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IDEGEN SZAVAK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE
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Fred Hutchinson (Cancer Research Center)

hatarold6 szakasz (itt a mikroszatellita marker ismétlédé szekvenciajat
kozrefogo rész)
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Expected Heterozigosity - becslilt heterozigozitas

Observed Heterozigosity - megfigyelt heterozigozitas

Hardy-Weinberg egyensuly

kilobazis
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olyan multiplex PCR vizsgalorendszer, mely rossz minéségi (téredezett), kis
kopiaszdmu DNS vizsgéalatét teszi lehetéve tobb rovid STR lokusz egyidejl
vizsgélataval

monoplex PCR vizsgaldrendszer, mely egy lokusz egyideji vizsgalatat teszi
lehetévé Ugy, hogy a reakcid-elegyben egyetlen primer-part alkalmaz

Miniplex vagy Multiplex vizsgalérendszerek
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Polymerase Chain Reaction — polimeraz lancreakcio
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DNS szakasz ismételt sokszorozasa PCR technikaval
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Wilms-féle tumorfaktor



1 OSSZEFOGLALAS

A kutyak mikroszatellita (STR) alaptd polimorfizmus-vizsgélata tenyésztési
(leszarmazési) vagy igazsagugyi (egyedazonosséagi) célbol az utobbi idékben egyre inkabb
elterjedt. Az eseti mintdk nagy része azonban a forgalomban 1évé ,kutya kit"-ekkel vizsgalva
csak részben, illetve egyaltalan nem értékelhetd genetikai profilt eredményez. A fiziol6gias
allapotukat vesztett, bomlasnak indult vagy mar bomlott anyagmaradvanyokban a fizikailag
hosszabb lokuszok nagyobb val6szinlséggel karosodnak, igy a téredezett DNS vizsgalata
soran a nagyobb méretl (kb. 300 bazispart meghaladd) szakaszok amplifikalasa PCR
technikdval sokszor ellehetetlentl. Vizsgalatom olyan Gjabb mikroszatellitakra iranyult,
amelyek e problémét kikiisz6bélendd, megfelelé valtozatossaggal valamint kelléen rovid
mérettel rendelkeznek.

Munkam soran 0t mikroszatellita marker (PEZ19, PEZ16, REN124, WILMS-TF,
FH2584) — amelyek hossza az 0] primerek tervezésével nem haladja meg a 200 bazispart —,
valamint két, eredendden révid (PEZ21, vVWF.X) marker polimorfizmusat mértem fel 75
fajtdba tartoz6, 116 egymastol genetikailag figgetlen kutya mintdjan. A PCR technikaval
sokszorozott, fluoreszcensen jeldlt termékek elvalasztasat és méretének meghatarozasat
kapillaris  elektroforézissel végeztem. Az adott allélek szekvencia analizisével
meghataroztam szerkezetiket, és az ismétl6dd egységek alapjan nemzetkozi
O0sszehasonlitdsra is alkalmas allélnevezéktant alakitottam ki. A szekvendalassal igazolt
méretl referencia allélekbdl 6sszedllitott alléllétrakkal és az alkalmazott kutya markerekre
megirt Genotyper 2.5.2 szoftver hasznalataval lehetévé tettem az allélek félautomata
kiértékelését (genotipizalasat). Az allélgyakorisagi adatok alapjan statisztikai analizist
végeztem, meghatdrozva az egyes lokuszok heterozigozitdsat (Hexp, Hobs), @
megkulonbdztetési megbizhatdésagot (PD), az apasagi kizards megbizhatésagéat (PE) és a
polimorfizmus informacios tartalmat (PIC).

A vizsgalt hét STR lokusz-készletet kiegészitettem a mar korabban leirt PEZ1, PEZ3,
PEZ5, FH2054 markerrel valamint az SRY lokusszal, és az 6sszesen 12 markert két miniplex
reakcioként allitottam o6ssze. A két vizsgalorendszert kis mennyiségli DNS mintakra
érzékenyitettem, amelynek eredményeként alkalmasnak bizonyultak akar 0,1 ng 8ssz-DNS
tartalmu, degradalt minta genetikai profiljanak meghatarozasara. A két miniplex rendszer
gyakorlati alkalmazhatésagat bintgyi helyszinrél biztositott szérminta azonositasan,
valamint kérdéses leszarmazas eldontése kapcsan igazoltam.

Mivel az eseti mintak nagy része szérszalakra korlatozodik — a kutydk
kozkedveltségébdl és széles korl tartdsdbdl adoddan —, hattérvizsgalatként teszteltem,
milyen sikerességgel generalhaté egyetlen szérszalbdl az adott egyed valds genetikai

profilja.



A szomatikus mutacié megléte kutyaszdrben is igazolt, de eléforduléasi gyakorisaga
valamint a genotipizalas soran fellépd, az eredetitdl eltér6 DNS-mintazatok megjelenésére
vonatkoz6 adatok nem allnak rendelkezésre.

