szerint a védelem javara vald tévedés elfogadhatd, de tulzott ala-
vagy folébecslés esetén a valdsagtol elrugaszkodott egyezési valoszinliségi értékek jo-
hetnek ki (Lander, 1989). A napjainkban alkalmazott mikroszatellita multiplexek tipi-
kusan 1 : 10'°-10'® egyezési valdsziniiségeket adnak.

- A kérdéses profilt milyen populacids adatokkal kell dsszevetni? Alapvetd gyakorlat a
,product rule” alkalmazasa, vagyis az egyes l6kuszokon kimutatott alléleknek a popu-
lacioban megfigyelt gyakorisagi értékeit dsszeszorozzuk. Amennyiben azonban sza-
mottevd linkage disequilibrium, vagy populacié struktiralodas figyelheté meg a popu-
lacioban a szamitott profil gyakorisagok tévesek lehetnek.

- Lehetséges, hogy nem a gyanusitott, hanem egy kozeli hozzatartozojanak a DNS min-
taja keriilt kimutatasra? Ez a kérdés azért meriilhet fel, mert hozzatartozok nagyobb
valdszintiséggel rendelkeznek a gyanusitottéval megegyezd genotipussal, mint a
random moédon kivalasztott személyek. Emiatt ezzel a lehetdséggel is szdmolni kell az
eredmények statisztikai interpretacioja soran.

Az egyezési valdszinliség félreértésének tipikus esete a ,,vad tévedése” (prosecutor’s
fallacy), vagyis amikor az egyezési valoszinliséget 0sszetévesztik annak az esélyével, hogy a
szoban forgd DNS-profil a gyanusitottdl vagy a populacié egy masik fiiggetlen tagjatol szar-
mazik. A DNS-bizonyiték statisztikai kiértékelésének a gyakorlatban legaltalanosabban elfo-
gadott mddszere ugyanis a gyakorisagbecsléssel kombinalt Bayes-elvii hipotézistesztelés
(Evett és Weir, 1998, Garbolino ¢és Taroni, 2002). A valoszinliségszamitds Bayes-tételének
es¢ly formaju leirasa szerint ugyanis az alapkérdést: pl. Mekkora a valosziniisége annak, hogy
a DNS-profil XY-tol szarmazik? mindig legalabb egy masik, un. ellenhipotézis valdsziniiség-
hez kell viszonyitani: pl. Mekkora a valdsziniisége annak, hogy a DNS-profil az adott népes-
segbol veletlenszeriien kivalasztott masik személytol szarmazik? Az elsé kérdés altalaban a
vad feltevésére, a masodik kérdés pedig altalaban a védelem hipotézisére vonatkozik. A hipo-

tézis ¢és ellenhipotézis teljesiilésének feltételezésével szamitott valoszinliségek hanyadosat, a



valoszinliségi hanyadost (LR) adjuk meg az igazsagligyi DNS-vizsgalatok statisztikai kiérté-
kelése soran. A vérrokonsag (pl. apasag) genetikai tesztelése esetében a valdszinliségi hanya-
dost rokonsagi (apasagi) indexnek is hivjadk. Amennyiben a biologiai nyom csak egy személy
genetikai anyagat tartalmazza, akkor a valdszintiségi hanyados — legegyszertibb forméjaban —

a DNS-profil egyezés valoszintiségének reciprokaval egyezik meg.

1.1.5. Azigazsagiigyi genetika rovid torténete

Egyedi személyazonositasra azok a bioldgiai tulajdonsadgok alkalmasak, amelyek az életkor-
tol, a kornyezeti hatasoktol fiiggetlenek, nem modosulnak és nem modosithatok, ugyanakkor
kell6 mértékii valtozatossdgot mutatnak ahhoz, hogy a vizsgalatok alapjan az egyedek kozott
kiilonbséget lehessen tenni. A DNS egyetemes jellege lehetdvé teszi, hogy akar testi-, akar
szaporitosejteket tartalmazo bioldgiai minta vagy nyom azonos elvi és gyakorlati alapokon
legyen vizsgalhato. Habar a DNS molekula elsé leirasa mar 1868-ban megtortént (F.
Miescher), csak tobb évtizeddel ezutan és apranként ismerték fel alapvetd szerepét az 6roklo-
désben. Koriiltekintd kutatasok azdta igazoltak szubsztancialis jellegét a genetikai informacid
generaciorol-generaciora torténd atadasaban. Az 1980-as években a molekularis genetikai
technikak az elsé human hipervariabilis DNS hosszpolimorfizmus (D14S1) RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) moédszerrel vald kimutatdsaval (De Martinville és mitsai,
1982, Balazs ¢s mtsai, 1982) 01j tavlatokat nyitottak a szakért6i bizonyitds szamara.

A polimeraz lanreakcio (PCR) felfedezésének évében (Mullis €s mtsai, 1986), 1985-ben
keriilt sor a DNS-vizsgélatok elsO torvényszéki alkalmazasara egy nemi er0szaktevo €s soro-
zatgyilkos azonositasara Anglidban, bar még RFLP mddszerrel (Jeffreys és mtsai, 1985a,b). A
legnagyobbrészt miniszatellita régiokban jelenlévd polimorf szakaszok — multilokuszos pro-
bak — egyidejii vizsgalataval vonalkodszerli mintdzat volt nyerhetd, melyrdl a személyazono-
sitasi lehetdség a DNS ujjlenyomat — ,,DNA fingerprinting” — elnevezést nyerte (Gill és mtsai,
1985). A gyakorlatban a multilokuszos probakat gyorsan felvaltottdk az egylokuszos probak,
melyek a szakirodalomban VNTRs — ,,Variable Number of Tandem Repeats” néven valtak
ismertté, és az igazsagiigyi gyakorlatban a ’80-as évek végére terjedtek el (Gill és Werrett,
1987). A PCR amplifikacio igazsagiligyi alkalmazasarol elészér Higuchi €s munkatéarsai
(1988) szamoltak be, amikor egyetlen hajszalbdl kiindulva a HLA-DQAI 16kusz szekvencia-
gokként detektalhatok, egy PCR reakcidban egyidejiileg tobb 16kusz is felsokszorozhatd, ami

akar szekvencia-, akar hosszpolimorf l16kuszok vizsgalatanal hasznalhat6 fel.
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A mikroszatellitak, elterjedt néven STR-ek (Short Tandem Repeat) igazsagiigyben val6 al-
kalmazhatosagat a PCR-technika gyors elterjedése tette lehetdvé (Polymeropoulos és mtsai,
1991). 1991-ben leirtdk az STR markerek fluoreszcens jelolését és detektalasat (Edwards és
mtsai, 1991), 1993-ban pedig kifejlesztették a genetikai nem meghatarozasat az Amelogenin
lokusz PCR-fragmensének fluoreszcens detektalasaval (Sullivan és mtsai, 1993). A DNS
jelentkezd bizonytalansdgok miatt (Walsh és mtsai, 1996) az ezredfordulora a 4-5 bazisparos
repeticiokat tartalmazé lokuszok — 6-16 lokusz egyiittes, multiplex analizisére alkalmas, az
RFLP-ket is feliilmuldo megkiilonboztetési valoszinliséggel rendelkezd — vizsgalati rendszerei
valtak kereskedelmileg hozzaférhetové. PCR termékek ciklus szekvenalasaval és fluoreszcens
jelolésével megnyilt az Gt a mitokondridlis DNS (Anderson és mtsai, 1981) szekvencia poli-
morfizmusainak vizsgalata felé is (Sullivan és mtsai, 1992, Wilson és mtsai, 1995). A teljes
mitokondrialis genom polimorfizmusainak vizsgalataval (Parsons és Coble, 2001) jelentosége
fokozodik, de a rendkiviil érzékeny technika rendkiviil nagy koriiltekintést is igényel
(Herrnstadt ¢és mtsai, 2003). A mitokondrialis genom kodoléd szakaszan lokalizalt
,,cytochrome b” gén egy jol koriilhatarolt szakasza genetikailag fixalddott fajspecifikus szek-
venciat mutat, igy az adott génszakasz szekvencia-elemzésével a bioldgiai minta faji eredete
megallapithat6 lett (Parson és mtsai, 2000).

Hazankban 1992-ben a Bliniligyi Szakértdi és Kutatointézetben elindultak az elsd igazsag-
tigyi célu DNS-vizsgalatok (Padar és Woller, 1993), melynek eredményeként eldszor egy em-
berdlési iigyben sziiletett DNS vizsgalaton alapulé igazsagiigyi szakértéi vélemény. 1995-
1996 folyaman jelentek meg az els6 tudomanyos kozlemények nemzetkozi szaklapokban,
melyek a magyarorszagi igazsagiligyi céli DNS vizsgélatok, populacios felmérések eredmé-
nyeirdl szamoltak be (Woller és mtsai, 1995; Fiiredi és mtsai, 1995 és 1996; Csete és mtsai,
1996).

A nemzetkdzi szinten sztenderdizalt és igazsagiigyi célra validalt, populacios hattérvizsga-
latokkal aladtdmasztott STR markerek magukba foglaljadk ma mar az autoszomakat és az ivari
kromoszomakat is, 0sszességiikben pedig alkalmassad valtak nemzeti- és nemzetkozi adatba-
zisok kialakitasara (Krenke és mtsai, 2002, Holt és mtsai, 2002). 1995-ben Nagy-Britannidban
felallitottak a vilag elsd biiniigyi DNS-profil nyilvantartasat. Az Egyesiilt Allamok Szovetségi
Nyomoz6 Hivatala (FBI) éltal 1997-ben definialt 13 STR torzs-16kusz nyilvantart6 rendszeré-
nek (CODIS) elterjedése utan megindult a nemzeti adatbazisok nemzetkdzi szervezddése
(Interpol DNA Unit, 2003). Az évtized végére az STR vizsgalatokon alapul6 igazsagiligyi ge-

netikai szakértés Magyarorszagon is elterjedté¢ valt (Kozma és mtsai, 1998; Laszik és mtsai,
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2001), és 2000-ben hazankban is hatalyba Iépett a blinligyi DNS-profil nyilvantartast szaba-
lyoz6 torvény (1999. évi LXXXV. Torvény). A *90-es évek kdzepének nagy nemzetkdzi pub-
licitassal biro biliniigyei — pl. O. J. Simpson-iigy — tovabb fokoztdk a mar DNS-vizsgalatokkal
szemben tdmasztott elvarasokat (Council of Europe, 1993). Az ezredforduléra felallt a nem-
zetkozi online Y-STR haplotipus referencia adatbazis (Roewer és mtsai, 2001).

Az autoszomads €s ivari kromoszomas hossz-polimorfizmusok, a mitokondrialis DNS fel-
tart szekvencia-polimorfizmusai utan a figyelem kdzéppontjaba a genomban eléforduld tébb
millié6 SNP analizise keriilt (Phillips és mtsai, 2004). Habar limitalt polimorfizmusuk miatt a
megfeleld kizarasi valdszinliség eléréséhez az STR 16kuszokhoz viszonyitva 1ényegesen tobb
SNP egyidejii meghatarozasara van sziikség (Chakraborty és mtsai, 1999), nagy szamuknak ¢és
a rovid cél DNS-fragmensnek koszonhetéen optimalis megoldast jelenthetnek degradalt
anyagmaradvanyok vizsgéalatdhoz. Tovabbi eldnylikként emlithetd, hogy jol adaptalhatdak a
legtjabb automata vizsgalati platformokhoz (Sanchez és mtsai, 2006).

A mitokondrialis DNS szekvencia adatbazisok mindségiranyitasi szempontu feliilvizsga-
lata utan (Bandelt ¢s mtsai, 2001 és 2004; Yao ¢és mtsai, 2004) 2006-ban elindult az EDNAP
(European DNA Profiling Group) altal ¢életre hivott EMPOP adatbézis (Parson és Diir, 2007),
melynek célja mitokondrialis DNS kontroll régié referencia haplotipusok gytlijtése a vilag
minden részérdl, az adatok mindség ellendrzése és online hozzaférés biztositasa az alkalma-
z6k szamara. Az EMPOP adazbazisban 2004-t8] kezdédden mintegy 900 teljes mitokondrialis
DNS kontroll régi6 haplotipus keriilt Magyarorszagrdl is feldolgozasra.

1.2. Azigazsagiigyben hasznalatos genetikai markerek

1.2.1. A mikroszatellitak altalanos jellemzése és nevezéktana

A mikroszatellita 16kuszok (hétkéznapibb neviikon STR-ek, Short Tandem Repeats) olyan
nem atir6dé DNS-régiok, ahol 2-6 bazisparbol allo rovid szakaszok tandem modon ismétldd-
nek egymasutan. A repeat egységek ismétlddéseinek szadma az egyes egyének kozott nagy
valtozatossagot mutat, ez a polimorf jelleg teszi dket alkalmassa genetikai személyazonositasi
célokra (Butler, 2005). A mikroszatellita l0kuszok eltéré alléljei egymastol hosszméretiikben
kiilonboznek, ezért ezeket a tipusu polimorfizmusokat a hossz-polimorfizmusok kozé sorol-
jak. A hosszbeli valtozatokat kialakitdo tandem-repeticiok eredete (melyeket esetenként SSR-

nek — ,,Simple Sequence Repeat”-nek is neveznek), és a genomban betdltott pontos funkcidi
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érdemben ma még nem teljesen tisztazodtak, de eltéréseik ¢és 6roklodo jellegiik az egyedek
megkiilonboztetésére ad modot.

Az eukariota genomban nagyon sok helyen talalhatok ismétlddd szekvenciak, a mai napig
polimorf mikroszatellitdk ezreit azonositottdk a human genomban is. A huméan genom kb.
3%-at kitevd mikroszatellita 10kuszok atlagosan tizezer nukleotidonként figyelheték meg
(Edwards és mtsai, 1991). K6dol6 szakaszokban intronok részeként és génen kiviili régiokban
egyarant megtaldlhatok. Az ismétl6dd egységek hosszanak megfelelden di-, tri-, tetra-, penta-,
hexa repeateket kiilonboztetink meg (Butler, 2005). Uj STR markereket altaldban DNS-
szekvencia adatbazisokban lefolytatott kereséssel (Weber és May, 1989) vagy molekularis
biologiai izolaciés moddszerek révén fedeznek fel (Edwards és mtsai, 1991). Az STR szekven-
cidk nem csak a repeatek szdmaban, hanem a struktarajukban is variabilitdst mutatnak. A
hossz-polimorfizmus  esetenként szekvencia variabilitdssal parosul, mely alapjan
mikroszatellita DNS szekvencidk tobbféleképpen is csoportosithatok (Weber, 1990, Urquhart
¢s mtsai, 1994). Az azonos hosszusagu és szekvencidju egységekbol allo egyszerli repeatek
mellett megkiilonboztethetlink dsszetett, komplex, hipervariabilis szakaszokat. Az Osszetett
repeatek két vagy tobb kiilonb6zd, egymassal szomszédos egyszerii repeatet tartalmaznak. A
komplex repeatekben a kiilonbdzo, valtozd hosszusagu repeat-egységeket valtozd méreti
kozbeiktatott szekvencia szakitja meg. Nem minden STR allél mérete feleltethetd meg a
repeat-ek egész szamu tobbszordseként. A repeat- vagy a repeateket hatarold régioban egy
vagy tobb megvaltozott nukleotidot hordoz6 mikrovarians allélok a konszenzus allél méreté-
tol eltérhetnek. A komplex hipervariabilis repeatek szekvencidjukban és méretiikben is eltéro,
nem konszenzus allé¢lek sokasagat tartalmazzak (Butler, 2005). A kiilonb6z6 allélvaltozatok
(Ellegren, 2004) kialakuldsa a molekularis szinten egyetlen nukleotidot illetve az ismétlédé-
sek szamat valtoztatd mutacioknak — DNS replikacios hibdk (pl. a DNS polimerdz csuszasa),
a javité mechanizmus nem tokéletes mitkddése — kdszonhetd (Nadir és mtsai, 1996).

Az STR markerek jelenleg kulcsszerepet toltenek be igazsagiligyi célu alkalmazasok terii-
letén. Ezt nagy szamuk és viszonylag magas foku polimorfizmus fokuk mellett egyszerli PCR
amplifikalhatosaguknak koszonhetik, melynek multiplex formaban val6 alkalmazasaval eddig
hasznalhatatlannak és ebbdl kifolyolag lényegtelennek tiind bioldgiai anyagmaradvanyok is
vizsgéalhatova valtak az igazsag kideritése céljabol. Az STR 16kuszok multiplex PCR-alapu
szimultan vizsgélata lehetdséget teremtett a genetikai személyazonositds gyors (akar néhany
oran beliili) kivitelezésére (Kimpton és mtsai, 1996) akar néhany pikogrammnyi, azaz egyet-
len sejt genetikai allomanyat tartalmazé DNS mintabol is (Findlay és mtsai, 1997), bar a min-

den tekintetbdl megbizhatd rutinszintli sorozatvizsgalatokhoz jelenleg ennél egy-két nagysag-
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renddel tébb, kb. 100-1000 pikogramm 6rokitd anyag (kb. 20-200 sejt DNS-tartalma) sziiksé-
ges. A viszonylag gyors és egyszeril kivitelezhetdség, a megbizhato €s szigorti mindségbizto-
sitasi kovetelményeknek is eleget tevd vizsgalati stabilitds, az igazsagligyi DNS laboratoriu-
mok kozotti kompatibilitas, a degradalt, toredezett, kis mennyiségli mintaknal tapasztalt vizs-
galati eredményességiik és altalaban egyértelmii azonosithatosaguk azok a jellemzok, melyek
alapjan az STR markerek a személyazonositas f6 genetikai markerévé valtak.

Napjainkig igazsagiigyi célokra mintegy szaz human polimorf mikroszatellitat jellemeztek
¢s hitelesitettek (Ruitberg és mtsai, 2001; Butler, 2005), melyek esetében 16kuszonként mint-
egy 6-30 allélvaltozat figyelhetd meg a human népességben. Ezen markerek koziil jelenleg 16
autoszomalis marker képezi a kiilonb6z6 nemzeti biiniigyi DNS-profil nyilvantartasok alapjat,
melyek kozott az Interpol, az ENFSI (European Network of Forensic Science Institutes) és
FBI vizsgélati markerei is megtaldlhatok. Az STR lokuszok nemzetkdzileg kompatibilis vizs-
galata és hitelesitése Magyarorszagon is tobb éve zajlik (Fiiredi, 2003; Padar, 2006).

Az STR allélek meghatarozasahoz elengedhetetlen az alkalmazott kontrollok €s a detektalt
tulajdonsagok pontos definidldsa, ami nemzetkozileg egységesitett nevezéktan segitségével
torténik. Az igazsagiigyi genetikai vizsgalatok soran analizalt STR 16kuszok és alléljeik neve-
zéktanat a Nemzetkozi Igazsagiigyi Genetikai Tarsasag (ISFG — International Society of
Forensic Genetics) tobb ajanlasban is 0sszegezte (Bar és mtsai, 1997; Olaisen ¢€s mtsai, 1998;
Gill és mtsai, 1997, 2001; Gusmao ¢és mtsai, 2006). A legfontosabb szabalyok a kdvetkezok:

e A szekvenciat mindig 5°—3’ iranyban kell olvasni, a tipizaldshoz haszndlatos DNS
szal pedig génben lokalizalt marker esetében a kodold szallal megegyezd, nem kodolod
szekvencia esetén az irodalomban eredetileg leirt, illetve a nyilvanos adatbazisba eld-
szOr bejegyzett kell hogy legyen.

e A nevezéktan amennyire csak lehetséges kovesse a D#S# rendszer szabalyait. Mivel
szamos nem standard elnevezés is hasznalatos vilagszerte, ezek megvaltoztatdsa nem
célszerll, de az 0 16kuszok leirdsanal mar a D#S# rendszer hasznalata tanacsolt annak
érdekében, hogy eldsegitsék az egységesités folyamatat.

Az allélikus nevezéktanra vonatkozé ajanlasok f6 pontjai:

. Az elnevezés a teljes ismétlodési egységek (repeatek) szadma szerint torténik.
. Amennyiben a szekvencia egy nem teljes repeatet is tartalmaz

[mikrovariansok, koztes (inter-) allélok], tigy a teljes egységek szama utan egy ponttal el-

valasztva kell feltiintetni a hidnyos repeat meglévd bazisainak szamat.

. Megjelenhetnek koztes allélok az un. flanking (hatarold) régidok egyszerii

crcr
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1.2.2. A mitokondrialis DNS mint genetikai marker

Az elmult években a mitokondridlis DNS (mtDNS) analizis igazsagiigyi céli alkalmazasa ¢s
jelentésége rendkiviili mértékben megndtt, mivel olyan elényds tulajdonsagokkal is rendelke-
zik, melyekkel a nuklearis (sejtmagi) DNS allomany nem. A mtDNS atlagosan mintegy ezer
példanyban lelhetd fel egy-egy szomatikus sejtben (Satoh ¢és Kuroiwa, 1991) a
mitokondriumok kettds membranjaval koriilvéve, petesejtekben a példanyszam akar a
100 000 kopiat is elérheti (Chen €s mtsai, 1995) szemben a sejtmagi DNS két példanyaval
(homoldg kromoszémaparok). Ennek a tulajdonsaganak koszonhetden vizsgalati érzékenysé-
ge nagysagrendekkel nagyobb a nuklearis DNS-nél, és ennél fogva a nagymértékben degrada-
lodott, bomlott allapot bioldgiai mintak (pl. csontmaradvanyok, szérképletek) azonositdsara
is alkalmas. Kizarolag maternalisan 6roklédik (Giles és mtsai, 1980; Parsons és mtsai, 1997;
Sutovsky és mtsai, 1999), nem rekombinalddik (Howell N, 1997; Kivisild és mtsai, 2000),
mely tulajdonsagok jelentésen megnovelik biologiai maradvanyok beazonositdsdhoz referen-
cia mintaadoként szamitasba vehetd személyek szdmat, hiszen az anyai ag 6sszes €16 szemé-
lye ugyanazzal a mitokondridlis DNS haplotipussal rendelkezik az esetleges mutacids esemé-
nyeket nem szamitva. Ez az oka ugyanakkor annak is, hogy egy mitokondridlis DNS
haplotipus nem lehet egyedi, ami az egyezési valosziniiségek szignifikanciajat csokkenti. A
sejtmagi DNS alloményhoz képest a mitokondrium kisebb mértékii DNS javité mechaniz-
mussal rendelkezik, ami magasabb mutacios ratat eredményez. A mitokondridlis DNS
replikaciojat végzo polimeraz enzim ,,proof-reading” hidnyossaga az osztédas soran noveli a
mutaciok gyakorisagat, viszont a molekula cirkularis jellege miatt kevésbé fogékony
exonukledzok tdmadéasanak, ami segit megdOrizni kompakt allapotat és ezzel egyiitt vizsgalha-
tosagat, azonosithatdosagat. A sejtmagi DNS-nél kb. tizszer nagyobb mutéacios rata eredmé-
nyeképpen johetnek 1étre a kiillonbozo variaciok az egyébként azonos anyai vonalakbol. Az
endoszimbionta elmélet (Gray, 1992) szerint evoliciosan kialakult mitokondrialis genom a
funkcionalis protein kodolo génjeinek nagy részét elveszitette, illetve azok ma mar a nukleéris
genomban lokalizalédnak (Lang és mtsai, 1997).

A human mitokondridlis genom DNS szekvencidjat eldszor 1981-ben irtak le (Anderson
¢s mtsai, 1981), melyet késObb Ujra analizaltak és pontositottak (Andrews €és mtsai, 1999), és
az elsO leirdja neve illetve a laboratérium helyszine utan szokas Anderson vagy Cambridge
referencia szekvenciaként (CRS) nevezni. A mai human mitokondridlis genom egy ~16569 bp

hosszu cirkularis DNS molekula, ami egy pirimidin bazisokban gazdag ,.konny(i” és egy tul-
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nyomorészt purin bazisokbol allé ,,nehéz” szalbol all (CsCl gradiens centrifugalas altal). A
molekula 15447 bp hosszu kodolo szakaszan 37 gén lokalizalddik intronok nélkiil 6sszetomo-
ritve, a kddolo régiobol dsszesen 55 nukleotid nem irddik at. A 37 génbdl 22 db transzfer
RNS-t koédol, 2 gén riboszomalis RNS-t (12S és 16S rRNS), 13 gén pedig az oxidativ
foszforilacioban és ATP szintézisben kézremiikodé enzimeket. A mitokondriumok normalis
miikddésehez sziikséges 0sszes tobbi gén a sejtmagi DNS-ben lokalizalodik. Szdmos koros és
kevésbé patogén pontmutaciot, deléciot, duplikaciodt azonositottak a mai napig a kodolo régi-
oban, melyek jelentés hadnyada az Oregedéssel is szoros Osszefiiggést mutat (Arnheim és
Cortopassi, 1992; Wallace, 1992). A molekuldban természetes varidcokként megfigyelhetd
egy-két bazist érintd inzercios/delécidos mutaciok miatt a molekula 6sszes nukleotid szdma
egyénenként, s6t sejtenként, molekulanként is (hossz-heteroplazmia) valtozhat.

A mitokondrialis DNS molekulat a kédold région kiviil egy kb. 1122 bazispar hosszisagi
nem kodolo szakasz az un. kontroll régid alkotja, mely elnevezés az ebben a régioban lokali-
zalodo policisztronikus RNS transzkripcid promotereire €s a nehéz szal replikdcios origdjara
utal. A kontroll régiot gyakran ,,D-loop” szakasznak is nevezik, utalva a DNS replikacié soran
elketronmikroszkop alatt 1athatd képére. Mivel a D-loop nem kodol génterméket kisebb rajta a
szelekcids nyomas, ezért az egyedek kozott megfigyelt nukleotid variabilitas és polimorfiz-
mus Iényegesen nagyobb foku mint a kodolo6 régidban. A standard referencia szekvencia sor-
szdmozasa onkényesen a kontroll régié kozepén kezdddik kettévalasztva azt egy-egy 16024-
16569 és 1-576 nukleotibazisok kozotti szakaszra. Az igazsagligyben altalanosan vizsgalt
szekvenciak az Un. hipervariabilis régiok is ezekre a szakaszokra esnek: a hipervaridbilis 1.
régi6 (HV1) a 16024-16365 szakaszra, a hipervariabilis 2. régio (HV2) a 73-340 bazistarto-
manyra terjed ki, bar ezek a hatarok nem szigorian meghatarozottak és az alkalmazott vizsga-
lati modszertdl és a vizsgélo laboratdriumtol fiigg.

A mitokondrialis DNS variansok (haplotipusok) megallapitasa és leirasa a standard refe-
rencia szekvencia (Anderson vagy CRS) konnyli széldhoz viszonyitva torténik, igy pl. a
16126 nukleotid pozicidban észlelt citozin bazist 16126C jelzéssel irjuk le (vagy T16126C).
Magatol értetédve a referencia szekvenciatol eltérést nem mutatd nukleotid bazisokat nem
kell jelolni. A mtDNS haplotipusok pontos meghatarozasa nemzetkozileg egységesitett neve-
z€ktan segitségével torténik. Az igazsagiigyi genetikai vizsgalatok soran kapott DNS szek-
vencidk leirasanak nevezéktanat, a vizsgalatok végzéséhez elengedhetetlen mindségbiztositasi
kovetelményeket, a szekvencia eredmények interpretdlasanak szabdlyait az ISFG és az

EDNAP (European DNA Profiling group) ajanladsokban, utmutatokban 0sszegezte (Bir és
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mtsai, 2000; Carracedo ¢és mtsai, 2000; Tully és mtsai, 2001), melyek kozil itt csak a legfon-
tosabbakat emelem ki:

e Recens szennyezddések minimalizaldsa érdekében egy szigoru, tobb pontbdl allo eld-
irast javasolnak betartani. Ezek koziil a legfontosabbak:

- Pre- és poszt PCR helységek térbeni elkiilonitése.

- A kérdéses és az 0sszehasonlitdé mintakat elkiilonitve kell vizsgalni.

- A hasznalati eszk6z0k, vegyszerek, oldatok DNS mentesitése (pl. UV besugarzas).

- Reagens ¢és negativ kontrollok alkalmazésa a teljes vizsgalati proceduraban.

- Amennyiben lehetséges parhuzamos vizsgélatot kell végezni a kérdéses mintabol.

- A teljes laboritoriumi személyzet mitokondridlis DNS szekvencidja rendelkezésre
alljon a kapott eredmények ellendrzése végett.

- A laboratérium és teljes személyzete vegyen részt rendszeres jartassagi és mind-
ségellendrzési teszteken.

e Az analizalt mintdk haplotipusat mindig a referencia szekvencidhoz (CRS) viszonyitva
kell megadni, a referenciatol valo eltéréseket lista formaban felsorolva tigy, hogy meg-
feleljen az IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) kodjainak.

e Homopolimer szalak esetén (pl. C-stretchek) az ins/del mutaciok pontos pozicidja nem
ismert. Az altalanosan elfogadott szabaly szerint ilyenkor a homopolimer szal legvé-
gén tortént a variabilitast okoz6 mutacio (pl. a 311-315 C-stretch esetén 315.1C).

e Minden mintan mindkét (konnyl és nehéz) DNS szal szekvenalasat el kell végezni a
lehetséges szekvenalasi hibak kikiiszobolése érdekében.

e Ha egy adott nukleotid pozicioban mindkét szalon a hattérjelektdl tisztan elkiilonithe-
tden kettd kiilonb6zd bazis figyelhetd meg azt heteroplazmiaként kell értelmezni és az
IUPAC/IUB kédok szerint kell leirni.

Igazsagligyi aspektusbol a heteroplazmia jelensége az egyik leginkabb problémas jellege a
mitokondrialis genomnak. Egyéneken beliil ugyanis a mitokondrialis DNS éallomany diverzi-
fikalodhat, mivel az egyes DNS molekulak a sejtekben egymastdl fiiggetlentil replikalodnak
(nincsenek kitéve a mitozisnak és a meidzisnak), egymdassal nem rekombinalddnak, és az osz-
todasuk sordn a mutacios rata lényegesen nagyobb, mint a nuklearis genomé. Kettd (vagy
tobb) mitokondridlis DNS tipus szubpopuldciojanak jelenlétét egy egyénen beliil
heteroplazmianak nevezzik. Ezek a szekvencia variansok egymastol fliggetleniil
replikalodnak és szegregalddnak. Bar a heteroplazmia kimutathatésaga elsésorban az alkal-

mazott vizsgalati és detekcidos metodikatol (Hanekamp és mtsai, 1996; Steighner és mtsai,
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1999; Brandstitter és Parson, 2003a) valamint a vizsgalt szovettipustol fiigg (Bendall és
mtsai, 1997; Hiithne és mtsai, 1999), és a populacioban megfigyelt relativ gyakorisaga vi-
szonylag alacsony: kb. 2-8 % (Comas ¢és mtsai, 1995; Bendall és mtsai, 1996; Brandstétter ¢és
mtsai, 2004a), viszont mindenféleképpen szdmitasba kell venni az igazsagiigyi azonositd
vizsgalatok soran, melyek eredményeinek interpretalasat komplikalhatja. Bizonyos esetben
egy-egy bizonyiték erdsségét is novelheti, mint példaul az els6 igazsagiigyben - II. Miklos cér
¢s csalddjanak foldi maradvanyainak azonositasa sordn - dokumentéalt pont muticios
heteroplazmia esetén (Gill és mtsai, 1994; Ivanov és mtsai, 1996). A szubsztiticios
heteroplazmidkon kiviil gyakran megfigyelhetd a policitozin szalak (mind a HV1 mind a HV2
régid) hossz-heteroplazmidja is (Bendall és Sykes, 1995, Marchington ¢és mtsai, 1997). A
heteroplazmidt illetdleg az a kérdés is felmeriil, hogy egy adott személy milyen szinten
heteroplazmids. A tobbezer milliard mtDNS molekula (amennyivel mindannyian rendelke-
zlink) nagy valoszintiséggel kiilonbozik egymastol valamilyen mértékben és aranyban, viszont
ezen eltérések kimutathatdsaga a kiilonbozo haplotipusok megoszlasatol és a detektalas érzé-
kenységétodl fiigg.

Az igazsagiigyi genetikdn kiviil szdmos tovabbi tudomdnyag tanulmanyozza a
mitokondrialis DNS varidciokat. Orvosi genetikaval foglalkoz6 szakemberek szdmos betegség
ciobiologusok és filogenetikusok fajok kozotti és beliili varidciok vizsgélataval tarjak fel a
rokonsagi viszonyokat. A széles nyilvanossag szamara is izgalmas eredmények sziilettek a
neandervolgyi ember maradvanyainak vizsgalata soran (Krings és mtsai, 1997) vagy példaul a
,mitokondrialis Eva” meghatarozasaval (Cann és mtsai, 1987; Excoffier és Langaney, 1989;

Watson €s mtsai, 1997).

1.2.3. DNS-profil és szekvencia adatbazisok

A DNS vizsgalatok széleskori kriminalisztikai felhasznalasanak altalanosan kedvez6 tapasz-
talatai alapjan egyes orszagok (pl. Nagy-Britannia, USA) mar a 90-es évek elején megkezdték
a bliniildozést segitdé helyi DNS adatbazisok l1étrehozasat. Ezekkel parhuzamosan a molekula-
ris biologiai technikak fejlodése és a kiilonbozd bioldgiai kutatasok eredményeképpen popu-
lacios DNS szekvencia adatbazisok jottek létre, melyek célja elsdsorban a tovabbi kutatasok
elosegitése volt. A lehetdségek és a szakmai elvarasok nemzetkdzi szakmai szervezetekben
torténd egyeztetését kdvetden az 1990-es évek kozepétdl kezdddden a vildg szamos orszaga-

ban kezd6dott meg a nemzeti/nemzetkozi biiniildozést hatékonyan segitd kiilonbozo szintt
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DNS adatbazisok feléllitasa. E folyamat intenzitasat jol szemlélteti, hogy 2002-ig 41 orszag-
ban indult el nemzeti biiniigyi DNS-adatbazis. Napjainkban a benniik tarolt informécié dontd
tobbségét az 6todik generacios — multiplex PCR ¢és fluoreszcens detektalason alapuld — tech-
nika, vagyis az STR alaptit DNS-profil alkotas révén nyert adatok teszik ki. A DNS-adatbézis
miuikddése altal elsdsorban olyan rutin blinligyek megoldasdhoz nyujthat segitséget, amelyek-
ben az elkovetd ismeretlen. Ilyen esetekben gyakran marad hatra valamilyen DNS vizsgélatra
alkalmas bioldgiai anyagmaradvény a biincselekmény helyszinén.

A DNS-adatbazisok hatékony miikodésének elengedhetetlen feltétele a benniik tarolt in-
formacié megbizhatésaga, barmilyen az adatbazisba bekeriil6 hiba stlyos kovetkezményekkel
jarhat. Az 1. tipusba sorolt hibak esetén egy artatlan személy tévesen keveredik gyanuba, a 2.
tipust hiba pedig a ,,bizonyiték elvesztését” és igy a valodi elkovetd téves kizarasat eredmé-
nyezheti. Emiatt érthetd meg, hogy a DNS-adatbazisok mitkddtetése kapcsan rendkiviil magas
szintli mindségbiztositasi kovetelményrendszer betartasara van sziikség.

A hazai DNS-profil nyilvantartas jogszabalyi feltételeit, illetve miikddési kereteit a blin-
ligyi nyilvantartasrol és a hatosagi erkolesi bizonyitvanyrol sz616 1999. évi LXXXV. torvény,
valamint a térvény végrehajtasaval kapcsolatban kiadott 7/2000. (II. 16.) és 8/2000 (II. 16.)
BM-IM-PM rendelet hatarozza meg. A torvényi rendelkezések alapjan meghatarozott biincse-
lekmény kategdridkban a gyanusitott személy koteles DNS mintat szolgéltatni, és ezekbdl a
személyi tipusi mintakbol nyert DNS-profilokat a blincselekmények helyszinén fellelt min-
takkal egyiitt egy kozos blinligyi céli DNS-adatbézisban kell elektronikus modon tarolni. A
DNS-profilok kezelését, az automatikus kereséseket és lekérdezéseket egy erre a célra fejlesz-
tett szamitogépes program végzi, ami jelenleg Magyarorszagon az FBI altal fejlesztett CODIS
(Combined DNA Indexing System). A mind teljesebb szakmai felhasznalhatosag érdekében
egyre szorosabb egylittmiikddésre lesz sziikség a biliniigyi célu nyilvantartasok és az eredmé-
nyek szakmai interpretalasahoz nélkiillozhetetlen web-alapi nemzetkdzi populacios DNS-
adatbazisok kozott.

Populécios adatbazisok jelentds szerepet jatszanak bilincselekmények vagy szarmazastani
tigyek kapcsan felmeriilé genetikai profilok és haplotipusok el6forduldsi gyakorisaganak
becslésében. Ezekben az adatbazisokban is kiemelt fontossagii az adatok mindsége annak
érdekében, hogy a véletlen egyezésre egy megbizhatd becslést lehessen adni. 1994-ben indult
el az eurdpai populaciok Y kromoszémas genetikai struktaraltsdgat felmérni hivatott nemzet-
kozi program, amely mara kiszélesedett és vilagméretiivé valt, eredményeit az on-line hozza-
férési YHRD (Y Haplotypes Reference Database: http://ystr.charite.de, Willuweit és mtsai,

2007) populaciés adatbazis tartalmazza. Az adatbazis jelenleg az Fold Gsszes népességében
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eléforduldé Y-STR haplotipusok legnagyobb gytijteménye, a 2007. jalius 25-1 allapot szerint
447 populaciobol mintegy 51.253 férfi 9-16kuszos, in. minimal haplotipusat tartalmazza.

Az Y kromoszéma haplotipusokhoz hasonléan, a mtDNS haplotipusok populdcion beliili
eléfordulasi gyakorisdga sem allapithaté meg az egyedi allélek (nukleotid variansok) megfi-
gyelt gyakorisaganak multiplikacidjaval. A helyes modszer szerint a statisztikai interpretacio
soran azt kell megadni, hogy a kérdéses haplotipus hany példanyban taldlhatdo meg az adatba-
zisban (,, counting method”; Parsons és Holland, 1999; Tully és mtsai, 2001). A 2006-ban
indult EMPOP (EDNAP mtDNA Population Database) mitokondridlis DNS adatbézis célja
teljes kontroll régio referencia haplotipusok gytijtése a vilag minden populacidjabol, az adatok
mindségellendrzése €és online hozzaférés biztositasa az alkalmazok szamara (Parson és Diir,
2007). A mitokondrialis DNS szekvencia adatok szamos mindségellendrzési 1épésen keresz-
tiil, filogenetikai és matematikai vizsgélatok utan keriilhetnek be az adatbazisba. Az EMPOP
adazbazisban (http://www.empop.org) a 2007. julius 25-i allapot szerint 22 populaciobol 5173
személy teljes kontroll régio haplotipusa talalhatd meg, melybdl 777 a magyar populaciokbol

szarmazo szekvencia.

1.3. Célkitiizések

Mikroszatellita markerek vizsgalatan alapuld igazsagiigyi genetikai szakértés egészen 1994-ig
nem létezett Magyarorszagon, mint ahogy a magyar népesség genetikai 0sszetételét sem vizs-
galtak igazsagligyi genetikai aspektusbol mindaddig STR polimorfizmusok bevonasaval. A
magyar népességre vonatkozdan csak a 90-es évek kozepétdl kezdddden kezdtek felallni az
els6 STR markerekre €piild allél- és profilgyakorisagi adatbazisok (Fiiredi és mtsai, 1995;
Csete ¢és mtsai, 1996; Kozma és mtsai, 1998), azonban akkor mégcsak néhany, korlatozott
lokuszkészletre vonatkozoan. A mitokondridlis DNS polimorfizmusain alapul6 elsé igazsag-
ligyi genetikai vizsgalatok 2001-re datdlhatok Magyarorszagon a Biiniigyi Szakértdi és Kuta-
tointézetben, bar a modszer nemzetk6zi szakirodalomban vald leirasa és validalasa a 90-es
évek kozepére megtortént (Sullivan és mtsai, 1992; Piercy €s mtsai, 1993; Wilson és mtsai,
1995ab). A 2000-es évek elején indultak el azok a nemzetkdzi kooperacioban szervezett kuta-
tasok az AFDIL (Armed Forces DNA Identification Laboratory, Rockville, MD, USA) és az
Innsbrucki Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézetének (Gerichtsmedizin Innsbruck — GMI)
bevonasaval, melyek a magyar populaciéo mitokondridlis DNS szintii genetikai heterogenitasat

célozta felmérni.
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Munkam alapvet6 célja ezért huméan multilokuszos STR-profilok és mitokondrialis DNS
teljes kontroll régio haplotipusok generalasa ¢és hitelesitése volt a magyar populacidoban. A
populaciés (szub-populacioés) mintdk felmérésével kapott (STR és mitokondridlis) DNS-
profilok genetikai analizise altal olyan magyar populacios referencia adatbazis(ok) 1étrehozasa
volt a célom, amelyek segitségével az STR markerek és a mtDNS szekvencidk analizisén ala-
puld DNS azonositdé vizsgalatok bizonyitd ereje populdciostatisztikailag megbecsiilhetdve

valhat a magyarorszagi torvényszéki eljarasok soran.

1.3.1. A populacios mintak osszedllitasa

Az igazsagiigyi genetikaban alkalmazott DNS markerek hitelesitésének részét képezik a po-
pulécios felmérések. Allél- és profilgyakorisagi adatbazisok nélkiil az STR vizsgélatok,
haplotipus adatbazisok nélkiil a mitokondrialis DNS analizis torvényszéki bizonyitd erejének
statisztikai interpretacidja nem lehetséges. A nemzetkdzi ajanlasok szerint globalis vizsgala-
tok mellett sziikség van regiondlis felmérésekre is. A felmérésekbe bevont populdciés min-
taknak lehet6ség szerint minél jobban reprezentalnia kell a vizsgalt népesség, szub-populacid
genetikai Osszetételét, kiilonos tekintettel azokra a populacidkra, akik szeparaltabb k6zossé-
geket alkotnak (NRC, 1996; Tully és mtsai, 2001).

A célom mindenekel6tt egy olyan magyar populacids referencia adatbdzis 1étrehozésa
volt, melynek segitségével az STR-profilalkotdson alapulé DNS azonositod vizsgalatok bizo-
nyitd ereje populacidstatisztikailag megbecsiilhetd a magyarorszagi torvényszéki eljarasok
soran. Ugyanez a referencia adatbazis képezheti az alapjat egy hazai mitokondrialis DNS
haplotipus adatbazisnak is, mely tovabbi kozdsségekbdl szdrmazo, szub-populacios eredmé-
nyekkel kiegésziilve reprezentalhatja a magyar populacié genetikai heterogenitasat. Mindezek
nyoman a referencia populdcios mintat a budapesti kevert (heterogén) populécio véletlensze-
rien kivalasztott személyeibdl kivantam Osszeallitani. Kordbbi tanulméanyok (Czeizel és
mtsai, 1991; Guglielmino és Béres, 1996) mar felhivtak a figyelmet arra, hogy a magyar né-
pesség genetikailag erésen szeparalt és egyaltalan nem homogén. Emiatt a tanulmany kapcsan
az a kérdés vetddik fel, hogy a budapesti referencia populaciés adatbazisbol nyert adatok mi-
lyen feltételekkel és korlatokkal alkalmazhatok a magyar népességre. Ennek a tesztelésére
tovabbi magyar, de nem feltétleniil csak magyarorszagi lokalizacidjii populaciés minta felmé-
rését végeztiik el az analizisbe bevont STR és mtDNS markerekkel, minddsszesen mintegy

1200 személyt bevonva a populacids felmérésbe.
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A populacios mintak gytijtésében személyesen nem vettem részt, azt mindenegyes minta-
csoport esetében szakmailag kompetens (szakorvos) személyek végezték. A mintagytijtés a
mintaado személyek beleegyezésével tortént, laboratoriumunk a vér- és/vagy szajnyalkahar-
tya-torlet mintadkat név és egyéb személyazonositdé adat nélkiil, csak a nem feltiintetésével
kapta meg a kollaboralé munkacsoportoktol. A populacios mintak a kovetkezok voltak:

1. Budapesten gytijtott, altalanos jelleglinek tekinthetd populacids minta (223 személy, jelo-
1ése BuCa), mely referencia populacioként szolgalt a felmérésekben. A budapesti popula-
ci6s minta kevert jellegénél fogva reprezentalhatja az atlag magyar népességet, mivel et-
nikai hovatartozas alapjan nem szelektalt.

2. Baranya megyében roma személyektdl gytijtott populacios minta (206 személy, jelolése
BaRo).

3. A kelet-magyarorszagi (Debrecen) régioban roma személyektdl gytlijtott populdcids minta
(110 személy, jeldlése DeRo).

4. Budapesten €16 askenazi zsido személyektdl gytijtott populaciés minta (178 személy,
jelolése BuAs).

5. Csikszereddban (Miercurea Ciuc, Romania) gytijtott székely populdcidés minta (257 sze-
mély, jelolése Székely).

6. Gyimesfelsélokon (Lunca de Sus, Romania) gyiijtétt gyimesi csangd populdcidos minta
(220 személy, jelolése Csango)

Korabbi, a klasszikus vércsoportokra és fehérjemarkerekre irdnyuld vizsgélatok alapjan a
roma ¢s az askendzi zsid6 populacié mutatta a legnagyobb genetikai tavolsagot a tobbi ma-
gyar népcsoporttol (Guglielmino és Béres, 1996; Czeizel, 2003). Munkam soran ezt a kérdést
DNS-markerek (STR és mtDNS) szintjén is elemezni szandékoztam. Masrészt, ha az egyes
populécios adatbazisok kozott az STR-profil és mtDNS haplotipus gyakorisdgok szintjén is
szignifikans kiilonbségeket detektalunk, akkor ez a kiilonbség 1ényeges hatassal lehet az igaz-
felmérésiinkbe vald bevonasa lehetdséget teremtett arra, hogy olyan magyar etnikumok is
bekeriiljenek a magyar népesség populdcidgenetikai felmérésébe, amelyek korabban nem

vagy csak korlatozott mértékben kertiltek feldolgozasra (Czeizel, 2003).

1.3.2. Az analizisbe bevont STR markerek kivdalasztasa

A mikroszatellita analizist olyan STR polimorfizmusok vizsgélataval szandékoztam lefolytat-

ni, amelyek igazsagiigyi célu alkalmazhatdsagat korabban letesztelték és igazsagiligyi geneti-
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kai felhasznalasra validaltdk (Hammond és mtsai, 1994; Lygo és mtsai, 1994; Micka és mtsai,
1996, 1999; Cotton és mtsai, 2000). Mindezek alapjan olyan multiplex vizsgalati rendszer all
a populacidgenetikai analizis rendelkezésére, melynek eredményei kompatibilisek és Ossze-
vethetdek mas, nemzetkdzi munkacsoportok eredményeivel, masrészt sikeresen applikalhato a
magyar igazsagiigyi genetikai szakértéi gyakorlatba. Mindennek nemcsak tudomanyos, ha-
nem szakmai-szakértdi szempontbdl is rendkiviil fontos vetiilete van, mivel az igazsagiigyi
DNS laboratoriumok kozotti kompatibilitas a szakértdi munka hitelességének egyik zaloga.

A multiplex mikroszatellita analizis soran 15 tetra-, és 2 pentanukleotid ismétlédést tar-

talmazo, autoszomas STR marker elemzését kivantam megvalositani. A kivélasztas szempont-
jai kozott szerepelt: a marker nemzetkdzi hitelesitettsége, a 10kusz polimorfizmusénak foka, a
genetikai analizis kivitelezhetOsége. A kivalasztds alapjat képezte az is, hogy olyan
lokuszokat alkalmazzunk, amelyek kromoszomas lokalizacidjuk alapjan gyakorlatilag nem
kapcsoltak. Az analizisbe bevont STR l6kuszok a kromoszomak sorrendjében a kdvetkezdk
voltak (zarojelben kromoszomas lolakizaciojuk):
TPOX (2p25.3), D2S1338 (2q35), D3S1358 (3p21.31), FGA (4q28), D5S818 (5923.2),
CSFIPO (5q33.1), D78820 (7q21.11), D&S1179 (8q24.13), THOI (11pl5.5),
YwA (12p13.31), DI13S317 (13q31.1), Penta E (15926.2), DI16S539 (16q24.1),
D18S51 (18q21.33), D19S433 (19q12), D21S11 (21q21.1), Penta D (21q22.3).

A Penta E és Penta D lokuszok pentamer mikroszatellitdk, az §sszes tobbi tetramer. (Di-
¢s trinukleotid repeatek analizisére ez a tanulmany nem vallalkozott, mivel az ilyen tipust
STR markerek az analizis technoldgiai korlatai miatt igazsagiligyi genetikai célra nem
validaltak, nem hasznalatosak, ezért a jelen tanulmany szdmara nem relevansak.) A vizsgalni
kivant markerek viszonylag nagy szdma és a terjedelmi korldtok miatt az analizalt 16kuszok
részletes jellemzésére itt nem keriil sor, azok részletes leirdsdit az STRBase honlap

(http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase) tartalmazza (Ruitberg és mtsai, 2001).

1.3.3. A felmérések soran detektdlt mikrovarians STR allélek jellemzése

Az igazsagiligyi genetikai vizsgalatok alapkdvetelménye a genotipus pontos leirdsa (Bér és
mtsai, 1997; NRC, 1997; Olaisen ¢és mtsai, 1998). Az allélok pontos meghatarozasa az STR
markerek esetében un. referencia-allélok segitségével torténik, vagyis az adott lokuszon a
populédcidban tapasztalt tulajdonsagok keverékét — alléllétra, allélkoktél — hasznaljuk. Ameny-
nyiben egy ismeretlen allél nem feleltethetd meg egyik referencia-allélnak sem, a tipizalandd

allélt — lehetOleg szekvenalassal — jellemezni kell (NRC, 1996; Bir és mtsai, 1997). A populé-
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cios felméréseink soran alkalmazott nagy felbontasu genotipizald rendszernek kdszonhetden
tobb ritkdn megfigyelhetd, in. mikrovarians allélt figyeltiink meg, amelyek méretben nem
egyeztek meg az alkalmazott referencia alléllétrak egyik fokaval sem. Ezeket a ritkanak sza-
mité és az észlelés idépontjaban még le nem irt mikrovarians allélok szekvencia-struktarajat

DNS szekvenaléssal kivantam jellemezni.

1.3.4. Az analizalt STR markerek géndiverzitisanak és a polimorfizmus fo-

kanak megallapitasa, allél-gyakorisagi tablazatok generdldasa

crcr

.....

genetikai variancia megoszlasa személyeken beliil, a személyek kézott a populacion beliil és a
populéaciok kozott (Evett és Weir, 1998). A populaciés mintadk analizise soran nyert adatok
ismeretében megallapithatd, hogy a vizsgalt markerek egyes alléljai milyen gyakorisaggal
fordulnak el a populacidkban, melyekbdl tobb, a polimorfizmus fokat jellemzd paraméter —
pl. heterozigozitas, megkiilonboztetd és kizard erd — is meghatarozhatd. A populaciogenetikai
elemzések elsd 1épéseként az volt célszerli megallapitani, hogy a felmérésbe bevont STR
markerek polimorfizmusanak foka megfelelé6 mértékii-e és a kalkulalt géndiverzitasi értékek
kelléen magasak-e a magyarorszagi populacidés mintak esetében a hatékony személyazonosi-

tas kivitelezése érdekében.

1.3.5. A vizsgalt populaciok Hardy-Weinberg egyensulyi tesztelése az anali-
zalt STR markereken

A generdlt allél- és STR-profil gyakorisagi adatbazisokat tesztelni kell arra nézve, hogy fel-

hasznalhatok-e a DNS-vizsgalat bizonyitd erejének korrekt megbecsiiléséhez. Az igazsagiigyi

crer

crer

galtatja, hogy a DNS-profilokat alkoté allélok kozo6tt nincs szamottevd asszociacio (Evett és
Weir, 1998). Hardy—Weinberg teszteléssel arra a kérdésre tudunk valaszt adni, hogy van-e
jelentds mértéki allélikus asszocidcid a vizsgalt STR-ek alléljai kozott a 1okuszokon beliil az

egyes populaciokban. Az analizisbe bevont l6kuszok kozotti linkage egyensulyi tesztelés hat-
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bol négy populacio (BuCa, BaRo, DeRo, BuAs) vonatkozasdban mar megtortént (Fiiredi,

2003), ezért a 16kuszok kozotti linkage equilibrium tesztelést nem terveztem elvégezni.

1.3.6. A mtDNS teljes kontroll régio szekvencia-analizis laboratoriumi hite-

lesitése referencia adatbazisok generdldasa céljabol

Az igazsagiigyi célu mtDNS vizsgalat a célnak megfeleld populacids adatbazisokat igényel,
amelyekkel megbecsiilhetd a kérdéses DNS-profilok (haplotipusok) gyakorisdga az adott po-
pulacidoban. Ha egy eset kapcsan a bizonyiték €s a gyanusitott mtDNS profilja megegyezik, a
megfeleld referencia adatbazis alapjan kalkulalt haplotipus-gyakorisag egy konzervativ becs-
1ését adja meg annak a valdszinliségnek, hogy a bizonyitékbol kimutatott DNS-profil a gya-
nusitottol, vagy a populacié egy vétlen személyétdl szarmazik. Az elmult évek populacioge-
netikai kutatdsai jol meghatarozott kiilonbségeket tartak fel a kiilonféle eredetli populaciok
mtDNS haplotipus megoszlasaban (Stoneking ¢s mtsai, 1991; Budowle és mtsai, 1999;
Forster és mtsai, 2002), és ez az oka annak, hogy adott bizonyiték esetén a konkrét ligy egyéb
koriilményei is befolyasoljak az alkalmazand6 referencia adatbazist. Az eszményi referencia
adatbazis leképezi a lehetséges mintaadok korének haplotipus megoszlasat. Ez egy varos vagy
egy orszag esetében a kiilonféle populaciocsoportok mitokondrialis haplotipusait jelenti olyan
aranyban, mint amilyen az adott populacidban talalhato. Ennek az elvnek csak nagyon kevés
adatbazis tud megfelelni és altalaban kivitelezhetetlen is a megvalositas. Ezért inkabb tobb,
egymastol kiilonbozo relevans forrast reprezentald adatbazisok alkalmazasa az altalanos gya-
korlat gyakorisagi becslések kalkulalasa soran.

Munkam alapvetd célja volt a vizsgdlatba bevont magyar populaciés mintakbol a
midltal olyan komplex referencia adatbazis hozhat6 1étre, melynek segitségével lehetdség nyi-
lik a mitokondrialis DNS szekvencidk analizisén alapuld azonositasok egyezési valoszinlisé-
gének populacidstatisztikailag korrekt becslésére a magyarorszagi torvényszéki eljardsok so-
ran. A célom az volt, hogy ezt oly mddon hozzuk 1étre, hogy a 1étrejovd szekvencia adatba-
zisok mentesek legyenek a tipzalasbol, adatbevitelbdl és transzportbdl, mintakeveredésbol
eredeztethetd hibaktol, mely hamis €s torz eredményekhez vezethet. Ennek érdekében a teljes
kontroll régi6 PCR alapt szekvenalasat végeztiik el a populacids mintdkon egy teljesen auto-
matizalt laboratoriumi eljarassal (Brandstitter és mtsai, 2004b és 2007a), mely magéba foglal-
ja a robotizalt PCR amplifikéciot €s szekvenalast, az elektronikus adattranszportot, valamint a

szekvencia eredmények kettds kiértékelését ellendrzod supervisor személyt. A populdcids min-
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tak automata szekvencia-analizisét az amerikai légierd0 DNS azonositdé laboratériumaban
(AFDIL — Armed Forces DNA Identification Laboratory) és az Innsbrucki Egyetem Igazsag-
tigyi Orvostani Intézetének DNS laboratériumaban (GMI —Gerichtsmedizin Innsbruck) végez-
tilk el. A populacios felméréssel parhuzamosan az automatizalt szekvencia-analizis technolo-
gidja bevezetésre ¢s hitelesitésre keriilt a Blinligyi Szakértdi és Kutatointézet DNS laboratori-

umaban.

1.3.7. A mitokondridalis DNS haplotipusok statisztikai analizise

Annak érdekében, hogy a felmérésbe bevont populaciok haplotipus adatai egymassal 6ssze-
vethetdk legyenek €s azok populaciokon beliili illetve populaciok kozotti eltérései analizalha-
tova valjanak statisztikai paraméterek kalkulalasat kell elvégezni.

Célom volt mindenegyes populaciéra lebontva a véletlen egyezési valosziniiségi (Random
Match Probability — RMP) értékek és a szekvencia-parok kozotti eltérések megoszlasanak
(mismatch distribution) megallapitasa a vizsgalt populacidkon beliil és a populaciok kozott,
egy¢b eurdpai orszagok (pl. Ausztria, Németorszag) adatait is bevonva az analizisbe. A buda-
pesti referencia populacié adatait dsszevetettem a SWGDAM (Scientific Working Group on
DNA Analysis Methods) ,.kaukazusi” (Egyesiilt Allamokbeli és Eurdpai) személyek szekven-

ciait tartalmaz¢ adatbazisaval (Allard és mtsai, 2002).

1.3.8. A mtDNS szekvenciak haplocsoportositisa

A mitokondridlis DNS szekvencidk mintazatuk alapjan haplocsoportba sorolhaték. A
haplocsoportok azonos eredetli haplotipusok osztéalyait jelenti és a mintak filogenetikai anali-
ziséhez felhasznalhatok (Wallace és mtsai, 1999; Finnild és mtsai, 2001; Ruiz-Pesini és mtsai,
2004). Igazsagiigyi céli populacios adatbazisok haplocsoport szempontu analizise a szekven-
cia-adatok mindségellendrzésének céljabol is hasznalatosak (Budowle és mitsai, 2003 és
2004).

Jelen tanulmanyban a populdciés mintdkat meghatarozott kontroll régié szekvencidjuk
alapjan kivantam haplocsoportositani un. haplocsoport-specifikus vagy haplocsoport-kapcsolt

szekvencia polimorfizmusok alapjan (Allard és mtsai, 2002).
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1.3.9. A felmérésbe bevont magyar populdaciok genetikai strukturaltsaganak

megadllapitdisa

Az igazsagligyi genetikai gyakorlatban is széleskortien alkalmazott populacidstatisztikai tesz-
tek [G-statisztika, F-statisztika, molekularis varianciaanalizis (AMOVA), halozatanalizis]
segitségével jellemezni lehet a felmért magyarorszagi populdciok genetikai struktaraltsagat.
Tisztdzasra vart, hogy a referenciaként deklaralt budapesti populacié és a tobbi magyar szub-
populacié kozott mekkora a genetikai variancia az analizalt STR lokuszokon és a mtDNS
kontroll régi6 adatokban. Célom volt annak a megéllapitdsa is, hogy a magyar szub-
populécidk €s az analizisbe bevont mas, eurdpai populaciok kozott mekkora a genetikai varia-
bilitas.

Korabbi irodalmi adatok alapjan (Czeizel és mtsai, 1991, Guglielmino és Béres, 1996) fel-
tételezhetd, hogy a magyar népesség szubstrukturaltsagi foka igazsagiigyi genetikai aspektus-
bol is relevancidval bir. Ezért figyelembe kell venni a vizsgalt populaciok autoszémas STR
l6kuszokon és mitokondridlis DNS szekvencidkon mért genetikai variancidjanak az igazsag-

ligyi statisztikai interpretaciora gyakorolt hatasat.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

Kutatomunkam sordn autoszémas mikroszatellita (STR) lokuszokon és a mitokondrialis
cios minta Magyarorszagon, ketté Romanidban, Erdélyben keriilt begyljtésre. A felmérés
1épései roviden a kovetkezok voltak:

e A DNS kinyerése a begytijtott mintakbol, a DNS koncentracié meghatarozasa

e Az STR lokuszok PCR-amplifikacioja és ellendrzése gélelektroforézissel

e STR genotipizalas DNS fragmens-analizissel

e A mikrovarians STR allélek szekvencia-analizise

e A mtDNS kontroll régi6 PCR-amplifikacioja és szekvencia-analizise

e A mtDNS haplotipusok haplocsoportositasa

e Populéciodstatisztikai és genetikai analizisek

2.1. A DNS Kkinyerése a populacios mintakbol, koncentracio-meghatarozas

A friss, nem hemolizalt folyékony vérmintak esetében a DNS feltarasa a limfocitak sejtmagja-
inak szukrdoz ozmoézisos sokkal torténd feldusitasat (Kanter és mtsai, 1986) kovetd
proteolitikus sejtlizis (proteindz K), szerves extrakcio (fenol-kloroform-izoamilalkohol) és
ultrasziirés-koncentralds (Microcon-100, Amicon, Millipore) modszerrel tortént. A hemolizalt
folyékony vérmintak illetve vérfoltok €s szajnyalkahartya-tdrlet mintadk esetében a DNS felta-
rasat detergens tartalmu extrakcids pufferben torténd proteolitikus sejtlizissel (proteinaz K),
szerves extrakcioval (fenol-kloroform-izoamilalkohol) ¢és ultrasziirés-koncentralassal
(Microcon-100, Amicon, Millipore) végeztiik (Comey €s mtsai, 1994).