A bullmasztiff fajtaju donortdl biztositott, 6sszesen 600, kulonb6zé testrészekrél
kitépett szérszalak gyokérhuvelyi részének fénymikroszkopos ellenérzése alapjan az eltérd
novekedési fazisban lévé szérképleteket harom kategoériaba soroltam (anagén, katageén,
késéi katagén). A levagott szérhagymakbdl harom kilonb6zé preparalasi eljarassal
teszteltem az alacsony képiaszamu DNS izolalasara alkalmas technikakat. A StockMarks®
Dog Genotyping Kit segitségével 10 STR lokusz (PEZ1, FHC2054, FHC2010, PEZ5, PEZ20,
PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZ8, FHC2079) egyuttes sokszorozdsat végeztem el, az
elektroforézishez és a genotipus meghatarozadsahoz ABIPrism 310 Genetic Analyzer
készlléket, Genescan 3.1 és Genotyper 2.5.2. szoftvereket hasznéltam.

A telies genetikai profit adoé szérszalakb6l meghataroztam az egyed valos
genotipusatdl eltéré — allélkiesést, erételjes kiegyensulyozatlansagot mutatdé vagy extra-
alléles — DNS-mintazatokat. Az adott lokuszokon megfigyelt eltéréseket monoplex és/vagy Uj
multiplex vizsgéalatokkal ellendriztem, amelynek eredményeként a sz6rmintak tébbségében
az egyed valds genotipusa volt kimutathat6. Egy esetben az ismételt analizisek ellenére is
eltéré allélmintazatot mutattam ki, amelynek kdvetkeztében igazolhatova valt, hogy a vizsgalt
egyed szomatikusan mozaikos.

Medfigyeléseim  Osszességében a  szdrszalak  DNS-vizsgélatan  alapuld
egyedazonositds nehézségeire hivjdk fel a figyelmet. Az alacsony koépiaszdmu mintak
analizisekor a feler6s6dé technikai egyenetlenségek hibas genetikai  profil
meghatarozasahoz vezethetnek, és tized-ezrelékes nagysagrendi gyakorisaggal szomatikus
mutaciok is el6fordulhatnak. A tényleges genotipus meghatarozasa érdekében — ha

lehet6ség van ra — ajanlatos az ellendrzé mono- vagy multiplex PCR vizsgalatok elvégzése.



2 BEVEZETES ES CELKITUZES

Az él6 szervezetbdl kikerdlt, illetve elkllonitett bioldégiai mintdk természetszer(ileg
olyan kisebb-nagyobb meértékli roncsoldédast szenvednek el, amelyek a polimeraz
lancreakcion alapul6 mikroszatellita vizsgalatok sikerességét is csokkentik. A k&rosodott
DNS vizsgélata soran az analitikai jeler6sség jelentésen csokkenhet, kilondsen a hosszabb
méretl PCR termékek rovidebbekkel torténd egyideji (multiplex) sokszorozasa esetén. Ez a
jelenség a kb. 300 bazispart meghaladé mérettartomanyban gyakran — a genotipus
meghatarozasara forgalomban Iévé standard ,kit"-ek hasznalatakor is— megfigyelhetd.

A kutya eredetll eseti mintdk — pl. elpusztult nemzé- illetve szuldallatok szdvettani
mintai, blncselekmények helyszinén fellelt, kihullott szérszalak és/vagy kornyezeti hatasok
altal degradalt, kis mennyiségli anyagmaradvanyok — a jelenleg hasznalt vizsgalati
markerekkel csak részben illetve egyaltalan nem értékelhetd genetikai profilt eredményeznek
(Pfeiffer és mtsai, 2004). Vizsgalatom ezért olyan Ujabb polimorf mikroszatellitak
alkalmazasba torténd bevonasara irdnyult, amelyek mérete a sokszorositasuk utdn sem
haladja meg a 200 bazisparnyi hosszusagot. A révidebb DNS szakaszok a téredezett DNS-
b8l nagyobb valoszinliséggel mutathatok ki, ami a sikeres vizsgalatok aranyat jelentds
mértékben megndvelheti.

A testi sejtek DNS szekvencidjaban bekodvetkezd permanens valtozas (szomatikus
mutacié) és a kimérizmus hatasara azonban kilénbdzdé allélikus formak johetnek létre az
azonos lokuszokon, amelynek feltételezett bekdvetkezésével szamolni kell az egyedi
azonosséag, illetve kilonb6zéség, valamint a leszarmazéas megallapitdsanak statisztikai
értékelésekor. A magas mitotikus aktivitasnak koszonhetéen a szomatikus mutacio
bekovetkezésének lehetésége — a csontvel6 mellett — a killtakaré sejtjeiben a legvalészinlibb
(Linch, 2001). Mivel az eseti mintak tobbségét szérszalak teszik ki, a genetikai elvaltozasok
gyakorisaganak felmérése érdemi tényezd az eredmények interpretalasaban. Tenyésztdi
szempontbol az alom leszarmazasanak genetikai vizsgalatara legegyszerlibben szérmintéat
lehet biztositani, ugyanakkor a vélasztas el6tti kiskutyaknal a levett szajnyalkahartya-
torletben még az anya hamsejtjei is megjelenhetnek, amelynek kodvetkeztében téves vagy
kevert DNS-profil hatdrozhaté meg. Kriminalisztikiai szempontbdl a kutydk, mint &tvihetd,
azonosithatd mikronyomok leképzéi, kedveltségik és nagy szamuk miatt a blnulddzeési
gyakorlatban is egyre nagyobb jelent6ésséggel birnak. Napjainkban tdébb olyan sudlyos
blncselekmény felderitése van folyamatban, amelyekben kutyaszérok szolgalhatnanak

helyszinek és személyek kapcsolatdnak igazolasara.