A populacids felmérés soran alkalmazott tobb lokuszos multiplex-PCR rendszerek megle-
hetdsen érzékenyek a reakcioba bevitt templat DNS mennyiségére. Tul kevés bevitt DNS
(<0,1 ng) allél- és/vagy lokuszkiesést eredményezhet, nagy mennyiségli templat aspecifikus
¢s ,,off-scale” jelekkel zavarja a genotipizalast. Ezért a multiplex-STR PCR reakcid kortilmé-
nyeit ugy optimalizaljak, hogy viszonylag kis mennyiségii (0,5-2 ng) DNS-templat elegendd
legyen a sikeres genotipizalashoz. Az optimalis DNS-mennyiség alkalmazasa érdekében cél-
szeri a DNS-extraktum koncentracidjat meghatarozni. A mintdk DNS-tartalméanak
szemikvantitativ meghatarozasara agar6z gélelektroforézist és etidium-bromid/SYBR Gold

fluorofor festést alkalmaztunk standard protokoll szerint.
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2.2. Az STRlokuszok PCR-amplifikacidja és ellenérzése gélelektroforézissel

A CODIS STR lokuszok (CSFIPO, D3S1358, D5S818, D78820, D8S1179, DI13S317,
D16S8539, DI18S51, D21S11, FGA, THOI, TPOX, VWA) és az Amelogenin (genetikai nem
meghatdrozasat  szolgald) 10kusz  multiplex ~PCR-sokszorozasit az  AmpFI/STR
ProfilerPlus/Cofiler kitekkel végeztiik el standard protokoll szerint (Applied Biosystems,
1997) GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems) késziilékeken. Az Identifiler kit
alkalmazéasaval (Applied Biosystems, 2001) a CODIS STR-eken kiviil tovabbi kettd
tetranukleotid mikroszatellita (D2S1338 és D195433), a PowerPlex 16® System felhasznala-
saval pedig kettd pentanukleotid STR marker (Penta E és Penta D) keriilt felsokszorozasra
standard protokoll szerint (Promega Corporation, 2002). Az alkalmazott primerek szekvencia-
it egyik marker esetében sem publikaltak a gyartok. A PCR mintdk tipizalasa elott az
amplifikalas hatékonysaganak ellenérzésére horizontalis, nativ (nem denaturalo), nagy felbon-
tasu, diszkontinuus poliakrilamid gélelektroforézist (nhd-PAGE) és eziistfestéses vizualizaciot

alkalmaztunk (Budowle és mtsai, 1991).

2.3. STR genotipizalas fragmensanalizissel

Az STR l6kuszok PCR termékeinek fragmens-analizise alapvetden harom részbdl allt:

1. A PCR-rel felszaporitott DNS-szakaszok méret szerinti elvalasztdsa denatural6 kapilla-
ris gélelektroforézissel ABIPrism® 310 és 3100 genetikai analizalo késziilékeken (Applied
Biosystems) az AmpF/STR ProfilerPlus/Cofiler/Identifiler (Applied Biosystems, 1997 és
2001) és PowerPlex 16" (Promega Corporation, 2002) kitek felhasznaléi kézikonyve szerint
tortént GeneScan™-500 ROX, GeneScan™-400 HD ROX, GeneScan™-500 LIZ (Applied
Biosystems) és ILS-600 (Promega) belsé méretstandardokat felhasznalva.

2. Az elvalasztott PCR-termékek detektalasa lézer gerjesztett fluoreszcencidval fluoresz-
censen jelolt primerek (nem publikalt) altal tortént. Alkalmazott fluoroforok: 5-FAM, JOE,
NED, ROX (ProfilerPlus/Cofiler), 6-FAM, VIC, NED, PET, LIZ (Identifiler), Fluorescein,
TMR, JOE, CXR (PowerPlex” 16). A hossz-polimorf jellegli STR markerek jele a szeparalas
soran az allél tipusara vonatkoz6 informacionak felel meg.

3. A detektalt adatok kiértékelése, azaz az egyes mintdkhoz tartozd allélok tipusdnak
meghatdrozasa (genotipizalas) félautomata modon GeneScan Analysis v3.1. és Genotyper

v2.6.2 szoftverek (Applied Biosystems) alkalmazasaval tortént. A potencidlis allélként

29



amplifikalodott fragmensek csoportositdsara méretiik alapjan keriilt sor. Az amplifikalt DNS
fragmensek méretének meghatarozasa (,,allele sizing”) GeneScan szoftverrel a mintdkhoz
kevert belsé méretstandardok alapjan tortént. Ugyancsak a belsd méretstandard szolgélt az
egyes injektalasok kozott esetlegesen fellépé DNS-mozgékonysag kiilonbség (,,mobility
shift”) kompenzalasara is. A Genotyper szoftver a referencia allél-1étra és a PCR-fragmens
méretének Osszevetésével végzi a PCR-termékek automata genotipizalasat (,,allele calling”).
Az allélek meghatarozasdhoz referencia-allélokbol Osszedllitott ,koktélt”, Un. allél-1étrat

hasznaltunk, melyek a multiplex-PCR rendszerekkel egyiitt megvasarolhatok.

2.4. A mikrovarians STR allélek szekvencia-analizise

A populacids felmérés soran megfigyelt tobb, Un. mikrovaridns allél (melyek nem vagtak
egybe az alkalmazott referencia alléllétrak egyik fokaval sem) pontos DNS szekvencijat cik-
lus-szekvenalassal hataroztam meg. A mikrovarians allélek PCR-amplifikacidja publikalt
primerekkel tortént (GenBank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html; STRBase:
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase), a sokszorozott fragmensek tisztitasat Qiaquick PCR
Purification kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) vagy Centricon-100 oszlopok (Amicon,
Millipore) alkalmazasaval végeztem. A tisztitott PCR termékek pGEM-T (Promega) vagy
TOPO-TA (Invitrogen) vektorban kertiltek klénozéasra. A szelektalt klonok szekvenalasa PCR
vagy MI13 primerekkel a BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kitek
(Applied Biosystems, 2002 ¢és 2003) felhasznalasaval standard protokoll szerint ABI Prism
310/3100 genetikai analizator késziiléken tortént. A szekvenaldst mindenegyes allél esetében
forward és reverse primerrel is elvégeztem. A kapott DNS szekvenciak kiértékelése, szerkesz-
tése ¢és illesztése a Sequencing Analysis Software 3.4.1 (Applied Biosystems) ¢s

Sequencher™ 4.1.2 (Gene Codes Corp.) komputerprogramok felhasznalasaval tortént.

2.5. A mtDNS kontroll régiéo PCR amplifikacioja és szekvencia-analizise

A populacids mintak PCR alapi mtDNS teljes kontroll régié szekvenalasat végeztiik el egy
teljesen automatizalt, helyenként modositott publikalt (Brandstétter és mtsai, 2004b és 2007a)
laboratoriumi eljarassal. A processzus magaba foglalta a teljesen robotizalt PCR amplifikaciot
¢s szekvenalast, valamint az elektronikus adattranszportot mindenféle manuélis atiras nélkiil.
A szekvencia-adatok generalasa soran redundans megkozelitést alkalmaztunk annak érdeké-

ben, hogy minimalizaljuk a lehetséges hibakat a szekvencia kiértékelkés soran. A kontroll
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régi6 szekvenalas soran alkalmazott stratégia az alkalmazott PCR ¢és szekvenalo primerekkel

az 1.A-B. abran keril bemutatasra.

1.A. abra Az AFDIL laboratériumban alkalmazott szekvenalasi stratégia a BuCa és BaRo

populéciok felmérése soran

k CONTROL REGION 1
[1122 bp]

F15971 F16190 F16450 Fl15 Fila
—_— _— _— —_—

wNAe | HV1 HV2 HV3 | RNase
| | | | | |
16024 16365 1 40 360 438 576
R16175 R16400 R285 R389

1.B. dbra A GMI laboratériumaban alkalmazott szekvenalasi stratégia a Székely és

Csango populaciok felmérése soran

L15971 L15989 L16268 L0O0015 L00029 Lo0314 LO0361
e — —_—

tRNAP™ HV1 HV2 HV3 RN APhe

16024 1 576
HO0484
HOD016 HO0159

HO00599

Magyarazat: F/L = a konnyi szal primere (forward); R/H = a nehéz szal primere (reverse)
PCR primerek dobozban, szekvenald primerek nyillal feltlintetve

HV1, HV2, HV3: Hipervariabilis szegmens 1, 2, 3

A kontroll régi6 szekvenalashoz felhasznalt PCR és szekvenald primerek, a rekaciokhoz
felhasznalt vegyszerek és vizsgalati paraméterek publikéldsra keriiltek (Irwin és mtsai, 2006;
Brandstdtter és mtsai, 2004a és 2007a) ezért ezek leirasatol itt eltekintek. A hatékony
szekvenalas eldsegitése érdekében a populacios mintak feldolgozasa 96 mintat tartalmazo
talcasorozatokkal tortént, tadlcanként négy negativ kontrollt alkalmazva mindkét, a felmérés-
ben résztvevd laboratoriumban (AFDIL, GMI). A talcasorozatok alkalmazasa lehetdvé tette

multi-chanel pipettdk és robotok alkalmazéasat a PCR ¢és a szekvenalési reakciok el6készitésé-
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ben és kivitelezésében (Corbett CAS-1200, Tecan Genesis 200, epMotion workstation) vala-
mint a mintak tisztitdsa soran.

Az ereményként kapott nyers szekvencia adatok (raw data) kettds kiértékelése és illesztése
a Sequencing Analysis Software v3.4.1 (Applied Biosystems), Sequencher™ 4.1.2
(GeneCodes Corp.) €s SeqScape 2.0 komputerprogramok alkalmazasaval tortént két parhu-
zamosan dolgozé szakértd altal. A konszenzus szekvencidk illesztése és Osszehasonlitidsa a
javitott Cambridge referencia szekvencidhoz (rCRS) tortént (Anderson és mtsai, 1981;
Andrews és mtsai, 1999) nemzetkozi ajanlasoknak megfelelden (Carracedo és mtsai, 2000;
Tully és mtsai, 2001). Az analizis soran figyelembe vett szekvencidk a 16024-16569 és 1-576
nukleotid pozicidk kozotti szakaszokat olelték fel. Megfigyelt heteroplazmias poziciokat a
megfeleld IUPAC/IUB kodoknak megfelelden jeleztiik a hossz-heteroplazmidkat kovetkeze-
tesen a pre-domindns nukleotiddal jeldlve (Wilson és mtsai, 2002a és 2002b, Bandelt és
Parson, 2007). A két szakérto altali fliggetlen kiértékelés eredményét minden szekvencia ese-
tében mutacids riportként exportaltuk egy LIMS-be (Laboratory Information Management
System) integralt mtDNS adatok feldolgozasara és statisztikai kiértékelésére szolgald prog-
ramba (Steinlechner és Parson, 2001), mely program az importalt haplotipusok elektronikus
Osszehasonlitasat is elvégzi, melynek eredményét egy harmadik supervisor személy ellendrzi.
A kiértékelési sorozat végén a supervisor altal jovahagyott szekvenciak keriilnek at a mtDNS
haplotipus adatbazisba, ahonnan a filogenetikai és populaciod-statisztikai analizis céljara eld-

kereshetok.

2.6. A mtDNS haplotipusok haplocsoportositasa

A populéciés mintdk szekvencia-analizise soran kapott mtDNS haplotipusok haplocsoportba
val6é besorolasa a kontroll régi6 szekvencia-motivumai alapjan haplocsoport-specifikus vagy
haplocsoporttal kapcsolt szekvencia polimorfizmusok szerint tortént (Achilli és mtsai, 2004,
2005; Allard és mtsai, 2002; Derenko és mtsai, 2003; Finnild és mtsai, 2001; Gresham ¢és
mtsai, 2001; Helgason és mtsai, 2000; Kalaydjieva és mtsai, 2001; Loogvili és mtsai, 2004;
Malyarchuk és mtsai, 2002, 2003; Palanichamy és mtsai, 2004; Reidla és mtsai, 2003; Torroni
¢s mtsai, 2006). Azon mintak esetében, amelyeknél a kontroll régi6 szekvencia alapjan nem
volt egyértelmii a haplocsoportba vald besorolds, az un. ,,West-Eurasia-Plex” (Brandstitter ¢s
mtsai, 2003b) felhaszndlasaval, vagy a kérdéses nukleotidpoziciok relativ evolucids ratdjanak

becslésével (Forster és mtsai, 2002) végeztik el a tipizalast.
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2.7. Populaciostatisztikai és genetikai analizisek

A populaciokban megfigyelt polimorfizmusok populdcidgenetikai szempontbdl szamos érték-
kel jellemezhetdk, a jelen tanulmanyban alkalmazott eljarasok csak néhany, igazsagiigyi rele-
vanciaval is rendelkezd érték vizsgalatara korlatozodtak. Az igazsagiigyi genetika a polimor-

fizmusok populacidgenetikai jellemzéséhez szamos egyszerii mérdszamot hasznal.

2.7.1. Populacion beliili elemzések

Annak jellemzésére, hogy a vizsgélatba bevont populacidés mintak milyen mértékben repre-
zentaljak az adott populacidt, valamint annak érdekében, hogy a térvényszéki gyakorlat igé-
nyelte valaszok a szdrmazas-leszarmazas vonatkozasaban hitelesen legyenek kozolhetdk, a
kérdéses mintacsoportok tényleges szaporodaskdzosségként torténd kezelése és elemzése

sziikséges. A nyert geno- és haplotipus adatokbdl a kdvetkezo alapértékek kalkaulalhatok.

2.7.1.1. STR markerekre kalkulalt populdaciogenetikai alapértékek

A felmért populaciokban megfigyelt allélgyakorisagi adatok ismeretében a kovetkezd paramé-
tereket szamitottam ki az analizalt STR 16kuszok mindegyikén.
H(obs) — Observed Heterozigosity — a populacidés mintdban az adott 16kuszon ténylegesen
megfigyelt heterozigotak aranya.
H(exp) — Expected Heterozigosity — a populdcios mintaban a megfigyelt allélszambol kal-
kulalt vart heterozigéta arany.
Autoszomas lokuszokon a Nei-féle géndiverzitas (h) tulajdonképp megfeleltethetd a

heterozigdtak elfogulatlanul (unbiased) becsiilt aranyanak (Hexp):
h=n{l-3x2)/(n-1)  tobb l6kuszra kombindlva  f,,, =1-[[(1-4)
ahol n a kromoszémak szdma, x; az i-edik allél megfigyelt gyakorisaga (Nei, 1973).
A Nei-féle géndiverzitas standard hibaja SE = \/m
PD — Power of Discrimination — az igazsagiigyi genetikaban annak kifejezése, hogy két

személyt a népességbdl véletlenszerlien kivalasztva atlagosan mekkora a valdszinlisége an-

nak, hogy a két személy a vizsgalt l6kuszon eltéré genotipust hordoz (megkiilonboztets erd).
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PM - Probability of Match — az 1-bdl kivont PD értékkel egyezik meg (egyezési valoszinii-
ség).
PD=1-) x/  tdbb lokuszra kombindlva PD,, =1-]](1-PD;)

PM=1-PD tobb 16kuszra kombinalva  pM, ., = H pM,

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

PE — Power of Exclusion — (MEC — Mean Exclusion Chance) az igazsagiigyi genetikaban
annak kifejezése, hogy a populaciobdl egy egyedet véletlenszeriien kivalasztva mekkora az
atlagos valoszinlisége annak, hogy az egy sziil6-utdd reladciobol mint masik lehetséges sziild
kizarhato (sziiloségi kizaro erd).

PE = 2(2 p; )2 — > p!  tobb lokuszra kombinalva  PE, ., =1-]](1-PE))

ahol p; az i-edik allél megfigyelt gyakorisaga (Ohno és mtsai, 1982).
PIC — polimorfizmus informacié tartalom — az adott lokusz polimorfizmus fokanak

jelzészama (Botstein és mtsai, 1980):

n

PIC=1-Y p} =Y. Y 2pip]

i=1 j=i+l

A statisztikai szamitasok soran a minimalis allélgyakorisagi érték (pi,) hasznalata leheto-
vé teszi, hogy populécids adatbazisokban a ritkédn eléforduld alléltipusok hianyos megfigyelé-
seit ellensulyozhassuk (Budowle és mtsai, 1996). A minimalis allélgyakorisag azt a kiiszobér-
téket mutatja meg, amely folott a megfigyelt allélok gyakorisaga bizonyos (altalaban 95%-os)
konfidenciaval megbizhatonak tekinthetd. A meg nem figyelt allélok gyakorisagat ugy lehet
tekinteni, hogy az a p,;,-nel egyenld. Az STR 16kuszokra ajanlott minimalis allélgyakorisag
statisztikai és populdciogenetikai elveken alapul, a 16kusz heterozigotasaganak novekedésével

értéke nd, a populacids minta méretének novekedésével pedig csokken (Chakraborty, 1992):

1

12w
pminzl_ I_CFC

ahol CF a valasztott konfidencia-szint, ¢ a gyakran el6fordulé alléltipusok szama, N pedig

a populacioés minta szama.
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2.7.1.2. A Hardy-Weinberg egyensuly (HWE) tesztelése, tesztsorozatok,

Bonferroni-eljards

Az allélek 16kuszon beliili fiiggetlenségének vizsgalata, a Hardy-Weinberg egyensuly megléte
a Fisher-féle exact tesztnek Guo €s Thompson (1992) altal tovabbfejlesztett permutaciods val-
tozataval tortént, amelyet Schneider, Roessli és Excoffier tett hatékonyabba és implementalt
Arlequin nevil populacidgenetikai szoftverbe. A HWE tesztelése az Arlequin ver.2001 szoft-
ver (Schneider és mtsai, 2000) hasznélataval tortént és az exact teszt soran alkalmazott para-
méterek a kovetkezdk voltak: Markov-lanc 1épés 1.000.000, dememorizacio 1épés 1000.
Amennyiben a HWE tesztelés sordn az egyensulyt a lokuszok 0sszességén vizsgaljuk, ak-
kor a lokuszok ugyanazon a hipotézisen elvégzett tesztsorozatban vesznek részt. Ebben az
esetben a tesztsorozat szignifikancia-szintje (az un. kisérleti jellegii hibardta) annak a valo-
szinlisége, hogy a tesztek koziil legalabb egy a nullhipotézis elvetését okozza, ha a

nullhipotézis igaz. A kisérleti jellegii hibarata (o”) a kovetkezoképpen fejezheto ki:
a=1-(1-a) ~La,
ahol o az egyedi teszt szignifikancia-szintje és L a tesztek szdma.

A fenti procedurat Bonferroni eljarasnak hivjuk (Weir, 1996). Annak érdekében, hogy elke-
riljik a hipotézis hamis elvetését, minden egyedi tesztelést szorosabba kell tenni a fenti kép-

let atalakitott forma4ja alapjén:

1

a=1-(1-a')ft ~a'/L

Pl. a 17 STR marker tesztsorozata esetén az o’ = 0,05 kisérleti hibaratahoz o = 0,0029

egyedi szignifikancia-szintet kell alkalmazni.

2.7.1.3. A mtDNS haplotipusok populaciogenetikai paraméterei

A megfigyelt mtDNS haplotipus adatok populécid-statisztikai kiértékelését a felmért popula-
ciok mindegyikére elvégeztem. A kalkul4ciok soran a teljes kontroll régio (16024-16569, 1-
576) szekvencia adatait vettem figyelembe, a policitozin szalak hossz-polimorfizmusait a
16193, 309 és 573 nukleotid pozicidkban kihagyva a szamitasokbol. Az Arlequin ver.2001

szoftver (Schneider és mtsai, 2000) felhasznalasaval az Osszes populacios minta DNS szek-
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vencidjanak beimportalasa utan a kovetkezd diverzitasi paraméterek voltak kalkulalhatok az
egyes populaciokban:

Polimorf nukleotidok — a kontroll régidoban a CRS referencia szekvenciahoz viszonyitva
megfigyelt 6sszes polimorf nukleotid pozicio.

Tranzicié/Transzverzié — a megfigyelt 0sszes tranzicios €s transzverzids szubsztitucio.

Megfigyelt/Egyedi haplotipusok — a populacidban megfigyelt 0Osszes kiilonb6zd
haplotipus, ebbdl mennyit lehetett kizardlag egyszer megfigyelni.

Random Match Probability (RMP) — annak kifejezése, hogy két személyt a népességbdl
véletlenszertien kivalasztva atlagosan mi a valoszinlisége annak, hogy a két személy azonos
haplotipussal rendelkezik (véletlen egyezési valosziniiség). A véletlen egyezési valdsziniiség a

haplotipus gyakorisagok négyzetdsszegeként kalkulalhato:
p= fo ahol x; az i-edik haplotipus megfigyelt gyakorisdga (Stoneking és mtsai, 1991).
Genetikai diverzitas (hivjak géndiverzitasnak is) — annak az atlagos esélye, hogy két
haplotipust véletlenszeriien kivalasztva a mintabdl azok kiilonbozoek. Kiszdmitasa ekvivalens

a diploid adatok vart heterozigozitdsaval, és annak haploid megfeleldje:

H= n(l - le.z )/ (n - 1) ahol x; az i-edik haplotipus megfigyelt gyakorisdga, n a mintaszam.

2.7.1.4. A mtDNS szekvenciaparok kozotti eltérésenek kalkulacioja

A egyes haplotipusparok kozott megfigyelt eltérések szama a populacidkon beliil és a popula-
ciok kozott is kalkulalhatd, melyhez a LISA (Future Technologies, Fairfax, VA, USA) ¢és a
PAUP* v4.0 (Swofford, 2002) szamitogépes programokat vettiik igénybe. A kapott adatokbol
a populécio diverzitasara jellemzo6 un. , kiilonbozdségi eloszlasgorbe™ (mismatch distribution)
generalhatd, melyben az i-edik oszlop megmutatja azon szekvencia-parok szamat, amelyek i
szamu nukleotid pozicioban kiilonbdznek egymastdl. Human populdcidkban a recens demog-
rafiai expanzi6 miatt altalaban unimodalis eloszlasgorbe figyelheté meg, demografiai egyen-
sulyban 1év0 populaciokra altalaban a multimodalis eloszlas jellemzd (Rogers €¢s Harpending,

1992). Ennek atlag ért¢ke (mean pairwise difference) a populéciora jellemzd jelzdszdm.
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2.7.2. A populdaciok osszehasonlito statisztikai és genetikai elemzése
Annak megallapitdsara, hogy a referencia adatbdzisként rendelkezésre all6 populacids mintak
mindegyike illetve valamelyike altalanos médon felhasznalhato-e szdrmazasi valdsziniiség

megallapitdsahoz a populacidk dsszehasonlito elemzése sziikséges.

2.7.2.1. A populdcio-parok homogenitas-vizsgalata G-statisztikdaval

A populécio-parok homogenitasanak statisztikai szignifikancidjat RxC szoftverrel (Carmody,
Carleton University, Ottawa, Canada) teszteltiik. Az RxXC program két utas kontingencia tab-
lazatok statisztikai szignifikancidjat teszteli. A szoftver a megfigyeléseket tartalmazé (eredeti)
kontingencia tablazatbodl véletlenszerlien — az alapbedllitas szerint — 1000 ) tdblazatot replikal
ugy, hogy az uj tablazatok marginalis 0sszegei megegyezzenek az eredeti tablazat hasonld
Osszegeivel. A program minden egyes tabldzatra kiszamitja a G-statisztikat, majd végered-
ményként kiirja a random tablazatok azon hanyadat (P), ahol a G-statisztika értéke meghalad-
ta az eredeti tablazat hasonl6 értékét. Ha a P érték alacsony, akkor szamolni kell azzal, hogy
az eredeti tablazat sorai és oszlopai egymastol nem fliggetlenek; az adatok nem mutatnak ele-
gendd homogenitast ahhoz, hogy Osszevonhassuk dket. A populdcidogenetika nyelvén ez azt
jelenti, hogy adott szignifikancia-szint mellett (altalaban ez 5%) a populaciok kozott szignifi-
kans kiilonbséget talaltunk. A szoftver egyik legfébb erénye, hogy a kis szdmu megfigyelése-

ket tartalmaz6 vagy €ppen tires celldkat (nincs megfigyelés) is képes toleralni.

2.7.2.2. Populacidgenetika, F-statisztika, AMOVA

A populéciok genetikai strukturaltsaganak vizsgéalatdhoz, az STR és mtDNS genetikai profi-
lok populéacidk kozotti variabilitasanak kalkulalasdhoz hagyomanyos Wright-féle F-statisztika
analizist (Wright, 1951; Weir és Cockerham, 1984) és molekularis varianciaanalizist
(AMOVA) hasznaltunk (Excoffier és mtsai, 1992; Michalakis és Excoffier, 1996). A populé-
ci6s mintakra vonatkozd Wright-féle F-statisztika értékeket [Fis, Fsr (0)] a Genetic Data
Analysis (GDA v.1.1) program segitségével (Lewis €s Zaykin, 2001) az egyes 16kuszokra néz-
ve szamitottuk ki. A populacio-parokra vonatkozd Fsr értékeket, az AMOVA analizist és
azok statisztikai szignifikanciajat az Arlequin ver.2001 (Schneider és mtsai, 2000) szoftverrel

hataroztuk meg.
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Az F-statisztikaval 16kuszonként és populacidparonként kapott Fsr értékek kifejezik, hogy
a populaciokban megfigyelt genetikai profilok eltérése alapjan a totalis genetikai variancia
mekkora része tulajdonithat6 a populaciok kozotti variancidnak. Az AMOVA elemzése soran
kapott @st (RST) érték, a Wright-féle Fsr érték molekularis analdgjaként az eltérd genotipu-
sokat elvalasztdo molekularis tdvolsdgok becslésével teszteli a populdciokban megfigyelt geno-
tipusok totalis molekularis variancidjat arra nézve, hogy annak hanyad része tulajdonithato a
populaciok kozotti kiilonbozdségnek. A gy értékekkel jellemzett populdciok kozotti variabi-
litas statisztikai szignifikancidjat szimuldcidval teszteltiik. A szimuldciot végzd program az
adott populacid-parban megfigyelt genotipusokat véletlenszeriien Gjra szétosztja a két popula-
ci6 kozott. A szimulacioval kapott P érték annak a gyakorisagat adja meg, hogy a replikacidok
hanyad részében haladta meg a szimuldcios @gr érték az aktualis Ogy értéket. Ebben az eset-
ben a {Ogr = 0} nullhipotézist teszteltiik a {Pst > 0} hipotézis ellenében. Ha P < 0,05, akkor
a = 0,05 szignifikancia-szint mellett a nullhipotézist elvethetjiik, azaz molekularis variancia-
analizissel szignifikdns kiilonbséget talaltunk a két populacié kozott. Az elébbiek alapjan mi-

nél nagyobb a Ogr érték, annal nagyobb a populacidk kozotti molekuléris tdvolsag.

2.7.2.3. Halozat analizis és migracios rata becslés

A median joining network analizist (Bandelt és mtsai, 1999) a Network 4.2 szamitogépes
program (Rohl A; © Fluxus Technology; Fluxus Engineering Web site: http://www.fluxus-
engineering.com) felhasznalasaval végeztiik el az 6sszesen 360 erdélyi (Székely és Csango)
populécids mintan, az epsilon értéket 0-ra, a haplotipus gyakorisagot > 1 kritériumra beallitva.
Az analizist megeldzden a szekvencia adatokbdl a policitozin szdlak polimorfizmusait és a
gyorsan mutalodo bazispozicidkat kisziirtiik.

A gyimesi csangd ¢s a csikszeredai székely populacid kozotti migracios ratira a
MIGRATE (http://popgen.csit.fsu.edu/Migrate-n.html) program felhasznaldsaval kovetkeztet-
MIGRATE szoftver az effektiv populacié méretet és az n szdmua populacid kozotti multbeli
migracidos eseményeket becsiili meg, aszimmetrikus migraciés ratakkal ¢és eltérd
szubpopulacié méretekkel rendelkezd migracids matrix modelt feltételezve. A programozas
soran a populaciogenetikai paraméterek becslésére a maximum likelihood eljarast alkalmaz-

tuk.
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3. EREDMENYEK ES ERTEKELES

A jelen tanulmanyban targyalt magyar populacidos mintdk mikroszatellita és mtDNS alapt
genetikai feltérképezését tobb, egymadsra épiild szakaszban hajtottuk végre (1. tablazat).
Mindegyik vizsgalati szakasz egyuttal az adott markerek elemzésének a magyarorszagi labo-
ratoriumi vizsgalatokba torténd bevezetését, hitelesitését és esetleges tovabbfejlesztését jelen-
tette. Ezzel parhuzamosan a rendelkezésre all6 populacids mintdkon végrehajtottuk a statiszti-
kai és genetikai analizist. Az eredményeink publikdlasara az egyes vizsgalati egységek lezara-

sa utan kertilt sor, a tudomanyos kozleményeket a Fiiggelék 7.3. fejezete tartalmazza.

1. tablazat A populécios felmérés szakaszai

Idészak ProfilerPlus Identifiler PowerPlex16 mtDNA Rfefergncm
(Figgelék)
1999-2000 BuCa, BaRo 7.3.1.;7.3.2.
BuCa, BaRo, )
2001-2002 DeRo, BuAs BuCa, BaRo 7.3.4;7.3.6.
2003-2004 BuCa, Székely, g arely Coange SZKN> 733.935.737,738.
Csango Csango
2005-2006 BuAs Brandstitter et al., 2007¢

ProfilerPlus:  D3S1358-D5S818-D7S820-D8S1179-D13S317-D18S51-D21S11-FGA-VWA-Amel multiplex

Identifiler: CSF1P0O-D2S1338-D3S1358-D5S818-D7S820-D8S1179-D13S317-D16S539-D18S51-
D19S433-D21S11-FGA-THO1-TPOX-VWA-Amel multiplex

Powerplex 16: CSF1PO-D3S1358-D5S818-D7S820-D8S1179-D13S317-D16S539-D18S51-D21S11-FGA-
THO1-TPOX-VWA-PentaE-PentaD-Amel multiplex

mtDNA: mitokondrialis DNS teljes kontroll régid

(BuCa, BaRo, DeRo, BuAs, Székely, Csango, populacios mintak leirasat lasd az 1.3.1. fejezetben)

3.1. Az analizisbe bevont STR markerek genotipizalasa

A genetikai azonositdsokhoz hasonloan az igazsagiigyi genetikai munka alapfeltétele a kor-
rekt genotipizalas, ezért annak jelentdségét nem lehet eléggé hangsilyozni. Az STR lokuszok
igazsagligyi céli genotipizalasa soran a tipizaland6 minta alléljeit referencia allélekkel hason-
litjuk Ossze. A referencia alléleket allél-1étraba gytjtve a tipizdlandé mintakkal szimultan al-
kalmazzuk, mint ahogy a Filiggelék 7.1.1. dbrajan a felmérés soran alkalmazott ProfilerPlus

multiplex rendszer egy véletlen mintdn valo tipizaldsaval ezt bemutatom. Az abran az allélok
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fragmensmérete balrdl jobbra novekszik, az alkalmazott kiillonb6z6 fluoroforokat eltérd szin
jeloli. (Az Identifiler és PowerPlex 16 rendszerek allél-1étrainak bemutatdsatol helyhidny mi-
att itt eltekintek.)

Az alkalmazott automata genotipizalasi rendszerek allélméret-meghatarozasanak pontos-
saga (allele sizing accuracy, precision) az ABI Genetikai Analizator késziilékeken mar mashol
leirasra kertilt (Fiiredi, 2003). Ezt roviden 6sszefoglalva itt annyit emlitek, hogy az ABI Prism
kapillaris elektroforetikus rendszerek allélméret-meghatdrozas pontossdga mindegyik anali-
zalt multiplex STR rendszer esetében kielégité eredményre vezetett. A kalkulalt precizitési
értékek gyakorlatilag megegyeztek a parhuzamosan publikalt eredményekkel (Lazaruk és
mtsai, 1998). A szamitott allél-méretek szérasa 0,15 nukleotid méretnél kisebbnek adodott,
ami alapjan megéllapithatd, hogy a felmérés sordn alkalmazott fragmens-analizalé rendszer
alkalmas hossz-polimorf allélek 1 nukleotid pontossaggal torténd genotipizalasara.

A budapesti referencia populaci6 analizise (BuCa) a felmérésbe bevont 6sszes multiplex
STR rendszerrel (ProfilerPlus, Identifiler, PowerPlex 16) megtortént (1. tablazat), a kiilonbo-
z0 rendszerekkel az atfedd markereken megfigyelt genotipusok nem mutattak eltérést az adott
mintdkon. A viszonylag nagy mintaszamnak koszonhetéen (223 minta) ezt a felmérést egy
kisebb Iéptékii konkordancia tesztelésnek is tekinthetjiikk, melynek eredménye egybevag a
nagy mintaszamu adatbéazisokon elvégzett nemzetkdzi STR primer konkordancia felmérések-
kel (Budowle és Sprecher, 2001; Budowle és mtsai, 2001). A kiilonb6z6 multiplex STR rend-
szerekkel kapott egybevago eredmények alapjan megallapithato, hogy igazsagiigyi célu gene-
tikai profil alkotasra a genotipizalas megbizhatosaga szempontjabol mindharom alkalmazott

rendszer egyarant alkalmas.

3.2. Mikrovarians STR allélek elemzése

Az STR markerek populacids felmérése soran az alkalmazott nagy felbontasti genotipizald
rendszernek kdszonhetden tobb, ritkdn megfigyelhetd, in. mikrovarians (nem konszenzus)
allélt figyeltiink meg, amelyek méretben nem egyeztek meg az alkalmazott referencia
alléllétrak egyik fokaval sem, ezért ezeket intermedier alléleknek (vagy interalléleknek) is
nevezik. Ezek a hazai és nemzetkozi populacios felmérések eredményei alapjan igen ritkanak
szamitd, az észlelés iddpontjdban még le nem irt allélek elnevezése elsdsorban
elektroforetikus eredeti és abbol fakad, hogy elektroforetikus mobilitasuk altaldban eltér az
all¢l-létrat alkotd és konszenzusnak tekintett allélek mobilitasatol. Az alkalmazott

genotipizalasi rendszer nagy elvalasztoképességének koszonhetéen a mikrovarians allélek

40



annak ellenére egyértelmiien megkiilonboztethetok voltak a konszenzus allélektdl, hogy a

koztiik 1évé méretbeli kiilonbség tobbnyire csak 1 nukleotidnyi volt.
3.2.1. AD78820 lokusz 8.-1, 9.+1, 10 mikrovarians alléljainak jellemzése

Felméréseink soran a D7S820 lokuszon két, kiillonb6zd genotipussal rendelkezé minta eseté-
ben figyeltiink meg a konszenzus allélmérettdl eltérd interalléleket (2. dbra). A budapesti refe-
rencia populacids mintaban (BuCa) egy férfi genotipustt mintabol 9var/10 genotipust hataroz-
tunk meg (ahol a 9var elnevezés a mikrovarians allélre utal). Erdekes modon egy kriminalisz-
tikai ligy kapcsan (ami nem volt a populécids felmérés része) egy jugoszlav allampolgarsagu,
alban nemzetiségli férfi mintdjaban 8var/8 genotipust figyeltiink meg. A hasonlo tipusu

mikrovaridns allélek szekvencia-analizisét végeztiik el (Fliggelék 7.3.1. kozlemény).

2. abra A D7S820 lokuszon megfigyelt mikrovarians all¢lok elektroferogramja

D75620 |
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0 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274 276 278 280 282 284 288 288 200 292 294
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Mindkét heterozigota genotipus PCR-termékét pGEM-T-ben (Promega) klonoztuk ¢és az
allélek legalabb 2-2 klonjat megszekvenaltuk. A mikrovarians allélokat szekvencia struktara-

juk alapjan 8.—1-es és 9.+1-es allélnak neveztiik el (3. abra).
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3.abra D7S820 mikrovaridns allélek fragmensmérete és szekvencia struktardja (Referen-
cia-szekvencia: GenBank ID G08616)

Allél Fragmens méret 5' Flanking régio  Repeat regio 3' Flanking régio

81 205 bp B  c 2 [l - osatcr -
9.+1 211 bp B 2o [l - mATer-
10 214 bp B - c2m00- [l - 0saatcT-
12 (ref) 2:0p [ - G2t A - (0o aTCT -

24 bp 13 bp 124 bp

A 9.+1 allélben 9 teljes repeat egység volt megfigyelhetd a repeat régidban viszont egy T ad-
dicioval rendelkezett a 3’ flanking régio6 (T)y blokkjaban. A 8.—1 allél 8 teljes GATA repeattel
birt a repeat régioban, viszont a 3’ flanking régionak elébbiekben emlitett T homopolimer
szaljabol egy T deletalodott. Erdekességképpen a 9.+1/10 genotipusti minta 10-es allélja is
szekvencia-variaciot mutatott, mivel egy T—A transzverzi6 volt detektalhato a T-blokk végén
ezzel egy (T)s szalat létrehozva (3. abra). A (T)9 homopolimer szalban megfigyelt varians
szekvencidk azt sejtették, hogy ez a szakasz — magasabb mutécids rataja miatt — a D7S820
l6kusz polimorf része. Ezt a hipotézist a 3 flanking régid tovabbi, sziild-gyermek parokbol
szarmaz6 mintdinak szekvencia-analizisével lehetne megerdsiteni. Néhany Alu elemhez tarto-
z6 poli-A szakaszrdl (a komplementer szalon poli-T) ugyanis koztudott a polimorfizmus
(Economou és mtsai, 1990) és az is, hogy Alu szekvenciak gyakran Osszefiiggésbe hozhatok
rovid ismétlédod szakaszok (STR-ek) keletkezésével (Arcot és mtsai, 1995; Yandava és mtsai,
1997). Mindazonaltal a D7S820 16kusz (T)¢ blokkjanak 3’ flanking régio szekvenciaja nem
mutatott homologiat Alu repetitiv elemekkel. A BLAST programmal (Altschul és mtsai,
1997) ellendriztiik, hogy ez a szekvencia nem lehet-e a része egy retrotranszpozicion atesett
pszeudogénnek, de nem talaltunk homologiat egyetlen egy akkor ismert génszekvenciaval
sem (keresést 1999.04.20-an elvégezve az NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST hon-
lapjan), viszont 100%-o0s homologidt kaptunk a humén DJ0649P17 PAC klonnal (GenBank
AC004848). A teljes D7S820 16kusz szekvencidja megtalalhatdé volt a klénban, melyet a
7q11.23-g21 kromoszoma-szakaszra térképeztek, ezért lehetoség nyilt a D7S820 16kusz kro-
moszomas helyének pontosabb meghatarozasara, amit korabban csak a 7. kromoszéma hosz-

szabbik karjara (7q) lokalizaltak (Bouffard és mtsai, 1997).
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3.2.2. A DI3S317 lokusz egy ritka 7-es alléljanak jellemzése

Egy a populacios felmérés részét nem képezd kriminalisztikai {igy kapcsan egy testvérpar
mindkét tagjaban D13S317 (7/12) genotipust mutattunk ki. Mivel a 7-es allélt addig nemzet-
kozileg nem irtdk le és az allél-1étrabdl is hidnyzott, a ritka allél jellemzéséhez szekvencia-
analizist végeztiink el (Flggelék 7.3.2. kozlemény). Mivel a DI3S317 16kusz
amplifikalasahoz hasznalt ProfilerPlus AmpFISTR multiplex-PCR rendszer primer szekvenci-
ai nem nyilvanosak, publikalt GenBank primer szekvenciaval (GDB G09017) kiséreltiik meg
a ritka allél felsokszorozasat. Meglepetésre a publikalt primerek hasznalataval 12/12 homozi-
gbta genotipust kaptunk az elozdéleg megfigyelt 7/12 helyett. A szekvencia-analizis soran a
12-es allél szekvencidja a referencia-szekvencidaval megegyezOnek bizonyult. Az amplifikalast
egy masik gyartd altali multiplex-PCR rendszerrel megismételve (Gamma STR Multiplex Kit,
Promega) ugyancsak 12/12 homozigdta genotipus adoédott. Az amplifikalt 12-es allélek
fragmens-mérete a ProfilerPlus rendszer hasznalata esetén 224 bp, a GDB primerek esetén
189 bp, mig a Gamma kit esetén 185 bp hossztsagu volt. Ez alapjan azt lehetett sejteni, hogy
a GDB primerek és a Gamma kitben alkalmazott primerek nagyban atfednek egymassal, és a
7-es allélek kieséséért (drop-out) a primer szekvencia lehet a felels. Ennek bizonyitasara a
forward primertdl felfelé és a reverz primertdl lefelé tervezett 4j primerekkel ismételtiik meg a
PCR-t, amelynek eredményeképpen a 7/12 genotipus Ujbol megjelent. Mindkét allél tobb
reverz primer kotddési helyén a 7-es allélben, egy 4 bp-os (ATCA) upstream inzercioval
kombinalodva (4. abra). A reverz primer-kotd szekvencianak e megfigyelt drasztikus modosu-
lasa valosziniisithetleg meggatolja a stabil templat/primer par hibrid 1étrjottét a PCR reakcid

soran ¢és ez a 7-es allél kieséséhez vezetett (Boutrand és mtsai, 2001).

4. abra A DI13S317 16kusz vizsgalt 7/12 alléljainak szekvencia struktiraja
(aldhuzassal jelolve a PCR-amplifikdlasra hasznalt GDB primerek; a klonozéashoz
¢s szekvendlashoz hasznalt primerek kisbetiivel feltiintetve; a deletalodott €s
inzertalodott szekvencia-részletek vastag betlitipussal szedve)

D13S317 allele 12

5'-gggttgctggacatggtatt ACAGAAGTCTGGGATGTGGA---N82--(ATCT)1zATCAATC(ATCT)3TTCTGTCT GT CTTTTTGGGC---N36---
gac caacaattcaagctctc-:}'

D13S317 allel riant

5'-gggttgctggacatggtatcACAGAAGTCTGGGATGTGGA---Ns2---(ATCT)7 ATCAATCAATC(ATCT)3TICTGTCTTTTTGGGC---N36---
gaccaacaattcaagctctc-3'
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3.2.3. A DI18S51 lokusz 20.2 mikrovaridans alléljanak jellemzése

A kelet-magyarorszagi Roma populdciés minta (DeRo) multiplex STR felmérése soran az

egyik férfi genotipusu mintaban a D18S51 16kuszon 16/20.2 genotipust detektaltunk (5. abra).

5.abra A D18S51 lokuszon megfigyelt mikrovaridns allélt tartalmazé genotipus
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Az interallélt tartalmaz6 heterozigdta genotipusi mintat publikalt primerekkel (STRBase,
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase) amplifikaltuk, a PCR-termékeket TOPO-TA vektor-

ban (Invitrogen) klonoztuk és a szelektalt klonokat megszekvenéltuk. Az intermedier méretli

crcr

teljes (AGAA) repeat-et kovetd 3° flanking régioban (6. abra). A mikrovarians allél DNS
szekvenciajat a GenBank adatbazisba exportaltuk (Genbank ID: AY749635), és a nemzetko-

zileg elfogadott nevezéktan szerint (Gill és mtsai, 1997) a helyes elnevezése 21.-2 allél.

6. abra A DI18S51 allélek fragmensmérete és szekvencia strukturdja (Referencia-
szekvencia: GenBank ID L18333; a deletalt dinukleotid alahuzassal jelolve)

Allél  Fragmenthossz  5'flanking régié  Repeat régié 3' flanking régié

16 000y [N - hcants - asnc acacac - NN
202 sy N - oo - acacacac - DN
15 sy [ - w205 - anac acacac - [N
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3.2.4. Az FGA lokusz 24.1 mikrovarians alléljanak jellemzése

A kelet-magyarorszagi Roma populacids minta (DeRo) multiplex STR felmérése soran négy
mintaban 24.1 tipust intermedier allél volt megfigyelheté az FGA lokuszon (7. abra). A
heterozigota genotipusok 20/24.1, 24/24.1 és kettd mintdban 21/24.1 voltak. A mikrovarians
allélt hordozo négy személy 15 STR lokuszos genetikai profiljanak vizsgalata nem igazolta a

mintaad6 személyek kozeli (szlil6-gyermek) rokonsagat.

7. abra Az FGA lokuszon megfigyelt 24.1mikrovarians allélt tartalmazo genotipusok
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Az interallélt tartalmazo heterozigota genotipusii mintdkat publikalt primerekkel (Mills ¢és
mtsai, 1992) amplifikaltuk, a PCR-termékeket TOPO-TA vektorban (Invitrogen) klonoztuk ¢€s
a szelektalt klonokat megszekvenaltuk. Az intermedier méretti 24.1 allélek forward és reverz
repeat struktirat megelézé 5° flanking régidban. (A szekvencia struktura abrazolasatdl az
egyszerli mutaciés esemény miatt itt most eltekintek.) A szekvenalassal jellemzett
mikrovarians allél DNS szekvencidjat a GenBank adatbazisba exportaltuk (Genbank ID:
AY749636). Az eddigi megfigyelések alapjan a 24.1 allél nagyon kis gyakorisaggal fordul eld

a populacids adatbazisokban. A 2005. junius 10.-1 lekérdezés id6pontjadban minddsszesen ha-
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rom példany megfigyelése ¢€s leirdsa tortént a nemzetkdzi populacidés adatbazisokban
(STRBase, http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase). A 24.1 mikrovarians allél jelenléte négy
latszolag fiiggetlen mintaban, valamint az allél eddig megfigyelt alacsony eléfordulasi gyako-
risaga a populacios adatbazisokban, lehetséges beltenyészetet vagy genetikai sodrodast jelez-

het a kelet-magyarorszagi roma szub-populacidéban.

3.3. A populiciés mintakban generalt autoszomas STR-profilok statisztikai és

populiciégenetikai elemzése

Az igazsagiigyi genetikai célu populacios felméréseink soran hat populaciés minta dsszesen
1194 személyének autoszoma STR-alapli genotipizalasat végeztiik el. A genetikai analizishez
hasznalt STR lokuszok korét ugy alakitottuk ki, hogy minden egyes minta legaldbb 13
l6kuszon, az un. CODIS torzs-markereken (CSF1PO-D3S1358-D5S818-D7S820-D8S1179-
D13S317-D16S539-D18S51-D21S11-FGA-THOI-TPOX-VWA) meg legyen tipizalva. A
budapesti referencia populacio (BuCa), valamint a székely és csangd populécios mintdk ese-
tében ezenkiviil tovabbi kettd tetra- (D2S1338, D19S433) és kettd pentanukleotid (Penta E,
Penta D) repeat alapu mikroszatellita felmérését hajtottuk végre minddsszesen 700 személytol
szarmaz6 mintdn. A két igazsagiigyben alkalmazott penta-STR marker (Penta E, Penta D)
felmérését a baranya megyei (BaRo) és kelet-magyarorszagi (DeRo) roma populécids mintan,

valamint a budapesti askenézi zsido (BuAs) mintdban is elvégeztiik.

3.3.1. Allél- és genotipusgyakorisdagi értékek, lokuszok polimorfizmusdanak
foka

Terjedelmi korlatok miatt a hat populacids minta 0sszesen 1194 személyének — BuCa, Szé-
kely, Csangd populaciok esetében 17 lokuszos, BaRo, DeRo, BuAs mintak esetében 15
l6kuszos — autoszémas STR profiljat a doktori értekezés nyomtatott forméjaban nem kozlom.
A DNS-profilokat tartalmazé hat tdblazat a értekezéshez csatolt CD-rom Autoszomas STR
profilok.xls nevii Excel fajlaban talalhaté meg. A tdblazatban minden minta esetében kdzlom
a vizsgalt személy genetikai nemét, amely az Amelogenin 16kusz PCR-fragmens analizisén
alapszik. A vizsgélat eredménye alapjan az 0sszes mintdbol 451 férfit6l, 743 minta pedig n6-
tdl szarmazik. A genetikai szex ¢és a megadott fenotipusos nem kdzott nem tapasztaltunk elté-

rést.
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A hat populacios minta felmérése soran az analizalt tizenhét mikroszatellita 10kuszon a
mikrovaridnsokkal egyiitt 6sszesen 202 alléltipust kiilonboztettiink meg, melybdl 26 bizonyult
intermedier allélnak. A legtobb alléltipust az FGA ¢és Penta E 16kuszokon detektaltuk, egyen-
ként 20-20 db-ot, a legkevesebbet, hatot a TPOX markeren észleltiink. Az allélek repeat sza-
ma 5-35 kozott mozgott. [A Penta D marker 2.2-es alléljanak szekvencia struktaraja 2007.
augusztus 10.-1 lekérdezés idépontjdban még nem keriilt publikdlasra, ezért a pontos repeat
szamat nem ismerjiik, annak ellenére, hogy a PowerPlex 16 rendszer allé¢llétraja tartalmazza
ezt az allélt. A felmérésilink soran a csangd mintaban figyeltiik meg egy személy esetében ezt
a Penta D allélvarianst, melynek elektroforetikus mobilitasa megegyezett az alléllétra 2.2 jel-
z¢ésu alléljaval. Nemzetkozi populacios adatbazisok szerint a 2.2 allél elé6fordulasi gyakorisaga
alacsony, altaldban < 1 % (Steinlechner és mtsai, 2002; Paredes és mtsai, 2003)]. Az dsszes
megfigyelt alléltipus mintegy 13%-a (26 db) bizonyult intermedier allélnek. Interallél alatt
ebben az esetben azokat az allélvariansokat értjiikk, amelyek elektroforetikus mobilitasa kii-
16nbozott az egész szdmu repeat-egységet tartalmazo allélokétol. Ebben az értelemben az
interallél az alkalmazott multiplex rendszer alléltétrajanak is része lehetett. A legtobb
interallélt (8 db) a D21S11 markeren figyeltiik meg, de hasonldéan nagy szamu (7 db) interallél
volt megfigyelhetd az FGA és D19S433 markereken. Egy-egy interallélt taladltunk még a
THO1, D18S51, D7S820, Penta D lokuszokon. Intermedier allélek jellemzéen a komplex
repeatet tartalmazo mikroszatellita 10kuszokon alakulnak ki, ahol a kiilonb6z06, valtozoé hosz-
szisagu repeat-egységeket valtozd méretli kdzbeiktatott szekvencia szakitja meg.

A hat populacios mintdban az analizisbe bevont STR lokuszokon megfigyelt
allélgyakorisagi értékeket, és a markerek populacidogenetikai alapértékeit a Fiiggelék 7.3.1. és
7.3.3-5. publikacidi tartalmazzak. A konnyebb vizudlis Osszehasonlithatésag érdekében az
egyes lokuszokra vonatkozo allélgyakorisdgokat diagramok formdjaban is feltiintettem (7.1.2-
18. abrak). Az ennek soran alkalmazott gorbitett vonal-diagram természetesen nem jelenti azt,
hogy a megfigyelt tulajdonsagok (allél-gyakorisag) kontinuus jellegként értelmezhetdk, vi-
szont szemléletesen kiemeli az egyes populaciok kozotti kiilonbségeket. Az allélfrekvencia-
értékek ¢és populdciogenetikai alapadatok a mellékelt CD-rom Autészomas STR
allélgyakorisag.xls Excel munkafiizetben is megtalalhatok.

Felmérésiink soran a leggyakoribb all¢lnak a TPOX 8 bizonyult, amelynek frekvencidja a
budapesti referencia mintdban csaknem elérte a 60%-ot (7.1.13. 4bra), de a tobbi populacios
mintdban is hasonléan magas aranyban volt reprezentdlva (>40%). E magas érték miatt a
TPOX lokusz polimorfizmusanak foka varhatéan a legkisebb a markerek kozott. Ezt jelzi a

populécidkban megfigyelt heterozigozitasi érté¢kek Osszesitése is (Fiiggelek 7.2.1. tablazat),
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melyben a TPOX lokusz rendelkezik abszolut értelemben a legkisebb heterozigozitassal
(BuCa: 60,5%) az analizalt markerek és az Osszes populdcio kozott is. A populacidkon beliil
vizsgélva az egyes markerek heterozigotasagi fokat hatbol 6t populacioban a TPOX lokusz
mutatta a legalacsonyabb értéket; a BaRo mintdban megfigyelt relativ magas arany (~71%)
valoszinlileg az all¢lgyakorisagi diagramon is jol detektalhatd (7.1.13. &bra) eloszlasbeli kii-
16nbségbdl fakad a 11-es allél javara a 8-as allél rovasara. A BaRo mintdhoz hasonl6 eltolddas
figyelhet6 meg a csangd populacidban is ezen a ldkuszon, viszont érdekes modon a
heterozigozitds emelkedése nélkiil. A BaRo minta legalacsonyabb heterozigozitasat a D7S820
lokuszon mutatta (62,1%), melynek allélgyakorisagi diagramjan (7.1.8. abra) ugyancsak je-
lentds eloszlasbeli kiilonbség volt detektalhato a BaRo versus tobbi 6t populdcidos minta vi-
szonylataban. Mint ahogy a 3.3.2. fejezetben targyalasra keriil a BaRo populacié tébbek ko-
z0tt e kettd markeren (TPOX, D7S820) eltérést mutat a HWE-tol.

A populécios felmérésiink alapjan az allélok a legkisebb maximalis frekvencia-értékkel a
BaRo személyek Penta E 16kuszan oszlottak meg, ahol a két leggyakoribb allél (12/18) meg-
figyelt gyakorisaga alig 14% volt (Fliggelék 7.1.15. abra). A hat populacidos mintat egyiitt
vizsgélva a lokuszok koziil ugyancsak a Penta E marker mutatta a legkisebb maximalis
allélgyakorisagi értéket (19,1%). Ebbol a szempontbol a Penta E lokuszt az FGA
mikroszatellita (24,8%) és a D18S51 marker (27,7%) kovette. Ezek az eredmények azt sejte-
tik, hogy a magyar népességben a DNS-alaptu személyazonositashoz az analizalt 17 STR
marker koziil a Penta E, FGA ¢és D18S51 mikroszatellitdk birnak a legnagyobb igazsagiigyi
megkiilonboztetd ill. individualizalo erével.

A hat populécids minta allélgyakorisag-eloszlasa szemmel lathatoan kisebb-nagyobb mér-
tékben kiilonbozott egymastol (Fiiggelék 7.1.2-18. abrak). Altalanossagban elmondhaté, hogy
a gorbék lefutdsa a budapesti referencia (BuCa) és askenazi (BuAs) populacid, valamint a
sz€kelyek esetében egymdsnak tobbé-kevésbé megfeleltethetd, a roma populaciok (BaRo,
DeRo) és a csang6 minta viszont ezektdl tobb markeren is szignifikdns eltérést mutatnak. Jel-
lemzé moédon a referencia populdcidban unimodalis szerkezetii jelleggérbe bimodalissa, a
bimodalis trimodalissa valtozik a roma populaciokban, mint ahogy az egyértelmiien megfi-
gyelheté a D3S1358 (7.1.2. abra) és THO1 (7.1.3. abra) markereken. Ezek a jellegbeli eltéré-
sek heterogén alapitd hatasoknak és genetikai sodrodasi eseményeknek tudhatok be. Ezenki-
viil néhany allél gyakorisdgaban tobb markeren is (pl. D21S11, THO1) jelentds eltolodas fi-
gyelheté meg a roma populécidokban a tobbi minta csoporthoz viszonyitva, ennek ellenére
egyértelmiilen nem allapithatdé meg roma-specifikus eloszlasi gorbe vagy allél egyetlen egy

analizalt markeren sem.
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A tanulmanyba bevont 17 autoszomas marker minimalis allélgyakorisagat és polimorfiz-

musanak fokat kifejezd jellemzok sz€lso értékeit a 2. tdblazatban foglaltam 6ssze. A szélsdér-

tékek mellett a tablazat azt is bemutatja, hogy az adott legkisebbnek vagy legnagyobbnak bi-

zonyult értéket mely populécios mintdban és melyik markeren figyeltiik meg.

2. tablazat

A hat populacids mintan analizalt 17 autoszémas STR lokusz polimorfizmus

fokanak és a minimalis allélgyakorisagok szélséértékei

Minimum Maximum
PD  Erték 0,760 0,980
Populacié DeRo BuAs
Marker TPOX Penta E
PE  Erték 0,332 0,813
Populacio DeRo BuAs
Marker TPOX Penta E
PIC  Erték 0,528 0,900
Populacio DeRo BuAs
Marker TPOX Penta E
H,ps Erték 0,605 0,904
Populacio BuCa BuAs
Marker TPOX Penta E
Hep Erték 0,586 0,910
Populacio BuCa BuAs
Marker TPOX Penta E
P, Erték 0,009 0,026
Populacio Szekely DeRo
Marker TPOX D18S51

A tablazatbol egyértelmiien kitlinik, hogy a legkisebb értéket minden esetben a TPOX, a

legnagyobb értéket (a Puin-t leszamitva) pedig a Penta E 16kuszon tapasztaltuk, ami megerdsi-

ti e két markernek az allélgyakorisagi adatokbdl mar sejthetd individualizacids hatékonysagat

(legkevésbé illetve leginkabb hatékony markerek). Az igazsagiigyi személyazonositasi haté-

konysagot (PD, PE, PIC) kifejezd értékek esetében a minimumot mindig a kelet-

magyarorszagi roma (DeRo) mintdban, a maximum értéket pedig mindig a budapesti zsidd
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(BuAs) populécidban kaptuk. A minimalis allélfrekvencia 0,9-2,6 % kozott mozgott. Mivel a
kalkulalt minimalis allé¢lgyakorisadg a felmért populacids minta méretével forditottan aranylik,
a minta-pool mérete a DeRo populacioban nagyobb, a székely populacioban kisebb P, ér-
tékhez vezetett. Az adatokbol megallapithatd (3. tablazat), hogy a populaciés adatbazisunk
allélgyakorisagi értekei 1-2% f6lott 95%-0s konfidenciaval megbizhatonak bizonyultak.

3. tablazat A populacidkban megfigyelt minimalis allélgyakorisdg (Puin) sz€1s6értékek

minimum P min maximum
BuCa 0,0107 0,0126
BaRo 0,0116 0,0141
DeRo 0,0215 0,0260
BuAs 0,0138 0,0164
Szekely 0,0094 0,0113
Csango 0,0109 0,0129

Az STR markerek igazsagligyi személyazonositdsi hatékonysagat az egyes PCR-alapu
multiplex genetikai analizal6 rendszerekre Osszesitve is kifejeztiik (Fliggelék 7.3.1-4. kozle-
mények). Természetesen az individualizacié hatékonysaga a szimultan vizsgalt STR lokuszok
szamaval ardnyosan novekedett. Az egyes populaciokban a tizenhét (BaRo, DeRo, BuAs po-
pulaciokban tizenot) STR markerre kombinalt pM (1-PD) és PE értékeket a Fiiggelék 7.2.2-3.
tablazatai tartalmazzak.

A rendelkezésilinkre 4116 hat magyar populaciés minta széleskorli igazsagiigyi genetikai
STR analizise utdn megvizsgaltuk azt is, hogy van-e 1ényeges kiilonbség az individualizacio
vart hatékonysagaban az egyes populacios mintak kozott. Ennek érdekében a pM és PE érté-
keket minden populacios minta esetében a 13 CODIS torzs-16kuszra is kombinaltuk. A kapott
eredményeket a 4. tablazat mutatja be. A tablazatbol leolvashatd, hogy a 13 STR 16kuszbdl
all6 CODIS-rendszerrel az igazsagiigyi személyazonositas hatékonysaga mindegyik populaci-

oban rendkiviil magasnak és egymassal kozel azonos nagyagrendiinek bizonyult.
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4. tablazat A hat populacios mintan analizalt 13 CODIS STR torzs-16kuszra vonatkozo
kombinalt pM (1-PD) és PE értékek

PMiomb PEyomb
BuCa 2x 107" 0,999994
BaRo 2x 10 0,999983
DeRo 9x 107" 0,999991
BuAs 6x10" 0,999991
Szekely 4x 107" 0,999993
Csango 8§x 107" 0,999989

3.3.2. A Hardy-Weinberg egyensuly tesztelése

rrrrrr

pulacios mintdban a teljes analizalt 10kusz-készleten (15 ill. 17 STR marker) az Exact-teszt
alkalmazasaval (Guo és Thomson, 1992) statisztikai szignifikancia tesztelést végeztiink. Az
egyes lokuszokra vonatkozodan a tesztelésbe bevont allélek szaméat (n), és az Arlequin prog-
rammal (Schneider és mtsai, 2000) kapott eredményeket a 5. tdblazatban Osszesitettem. A
tablazat a mért valdszinliségi értékeket (P) tartalmazza, az 5%-os szignifikancia-szintnél ki-
sebb értékeket csillag (*) jellel jeloltem.

Mivel az analizisbe bevont lokuszok alléljei kozotti linkage egyensulyi tesztelés tobb po-
pulaciés minta vonatkozdsaban mar korabban megtortént (Fiiredi, 2003), melynek sordn a
kapcsoltsagi egyenstly EM-alapu analizise az itt vizsgalt teljes autoszomas 16kuszkészletre is
kiterjesztésre keriilt, ezért a 16kuszok kozotti linkage equilibrium tesztelést nem ismételtem
meg. A megel6z6 felmérés alapjan a BuCa, DeRo, BuAs populécids mintdkban a valdszinii-
ségi értékek minden tesztben meghaladtak az egyedi szignifikancia-szintet. A baranyai roma
populécid esetében tobb l0kuszpar is akadt, ahol az egyedi szignifikancia-szintnél kisebb va-
l16szintiségi érték volt mérhetd, amit azonban az EM-alapi LD-analizis HWE érzékenysége is

okozhatott (Fiiredi, 2003).
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5. tablazat A Hardy-Weinberg egyensuly tesztelése Exact teszttel (P)

Marker BuCa BaRo DeRo BuAs Székely Csangé
D3S1358 0,850 0,033 0,765 0,202 0,223 0,518
THO1 0,255 0,577 0,378 0,471 0,731 0,122
D21S11 0,694 0,337 0,112 0,726 0,566 0,031"
D18S51 1,000 0,296 0,144 0,108 0,208 0,163
PentaE 0,057 0,669 0,507 0,769 0,190 0,357
D5S818 0,643 0,736 0,998 0,415 0,074 0,033
D13S317 0,874 0,235 0,016 0,194 0,279 0,632
D7S820 0,341 0,011° 0,169 0,062 0,234 0,342
D16S539 0,222 0,242 0,550 0,437 0,349 0,944
CSF1PO 0,932 0,008 1,000 0,597 0,491 0,323
PentaD 0,132 0,009" 0,550 0,625 0,481 0,610
VWA 0,098 0,512 0,264 0,496 0,484 0,435
D8S1179 0,364 0,004" 0,054 0,068 0,162 0,087
TPOX 0,899 0,045" 0,858 0,412 0,105 0,465
FGA 0,997 0,831 0,576 0,668 0,220 0,322
D2S1338 0,714 - - - 0,859 0,658
D19S433 0,328 - - - 0,393 0,092
n 446 412 220 356 514 440

* = Az Exact-teszt statisztikailag szignifikdns eltérést mutat a HWE-t6l a p = 0,05
szignifikancia szinten

Az Exact-teszt a HW egyensulytol statisztikailag szignifikans eltérést mutatott ki a roma
populacidkban és a csagd mintaban, az érintett I0kuszok a kovetkezok voltak:
. a BaRo minta esetében: D3S1358, D7S820, D8S1179, CSF1PO, Penta D, TPOX
. a DeRo minta esetében: D13S317
. a Csango6 minta esetében: D5S818, D21S11

A kilenc 16kuszbdl hat esetében (D3S1358, D7S820, TPOX, D13S317, D5S818, D21S11)
a HWE-t61 val6 eltérés nem volt jelentdsen szignifikans (0,01 < P < 0,05). Mindharom popu-
lacidés minta Exact-teszttel torténd HWE elemzését a Bonferroni-eljaras (Weir, 1996) alapjan
o’ = 0,05 kisérleti hibarataval is elvégeztiik. Ebben az esetben a BaRo és DeRo mintékra (15
teszt) a tesztsorozat egyedi szignifikancia szintje o = 0,0033 volt, mig a csdng6d mintara (17
teszt) az o = 0,0029 értéket adodott. A csangd populacidban a 0,05 szignifikancia szinttdl ala-
csonyabb értéket mutaté mindkét 16kusz (D5S818, D21S11) Exact-teszt analizise soran P >

rrrrrr
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szintjét (a = 0,0029). A debreceni roma populécidoban (DeRo) a D13S317 lokusz devianciajat
(P = 0,016) a Bonferroni-eljaras nem erdsitette meg (o = 0,0033), hasonloképpen a Baranya
megyei roma (BaRo) minta esetében a D3S1358, D7S820, D8S1179, CSF1PO, Penta D,
TPOX lokuszok Exact-teszt analizise soran kapott valosziniiségi értékek meghaladtak a teszt-
sorozatok egyedi szignifikancia szintjét. Mindezek alapjan sem a roma mintékra, sem a csan-
g6 populaciora nem vethetjiik el a HWE meglétét, ha a azt a populaciok teljes genomi szintjén

vizsgaljuk.

3.3.3. A populaciok genetikai strukturdja STR-profilok alapjin

Az értekezésben targyalt hat magyar populacids minta genetikai homogenitasat ill. tagoltsagat
harom kiilonboz0 statisztikaval igyekeztiik meghatarozni. A G-statisztika és a Wright-féle F-
statisztika fenotipusos szinten, az allélgyakorisagok felhasznalasaval képez kiilonb6zo értéke-
ket és valdsziniiségeket. Az AMOVA (molekularis varianciaanalizis) a Wright-féle F-
statisztika molekularis megfeleldje (Excoffier és mtsai, 1992) és mikroszatellitdk esetén a
stepwise mutacidos modell (Ota és Kimura, 1973; Valdes és mtsai, 1993) alkalmazaséaval az
egyes allélok kozotti tavolsagot molekularis szinten, az STR 16kuszt alkotd polimorf repeatek
szama alapjan hatdrozza meg.

Korabbi publikacidkban bemutatasra keriilt a baranyai roma népesség allélgyakorisadg ada-
tainak a budapesti referencia populacioval vald Osszevetése (Filiggelék 7.3.1. kozlemény),
majd a kelet-magyarorszagi roma és a budapesti askendzi populacié bevonasaval a négy ma-
gyarorszagi gytijtésli populacios minta dsszehasonlitd vizsgalatara keriilt sor (Fiiggelék 7.3.4.
publikacid) az Osszes, itt targyalt autoszomas lokuszon, a D2S1338 és D19S433 markerek
kivételével. Az egyes populaciok kozott a lokuszparokon beliili elemzések Osszesitett ered-
ményét a 8.a. dbra mutatja be. Az eredményeket az egyes 16kuszokra vonatkozdan tiintettem
fel, a G-statisztika esetében azt abrazoltam, hogy a mért valdszintiségi értékekek kisebbek-e a

felallitott 5%-os ill. 1%-os szignifikancia-szintnél.
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8. abra G-statisztika analizis (P) a magyar populéacid-parokban (A sorszamok a kovet-
kezé markereket jelolik: 1. D3S1358, 2. THO1, 3. D21S11, 4. D18S51,
5. Penta E, 6. D5S818, 7. D13S317, 8. D7S820, 9. D16S539, 10. CSF1PO,
11. Penta D, 12. VWA, 13. D8S1179, 14. TPOX, 15. FGA, 16. D2S1338,
17. D19S433)

a’
BuCa BaRo DeRo

1213 41516 718)9]10p11]12)13)14]15 1|2|3|4|5|6|7|8|9|]0|11|]2|13|]4|15 l|2|3|4|5|6|7|8|9|10|Il|12|l3|]4|15
BaRo
DeRo
LNITH
b,

BuCa Szekely

17} l|2|3|4|5|6|7|8|9|10|ll|12|13|l4|15|16|l7

Jeolesek: | P <o0.01 [ 0.01=<P=<005 [] P>0,05

Szekely
Csango

A 8.a. dbra adataibodl az els6 pillantasra kitiinik, hogy a négy magyarorszagi populacios
minta egymashoz viszonyitott genetikai dsszetételében, a 16kuszokon mért allélgyakorisagok
eloszlasa tekintetében szingifikdns kiillonbségek vannak. A populacio-parok kozott mért
allélgyakorisagi értékek a legtobb 16kuszon és populdcid-parban (61/90: ~ 2/3) szignifikans
eltérést mutatnak a G-statisztika elemzés alapjan, a legnagyobb aranyu eltérést a BuCa/BaRo
populécié-par (mind a 15 markeren) és a BaRo/BuAs populacio-paros (14 marker a 15-bol)
adta. Figyelemre mélt6 volt ugyanakkor a roma populaciok egymashoz viszonyitott nagyfoku
heterogenitdsa (szignifikans eltérés 9 markeren a 15-bdl) a G-statisztika teszt alapjan. A két
budapesti (referencia és askendzi) populacios adatbazis kozott szintén deviacidt mutattunk ki,
de ez az eltérés hat 16kuszra korlatozodott.

Az erdélyi populaciok (székely és csango) allélgyakorisag eloszlasat mind a tizenhét vizs-
galatba bevont autoszéma STR lokuszon dsszevetettiik a budapesti referencia populacié ada-
taival és egymassal is (8.b. dbra) annak érdekében, hogy vilagos képet kapjunk arr6l milyen
mértékben illeszkedik a magyarul beszéld, de nem magyarorszagi populacioknak a genetikai
allomanya az atlag magyar népességhez (Fiiggelé¢k 7.3.5. kozlemény). [A nagy foldrajzi tavol-

sdg (>500 km) és a torténelmileg nem igazolhatd genetikai kapcsolat miatt a két roma és a
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budapesti askenazi népességgel nem hasonlitottam 6ssze az erdélyi populacios adatokat]. Er-
dekes modon a markerek tobbsége a BuCa/Szekely és BuCa/Csangd populédcio-parok vi-
szonylatdban is szignifikans eltérést mutatott a G-statisztika teszt alapjan (10 ill. 9 lokusz),
ami az erdélyi és a budapesti populaciok részben eltérd genetikai szerkezetére utal. Az elté-
résnek ez a mértéke a Székely/Csangd populacid-parban is megfigyelhetd (9 lokusz). Ez a
diszkrepancia kiilondsen szembetlind a csangd populacid-parok esetében a TPOX lokuszon,
mely markeren egy nyilvanval6 allélgyakorisagbeli eltolodas figyelhetd meg a 11-es allél ja-
vara a csango6 mintacsoportban.

Az 0Osszesen kilenc elemzett populacio-parosban visszatérd6 modon a kovetkezd
lokuszokon tapasztaltunk legtobbszor szignifikans eltérést: D3S1358, Penta E, Penta D (mind
a kilenc populacié-parban); D18S51, TPOX (nyolc populécié-parban). Erdekes modon az
intrapopulacids elemzés alapjan legkevésbé informativnak mindsiilt TPOX marker csak a
BuCa/BuAs populéacio-parosban nem mutatott szignifikans eltérést a G-statisztika teszt alap-
jan. Ez a megfigyelés konnyen magyarazhaté a TPOX marker allé¢lgyakorisag diagramjanak
(Fiiggelék 7.1.13. abra) szemrevételezésével: az eloszlasgorbe a BuCa/BuAs par esetében fut
egylitt, az 0sszes tobbi populdcidban jelentds (>20%) gyakorisagbeli eltolodas figyelhetd
meg.

A budapesti referencia populacio allélgyakorisagi értékeit szomszédos orszagok népessé-
geiben generalt, publikalt adatokkal is teszteltiik. A vizsgalat a kovetkezd orszdgok populéci-
0s adatait Olelte fel: Ausztria (Nussbaumer és mtsai, 2001), Romania (Barbarii és mtsai,
2004), Szlovénia (Drobni¢ és mtsai, 2001) €s Szerbia (Keckarevi¢ és mtsai, 2005). Az Ossze-
hasonlitds soran kisebb (0,05>P>0,001) eltérés volt kimutathaté néhany lokuszon (FGA,
TPOX, D21S11, Penta E) a budapesti atlag népesség valamint az ausztriai €s romdniai popu-
lacidk adatai kozott. Ennek oka valdsziniileg a tanulmanyba bevont osztrak és roman népes-
ség szub-strukturalodasabol fakad, mivel mindkét kiilfoldi populacios minta lokalis jellegii
szub-populédcidkban lett gylijtve. Amikor ezekhez a szomszédos populaciokhoz a magyar ro-
ma adatokat (Baranya megye és Kelet-Magyarorszag) valamint a budapesti askenézikat ha-
sonlitottuk, az analizisbe bevont 16kuszok tobbségén szignifikans eltérés (P < 10'3) volt kimu-
tathat6 a G-statisztika teszt alapjan (Filiggelék 7.3.4. publikacio).

A két erdélyi populécio allélgyakorisagi értékeit publikalt romaniai (Anghel és mtsai,
2003; Barbarii és mtsai, 2004), szerb vajdasagi (Veselinovi¢ és mtsai, 2004; Keckarevi¢ és
mtsai, 2005) és egy torok populdciod (Akbasak és mtsai, 2001) adataival vetettiik ssze. A po-
pulacié-parok Osszehasonlitasa soran kisebb eltérést (0,05>P>0,01) talaltunk két lokuszon

(D7S820, D19S433) a székely-szerb populacid-parban, a csdngd populacid viszont a vizsgalt
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lokuszok tobbségén szignifikans kiilonbséget mutatott mindharom balkéani eredeti (romén,
szerb, torok) populacidés mintaval, a legtobb lokuszbeli diszkrepanciat (10 16kusz) a térokor-
szagi népességgel mutatva. A torok populdcid a székelyekkel szemben is tobb (6 1okusz),
allélgyakorisagi értékeit tekintve szignifikans eltérést mutatott (Fiiggelék 7.3.5. publikacio).

A G-statisztika teszt alapjan az allélgyakorisagok szintjén a populaciok kozott tapasztalt
inhomogenitast F-statisztikdval és AMOVA (®-statisztika) analizissel is teszteltiik. A négy
magyarorszagi populacidos minta vonatkozasaban (BuCa, BaRo, DeRo, BuAs) a populacio-
parok kozott kalkuldlt Wright-féle egylokuszos Fst indexek Iényegesen magasabb értékiinek
adodtak, mint az eléz6leg eurdpai populaciokban megfigyeltek és publikaltak (Evett €s mtsai,
1996, Budowle ¢és Chakraborty, 2001b). Ezt a genetikai korrelacidt a ®-statisztika analizis
(AMOVA) is megerdsitette (9.b. abra). A populacio-parok dsszehasonlitdsa soran a legmaga-
sabb Fgt értékeket a budapesti referencia €s a baranya megyei roma populaciok kozott figyel-
tilk meg, a CSF1PO 16kuszt kivéve minden egyes markeren szignifikans eltérést detektalva a
két populacié genotipus szerkezetében (9.a. abra). A szignifikans eltérést a d-statisztika ana-
lizis is megerdsitette nyolc 16kuszon. Hasonld mértékii variabilitas volt kimutathaté ugyan-
ezen roma ¢és a budapesti askenazi populacio kozott is. Az F-statisztika analizis alapjan figye-
lemre mélté inhomogenitds volt kimutathatd a roma populacié-parokban (BaRo/DeRo, 9
lokuszon), ami Osszhangban van a G-statisztika teszt soran a megfigyelt allélgyakorisagon
alapul6 eredménnyel A roma populéciokban megfigyelt inhomogenitast az allélok molekula-
ris szerkezetén alapuld6 AMOVA csak csekély mértékben tdmasztotta ala, mivel a két popula-
cidban megallapitott ®gr mindossze négy 16kuszon (D3S1358, D21S11, Penta E, TPOX) jel-
zett szignifikans eltérést (9.b. abra).

Mivel hasonldéan magas Fst és @gr értékeket (> 0,01) mindeddig csak eltérd torténelmi-
genetikai eredetli etnikai csoportok vagy geografiailag-genetikailag izolalt populaciok kozott
mértek, a magyarorszagi populacioban tapasztalt nagyfoku heterogenitas a vizsgalt magyar

szub-populéciok diverz genetikai torténelmével és/vagy izolacidjukkal magyarazhato.
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9. abra Hagyomanyos F-statisztika (Fst) ¢s AMOVA (®s7) analizis eredménye a ma-
gyarorszagi populacid-parokban (A sorszamok a kovetkezé markereket jelolik:
1. D3S1358, 2. THOI, 3. D21S11, 4. DI8S51, 5. Penta E, 6. D5S818,
7. D13S317, 8. D7S820, 9. D16S539, 10. CSF1PO, 11. Penta D, 12. VWA,
13. D8S1179, 14. TPOX, 15. FGA)

a,

P BuCa BaRo DeRo BuAs

N
BST 1|2|3|4|5|6|7|8|9|10I11|12|13|14|151 203 45678 ofofirji2ji3jiapispil2f3f4]s|e)7)8)ofiojiijizjisjiafispi|2y3f4]sfe]7|8]ofiofiifizf13]i4fis

BuCa

DeRo

BuAs [T TTTTHIT]

b,

P BuCa BaRo DeRo BuAs

QST II2|3|4|5|6|7|8|9|IOI11|]2|I3|14|]5 12134 5 678 oj1ojtiji2fi3jraf1sguy2y3f4|s)oe)7)8foqioptaji2j13ji4jisgij2y3q4)1sjej7
BuCa H

BaRo I

DeRo

BuAs [THTITHNIT

Jetslesek: ] For @) >0,02 P<01 [] 002> Fer, @) >0,01;001<P<0,05  [] (Fer, @s) <0,01;P>0,05

Az erdélyi populaciok vonatkozasaban (Székely, Csangd, BuCa) a populacio-parok kozott
kalkulalt Wright-féle egylokuszos Fsr €s interpopulacios molekuléris variancia (AMOVA) a
TPOX és Penta D markereket kivéve egyik 10kuszon sem mutatott 1ényegi eltérést (10. abra)
azoktol az értékektdl (Fst, st < 0,01), melyeket az atlag eurdpai populdcidkban figyeltek
meg (Evett és mtsai, 1996; Budowle ¢és Chakraborty, 2001b). Megfigyeléseink alapjan 1énye-
gesen kisebb mértékii szub-strukturalodas tételezhetd fel a budapesti referencia, a csikszeredai
székely €s a gyimesi csango populaciok kozott, mint az elébbiek soran a négy magyarorszagi
populacid kozott tapasztaltak. A populacid-parok kozott néhany lokuszon (D18S51, Penta D,
TPOX, FGA) megfigyelt genetikai inhomogenitas Osszhangban van a G-statisztika teszt
eredményeivel, melynek sordn ugyanezen l6kuszok allélgyakorisag eloszlasa mutatott szigni-
fikans kiilonbséget (8.b. abra). A TPOX lokuszon tapasztalt nagymértékii variancia konnyen
magyarazhat6 a csang6 populécio-parok esetében az allélgyakorisdgbeli eltolodassal (Filigge-
1€k 7.1.13. &bra), de az allélgyakorisdg diagramokat szemlélve a D18S51, Penta D és FGA
markereken kimutatott inhhomogenités is valésziniileg a harom populacié kozotti allégyako-

risagbeli diszkrepancianak koszonhetd (Fiiggelék 7.1.5., 7.1.14., 7.1.16. abrak).
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10. abra Hagyomdanyos F-statisztika (Fst) és AMOVA (®sr) analizis eredménye a bu-
dapesti referencia valamint a csikszeredai székely és a gyimesi csango6 popula-
ciokban (A sorszamok a kovetkezd markereket jelolik: 1. D3S1358, 2. THO1,
3. D2IS11, 4. D18S51, 5. Penta E, 6. D5S818, 7. D13S317, 8. D7S820,
9. D16S539, 10. CSFIPO, 11. Penta D, 12. VWA, 13. D8S1179, 14. TPOX,
15. FGA, 16. D2S1338, 17. D195433)

a’
P BuCa Szekely Csango
FST 1|2|3|4|5|6|7|Sl‘)|10|Il|12|]3|l4|]5|16|17I 2031451678 o1oftipi2fi3piafispiof17q 1423456 7)8)9)10p11f12f13]14]15]16f 17|
BuCa
Szekely H
Csango LTI TITITTT
b,
P BuCa Szekely Csango
QST 1|2|3|4|5|(;|7|8|9|10|1[|12|]3|l4|]5|l(x|17l 2031451678 ofioftipi2fi3yiafispiof 174 14231456 7)8)9]10p11f12f13]14]15]16f 17
BuCa

Szekely H —F
Csango HIRRNRREREEREIN

Jelolések: . (Fsr, ®gp) > 0,02; P<0,1 |:| 0,02 > (Fsr, ®sp) > 0,01; 0,01 <P <0,05 |:| (Fsr, ®sp) < 0,01; P> 0,05

A populécio-parok férfi tagjainak Y-kromoszoma STR-profiljait F- és ®-statisztika anali-
zissel teszteltiik (Fiiggelék 7.3.4. publikacid). A haplotipus-parok kozott kalkulalt Fsr értékek
szignifikans genetikai varianciat jeleztek a csang6d populédcids parokban (6. tablazat). Az
AMOVA analizis molekularis szinten is megerdsitette ezt a genetikai diszkrepanciat a szé-
kely/csangd populécio-parban. A gyimesi csangd populaciot érintd genetikai szub-
struktiralodas beltenyésztettségi €s/vagy genetikai sodrodas altali hatdsokkal magyarazhato

egy ilyen zart szub-populacioban.

6. tablazat  Y-STR haplotipusokbol kalkulalt F- és ®-statisztika értékek a budapesti refe-
rencia valamint a székely €és csang6 populéaciok kozott

Székely/Csang6 Székely/BuCa Csango/BuCa  Székely/Csangd/BuCa

Fst Ogr Fst Ogr Fst Ogr Fst Dgt
11 Y-STR 0,007 0,040° 0,000 0,002 0,009 0,005 0,010 0,014

"= Az F- és O-statisztika értékek statisztikailag szignifikans eltérést mutatnak a P = 0,05
szignifikancia szinten.
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A populéciok 6sszehasonlitdsa soran megvizsgaltuk azt is, hogy mely autoszoma STR
l6kuszok birnak a legkevesebb ¢s melyek a legtobb varianciaval a populdcio-parok kozott.
Mivel ebbdl a szempontbdl sok egymashoz hasonld értéket kaptunk, ezért csak par jellemzd
vonast ill. szélsoértéket emelek ki. (Az dsszehasonlitasbol a D2S1339 és D19S433 markere-
ket kihagytam, mivel azok csak a BuCa/Székely/Csang6 populaciokban keriiltek felmérésre).
A vizsgalt 15 autoszomas STR kozott nem volt egy olyan marker sem, amely legalabb egy
tesztben ne adott volna szignifikans eltérést. A 16kuszok koziil a legkisebb varianciat az 6sz-
szesen lehetséges 3x9 db parositasbol a D5S818, CSF1PO és THO1 16kuszokon tapasztaltuk
6, 7 ill. 8 alkalommal a l6kuszok el6bbi sorrendjében észleltiink szignifikans eltérést. A leg-
nagyobb varianciat a D3S1358 lokuszon detektaltuk 9, 8 és 4 db (6sszesen 21) tesztben muta-
tott inhomogenitassal, melyet a D18S51 (8-8-4), Penta E (9-8-3) és TPOX (8-7-5) markerek
kovettek a 27 paros tesztbdl 20-ban mutatott diszkrepanciaval. Hasonld mértékii populaciok
kozotti variabilitast mutat a Penta D 16kusz is (9-6-4) 6sszesen 19 tesztben tapasztalt inhomo-
genitassal. Szembetlin6k voltak a 16kuszok kozotti un. populacié ,.érzékeny” markerek: a
TPOX lokusz a roma és csang6 populécios parokban, az FGA 10kusz az erdélyi populéciokkal
adott szinte minden teszten szignifikdns eltérést.

Annak érdekében, hogy a hat vizsgalt populacids adatbazis allélgyakorisag adatait igaz-
sagligyi célra is felhasznalhassuk, meghataroztuk a négy magyarorszagi és két erdélyi popula-
cios adatbazis kozds leszdrmazasi (coancestry), populacion beliili beltenyésztési (inbreeding)
¢s molekularis variancia (AMOVA) egyiitthatdjat [Fsr (0), Fis, @sr] mindenegyes STR

lokuszon. A megallapitott statisztikai értékek a 7.a-b. tablazatban lathatoak.

7. tablazat

a, A négy magyarorszagi populdcids minta 15 autoszoma STR lokuszra kalkulalt
FST (6), F]s és (I)ST értékei

D3S1358 VWA FGA D8S1179  D21S11 D18S51 D5S818  D13S317
Fsr 0,016 0,009 0,013 0,008 0,009 0,018 0,010 0,017
Fis 0,007 <0 <0 0,028 0,007 0,018 <0 0,040
DOgr 0,015 0,009 0,013 0,008 0,009 0,018 0,009 0,017

D7S820 THO1 TPOX CSF1PO D16S539  PentaE PentaD 15 l6kusz

Fsr 0,033 0,006 0,020 0,003 0,011 0,009 0,027 0,014
Fis 0,064 0,001 <0 <0 0,004 0,021 0,056 0,012
Dgy 0,033 0,006 0,020 0,003 0,011 0,009 0,028 0,012
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b, A két erdélyi és a budapesti referencia (BuCa) populacids minta 17 autoszoéma
STR 16kuszra kalkulalt Fsr (0), Fis és ®gr értékei

D3S1358 VWA FGA D8S1179 D21S11 D18S51 D5S818 D13S317 D7S820
Fsr 0,004 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 <0 <0 0,001
Fis 0,008 0,008 0,004 <0 0,013 <0 0,013 0,024 <0
Dsy 0,005 0,002 0,010 0,007 0,001 0,004 <0 <0 0,002

THO1 TPOX CSF1PO D16S539 PentaE PentaD D2S1338 D19S433 17 lokusz

Fst <0 0,013 0,002 0,002 0,004 0,007 <0 0,001 0,003
Fis <0 <0 <0 <0 0,037 0,013 0,028 <0 0,002
Dgy <0 0,011 0,002 <0 <0 0,002 <0 <0 0,002

A 7. tablazat Fgr-értékei alapjan a hat vizsgalt populaciés mintaban a 17 autoszéma STR
marker koziil a D7S820 16kusz mutatta a legnagyobb variabilitast a négy magyarorszagi
(BuCa/BaRo/DeRo/BuAs) populéacio kozott. Ugyancsak magas variaciot kaptunk a TPOX és
Penta D lokuszok esetében (7.a. tdblazat). Az erdélyi populaciokat is tartalmazé mintacso-
portban (Székely/Csang6/BuCa) a TPOX l6kusz mutat kifejezetten magas variabilitast (az
Osszes variacio > 1 %-a a populaciok kozotti variancia), ami megfelel a populécio-parokban
tapasztalt eredményeknek (7.b. tdblazat).

Az Osszes adatbazist és 10kuszt egyiitt vizsgalva a CSF1PO mikroszatellita mutatta a leg-
kisebb valtozékonysagot az adatbazisok kozott. Ez utobbi megfigyelés 6sszhangban van ko-
rabbi felmérések CSF1PO lokuszra vonatkozo eredményével (Deka és mtsai, 1995; Budowle
¢s mtsai, 2001a; Budowle és Chakraborty, 2001). A CSF1PO mikroszatellita az 5. kromo-
széma hosszu karjan 1év6 novekedési faktor és novekedésifaktor-receptor génklaszter CSF-1R
génjének 6. intronjaban lokalizalodik. A CSF-1R gén transzmembran glikoprotein terméke
kiilonboz6 tipusu sejtek fontos tirozin-kinaz enzime. Ez a génklaszter a human populacidkban
szelekcios nyomads alatt 4llhat. A CSF1PO STR marker alacsony variabilitdsa annak a bizo-
nyitéka lehet, hogy a CSFI1PO lokuszon a természetes szelekcid kiegyensulyozo (stabilizalo)
hatast (Deka és mtsai, 1995).

A 7. tablazat Fis adatai arra engednek kovetkeztetni, hogy a populdciokon beliili belte-
nyésztés foka nem teljesen elhanyagolhat6. A magasabb Fig értéket elsdsorban az egyéneknek
a populécion beliili nem véletlenszerli parvalasztasa okozhatta (Evett és Weir, 1998).

A populéaciok paronkénti dsszehasonlitasat a vizsgalatba bevont 15 ill. 17 STR 16kusz

egyiittes analizisével is elvégeztiik. A 8. tdblazat elsé két sora tartalmazza az 6sszesen kilenc

60



analizalt populéacio-par Fs- és dgr-alapu genetikai tdvolsagmatrixat, mig a tablazat harmadik
6s mintak gametafazisanak ismeretének hidnyaban) az Arlequin és GDA szoftverekkel ebben

az esetben nem voltak meghatarozhatok.

8. tablazat Az 0t vizsgalt magyarorszagi populdciés minta paronkénti 9sszehasonlitisa a
15 1ll. 17 STR 16kusz bevonasaval

BuCa BuCa BuCa BaRo BaRo DeRo BuCa BuCa Szekely
BaRo DeRo BuAs DeRo BuAs BuAs Szekely Csango Csango

Fy 0,023 0,006 0,003 0,012 0,025 0,007 0,000 0,005 0,002
Dy 0,014 0,002 0,010 0,009 0,019 0,017 0,002 0,002 0,001
Pavova <107 0,100 <10° 0,002 <10° <10 0,049 0,058 0,193

A populacio-parok koézott végzet AMOVA analizis nem tart fel Iényegi kiilonbségeket a
sz€kely, csang6 és a budapesti referencia populdcio-parok kozott, ami megfelel a hdrom popu-
laciés minta kozott az eldbbiekben elvégzett 17 1okuszos AMOVA eredményének (7.b. tabla-
zat). Erdekes modon a kelet-magyarorszagi roma népesség (DeRo) és a budapesti referencia
populécié (BuCa) tekintetében sem tart fel szignifikans eltérést az AMOVA, ugyanakkor a
magyarorszagi roma populdciok genotipus szerkezete kozott szignifikdns eltérés volt mérhetd
a 15 autoszoma STR Osszesitett analizise soran, ami megerdsiti az F-statisztikaval
lokuszonként elvégzett tesztelés genetikai inhomogenitasra utaldo eredményét (9.a. abra). A
tobbi populacio parositasban is szignifikans kiilonbséget jelzett a molekularis varianciaanali-
zis. Kettd populacid-parban (BuCa/BaRo, BaRo/BuAs), melynek mindkét esetben egyik tagja
a Baranya Roma népesség, a 15 lokuszra vonatkoztatott F-statisztika értékek meghaladték a
0,02 szintet.

A kozelmultban az USA ill. az eurdpai népességben elvégzett igazsagiligyi populacios
felmérések eredményei alapjan a 0,02 szint meglehetdsen magasnak szdmit (Budowle és
mtsai, 2001a; Budowle és Chakraborty, 2001). Mivel a felmérések soran nagyobb Fgr-értéket
elsdsorban izolalt ill. eltéré genetikai eredetli népcsoportokban detektaltak, ezért megfigyelé-
seinket a budapesti referencia és askenazi, valamint a baranya megyei roma populécié eltérd
genetikai multja ill. izolaltsaga magyarazhatja.

A tanulményban targyalt populaciok autoszoma STR allélszerkezetének dsszehasonlitasa-
ra irdnyuld vizsgélataim soran a budapesti referencia atlagnépesség (BuCa) allélgyakorisagi

értékeit tovabbi eurdpai, kaukazusi rasszhoz tartozd referencia populaciok allélfrekvencia
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adataival vetettiik 6ssze (Filiggelék 7.3.1. €és 7.3.3. kozlemények). Ez az 6sszevetés korantsem
nevezhetd teljesnek, mivel ezek az eredmények tizenot 16kuszra valamint hét kiilfoldi popula-
ci6és mintdra vonatkoznak. Ugyanakkor tigy gondolom, hogy e vizsgalat konkluzidja is segit
alatdmasztani a budapesti referencia adatbazisunk igazsagiigyi alkalmazasanak hitelességét. A

populécids 6sszehasonlitasok eredményét tdblazatos formaban kozlom (9. tablazat).

9. tablazat A budapesti referencia populdcios adatbazis (BuCa) és hét eurdpai kaukazusi
populécioés minta G-statisztikan alapuld 6sszehasonlité elemzése (P). (A sor-
szamok a kovetkezd markereket jelolik: 1. D3S1358, 2. THO1, 3. D21S11,
4. D18S51, 5. Penta E, 6. D5S818, 7. D13S317, 8. D7S820, 9. D16S539,
10. CSF1PO, 11. Penta D, 12. VWA, 13. D8S1179, 14. TPOX, 15. FGA)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

osztrak® NS NS NS NS 002 NS NS NS NS NS NS NS NS <10° 0,01
szlovén® NS NS NS NS - NS NS NS - - - NS NS - NS
roman® NS NS 10° NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 10° 0,03
szerb? - NS - - - NS NS NS NS NS - NS NS NS -
olasz® NS NS 0,01 00 - NS NS NS - - - NS <10® - 0,03
spanyol 1° NS NS NS NS - NS NS NS - - - NS NS - NS
spanyol 28 - NS - - - - - - - NS - NS - NS -

NS = statisztikailag nem szignifikans
- = nem teszteltiik
? Nussbaumer és mtsai, 2001
b Zupanic és mtsai, 1998; Drobnic¢ és mtsai, 2001
¢ Anghel és mtsai, 2003; Barbarii és mtsai, 2004
4 Keckarevié és mtsai, 2005
¢ Garofano és mtsai, 1998
! Entrala és mtsai, 1998
& Martin és mtsai, 1995

Egy osztrak, egy szlovén, egy roman, egy szerb, egy olasz €s két spanyol populacidés min-
taval vald 6sszehasonlitdsban a budapesti referencia populacié az osztrak, a roman és az olasz
mintatol mutatott néhany markeren szignifikans eltérést. Az osztrdk és roman populéciok ese-
tében kimutatott diszkrepancia a két kiilfoldi mintapopulécid szub-strukturalodasabol fakad-
hat, mivel mindkettd lokalis jellegli szub-populacidkban lett gytijtve. Az olasz populacidval
szemben négy lokuszon megfigyelt deviacid koziil csak a D8S1179 markeren detektaltunk
statisztikailag nagyon jelentds eltérést. A budapesti referencia populdciés mintank

allélgyakorisadg-eloszlasa tehat nagyfokt hasonldésagot mutatott mas eurdpai népcsoportokkal.

Ezek az eredmények egybevagtak azzal a tudoméanyos nézettel, amely szerint a kevert magyar
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népesség az indoeurdpai népekkel kozeli genetikai rokonsagban all (Czeizel és mtsai, 1991;

Guglielmino és Béres, 1996; Guglielmino és mtsai, 2000).

3.4. Mitokondrialis DNS-profilok generalisa a populacios mintakban

A tanulmanyom egyik alapvetd célja volt mitokondrialis DNS-profilok generalésa €s hitelesi-
tése a vizsgalatba bevont magyar populacidkban, ezaltal egy komplex haplotipus referencia
adatbazis 1étrehozasa, melynek segitségével lehetdség nyilik mitokondridlis DNS szekvenciak
analizisén alapuld azonositasok egyezési valoszinliségének populdciostatisztikailag korrekt
becslésére a magyarorszagi torvényszéki eljardsok soran. Ennek érdekében hatbdl négy
populécidés mintan — a kelet-magyarorszagi roma (DeRo) populaci6 DNS mintéi az analizis
idejére elfogytak, a budapesti askendzi populacié (BuAs) analizise jelenleg is folyamatban
van — a teljes kontroll régiéo szekvenciajat allapitottuk meg egy teljesen automatizalt
laboratoriumi eljarassal (Brandstitter és mtsai, 2004b és 2007a) Osszesen 776 személy
vonatkozasdban. A szekvencia-analizis sordn teljesen robotizalt PCR amplifikaciot és
szekvenalast alkalmaztunk, az adattranszport kizarolag elektronikus Uton tortént manudlis
atirds nélkiil. A szekvencia-adatok generaldsa sordn redundans megkdzelitést alkalmaztunk
(vagyis tobb, egymassal atfedé szekvencidk kontigjait képeztiikk) annak érdekében, hogy
minimalizaljuk a lehetséges hibakat a szekvencia kiértékelkés soran. Az alkalmazott modszer
a nullara redukalta az uUn. ,fantom rekombinaciok” és hibas szekvenciak keletkezésének
es¢lvbindezidaig 776 magyar személy teljes mitokondridlis DNS kontroll régié nukleotid
szekvenciajat hataroztuk meg; 211 személy az ,,atlagos” magyarnak tekintett budapesti refe-
rencia populaciobol szarmazik, 205 személy a Baranya megyei roma populaciot reprezentalja,
178 minta az erdélyi székely (Csikszereda kozponttal), 182 pedig a gyimesi csdngd magyar
populacidban lett gytijtve. A kettds ellendrzésen €s filogenetikai analizisen atesett DNS szek-
vencidk haplotipusait tdblazatos formaban a tanulmany mell¢ csatolt CD-ROM mtDNS-
profilok.doc dokumentuma tartalmazza ¢és az EMPOP (http://www.empop.org) igazsagiigyi
céli interneten elérheté mtDNS haplotipus adatbazisba is bekeriiltek. A DNS szekvencidk
elektronikus formatumat a Genbank internetes adatbdzisba (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank/index.html) exportaltuk (azonositdsi szamok: DQ359478 — DQ359688, BuCa;
DQ359273 — DQ359477, BaRo; EF185421 — EF185780, Székely-Csango), ahol azok szaba-
don hozzéaférhetdek. A budapesti askendzi populacidban (BuAs) gytijtétt mintdk szekvencia-

analizise megtortént, jelenleg az adatok kiértékelése és publikalasa van folyamatban.
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3.5. A populiaciéos mintakban generalt mitokondrialis DNS-profilok statisztikai

és populaciogenetikai elemzése

A populacios felmérés soran megfigyelt mtDNS haplotipusok statisztikai kiértékelését és po-
pulacidgenetikai elemzését mindenegyes szubpopulacidban elvégeztiik. A statisztikai felmé-
rések soran sorén a teljes kontroll régié (16024-16569, 1-576) szekvencia adataival kalkulal-
tunk, a policitozin szdlak C inzercidit a 16193, 309 és 573 nukleotid poziciokban kihagytuk a

szamitasokbodl azok nem teljesen egyértelmi tipizalhatésaga miatt.

3.5.1. Haplotipus-gyakorisagok és diverzitasi paraméterek a populdaciokban

Az analizisbe bevont négy magyar populaciés minta drdmai modon kiilonbdzott egymastol
mitokondrialis DNS szinten. A populaciokban megfigyelt diverzitasi paramétereket a 10. tab-
lazat tartalmazza. A 211 f6s budapesti kaukdzusi mintdban 180 kiilonb6z6 haplotipus volt
megkiilonboztethetd, melybdl 167 bizonyult egyedinek. Mindezeket a haplotipusokat 183
variabilis nukleotid pozicid hatarozta meg. A haplotipus diverzitas kismértékben vagy jelent6-
sen csOkkent a tobbi populacid esetében. Mig a 178 székely személy mintdjaban 135 kiilon-
boz6 (105 egyedi) haplotipust figyeltiink meg, melyet 176 polimorf bazis hatarozott meg,
addig az azonos nagysagrendii, 182 személybdl allé csangd populacidoban csak 84 kiilonbozd
haplotipus volt kimutathato, melybdl 59 bizonyult egyedinek, és ezeket a haplotipusokat 123
variabilis nukleotid bazis definidlta. Még ennél is homogénebbnek bizonyult a roma popula-
cio, a 205 személyben megfigyelt 109 polimorf pont alapjan 57 kiilonb6z6 haplotipus volt
megkiilonboztethetd, melybdl csak 33-at figyeltiink meg egyetlen alkalommal. A koriilbeliil
azonos mintaméret ellenére a budapesti kevert populacidés minta tobb mint haromszor annyi
megfigyelt haplotipussal rendelkezik, mint a Baranya Roma populacio és 6tszor tobb egyedi
haplotipussal, még akkor is, ha a HV1, HV2 és HV3 régid policitozin szalainak hossz-
polimorfizmusait kihagyjuk a szdmitasbol. A gyimesi csdng6 €s a baranya megyei roma popu-
laciokban a két masik populacidhoz viszonyitva tapasztalt szignifikansan kevesebb variabilis
nukleotid pozici6 €s tranzicid genetikai izolacios hatasokra utalhat ezekben az etnikai csopor-

tokban.
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10. tablazat Mitokondrialis DNS diverzitasi mérészamok az analizisbe bevont négy magyar
populaciés mintaban [a teljes kontroll régié (16024-16569, 1-576) szekvencia
adatai alapjan, a C-szalak hossz-polimorfizmusait kihagyva a szamitasbol]

Statisztikai paraméter (532(1:?) (1232132) S(Izlg(fg ?nsjllfl;%;)
Polimorf pontok 183 109 176 123
Tranziciok 158 96 152 104
Transzverziok 12 3 11 7
Megfigyelt haplotipusok (1671e8g(;edi) 33 e5g7yedi) (10513g5yedi) (59 eggé;edi)
X;?i‘:ﬁuesge?(zﬁizp) 1,00% 8,97% 1,04% 5,55%
Ieililglgo:;pus-parok atlagos 9.5 9.8 10.8 107
Genetikai diverzitas 0,995 0,915 0,995 0,949

A székely populacioban kalkulalt genetikai diverzitds azonosnak adddott a budapesti refe-
rencia populacioban szamitottal (H = 99,5%), ezzel szemben a csangd populdcidoban mar 1é-
nyegesen alacsonyabb értéket kaptunk (~95%), mig a Baranya Roma populacio ennél is szig-
nifikdnsan kisebb diverzitasi értékkel rendelkezik (H = 91,5%). (A genetikai diverzitas ebben
az esetben annak a valosziniisége, hogy a populaciobol véletlenszeriien kivalasztott két sze-
mély eltér6 haplotipussal rendelkezik. Ekvivalens a diploid adatok szamitott
heterzigozitasaval.) Az intrapopulacids véletlen egyezési valoszinliség (RMP) 1,00 %-os érté-
ke a budapesti és a székely populacioban megfelel az 4tlagos eurdpai populacidkban kalkulalt
adatoknak (Lutz és mtsai, 1998; Vanecek és mtsai, 2004; Brandstitter és mtsai, 2007a), a
csango populacidban szamitott 5,55% ¢€s a roma mintakbol kalkulalt 8,97% viszont extrémen
magas értéknek szamit, és mindeddig kuriozum a publikalt populacios adatok kérében.

A leggyakrabban megfigyelt haplotipus mind a négy populacidoban mas-mas volt. (A po-
puléciokban megfigyelt mtDNS profilokat a dolgozat CD-mellékletének mtDNS-profilok.doc
dokumentuma tartalmazza.) A budapesti referencia populdcioban megfigyelt leggyakoribb
haplotipus a legelterjedtebb nyugat-eurdzsiai haplotipussal (16519C-263G-315.1C) egyezik
meg, és 14 BuCa személyben mutattuk ki (211 mintadbdl 6,6%). Ez a haplotipus az europai
eredetli H haplocsoportba (RO foklaszter) sorolhatd. (A haplocsoport-osztalyozast lasd a ko-
vetkezd fejezetben.) A populacids felmérés soran mar megtipizalt 776 személybdl Gsszesen
26 (3,3%) rendelkezett ezzel a haplotipussal, melybdl kilencen a székely (5%), ketten a roma

(0,9%) populacidhoz tartoztak, egy személy (0,5%) pedig a csangok koziil szarmazott. Ezen-
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kiviil egyetlen egy haplotipus volt, mely mind a négy populacios csoportban eléfordult, ez a
73G-263G-315.1C-16126C-16294T-16296T-16304C-16519C haplotipus (T2b haplocsoport),
viszont lényegesen alacsonyabb gyakorisaggal (1,4-1,9%).

A székelyek kozott (nem szamitva a mar elobb emlitett legelterjedtebb nyugat-eurdzsiai
tipust) leggyakrabban a 16172C-16173T-16519C-263G-315.1C haplotipus fordult eld 3,9%-
os arannyal, mely ugyancsak az eurdpai eredetli H haplocsoportba (RO foklaszter) tartozik. A
gyimesi csango €s a baranya megyei roma népesség haplotipus kompozicidja viszont feltlind
mértékben eltér egy atlagos nyugat-eurdpai populacioé képétdl. A csangd személyek kozott
megfigyelt leggyakoribb tulajdonsag-egyiittes a 16224C-16311C-16519C-73G-146C-152C-
263G-315.1C-498del haplotipus volt 19,2%-os prevalenciaval (K1lc haplocsoport), utdna ko-
vetkezett a 16069T-16126C-73G-185A-189G-263G-295T-315.1C-462T-489C haplotipus
8,2%-0s gyakorisaggal (J1 haplocsoport). A baranya megyei roma népességben a 73G-263G-
315.1C-489C-524.1A-524.2C-16129A-16223T-16291T-16298C-16519C haplotipus (haplo-
csoport M5a) volt a leggyakoribb 28 személyben kimutatva (az analizalt személyek 13,6%-a);
ennek a szekvencianak egy kicsit modosult valtozata, amely csupan egy AC repeat
inzercidban tér el az 524-es pozicidban az el6z6 szekvenciatdl, mintegy 8%-ban volt megfi-
gyelhetd. A roma populacié mitokondridlis DNS szinti homogenitasara jellemzd, hogy az 6t
leggyakrabban megfigyelt haplotipus ebben a népességben az dsszes profil mintegy 40%-at
teszi ki. A roma és a csangd populdcidban megfigyelt jelenség — a leggyakoribb haplotipus a
teljes populdcios minta mintegy 1/5-ét teszi ki mindkét népességben — arra is utal, hogy ezek-
ben a szub-populacidkban a populaciok kozotti gén aramlas (gene flow) korlatozott, valdszi-
ntleg etnikai, nyelvi, kulturalis, vallasi kiilonbozdségek miatt.

A DNS szekvencidk paronkénti dsszehasonlitdsat mindenegyes populacidoban elvégeztiik.
A szekvencia-parok kozott megfigyelt eltérések eloszlasgdrbéje unimodalis hisztogramnak
adodott a budapesti referencia és a székely populacioban, mely a szabalyos normal eloszlast

kovette és 9-10 bazispar eltérésnél mutatta mindkét populacioban a maximumot (8. dbra).
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11. abra Szekvencia-parok kozott megfigyelt eltérések szdma a populacidkban
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A szekvencia-parok atlagos eltérése 9,5 (BuCa) illetve 10,8 (Székely) volt (10. tablazat).
Az eloszlasgorbe a csangd és a roma populaciok esetében lényegesen eltért a normal eloszlas-
tol, mivel mindkét populécid elemzése egyenetlen bimodalis hisztogramot eredményezett
egy-egy csucesal a nulla és a 12 bazispar eltérésnél. A nulla kiillonbségli, egymastol eltérést
nem mutatd szekvencia-parok nagy szdmara vezethetd vissza a populacidokban tapasztalt igen
magas véletlen egyezési valosziniiség (5,55 ill. ~9%). A 12 bazisparnal tapasztalt maximum
értek valoszinlileg a divergens mtDNS vonalak (pl. roméknal az M és H haplocsoportba tarto-
76 mintak) kozotti tobbszords paros 0sszehasonlitas eredménye. Unimodalis tipusu eloszlés-
gorbék inkabb nagyobb kiindulasi pool-bdl egyenletesen terjeszkedd populaciokra jellemzok,
mig az egyenetlen eloszlasra egy allandobb populaciomérettel rendelkezd, és/vagy heterogén

alapité hatasoknak kitett populaciok a hajlamosak (Rogers és Harpending, 1992).

3.5.2. Heteroplazmia a populdciokban

A szekvencia-analizis soran igen alaposan megvizsgaltuk az dsszes minta szekvencidjat abbol
a szempontbdl is, hogy megfigyelhetdk-e benniik pont mutacids, azaz heteroplazmia jelensé-
gek. Mind a négy analizélt populacidban tobb példat is talaltunk arra, hogy adott nukleotid
pozicioban mindkét DNS-szal szekvenciaja kevert bazisokat, valos heteroplazmiat tartalmaz.
Szubsztitcids heteroplazmia volt megfigyelheté 11 budapesti, 9 roma, 14 székely és 18 csan-
g6 személyben minddsszesen 24 kiilonbdzd nukleotid pozicioban. Osszesen 7 személyben

figyeltiink meg heteroplazmiat a 16093 pozicidoban (T16093Y), (mely pozicid egyébként is
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mutacios ,.hot-spot”-ként ismert a mitokondrialis DNS-ben), 4 személyben a 16183 pozicio-
ban (A16183M), két-két személyben a 16311 (T16311Y), a 152 (T152Y), a 183 (A183R) a
204 (T204Y) poziciokban, a fennmaradd 25 személy pedig tovabbi 25 kiilonbdzé nukleotid
pozicidban volt heteroplazmids. Az 0sszes megszekvenalt populacidés minta (776) mintegy
6,7%-a (52 személy) mutatott kisebb-nagyobb mértékii heteroplazmiat. Ez az arany kissé ma-
gasabb annal, amit eddig vérmintakban tipikusan megfigyeltek (Melton, 2004), viszont kon-
zisztens azokkal az eredményekkel, melyeket a legujabban adatbazis projektek kapcséan ta-
pasztaltak (Brandstitter és mtsai, 2004a, 2004b, 2007a; Irwin-Ross és mtsai, 2006; Irwin és
mtsai, 2007).

A pont-heteroplazmiak mellett természetesen hossz-heteroplazmiak is nagy gyakorisaggal
fordultak el6 foleg a HV1 és HV2 régio policitozin szalaiban. A HV3 régio (AC), dinukleotid
repeat szakasza az 523-as pozicidban tobb minta esetében is lehetséges hossz-heteroplazmiat
mutatott. Mas populaciés adatbazisokban megfigyeltekhez hasonldéan (Bini és mtsai, 2003;
Lutz és mtsai, 2000) populacidés mintaink dontd tobbsége 5 db AC dinukleotid ismétlodést
tartalmazott [(AC)s], a fennmaradd mintdkban pedig az (AC), repeat nagyfoku variabilitasat
tapasztaltuk. Az (AC)s ismétlédést tartalmazo mintak esetében is tobbszor megfigyelhetd volt
hossz-heteroplazmia (jollehet extrém alacsony szinten), viszont az Osszes olyan mintéban,
mely 6 vagy ennél tobb AC ismétlédést tartalmazott, nyilvanvald hossz-heteroplazmiat detek-
taltunk, melyek altalaban még kifejezettebbek voltak a 7 vagy ennél tobb predominans AC
ismétlddést tartalmazo mintdk esetében. A repeat szam novekedésével a minor komponensii
molekuladk aranya, és ezzel detektalhatdsaguk is novekszik. Ez a megfigyelés dsszhangban 4ll
az STR markerekrol szerzett ismereteinkkel: a PCR amplifikécié soran technoldgiai mellék-
termékkeént keletkezd un. ,,stutter” jelek ardnya a repeat szam novelésével emelkedik (Butler,
2005). Az is elképzelhetd azonban, hogy az AC ismétlédésekben valoban kiilonbdzd méretl
DNS-molekulékat, igy valos hossz-heteroplazmiakat figyeltiink meg. Mindeziddig nagyon
kevés populacios adat all rendelkezésre az (AC), tipust heteroplazmidk pontos gyakorisaga-
nak megallapitasara. Egy dzsiai populdcidban végzett tanulméany szerint fluoreszcensen jeldlt
PCR fragmensek analizise alapjan 500 egyedbdl csak harom személy bizonyult ténylegesen
(AC), heteroplazmiasnak (Chung és mtsai, 2005). Ugyanebben a tanulmanyban olvashat6 azt
is, hogy hat vagy tobb AC ismétlodést tartalmazo mintdk szekvenciainak klonozasa és PCR
amplifikacidja igenis hajlamos ,,stutter” termékek l1étrehozasara. Mindezek alapjan Ggy vélem,
hogy egy erre a célra megfeleléen kidolgozott klénozéasi/amplifikéléasi kisérlet tud konkluziv
valaszt adni arra a kérdésre, hogy az (AC), szakaszon megfigyelt kevert DNS-molekuldk va-

l6ban tényleges heteroplazmianak vagy PCR mellékterméknek mindsithetok.
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3.5.3. Az analizadlt populdciok haplocsoport szerkezete

Az azonos evolucids eredetli (homoldg) kontroll régié szekvenciak haplocsoportositasat
haplocsoport-specifikus €s haplocsoport-kapcsolt szekvencia motivumok alapjan mind a négy
populacids mintaban elvégeztiikk. Azon mintdk esetében, melyekben a kontroll régi6 szekven-
cia maga nem volt elég informativ az egyértelmii haplocsoportositashoz, a mintdk f6 nyugat-
eurazsiai haplocsoportokba vald besoroldsa a kodold régidé multiplex SNP vizsgalataval tor-
tént (Brandstétter és mtsai, 2003b). A haplocsoportositas Osszesitett eredménye alapjan a bu-
dapesti referencia, a baranya megyei roma, a csikszeredai székely €s a gyimesi csdngd popu-

laciok haplocsoport szerkezete rendkiviili mértékben kiillonbozott egymastol (12. abra).

12. abra A populaciok mtDNS haplocsoport eloszlasa
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A budapesti referencia populacio haplocsoport eloszlasa nagyon hasonlé az atlagos nyu-
gat-eurdpai népességeket jellemzo adatokra (Filiggelék 7.1.19. abra). A BuCa populédcios min-
ta szekvenciainak tobb mint 90%-a valamelyik nyugat-eurazsiai haplocsoportba sorolhatéd be
(Brandstitter és mtsai, 2003b), ezen beliil az 6sszes megfigyelt szekvencia mintegy 45%-a az
RO haplocsoport klasztert reprezentalja, mely magaba foglalja az Eurdpéban leggyakoribb H

haplocsoportot is, €s a nyugat-eurdpai eredetli népességek megkiilonbdztetd jegye. Ennek a
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populéacidnak a haplocsoport eloszlasa nem mutat 1ényegi eltérést az FBI/SWGDAM kibovi-
tett (USA ¢és Eurdpai eredetil) kaukdzusi mintdkon alapuld adatbazisaval szemben (Miller €s
Budowle, 2001; Monson és mtsai, 2002).

Az RO klaszter talsulya figyelhetd meg mindkét erdélyi populéciés mintaban is azzal a kii-
l6nbséggel, hogy mig a székely populécidban ez a klaszter 43,3%-os gyakorisaggal fordul eld
(Fiiggelék 7.1.21. abra), addig a csangdkban a szekvencidknak csak 25,7%-a sorolhat6 ide
(Fuggelék 7.1.22. abra), ami jocskan alacsonyabb az atlagos eurdpai népcsoportokra jellemzo
40-50%-o0s aranynal (Brandstatter és mtsai, 2003b, 2006). Az atlag nyugat-eurazsiai populéci-
o0k masodik legnagyobb aranyu haplocsoportja az U, mely normal esetben a mintadk mintegy
20%-at teszi ki. A székely népességben valoban az U haplocsoport volt a masodik leggyako-
ribb mintegy 18%-0s prevalencidval, a gyimesi csangd populdcidban viszont az U
haplocsoport 15,4%-0s gyakorisdgat jocskan feliilmualta a K haplocsoport megddbbentden
magas 23,1%-os aranya.

A teljes haplocsoport eloszlas a budapesti referencia és a székely populaciok esetében al-
talaban jol koveti az atlag eurdpai sztenderdet, viszont szamottevéen eltér attél a gyimesi
csangokndl. Ennek oka valosziniileg az itt €16 emberek torténelme, amely jelentds hatast gya-
korolhatott genetikai allomanyukra is. A jelenleg itt €16 emberek elddei tobb évszazaddal ez-
eldtt teleptiltek le mai lakohelytikre, €s azota is toObbé-kevésbé izolaltan ¢éltek a kornyék ma-
gyar és roman nyelvii népességétdl, azokkal kevés genetikai kdlcsonhatast kialakitva. A csan-
g6 populacid torzult haplocsoport eloszlasa valdsziniileg erre a szigetszeri genetikai izolacio-
ra utal, amit tovabbi nuklearis l16kuszok vizsgélata is meger6sit (Guglielmino és Beres, 1996).

Azsiai népcsoportok invazidja és annak genetikai behatdsa vildgosan detektalhato a szé-
kely népességben. Az 4zsiai eredetii A, B, C, G ¢és Y mitokondrialis haplocsoportok relative
nagy ardnya (0sszesen 7,9%) ebben a népcsoportban a székely népességet a kozépkorban ért
azsiai eredetli nomad behatasokra utalhat.

A baranya megyei roma populéacid haplocsoport eloszlasa sokkal inkdbb az eurdpai cigany
népességekben megfigyeltekre hasonlit (Gresham és mtsai, 2001) az M haplocsoport nagy
haplocsoportba sorolhat6é be (Filiggelék 7.1.20. dbra). A Baranya Roma mintak 35%-a az M
haplocsoportba tartozik (magaba foglalva a leggyakoribb M5a haplotipust is), viszont ezt a
haplocsoportot csak hat kiilonb6zd haplotipus reprezentédlja ebben a populécioban. Ezenkiviil
szinte az 0sszes fennmaradd szekvencia besorolhat6é valamelyik nyugat-eurazsiai (H, X, T, J,
U, V, I, W, K) haplocsoportba, csupan harom szekvencia (1,5%) tulajdonithatd valamilyen
egy¢éb azsiai vagy afrikai jellegegyiittesnek, melybdl kettd egyed az azsiai NIbl
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haplocsoportba, egy pedig az afrikai eredeti L3f haplocsoportba tartozik. A baranya megyei
roma népesség mtDNS haplocsoport eloszlasa nagymértékben hasonlit tizennégy, kiilonbozd
eredetli eurdpai roma populdcioban megfigyeltekre (Gresham és mtsai, 2001). Ennek a tizen-
négyes adatbazisnak az Osszesitése az M haplocsoport talsulyat (26,5%) €s a maradék mtDNS
vonalak nagyrészének a nyugat-eurazsiai haplocsoportokba valod besorolhatésagat mutatja az
europai roma populacidkban. A Baranya Roma populdcioban megfigyelt leggyakoribb
haplotipus rendelkezik a legnagyobb prevalencidval a 14 eurdpai roma populacidban is, vi-
szont lényegesen kisebb ardnyban mint a magyar populdcidés mintaban (24,5% versus 10%).
Ez a szekvencia a 73G-263G-315.1C-489C-524.1A-524.2C-16129A-16223T-16291T-
16298C-16519C volt, amely az M5a szub-haplocsoportba tartozik és a Baranya Roma népes-
ség M halocsoportvonalainak 73%-at teszi ki. Ez a haplotipus az dsszesitett eurdpai roma po-
puléci6 (Gresham és mtsai, 2001) M haplocsoportjaba sorolt mintainak csak 40%-at jelenti.
Az eurdpai Osszesitett adatbazisban 8,4%-o0s gyakorisaggal megfigyelt masodik leggyakoribb
haplotipus (ugyancsak az M haplocsoport tagja) viszont egyszer sem volt megfigyelhetd a

baranya megyei roma populacids mintaban.

3.5.4. Halozat analizis és migrdcios rdata az erdélyi populdciokban

A median joining (MJ) halézat-rekonstrukci6 sordn a szamitasba bevont haplotipusok gyako-
risdgat > 1 kritériumra bedllitva, az eredetileg 87, egymastol kiilonbozd teljes kontroll régio
haplotipust tartalmazo ,,pool” (melyekbdl a C-szal ins/del és az n. ,,speedy” mutacidkat el6-
z0leg kisziirtiik) 39 aktiv haplotipusra csokkent. (A MJ rekonstrukciobol ezzel kiesd, csak
egyetlen egy mintdban megfigyelt haplotipusok mintegy 70%-a tartozott a székely, a maradék
a csango populaciohoz).

A rekonstrukcid soran késziilt fa (13. dbra) a csdngo6 populacio elkiiloniilt szigetszertiségét
szemléletesen jeleniti meg néhany, tobb megegyezd haplotipust tartalmazd nagyobb csoport-
tal, melyek viszont Iényegesen kisebb mértékben reprezentaltak a székely népességben. Ezzel
szemben a kiilonboz6 haplotipus-csoportok sokkal egyenletesebb méretbeli eloszlasat mutatja
a székely populacid, jelezve nagyobb genetikai diverzitasat. A MJ rekonstrukcio alapjan a
csang6 eredetli haplotipusok nagyobb aranyu bearamlasa tételezhetd fel a székely populacio
iranyaba, mint az ellenkezd irdnyba, ami felveti annak a lehetdségét, hogy a csdngo és a szé-

kely népesség kozott aszimmetrikus a migracio.
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13. abra Median Joining Network analizis a székely és a csangd populacioban.
(A kordiagramok mérete a haplotipus gyakorisdggal ardnyos. Sotétsziirke: Sz¢é-
kely rész; Vildgossziirke: Csango6 rész.)

A MIGRATE program alkalmazéasaval maximum likelihood eljarassal becsiilt populacio-
genetikai paraméter mindkét erdélyi populacids mintaban alacsony értéket adott (16,234), ami
a két populacio kozotti génaramlas alacsony mértékét jelenti. A bevandorlési rata (generéci-
onkénti bevandorlok szdma) a két populacio kozott aszimmetrikusnak nevezhetd, mivel a szé-
kely populaciobol a csangok iranyaba torténd bevandorléds 15,52 fé/generacio értékiinek bizo-
nyult, mig a csangd — székely irdnyba ez a szdm 23,25. Mindezek alapjan ugy tlinik, hogy a
bevandorlas a lényegesen kisebb méretii csangd populacid irdnyabdl a szamszeriileg sokkal
nagyobb székely populdcidba nagyobb aranyu, mint forditott irdnyba. A migracios rataban
megfigyelt kiillonbségek azzal magyarazhatok, hogy a gyimesi csangd emberek lényegesen

elzark6zobbak az idegen személyek/kozosségek bevandorlasaval szemben, mint a székelyek,
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akik inkabb hajlamosak a genetikai keveredésre. A székelyekben megfigyelt nagyobb geneti-
kai diverzitas és az azsiai eredetli mtDNS vonalak jelenléte is ezt a feltételezést erdsiti meg.
Ezt a megfigyelést az elézéekben targyalt halozat rekonstrukcié is alatdmasztja, mint
ahogy a helyben laké emberek elbeszélései is. A helyi kozvélemény szerint ugyanis gazdasa-
gi-szocialis okok miatt szamos csang6 ember vandorolt ki az elmult évszazadban Gyimesbdl
Székelyfoldre (sokan még tovabb Magyarorszagra is), €s ugyancsak sok gyimesi csango lany
hazasodott Csikszeredaba, amivel tovabb orokitették a mitokondridlis DNS haplotipusukat a
sz€kely népességben felnovo leszarmazottaiknak. A székelyek viszont csak kisebb szdmban,
jorészt ,,fehérgallérosként” (tanarok, munkavezetok, igazgatok, stb.) telepedtek le Gyimesben.
Ezenkiviil a székelyeknek csak egy lassu, egyszerre mindig kismértékii, de folyamatos be-
aramlasa igazolhaté Gyimesbe (legfoképp a mindenkori hatosagok el8l menekiilve) az elmult

egy-kétszaz évben.

3.5.5. Az analizadlt populdciok genetikai struktiuraja mtDNS profilok alapjan

Az analizisbe bevont négy magyar populaciéo mitokondridlis DNS szintli genetikai strukturalt-
sadganak vizsgalatahoz, a mtDNS genetikai profilok populaciok kozotti variabilitasanak kalku-
laldsahoz molekularis varianciaanalizist (AMOVA) végeztink el az Arlequin ver.2000
(Schneider ¢és mtsai, 2000) szoftver alkalmazdsdval. Az F-statisztika analizis sordn
populécioparonként kapott Fsr értékek azt fejezik ki, hogy a populdciok kozotti €s a populéci-
okon beliili szekvenciapar eltérések alapjan az 6sszes genetikai variancia mekkora része tulaj-
donithatd a populaciok kozotti variancianak. Minél nagyobb Fgr értéket kapunk, annal na-
gyobb a populaciok kozotti molekularis tdvolsag. Az Fgsr értékkel jellemzett populaciok ko-
z0tti variabilitasok statisztikai szignifikancidjat szimulacioval ugyancsak teszteltiik.

Az AMOVA analizis eredménye alapjan a szekvencia-parok kozotti Osszes variabilitas
94,8%-a koszonhetd a populaciokon beliili kiilonbségeknek és a teljes variancia 5,2%-a ve-
zethetd vissza a populdciok kozotti eltérésekre (11.a. tablazat). Ez az eredmény rendkiviili
modon eltér azoknak a hasonld kalkuldcioknak az adataitél, melyeket hat nyugat-eurdpai po-
pulacidban végeztek, és melynek soran a szamitott variancia kozel 100%-a volt az
intrapopulacios kiilonbségekre visszavezethetd (Brandstétter és mtsai, 2007a). Az atlag nyu-
gat-eurdpai populaciokban altaldban lényegesen kisebb az interpopulacids variancia aranya
mint a jelen tanulmanyban szamitott. A magyar szubpopuléaciok kozott megfigyelt nagyaranyu
variabilitas szignifikans kiilonbséget jelez a vizsgalt szubpopulaciok genetikai struktirajaban,

melyet a szimulacios szinifikancia teszt p < 0,001 értéke is megerdsit.
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11. tablazat Az AMOVA eredménye a négy magyar populacio kozott

(a) Variancia eredmények (sz.f. = szabadsagi fok)

Variancia forrasa | szf.  Négyzetosszeg Variancia elemek  Variancia szazalék

Populéciok kozott 3 169,318 0,26628 Va 5,24
Populéciokon belil | 773 3719,519 4,81180 Vb 94,76
Osszesen 776 3888,837 5,07807 100,00

(b)  Populacio-parok Fgr értékei (atlo felett) €s szignifikancia tesztelése (p, atlo alatt)

Gyimesi Csikszereda Budapesti Baranya

Csango Székely Referencia Roma
Gyimesi Csang6 - 0,024" 0,025" 0,101"
Csikszereda Székely 0,000 - 0,001 0,070*
Budapest Referencia 0,000 0,240 - 0,081 :
Baranya Roma 0,000 0,000 0,000 -

" = A populacio-parok kozott megfigyelt Fsr értékek szignifikans eltérést mutatnak a P = 0,05

szignifikancia szinten.

A populécio-parok kozott kalkulalt Fgr értékek alapjan a baranya megyei roma populacid
a legnagyobb genetikai tdvolsagot mutatta az dsszes tobbi magyar szubpopulacié vonatkoza-
saban (11.b. tablazat). A masik mintanépesség, melyik hasonld mértéki kifejezett kiilonbséget
mutat a tébbi populacidhoz viszonyitva a gyimesi csangd népesség volt. A populacid-parok
kozti Fgr értékek szignifikancia becslése (P) sordan a kdvetkezd null-hipotézist teszteltiik: a
populacié-parok nem kiilonboznek egymastdl genetikai struktarajukban. Ez a null-hipotézis
csak a Székely/BuCa populacio-par vonatkozasaban teljesiilt. A genetikai vizsgalatok alapjan
ugyanis a székely népesség mitokondridlis DNS alloméanyanak genetikai struktiraja nagyon
hasonlit (I1ényegi eltérést nem mutat) a Budapest varosi kevert populacidhoz, mely populacid
viszont az atlagos nyugat-eurazsiai népességgel mutat teljesen hasonlo jellegeket (Fiiggelék
7.3.6. kozlemény). Az a megfigyelés, hogy a baranya megyei roma ¢és a gyimesi csango né-
pesség genetikai kompozicidja feltlind modon eltér a tébbi eurdpai populacidtol megerdsitést
nyert autoszémalis €s Y-kromoszoma specifikus STR markerek analizise altal is (Fliggelék

7.3.4. és 7.3.5. kdzlemények).
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Annak ellenére, hogy a magyar roma népesség mtDNS haplocsoport szerkezete 1ényegileg
megegyezik a tobbi eurdpai roma népességekben megfigyeltekkel (féleg ha dslakos eurdpai
populéciokkal is Osszevetjiik), alapvetd haplotipus gyakorisagbeli kiilonbozdségek mutathatok
ki az Osszehasonlitdsba bevont roma populaciok kozott (Gresham és mtsai, 2001). Megel6z6
molekuléris genetikai populacios tanulmanyok (Kalaydjieva és mtsai, 2001) €és a cigany né-
pesség torténelmének, szocidlis tagolodasanak ismerete mar eldrejelezte a kiillonbozd eredettl,
eurdpai roma populaciok genetikai szerkezetének jelentds, egymastol valo eltérésének leheto-
ségét. Ezt a megfigyelést a populacids adatok potencidlis igazsagiigyi alkalmazasa miatt nem
szabad figyelem nélkiil hagyni. Mivel mind a mai napig nem all rendelkezésre publikalt, roma
kozosségekben késziilt teljes kontroll régio adatbazis, a kiilonb6zo eredetli roma populaciok
kozotti interpopuldcios variabilitds felmérését a baranya megyei €s az eldzéekben mar idézett
eurodpai roma populaciok (Gresham és mtsai, 2001; Chaix és mtsai, 2004) HV1 szekvencia
adataival végeztiik el. Az Osszesen hat roma populacidoban kalkulalt genetikai diverzitasi pa-

raméterek értékeit a 12. tdblazatban foglaltam Gssze.

12. tablazat mtDNS diverzitasi paraméterek kiilonb6z6 roma populaciokban HV1 szekven-
cia adatok alapjan (a HV1 régi6 ebben az esetben a 16024-16384 poziciok koz-
ti szekvenciat jelenti)

Lom Rudari  Kalderash Baranya Madrid  Turgovzi

(bolgar) (bolgar) (bolgar) (magyar) (spanyol) (bolgar)
Minta méret (N) 43 42 23 205 25 25
Genetikai diverzitas 0,948 0,913 0,949 0,914 0,973 0,977
Haplotipusok 18 15 15 43 11 19
Polimorf pontok 23 25 22 54 23 31
Haplotipus-pérok 4,28 4,72 4,44 5,17 4,07 6,24

atlagos eltérése

Az 0sszehasonlitasba bevont 6sszes roma populacié 1ényegesen alacsonyabb genetikai di-
verzitasi értékeket mutat, mint a budapesti referencia populacié (H=0,995). A magyar roma
adatok mutattdk az egyik legalacsonyabb genetikai diverzitast a tobbi roma populdcios
mintdhoz viszonyitva is, mivel minddsszesen 43 kiilonb6z6 haplotipus volt kimutathat6 a 205
egyedi mintaban (az 0sszes minta ~21%-a; a tobbi roma populacié atlaga ~50%). Ennek el-
lenére a szekvencia-parok egymastol vald atlagos eltérése a magyar roma népességben kissé
nagyobb volt, mint a tobbi roma populacids mintaban, melyet kétszer tobb polimorf pozicio is

hatarozott meg (bar ennek kétségkiviil a 1ényegesen nagyobb mintaszadm is az oka lehet).

75



13. tablazat Fgr értékek a baranya megyei roma ¢€s a tobbi eurdpai roma populécio kozott
HV1 szekvencia adatok alapjan (16024-16384 nukleotid poziciok kozott)

Baranya Kalderash Monteni Lom Turgovzi Kalaidjii Spanyol
Roma (bolgar) (bolgar) (bolgar) (bolgér) (bolgar) Roma

Baranya Roma - 0,021° 0,088 0,013 0,035" 0,038 0,100”
Kalderash - 0,033 0,004 0,001 0,034 0,085
Monteni - 0.058"  0,044” 0,005 0,127
Lom - 0,011° 0,009 0,084
Turgovzi - 0,011°  0,068"
Kalaidjii - 0,066"
Spanyol Roma -

" Szignifikancia-teszt p < 0,05; ~ Szignifikancia-teszt p < 0,01.

Hét eurdpai roma populacié kozott elvégzett AMOVA analizis azt jelezte, hogy az
Osszevont populdcidos mintdban megfigyelt dsszes variancia 5,15%-a volt tulajdonithato a
roma szubpopuldciok kozotti eltéréseknek, a maradék pedig az intrapopulécids varianciat
jelenti. A baranya megyei és a tobbi eurdpai roma populacid kozott paronként kapott Fgr
értékek a 0,014 és 0,100 kozotti tartomanyba estek, és mindegyik populacio-par Fsr értéke
szignifikans eltérést reprezentalt a p = 0,05 szignifikancia szinten (13. tablazat). A nem
magyar roma populdciok kozotti Fsr értékek a 0,001 és 0,095 kozti tartomanyban szortak
(hasonldéan a magyar — nem-magyar roma parokhoz), és a roma populaciok kozott elvégzett
Osszesen 21 paros 0sszehasonlitas soran csupan négy populacio-par kozott nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést.

Annak érdekében, hogy a romak kozott megfigyelt genetikai szubstruktaraltsdg mértéke
még szemléletesebb legyen, a budapesti referencia populécié szekvencia adatait AMOVA
analizissel Osszevetettik az FBI/SWGDAM adatbazisban fellelheté négy eurdpai eredetii
(Ausztria, Franciaorszadg, Gorogorszag, USA “kaukédzusi”) populdcio adataival (Miller és
Budowle, 2001; Monson ¢s mtsai, 2002). Ezekben a populacidkban az sszes variancia csu-
pan 0,02%-a volt tulajdonithat6 az interpopulacids kiilonbségeknek (szemben a romdk kozotti
5,15%-kal). Az 6slakos eurdpai populaciok kozott csak egyetlen populacid-par Fsr értéke
utalt szignifikans eltérésre (magyar-francia: Fst = 0,004, p = 0,04), mely eltérést viszont a

Bonferroni-korrekcié nem erdsitett meg.
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A roma populacioknak haplocsoport reprezentacié szinten megfigyelhetd, azonos eredetre
utal6 hasonldséaga ellenére megallapithatd, hogy 1éteznek olyan faktorok is, amelyek korlatoz-
tak (vagy még ma is korlatozzak) az anyai génvonalak egyes roma kozdsségek kozotti aram-
lasat, még akkor is ha ezek a kozosségek foldrajzilag igen kozel helyezkedtek/helyezkednek
el egymashoz (lasd még: Gresham és mtsai, 2001; Kalaydjieva és mtsai, 2001; Chaix és
mtsai, 2004). A budapesti referencia populacid genetikai struktirajat tekintve viszont lénye-
gében megegyezik a tobbi eurdpai Oslakos népességgel, aminek kdszoénhetd az is, hogy a bu-
dapesti populaciés mintacsoport szekvencia adatai beilleszthetéek és egyiitt kezelhetéek a
kombinalt eurdépai mitokondridlis DNS adatbazisokkal az igazsagiigyi célu dsszehasonlitasok
soran.

Annak érdekében, hogy a két erdélyi populacios mintdban megfigyelt mtDNS kontroll ré-
gi6 diverzitast egyéb szomszédos, dél-kelet eurodpai populdciokkal is Osszehasonlitsuk, a szé-
kely és csangd populacié szekvencia adatait egy-egy gorog (Irwin-Ross és mtsai, 2006) ¢€s
macedoén (Zimmermann ¢és mtsai, 2007) populaciés adatbazissal is 0Osszevetettiik.
Erdekesmodon a leggyakoribb csangé haplotipus (16224C-16311C-16519C-73G-146C-
152C-263G-315.1C-498del) csak egyszer volt megfigyelhetd a székely, a gdrog €s a macedon
mintakban, viszont egyszer sem volt jelen a budapesti referencia és a baranya megyei roma
populécidkban. Ez a megfigyelés is j0 6sszhangban van az Y-kromoszoma STR haplotipusok
populaciok kozotti eloszladsaval, mivel a csangd és a székely populacidban egyiittesen megfi-
gyelt 134 kiilonb6zé Y-STR haplotipusbdl csak 6 volt jelen mindkét populdcids mintaban
(Fuggelék 7.3.5. publikacié). A H1 haplocsoportba besorolt leggyakoribb (5%) székely
haplotipus viszont az Gsszes tobbi populacioban megtalalhatd (Buca: 6,1%, macedon: 3%,
gorog: 2,2%, BaRo: 1%) kisebb-nagyobb aranyban. A populacio-parok kozott kalkulalt stan-
dardizalt géngyakorisdgok variancia tartalmanak (Fsr) 0sszehasonlitasa a csdngd populacios
minta mtDNS eloszlasanak kifejezett kiilonbségét mutatta az Gsszes tobbi (székely, gorog,

macedon) populacidés mintaval szemben (14. tablazat).
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14. tablazat Az erdélyi valamint a gordog €s macedon populacio-parok Fgr értékei (atlo fe-
lett) és szignifikancia tesztelése (p, atlo alatt)

Csango Székely Gorog Macedon
Csangé - 0,026" 0,027" 0,027"
Székely 0,000 - 0,001 0,001
Gorog 0,000 0,131 - 0,000
Macedén 0,000 0,178 0,373 -

"=A populécid-parok kozott szamitott Fsr értékek szignifikans eltérést mutatnak a P = 0,05
szignifikancia szinten.

Ebben a specialis esteben inkabb absztraktnak tind Fgsr értékek jobban megérthetdk és vi-
zualizalhatok ha a haplocsoport eloszlds diagramokat szemrevételezziik: a gyimesi csango
populécid torzult haplocsoport eloszldsa jelentdsen eltér az atlagos nyugat-eurdzsiai népessé-
gekben megfigyeltektdl (9. abra, Filiggelék 7.1.22. dbra). Az a megfigyelés, hogy a gyimesi
csangd népcsoport genetikai strukturaja szamottevod eltérést mutat az eurdpai populaciokkal
szemben megerdsitést nyert sejtmagi markerek fokomponens analizise (Guglielmino és Béres,
1996) és Y-kromoszoma specifikus STR markerek vizsgalata altal is (Fiiggelék 7.3.5. kozle-
mény). Ezzel szemben a székely populdcié mitokondridlis DNS szintli genetikai struktiraja
latszolag jobban illeszkedik a nyugat-eurazsiai valtozatokhoz.

A populacio-parok kozott kalkulalt interpopulécids géngyakorisagi variancia a 0,001 mi-
nimalis (BuCa/Székely/Gorog/Macedon populaciokban) és a 0,101 maximalis (BaRo/Csang6
populéciokban) értékek kozott valtozott. Az interpopulécios Fsr eredményeket Osszesitve az
Fsr értékek megfeleltethetok azoknak az idészakoknak, melyek soran az egyes populaciok
hipotetikus recens szétvaldsa megtortént, a legnagyobb értékkel (>0,070), ennek megfelelden

a legkorabbi szeparacioval a roma népesség esetében.
3.6. A populacios adatbazisok igazsagiigyi genetikai célu alkalmazhatésaga

Kriminalisztikai és egyéb peres eljarasok soran az STR- és mitokondridlis DNS-profilok po-
pulécion beliili relativ gyakorisdgdnak mérésére populacios adatbazisok szolgdlnak. Konnyt
belatni, hogy a nem rekombinal6édé haplotipus adatokat tartalmaz6é mtDNS adatbéazisok mére-
tének novelésével a mtDNS haplotipusok egyezési valoszinliségének bizonyitd ereje is no.

Ezért a cél minél nagyobb mtDNS adatbazisok generalasa, amit genetikailag hasonl6 adatba-
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zisok Osszevonasaval is elérhetiink. Ehhez viszont azt is garantalni kell, hogy a populéacids
adatbazisba keriilé populdciok kézott nincs kimutathato jelentds genetikai differencialodas.

Populacios felméréseink soran megéllapitottuk, hogy a budapesti referencia populacionk
(BuCa) genetikai szerkezetét tekintve nagyon hasonld a tobbi nyugat-eurdpai populacidhoz,
ezért nincsen sziikség STR és mitokondridlis DNS adatinak elkiilonitésére az europai kombi-
nalt igazsagiigyi célu adatbazisokban. A székely populaci6 genetikai struktiraja — STR-profil
¢s mtDNS haplotipus szinten — nem tér el jelentdsen a budapesti kevert populacidban megfi-
gyelt adatoktol, igy ugyancsak jol illeszkedik a nyugat-eurdzsiai népességben megfigyelt
jellegegylitteshez. Ezzel szemben a roma populacidkban autoszoma STR és mitokondrialis
DNS szinten is, a gyimesi csang6d populdcioban csak mtDNS szinten megfigyelt jelentds
szubstruktaral6dds miatt nem lenne helyénvald ezeknek a populdcidknak a genetikai profil
adatait més populdcios adatokkal kozos adatbazisba 6sszevonni. Meg kell jegyezzem, hogy
adatbazis szempontbdl a kiilonbozo eredetli roma populaciok STR- és mtDNS-profil adatai
sem vonhatok Gssze.

A kiilonboz6 eredetli roma populaciok mtDNS haplotipus adatait adatbazis szempontbodl
tovabb analizaltuk. Ennek sordn az egyes roma kozosségekben megfigyelt leggyakoribb
halotipusok gyakorisagat megvizsgaltuk az Osszes tobbi roma szub-populdcidban és a szub-
populécidokbol Gsszevont un. kombinalt eurdpai roma adatbazisban. Az esetek majdnem
mindegyikében az egyik roma szub-populdcidban leggyakoribbként szamontartott haplotipus
gyakorisaga lényegesen kevesebbnek adodott (sok esetben pedig nem is volt megfigyelhetd),
azaz alabecsiiltnek bizonyult a tobbi populacidban. Ez alol csak a megegyezd leggyakoribb
haplotipussal rendelkez6 szub-populacidk jelentettek kivételt. Megallapithatd az is, hogy az
altalunk kombinalt eurdpai roma adatbazis alkalmazdsa soran a szub-populacidkban leggya-
koribbként definialt haplotipusok gyakorisaga jelentdsen alulbecsiiltnek bizonyult. Mindezek
alapjan kijelenthetjiik, hogy minden egyes szekvencia populacion beliili becsiilt gyakorisaga
akkor a legkonzervativabb, ha azokat az egyes populacidkban kiilon-kiilon kalkuldljuk. A
roma népességen beliill megfigyelt genetikai differencidlodds mértékérdl tovabbi, nagyobb
mintaszdmu roma populaciok felmérése atfogdbb képet adhat. Az ilyen tipust zart kdzossé-
gekbdl szarmazo genetikai profil adatokat addig is kiilon adatbazisban kell tarolni, és extrém
ovatossaggal kell alkalmazni a genetikai szakvélemények statisztikai interpretalasa soran.

A magyar populacids adatbazisok Osszesitett eredménye alapjan tovabbi vizsgélatok
igénye meriilhet fel a kiilonb6z0 etnikai/torténelmi eredetli magyar populaciok (kisebbségek)
atfogd genetikai felmérése céljabol. Ennek sordn kiillondsen megfontoltan kell megtervezni a

populéacids mintagyiijtést kisméretii, izolalt kozosségek esetén. Az értekezésben kozolt, tobb
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magyar populaciobol szarmazo genetikai profilok ugyanakkor a mar vilagszerte publikalt po-
pulécids adatokkal 6sszehasonlitva a humdn migracids hullamok mélységi elemzésére is al-
kalmasak lehetnek. A mitokondrialis DNS szekvencia-adatok bekeriiltek az EMPOP on-line
adatbazisba (www.empop.org), mely jelenleg a mtDNS teljes kontroll régio szekvencidk leg-
nagyobb populaciés adatbazisaval rendelkezik. Az igazsagiigyi genetikai célu adatbazis f6-
ként nyugat-eurazsiai eredetii populaciok szekvencia-adatait tartalmazza, de a kdzeljovoben a

vildg minden részérdl szarmazd, ellendrzott szekvencidk befogadasat tervezik.
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4. UJ MEGALLAPITASOK, KOVETKEZTETESEK

A doktori értekezésemben részletezett populdcios felmérést azzal a célkitlizéssel inditottuk

utjara, hogy polimorf autoszémalis mikroszatellita 16kuszok és a mitokondrialis DNS kontroll

crer

crer

morfizmusok automatizalt genetikai analizisének bevezetésére és hitelesitésére is sor kertilt a
magyarorszagi igazsagiigyi genetikai gyakorlatba. Kereskedelmileg forgalmazott multiplex-
PCR ¢és fluoreszcens detektalasi rendszerek lehetdségeit kiakndzva relative gyors, és nagyrészt
automatizalt modon generaltunk multilokuszos (15-17 STR markerre épiild) genetikai profi-

lokat akar tobb szdz vagy ezer populécios minta statisztikai elemzése céljabol.

4.1. Az igazsagligyi genetikai céli populédcios felméréseink soran hat magyar populacios
minta Osszesen 1194 személyének autoszoma STR-alapt genotipizalasat végeztiik el. A gene-
tikai analizishez hasznalt STR lokuszok korét tigy alakitottuk ki, hogy minden egyes minta
legaldbb 13 l6kuszon, az un. CODIS torzs-markereken (CSFIPO, D3S1358, D5SS818,
D78820, D8S1179, DI13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THOI, TPOX, VWA) meg
legyen tipizélva.

Referencia populdciés mintankat a budapesti kevert populaciobdl véletlenszertien kiva-
lasztott 223 személy jelentette, akiket az Osszes kivalasztott marker (az el6bbieken tul még a
D2S1338, D195433, Penta E, Penta D 16kuszok) genotipizalasaval jellemeztiink. A budapesti
referencia populdci6 analizise a felmérésbe bevont és a laboratoriumunkba bevezetett, igaz-
sagiigyi genetikai szempontbdl hitelesitett 0sszes multiplex STR rendszerrel (ProfilerPlus,
Identifiler, PowerPlex16) megtortént, a relative nagy mintaszamnak koszonhetden ezt a fel-
mérést kisebb 1éptékii primer konkordancia tesztelésnek is tekinthetjiik a kevert magyar popu-
lacioban. A kiilonb6zé multiplex rendszerekkel az 6sszes mintan atfedé markereken kapott
egyezd genotipusok eredménye egybevag a nemzetkdzi adatbazisokon eddig elvégzett kon-
kordancia felmérések eredményeivel.

Az igazsagiigyi aspektusu autoszoma STR analizisbe a vilagon elsdként vontunk be
nem magyarorszagi, de magyar populdciokat (székely és gyimesi csdngo), melyeken az dsszes
felmérésbe bevont mikroszatellita marker genotipizalasat elvégeztiik. Az erdélyi eredetii po-

pulécios mintdk mellett egy-egy dél-magyarorszagi (Baranya megye) €s kelet-magyarorszagi
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(Debrecen kornyéki) roma populacio, valamint egy budapesti askenédzi zsido populacio elem-

zésére 1s sor kerult 15 autoszomas STR markerre nézve.

4.2. Az igazsagligyi genetikai vizsgéalatok alapkovetelménye a genotipus pontos leirdsa. Az
STR markerek esetében ez referencia-allé¢lok segitségével torténik. Ha az ismeretlen allél nem
felel meg egyik referencia-allélnak sem (mikrovaridns), a tipizaland6 allélt jellemezni kell.
Populacios felméréseink soran négy mikroszatellita 16kuszon (D75820, DI13S317,
DI8S51, FGA) oOsszesen hatféle olyan allélvarianst detektaltunk, melyek egyszerii
fragmensanalizissel nem voltak definialhatok. A mikrovarians STR alléleket PCR termékiik
klonozasaval és szekvenalasaval jellemeztiik. A szekvencia-analizis sordn az STR lokusz po-
limorf ismétlédd szakaszat, valamint a repeatek hatarold régioit érintd mutaciokat is megfi-
gyeltiink. A DI13S317 l16kusz ritka 7-es alléljaban egy 4 nukleotidos (TGTC) szakasz
delécidja a reverz primer kotddési helyén az allél elvesztését (drop-out) okozta a modositott
primerrel torténd PCR-amplifikalds soran. A D7S820 16kuszon detektalt mikrovarians allélek
pontos DNS szekvenciainak leirdsaval lehetdség nyilt a D7S820 16kusz kromoszoma lokali-
magyarorszagi roma populaciéo tobb, egymastol latszolag fiiggetlen mintdjdban az FGA
l6kuszon leirt ugyanazon mikrovaridns allél jelenléte, az allél alacsony el6fordulasi gyakori-

sdga beltenyészetet vagy genetikai sodrodast jelezhet ebben a roma szub-populacidban.

4.3. Az allél- és STR-profil gyakorisagi adatbazisokat tesztelni kell arra nézve, hogy fel-
hasznalhatok-e a DNS-vizsgalat bizonyitd erejének korrekt megbecsiiléséhez. Az STR profil
amelyek koziil az egyik legfontosabb a vizsgalt STR l6kuszok polimorfizmuséanak foka.
Felmértiik az analizalt STR 16kuszok polimorfizmusanak fokat minden egyes populéci-
0s mintaban. A 13 autoszomas (az tn. CODIS torzs-) lokuszra kombindlt atlagos egyezési
valosziniiség (pM) 107" — 107" értékek kozott mozgott az egyes populacids mintikban. A
kombindlt atlagos sziildségi kizar6 er6 (PE) ugyanerre a 16kusz-készletre vonatkozoan
0,999983-0,999994 értékek kozott varialt. A 13 STR 16kuszbdél allé CODIS-rendszerrel az
igazsagligyi személyazonositas hatékonysaga mindegyik populacioban rendkiviil magasnak és
egymassal kozel azonos nagyéagrendiinek bizonyult. Megdallapithatd, hogy a 13 autoszomas
CODIS STR marker analizisével potencialisan biztosithaté a Magyarorszagon elkdvetett blin-

cselekményekben érintett személyek individualizacidja.
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A markerek polimorfizmusanak fokat jellemz6 paraméterek alapjan a DNS-alapu sze-
mélyazonositashoz a magyar népességben a 17 STR marker koziil a Penta E, FGA és D18S51
mikroszatellitdk birnak a legnagyobb intrapopulacios individualizacidval, mig a TPOX lokusz
mutatta a legalacsonyabb értéket.

Az elemzett populacidkat egymassal O0sszevetve, altalaban alacsonyabb diverzitasi érté-
keket kaptunk a roma szub-populéciokban és a csangdknal, mig a budapesti referencia ¢€s
askenazi zsid6 populécioban valamint a székely népességben magasabb diverzitasi értékek
adodtak.

A hat populéacios minta allélgyakorisag-eloszlasa tobbé-kevésbé kiillonbozott egymastol.
Az allélgyakorisag-eloszlasokban megfigyelt jellegbeli eltérések heterogén alapitd hatasokra
¢s/vagy genetikai sodrodasi eseményekre utalhatnak a magyar szub-populdciokban. Az
allélgyakorisag diagramok alapjan nem allapithaté meg etnikum specifikus allél vagy elosz-

lasgdrbe egyetlen egy markeren sem.

4.4. A lokuszokon belilli potencidlis allélikus asszociacid statisztikai tesztelése (Hardy-
Weinberg equilibrium) eredményeként az egyenstlytol vald szignifikans kiilonbséget kaptunk
a baranyai roma populacié D3S1358, D7S820, D8S1179, CSF1PO, Penta D, TPOX lokuszai,
a kelet-magyarorszagi roma minta D13S317 16kusza, valamint a gyimesi csdngd népesség
D5S818, D21S11 lokuszai esetében. Az Osszesen kilenc 10kuszbol hat esetben (D3S1358,
D7S820, TPOX, D13S317, D5S818, D21S11) a HWE-tdl valo eltérés nem volt jelentésen
szignifikans (0,01 <P < 0,05).

A Bonferroni-eljaras alkalmazaséaval az Exact-teszt analizise sordn kapott valdsziniiségi
értékek meghaladtik a tesztsorozatok egyedi szignifikancia szintjét. Mindezek alapjan sem a
roma mintakra, sem a csangd populdcidra nem vethetjiik el a HWE meglétét, ha a azt a popu-

laciok teljes genomi szintjén vizsgaljuk.

4.5. Magyarorszagon els6ként végeztiik el a human mitokondrialis DNS teljes kontroll régiod
polimorfizmusainak populécios felmérését. Egy magyar mitokondrialis DNS-profil referencia
adatbazis 1étrehozasa érdekében négy populaciés mintan dsszesen 776 személy vonatkozasa-
ban — budapesti kevert, baranya megyei roma, csikszeredai székely, gyimesi csangd — a
mtDNS teljes kontroll régi6 szekvenciajat hatdroztuk meg egy teljesen automatizalt laborato-
riumi eljarassal. A szekvencia-analizis sordn teljesen robotizalt PCR amplifikaciot és
szekvenalast alkalmaztunk, az adattranszport kizarolag elektronikus tton tortént. A szekven-

cia-adatok generaldsa soran redundans megkozelitést alkalmaztunk annak érdekében, hogy
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minimalizaljuk a lehetséges hibakat a szekvencia kiértékelkés soran. Az alkalmazott méodszer
nullara redukalta az un. ,,fantom rekombinaciok™ és hibas szekvenciak adatbazisba valo keri-
1ésének esélyét.

Az igazsagiigyi aspektust mitokondrialis DNS analizisbe a vilagon elséként vontuk be a
roma populaciot, valamint romaniai tertileti elhelyezkedésli populdciokat (székely és gyimesi
csangd). A kettds ellendrzésen ¢és filogenetikai analizisen atesett DNS szekvencidk
haplotipusai bekeriiltek az on-line hozzaférésit EMPOP igazsagiigyi céla mtDNS haplotipus
adatbazisba (http://www.empop.org).

4.6. Az analizisbe bevont négy magyar populaciés minta dradmai modon kiillonbozott egy-
mastol mitokondrialis DNS szinten. A budapesti kevert (referencia) népességben megfigyelt
haplotipus diverzitas tobbé-kevésbé csokkent a tobbi populacio esetében. A koriilbeliil azonos
mintaméret ellenére a budapesti kevert populaciés minta tobb mint haromszor annyi kiilonbo-
z0 megfigyelt haplotipussal rendelkezik, mint a Baranya Roma populéacid és 6tszor tobb
egyedi haplotipussal, még akkor is, ha a policitozin szélak hossz-polimorfizmusait kihagytuk
a szamitasbol. Hasonloképpen a csangd populacidban szignifikansan kevesebb kiilonbozd és
egyedi haplotipus volt megfigyelhetd a székely populacidhoz képest, amellyel pedig szoros
geografiai szomszédsagban és feltételezhetden genetikai kapcsolatban is all. A gyimesi csan-
g0 és a baranya megyei roma populdciokban a két masik populécidhoz viszonyitottan tapasz-
talt szignifikdnsan kevesebb megfigyelt haplotipus genetikai izolacids hatasokra utalhat ezek-
ben az etnikai csoportokban.

A budapesti referencia €s a székely populacioban kalkulalt genetikai diverzitasi paramé-
terek megfelelnek az 4tlagos eurdpai populéciokban kalkulalt adatoknak [géndiverzitas (H) ~
0,995; intrapopulécids véletlen egyezési valosziniiség (RMP) ~ 1%], a csangod és a roma po-
pulacidkban viszont a nemzetkozi adatokhoz képest extrémen alacsony diverzitasi értékek
adddtak [géndiverzitas (H) < 0,95; intrapopulaciés véletlen egyezési valoszinliség (RMP) >
5%], ami mindeddig kuriézum a publikalt nemzetkdzi populacids adatok korében.

A leggyakrabban megfigyelt haplotipus mind a négy populdcidban mas és mas volt. A
budapesti referencia populaciéban megfigyelt leggyakoribb haplotipus a legelterjedtebb nyu-
gat-eurdzsiai haplotipussal egyezik meg, és kisebb-nagyobb gyakorisaggal mind a négy popu-
lacioban eléfordult. Ezen kiviil még egyetlen egy haplotipus fordult el6 mind a négy populé-
cidés mintaban, viszont 1ényegesen kisebb gyakorisaggal. A gyimesi csang6 és a baranya me-
gyei roma népesség haplotipus kompozicioja feltind mértékben eltért az atlag nyugat-

eurazsiai populacio képétdl. A roma populacié mitokondridlis DNS szintli intrapopulacios
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homogenitasara jellemzd, hogy az 6t leggyakrabban megfigyelt haplotipus ebben a népesség-
ben az Osszes profil mintegy 40%-at teszi ki. A roma és a csangd populaciokban megfigyelt
mitokondrialis DNS szinti homogenitas arra is utalhat, hogy ezekben a populaciokban az

interpopulacids gén aramlés (gene flow) korlatozott.

4.7. A populéacios mintdk mitokondridlis DNS haplotipusainak leszarmazasi alapon torténd
csoportositasa alapjan a budapesti referencia, a baranya megyei roma, a csikszeredai székely
¢s a gyimesi csangd populaciok haplocsoport szerkezete rendkiviili mértékben kiilonbozott
egymastol. A budapesti referencia populacié haplocsoport eloszlasa nagyon hasonl6 az atla-
gos nyugat-europai népességeket jellemzore €s ebben a populacioban megfigyelt szekvenciadk
tobb mint 90%-a besorolhatd valamelyik nyugat-eurazsiai haplocsoportba.

A székely populéacio haplocsoport eloszlasa altaldban jol koveti az atlag eurdpai népes-
ségekre jellemzd hisztogramokat, a gyimesi csangok viszont szamottevoen eltérnek attol. En-
nek oka valdszintileg az itt €16 emberek eredetében, torténelmében keresendd, amely jelentds
hatast gyakorolhatott genetikai allomanyukra is. A csdngd populacié torzult haplocsoport el-
oszlasa szigetszerli genetikai izolaciora utal. A székely népességet a kdzépkorban ért azsiai
eredetli nomad behatasra utalhat az dzsiai eredetii mitokondrialis DNS haplocsoportok relative
magas aranya (~ 8%) a székely populacidban.

A baranya megyei roma populacié haplocsoport eloszlasa sokkal inkdbb az eurdpai ci-
gany népességekben megfigyeltekre hasonlit az M haplocsoport nagyon nagy aranyt (>30%)
nyugat-eurazsiai haplocsoportba. A baranya megyei roma populaciéban megfigyelt leggyako-
ribb haplotipus bir a legnagyobb prevalencidval az §sszesitett eurdpai roma populdcids minté-

ban is.

4.8. A populacios mintak autoszoma STR-profiljaiban és mtDNS haplotipus szerkezetében
rejlé genetikai strukturdltsag felmérése annak tisztdzdsa érdekében tortént, hogy populacios
mintaink és a budapesti referencia-adatbazisunk allél- és haplotipus-gyakorisagi értékei vajon

milyen mértékben fogadhatok el hitelesnek a teljes magyar népességre nézve.

4.8.1.A hat populaciés minta autoszoma STR szintli genetikai 0Osszetételében, a
mikroszatellita 10kuszokon mért allélgyakorisdgok és allél-struktarak eloszlasa tekintetében
szingifikans kiilonbségeket detektaltunk. Valamennyi statisztikai teszt a legtobb szignifikans

eltérést a baranyai roma/budapesti referencia ill. a baranyai roma/budapesti askenazi popula-
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cio-parosban mutatta. G- és F-statisztika alapjan figyelemre méltd volt a roma populacidok
egymashoz viszonyitott nagyfoki heterogenitdsa is. A roma populdcidknak az
allélgyakorisagok szintjén tapasztalt heterogenitasat az allélok molekuldris szerkezetén alapu-
16 AMOVA csak csekély mértékben tamasztotta ald. A populacid-parok koziil a legkisebb
genetikai tagozodast autoszoma STR szinten a budapesti referencia/askenéazi parosban kaptuk.
A populacio-parok kozott kalkulalt egylokuszos Fsr indexek 1ényegesen magasabb értékiinek
adodtak a négy magyarorszagi populdcidés minta vonatkozasaban, mint el6zdleg eurdpai popu-
lacidkban megfigyeltek. Ezt a genetikai korrelaciot a @-statisztika analizis (AMOVA) is meg-
erdsitette. Ketté populacio-parban (BuCa/BaRo, BaRo/BuAs) a 15 STR 16kuszra vonatkozta-
tott F-statisztikai értékek meghaladtak a 0,02 szintet. Mivel nemzetk6zi felmérések soran ha-
sonlo mértékli Fgr értéket elsdsorban izolalt ill. eltérd genetikai eredetli népcsoportokban de-
tektaltak, ezért eredményeink a magyarorszagi populdciok eltéré genetikai multjara ill. izo-
laltsagara utalhatnak.

A markerek tobbsége a budapesti referencia populacid, a csikszeredai székely és a
gyimesi csangd populacio-parok viszonylatdban is szignifikdns eltérést mutatott a G-
statisztika teszt alapjan ami az erdélyi és a budapesti kevert populécio részben eltérd genetikai
szerkezetére utalhat. (Az eltérés a székely/csangd populacio-parban is megfigyelhetd). A po-
pulacio-parok kozott kalkulalt egylokuszos Fst és @gr (interpopulacidés molekularis variancia)
értékek a lokuszok tulnyomo tobbségén nem erdsitették meg az allé¢lgyakorisdg eloszlasban
megfigyelt fenotipusos eltéréseket, ami alapjdn lényegesen kisebb mértékli szub-
struktaralodas tételezhetd fel a budapesti referencia, a csikszeredai székely és a gyimesi csan-
g6 populaciok kozott, mint a négy magyarorszagi populacioban tapasztaltak.

A vizsgalt 17 autoszomas STR kozott nem volt egyetlen egy marker sem, amely leg-
alabb egy tesztben ne adott volna szignifikans eltérést. Azon 15 16kusz koziil, amelyet mind-
egyik populaciés mintan elemeztiink, a populacié-paronkénti 0sszehasonlitasban a legkisebb
valtozatossagot a D5S818, CSF1PO és THO1 lokuszokon, a legnagyobb genetikai varianciat a
D3S1358, D18S51, Penta E és TPOX lokuszokon detektaltuk. Ha a populdciokat nem parok-
ban, hanem egyiitt vizsgaltuk, a 17 STR marker koziil a D7S820 16kusz mutatta a legnagyobb
variabilitast a megfigyelt Fsr értékek alapjan. Ugyancsak magas variaciot kaptunk a TPOX ¢és
Penta D l16kuszok esetében. A legkisebb valtozékonysagot az adatbazisok kozdtt a CSF1PO
mikroszatellita mutatta. Az eredmények alapjan az analizalt 17 autoszomas STR marker koziil
a CSF1PO ¢s THO1 16kusz bir a legkisebb, a D7S820 és TPOX lokusz rendelkezik a legna-
gyobb informdacio-tartalommal a magyar népességben a populaciok elkiilonithetdsége szem-

pontjabdl. A hat populacidban mért Fig értékek nagysagabol arra is lehet kovetkeztetni, hogy a
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populéacidkon beliili beltenyésztés foka sem teljesen elhanyagolhatd, melyet elsdsorban az
egyéneknek a populacion beliili nem véletlenszerii parvalasztisa okozhatott.

Ha a populéciok paronként torténé AMOVA-elemzése soran a 15 ill. 17 autoszomas
16kuszbol allo profilok molekularis variancia tartalmat egyiitt vizsgaltuk, nem kaptunk jelen-
tds kiilonbséget a budapesti referencia/debreceni roma parban, valamint a budapesti referencia
sz€kely és csangd populaciokkal alkotott populdcio-parosai €s a két erdélyi mintacsoport ko-
zOtt. A tobbi pérositdsban azonban a molekuléris varianciaanalizis szignifikdns kiilonbséget
jelzett.

A budapesti referencia populacié egy osztrak, egy szlovén, egy roman, egy szerb, egy
olasz ¢és két spanyol populdcidos mintaval vald, lokuszonkénti Osszehasonlitidsaban a G-
statisztika teszt alapjan csak kevés eltérést tapasztaltunk. Budapesti referencia populacionk
allélgyakorisadg-eloszlasa tehat nagyfokti hasonldésdgot mutat mas eurdpai népcsoportokkal.
Ezek az eredmények egybevagnak azzal a tudomanyos nézettel, amely szerint a kevert ma-

gyar népesség az indoeuropai népekkel kozeli genetikai rokonsagban all.

4.8.2. Az eddig analizalt négy magyar populacio (BuCa, BaRo, Székely, Csangd) mtDNS
szekvencia-adatainak egyiittes AMOVA analizise alapjan a szekvencidk kozotti 0sszes varia-
bilitds 94,8%-a koszonhetd a populaciokon beliili kiilonbozdségeknek €s a teljes variancia
5,2%-a vezethetd vissza az interpopulacios eltérésekre. Ez az eredmény rendkiviili moédon
eltér azoknak a hasonlé kalkulacioknak az adataitdl, melyeket tobb nyugat-eurdpai populacio-
ban végeztek. A magyar populdciok kozott megfigyelt nagyaranya variancia szignifikans kii-
l6nbséget jelez a vizsgalt népességek genetikai struktiraja kozott.

A populacio-parok kozott kalkulalt Fsr értékek alapjan a baranya megyei roma populé-
ci6 mutatta a legnagyobb genetikai tdvolsagot az Gsszes tobbi magyar népcsoporttal szemben.
A masik mintanépesség, mely hasonld mértéki szignifikdns kiilonbséget mutatott a tobbi ma-
gyar populdcidhoz viszonyitva, a gyimesi csangd volt. A vizsgalatok alapjan a székely népes-
ség genetikai struktirdja nagyon hasonlit a budapesti referencia populdcidhoz, ami viszont az
atlagos nyugat-eurazsiai népességgel mutat teljesen megegyezd jelleget.

Annak ellenére, hogy a baranya megyei roma mtDNS adatok haplocsoport szerkezete
Iényegileg megegyezik az eurdpai roma népességekben megfigyeltekkel, alapvetd haplotipus
gyakorisagbeli kiilonbozdségek voltak kimutathatok a magyar és az eurdpai roma populaciok
kozott. Ezt a genetikai kiillonbozdséget megerdsitette a baranya megyei és a tobbi eurdpai ro-
ma populacié kozott paronként végzett F-statisztika rendkiviil magas értékei. Az dsszevont

roma populdciés mintaban megfigyelt dsszes variancia 5,15%-a volt tulajdonithat6 a roma
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populécidok kozotti kiilonbozoségeknek az AMOVA teszt alapjan. A roma populaciok
haplocsoport reprezentacié szinten megfigyelhetd hasonldséga ellenére megallapithato, hogy
léteznek olyan faktorok, melyek korlatozzak az anyai génvonalak aramlasat az egyes roma
kozosségek kozott.

A székely ¢€s csango6 populaci6 mtDNS szekvencia adatait egy-egy gordg €s macedon
populacids adatbazissal is Osszevetettiik. A populacio-parok kozott kalkulalt standardizalt
géngyakorisagok variancia tartalmanak (Fsr) Osszehasonlitisa a csangd populdcids minta
mtDNS struktirdjanak kifejezett kiilonbségét mutatta az dsszes tobbi populacioval szemben.
Ezzel szemben a székely populacidé mitokondridlis DNS szerkezete jol illeszkedik a nyugat-
eurazsiai tipusokba.

Halozat-analizis alapjan a gyimesi csang6 eredetli haplotipusok nagyobb aranyu be-
aramlasara lehet kovetkeztetni a csikszeredai székelyek iranyaba, mint ellenkezdleg, ami
aszimmetrikus migracios ratat tételez fel a két népesség kozott. Ezt a hipotézist megerdsitette
a migracids rata statisztikai becslése is, mely szerint a csang6d bevandorlas a székely populaci-
oba nagyobb aranyu, mint forditott irdnyba.

A budapesti referencia populacié mtDNS szintli genetikai struktiraja lényegében meg-
egyezik a vegyes europai Oslakos népesség szerkezetével, ami alapjan kijelenthetd, hogy a
budapesti kevert populaciés mintacsoport szekvencia adatai beilleszthetoek az igazsagiligyi
céli mitokondrialis DNS adatbazisokba és egylittesen alkalmazhatok az igazsagiigyi célu 6sz-

szehasonlitasok soran.

Populacioés felmérésiink eredményeit 6sszefoglalva megallapithato, hogy a magyar né-
pesség genetikai szubstrukturaltsagi foka lényeges hatassal lehet a DNS-vizsgélat bizonyito
erejének statisztikai kiértékelésére. Mivel hasonld adatokat mindeddig csak eltérd torténelmi-
genetikai eredetii etnikai csoportok vagy geografiailag-genetikailag izolalt populaciok kozott
mértek, a magyar populdcioban tapasztalt nagyfoki heterogenitds a vizsgalt magyar szub-
populacidk diverz genetikai torténelmével és/vagy izolacidjukkal magyarazhat6. Eredménye-
ink azt mutatjak, hogy az alpopulécids tedria alapjan a magyarorszagi népcsoportokban €16
kalkulacidja soran annak érdekében, hogy a térvényszéki DNS-vizsgalatok bizonyito erejének

interpretalasa tévedéstdl mentes legyen.
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hogy idejiiket nem kimélve mindig készséggel alltak rendelkezésemre.
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7.1.1. D3S1358-VWA-FGA-Amelogenin-D8S1179-D21S11-D18S51-
D5S818-D13S317-D7S820 (Profiler Plus multiplex)
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7.1.3. A THOI lokusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.5. A D18S51 lokusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.6. A D5S818 l6kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.7. A DI13S317 l6kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.8. A D7S820 l6kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.9. A D16S539 lokusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.10. A CSF1PO lokusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.11. A VWA I6kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.13. A TPOX lokusz allélgyakorisdg-eloszlasa
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7.1.15. A Penta E 10kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.16. A Penta D 16kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.17. A D2S1338 16kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.18. A D19S433 16kusz allélgyakorisag-eloszlasa
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7.1.19. A BuCa populacié mtDNS haplocsoport-eloszlasa

BuCa
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7.1.20. A BaRo populacio mtDNS haplocsoport-eloszlasa
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7.1.21. A Székely populacié mtDNS haplocsoport-eloszlasa
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7.1.22. A Csang6 populacié mtDNS haplocsoport-eloszlasa
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7.2.

Tablazatok

7.2.1. A populdcidkban megfigyelt heterozigozitas értékek

Marker BuCa BaRo DeRo BuAs Szekely Csango
CSF1PO 0,714 0,713 0,709 0,741 0,786 0,782
D3S1358 0,767 0,723 0,754 0,854 0,790 0,804
D5S818 0,731 0,655 0,736 0,747 0,685 0,723
D7S820 0,762 0,621 0,727 0,764 0,821 0,836
D8S1179 0,838 0,767 0,791 0,758 0,817 0,782
DI13S317 0,785 0,714 0,672 0,775 0,762 0,741
D16S539 0,798 0,810 0,791 0,758 0,766 0,764
D18S51 0,847 0,830 0,900 0,831 0,903 0,877
D21S11 0,861 0,306 0,872 0,803 0,844 0,773
FGA 0,856 0,878 0,854 0,865 0,871 0,845
THO1 0,829 0,786 0,763 0,758 0,790 0,809
TPOX 0,605" 0,709 0,618 0,657 0,634 0,618
VWA 0,834 0,728 0,854 0,803 0,794 0,759
Penta E 0,861 0,903 0,854 0,904" 0,903 0,814
Penta D 0,830 0,694 0,745 0,798 0,840 0,773
D2S1338 0,847 - - - 0,844 0,863
D19S433 0,821 - - - 0,755 0,782
Magyarazat: * = megfigyelt legmagasabb heterozigozitas

= megfigyelt legalacsonyabb heterozigozitas
- = nem teszteltiik
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7.2.2. A populacidokban megfigyelt PD (megkiilonboztetd erd) értékek

Marker BuCa BaRo DeRo BuAs Szekely Csango
CSF1PO 0,877 0,855 0,854 0,853 0,887 0,862
D3S1358 0,926 0,898 0,898 0,918 0,910 0,933
D5S818 0,879 0,841 0,877 0,881 0,859 0,867
D7S820 0,928 0,850 0,928 0,929 0,931 0,925
D8S1179 0,932 0,944 0,933 0,930 0,932 0,914
D13S317 0,924 0,917 0,916 0,914 0,927 0,905
D16S539 0,905 0,932 0,923 0,924 0,908 0,908
D18S51 0,975 0,952 0,959 0,957 0,964 0,958
D21S11 0,957 0,948 0,936 0,946 0,952 0,943
FGA 0,964 0,959 0,968 0,956 0,962 0,955
THO1 0,914 0,913 0,921 0,924 0,919 0,900
TPOX 0,785 0,821 0,760° 0,810 0,800 0,837
VWA 0,926 0,909 0,902 0,911 0,924 0,935
Penta E 0,976 0,978 0,972 0,980° 0,977 0,974
Penta D 0,945 0,909 0,943 0,950 0,946 0,938
D2S1338 0,970 - - - 0,970 0,968
D19S433 0,918 - - - 0,910 0,890
PMiomb 6,7x10%"  32x10"  14x10"7  6,1x10"  1,2x10%°  4,5x107%
Magyarazat: °* = megfigyelt legnagyobb PD érték

® = megfigyelt legkisebb PD érték
- = nem teszteltiik
PMiomb = kombinalt egyezési valosziniiség
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7.2.3. A populacidkban megfigyelt PE (apasagi kizaro erd) értékek

Marker BuCa BaRo DeRo BuAs Szekely Csango
CSF1PO 0,484 0,455 0,441 0,451 0,517 0,478
D3S1358 0,585 0,527 0,532 0,603 0,566 0,619
D5S818 0,492 0,425 0,480 0,495 0,458 0,489
D7S820 0,598 0,467 0,603 0,604 0,616 0,601
D8S1179 0,626 0,647 0,632 0,623 0,625 0,577
D13S317 0,589 0,570 0,568 0,566 0,602 0,539
D16S539 0,562 0,618 0,598 0,597 0,553 0,553
D18S51 0,768 0,680 0,737 0,707 0,741 0,724
D21S11 0,706 0,668 0,666 0,660 0,679 0,654
FGA 0,722 0,704 0,758 0,700 0,723 0,693
THO1 0,585 0,566 0,591 0,592 0,578 0,547
TPOX 0,356 0,414 0,332° 0,387 0,382 0,406
VWA 0,617 0,551 0,566 0,566 0,594 0,613
Penta E 0,786 0,800 0,784 0,813" 0,796 0,769
Penta D 0,670 0,560 0,642 0,667 0,660 0,629
D2S1338 0,749 - - - 0,745 0,746
D19S433 0,605 - - - 0,559 0,544
PExomb 0,99999996  0,99999855  0,99999933  0,99999942  0,99999994  0,99999989
Magyarazat: °* = megfigyelt legnagyobb PE érték

® = megfigyelt legkisebb PE érték
- = nem teszteltik
PEiomb = kombinalt kizaro erd
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7.4.

AMOVA
AFDIL

BaRo
BuAs
BuCa
CODIS
CRS
DeRo
EDNAP
EM
EMPOP
GMI

Hobs
HV1
HV2
HV3
HWE
ISFG
LR
PD
PE
PIC
pM
Pmin
RFLP
RMP
SNP
STR
SWGDAM

Roviditések jegyzéke

molekularis varianciaanalizis (Analysis of Molecular Variance)

Amerikai Léger6 DNS Azonosité Laboratoriuma (Armed Forces DNA
Identification Laboratory)

a Baranya megyei roma populacioés mintank

a budapesti askendzi populécios mintank

a budapesti kevert jellegli populacios referencia mintank

Combined DNA Index System (az USA biiniigyi DNS-adatbazis rendszere)
Cambridge referencia szekvencia (els6ként publikalt mtDNS szekvencia)

a kelet-magyarorszagi roma populdciés mintank

igazsagiigyi genetikusok europai szervezete (European DNA Profiling Group)
Expectation-Maximization algoritmus

eurdpai mitokondridlis DNS populacios adatbazis

Innsbrucki Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézete (Gerichtsmedizin
Innsbruck)

Nei-féle géndiverzitas

megfigyelt heterozigotasag

mitokondrialis DNS Hipervariabilis Régio 1

mitokondrialis DNS Hipervariabilis Régi6 2

mitokondrialis DNS Hipervariabilis Régio 3

Hardy-Weinberg egyensuly

Nemzetkozi Igazsagiigyi Genetikai Tarsasag

valdszinliségi hanyados

igazsagiligyi megkiilonboztetd erd

igazsagiligyi sziildségi kizard erd

polimorfizmus informacié tartalom

igazsagligyi egyezési valosziniiség

minimalis allélgyakorisag

restrikcids fragmens hossz-polimorfizmus

Véletlen egyezési valoszintiség (Random Match Probability)

egynukleotid polimorfizmus (Single Nucleotide Polymorphism)

Short Tandem Repeat

Scientific Working Group on DNA Analysis Methods
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8. OSSZEFOGLALAS

Allél- és profilgyakorisagi adatbazisok nélkiil az STR vizsgalatok, haplotipus adatbazisok
nélkiil a mitokondrialis DNS analizis torvényszéki bizonyito erejének statisztikai interpretaci-
0ja nem lehetséges. Doktori kutatomunkam célkitiizése ezért az volt, hogy autoszomas
mikroszatellita lokuszok €és a mitokondrialis DNS kontroll régi6é polimorfizmusainak tipizala-
sa révén felallitsunk egy olyan populacids referencia adatbazist, ami megfelelének bizonyul-
hat a magyarorszagi igazsagiigyi genetikai szakértdi vizsgalatok korrekt statisztikai genetikai
mintat Olelt fel. A populdcidos mintdk mindeggyikének legalabb 15 16kuszos STR-profiljat
allapitottuk meg, négy populacid 776 személyi mintajanak pedig a mitokondrialis DNS teljes
kontroll régi6 profiljat irtuk le.

A populaciés felmérés soran a mitokondrialis DNS kontroll régié szekvencia-analizis
automatizalt bevezetésére €s hitelesitésére keriilt sor laboratoriumunkban magyarorszagi igaz-
sagiigyi genetikai célokra. Kereskedelmi forgalomban elérhetdé multiplex-PCR és fluoreszcens
detektalasi rendszerek lehetéségeinek kiaknazasaval relative gyors, és nagyrészt automatizalt
modon generdltunk multilékuszos (15-17 STR markerre épiild) genetikai profilokat tobb szaz
populéacids minta statisztikai elemzése céljabol.

A vizsgélatba bevont STR markerek polimorfizmusénak populécios felmérésével meg-
allapitottuk, hogy a 13 autoszomas CODIS STR marker analizisével potencidlisan biztosithato
Magyarorszagon az igazsagiigyben igényelt szintli személyi individualizacio.

Megallapitasra keriilt, hogy a magyar népesség genetikai szubstrukturaltsagi foka 1¢é-
nyeges hatdssal lehet mind az STR, mind a mitokondrialis DNS-vizsgélat bizonyitd erejének
statisztikai kiértékelésére. Mivel hasonl6 adatokat mindeddig csak eltérd torténelmi-genetikai
eredetll etnikai csoportok vagy geografiailag-genetikailag izolalt populaciok kozott mértek, a
magyar populdcioban tapasztalt nagyfoku heterogenitds a magyar népességet alkotd populaci-

A referencia populdcioként definialt budapesti kevert népességbdl szarmazé mintacso-
port genetikai strukturajat tekintve lényegében megegyezik az dshonos eurdpai népességgel,
mindazonaltal eredményeink azt mutatjak, hogy az alpopulacios tedria alapjan a magyaror-
profil egyezési valdsziniiség kalkuldcidja sordn annak érdekében, hogy a torvényszéki DNS-

vizsgalatok bizonyit6 erejének interpretalasa tévedéstol mentes legyen.
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9. SUMMARY

The strength of DNA evidence in legal procedure could only be interpreted with appropriate
population genetic data of the investigated DNA polymorphisms. Therefore the main aim of
this study was to introduce and validate genetic analysis of human microsatellite and mito-
chondrial DNA polymorphisms to the Hungarian forensic practice. In addition, our purpose
was also to establish a Hungarian reference population database which could be used for in-
terpreting the weight of DNA evidence presented at Hungarian court.

Six Hungarian populations with altogether 1194 individual samples have been in-
volved into the population study. Each population sample was genotyped at least 15 auto-
somal STR loci generating multi-loci DNA-profiles and the sequence analysis of mitochon-
drial DNA entire control region of 776 individuals from four populations was performed.

In the course of the population survey a completely automated process of laboratory
manipulations and data transfer was introduced and validated to sequence the entire control
region of the mitochondrial DNA in the Hungarian Police DNA Laboratory. Using
commercial available multiplex-PCR and fluorescence detection systems a relatively phast
and automated generation of multi-loci DNA-profiles (15-17 STR markers) could be
performed on hundreds of population samples.

Based on our findings during the survey of STR polymorphisms in the Hungarian
populations, the 13 autosomal CODIS core loci involved in the study seemed to be suitable
for forensic personal identification in Hungary.

Given the substructure level detected among the Hungarian populations can be a great
importance from the point of view interpreting the strength of STR and mitochondrial DNA
evidence at the Hungarian court. Since similar data have been observed until now only
between ethnic groups with different historical/genetical origin or in geographically isolated
populations, the great level of observed heterogeneity in the Hungarian population can be
explained with the diverse genetic history and/or isolation of the Hungarian sub-populations.

The reference population sample collected from the mixed urban Budapest population
has similar genetic character to the average autochthonous Europeans with normal genetic
admixture and there appears to be no basis for treating the reference population separately
from other European forensic databases. Based on the substructuring theory our findings
suggest that the possibility of population differentiation in the Hungarian communities should
be taken into account during the calculation of matching probabilities in the forensic genetic

expert opinions to avoid statistical misinterpretation of DNA evidence.
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