2.1 Rovid mikroszatellita multiplex

Célom a kutya eredetli anyagmaradvanyok egyedi szintli azonositasara alkalmas,
érzékeny vizsgalati modszer kidolgozasa volt, amely a kell6 mértékben stabil és informativ
STR-lokuszok segitségével, kis mennyiségl és er6sen bomlott mintakon is hatékonyan és
eredményesen alkalmazhat6. Ehhez olyan, valészinUsithetéen véaltozatos STR markerek
polimorfizmusanak felmérése szilkséges, amelyeknél Uj primerparok tervezésével a
sokszorozand6 szakaszok hosszanak minél nagyobb mértékl roviditése érhetd el. A
polimorfizmus-fok és az allélméret mellett a lokuszok szerkezete szintén l|ényeges
szempontként merdilt fel, mivel a di-, illetve trimer ismétl6dé egységekbdl all6 mikroszatellitak
genotipus meghatarozdsa tobb szempontbdl is problémas (Walsh, 1996). Ezt
kikusz6bolend6, tetramer vagy ennél tébb bazispar (penta-, hexamer) ismétlédésbdl felépuld
STR lokusz kivalasztasat céloztam meg.

A méar ismert szekvenciaval és megfeleld sokféleséggel rendelkezé rdvid
mikroszatellita lokuszok bevonasaval és kombinaldsaval un. ,multiplexek” |étrehozasat
terveztem, a kiindulasi DNS minél kevesebb szami PCR reakcioval kivitelezhet6

sokszorozasa érdekében.
2.2 Genotipizalas

Tovabbi célom wvolt a kivalasztott STR lokuszok segitségével a vizsgalt
magyarorszagi kutyak genetikai profil alapjan torténé egyedazonossdganak megallapitasa,
amelyhez nélkilozhetetlen a megfigyelt alléltipusok meghatarozésa, a genotipizélas. Mivel a
preciz allélmeghatarozashoz az allélek méretbeli eltérése 6nmagaban nem elégséges, a
méret alapjan elkilonilé csoportokbdl egy-, 6sszetett szerkezetli lokuszok esetén tébb allél
bazissorrendjét kell meghatarozni. Az igy nyert szekvencia-adatok segitségével
megallapithatd a mikroszatellitak szerkezete, valamint a repeticiés (ismétlédé DNS-motivum)
szamuk alapjan kialakithaté a nemzetk6zi 6sszehasonlitasra is alkalmas allélnevezéktan. A
szekvendlassal igazolt méret, referenciaallélekbél 6sszedllitott alléliétrakkal lehetévé valik
az esetleges interallélek pontos meghatarozasa is, amelyek segitségével és a megfeleld

genotipizalé szoftver kialakitasaval a DNS-profilok félautomata médon kiértékelhetdk.

2.3 Populécié-statisztikai vizsgalat

Olyan csoporton kivantam felmérni a mikroszatellitdk allélgyakorisagi értékeit, amely
minél tébb fajtdbdl all és lehetéség szerint tikrozi a magyarorszagi kutydk genetikai

Osszetételét.
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Statisztikai  analizissel a multiplex rendszerekben alkalmazott lokuszok
felhaszndlhatésagéat, illetve korlatait terveztem jellemezni, meghatdrozva azok
heterozigozitdsat (Hexp, Hobs), megkilénboztetési erélyét (PD), apaségi kizaras erélyét (PE)
és a polimorfizmus informé&cids tartalmat (PIC). A Hardy-Weinberg és linkage egyensulyi
teszteléssel vélaszt vartam arra a kérdésre, hogy a vizsgalt kutyapopulacibban van-e

jelentés mértéki allélikus kapcsoltsag a lokuszok kozott, illetve a lokuszokon belil.

2.4 Kimutatési érzékenység

Az eseti mintak jelentés hanyadara igen csekély mennyiségli DNS jellemzé, ezért a
PCR reakciok optimalizalasaval a kimutathatdsagi kiiszobot a lehetd legalacsonyabb — akar

néhany sejtnyi — hatarértékig kivantam csokkenteni.

2.5 Eseti alkalmazas

Az  Osszeallitott mikroszatellita  miniplexek  gyakorlati  alkalmazhat6sagat

leszarmazastani- és blnugyi esetekkel terveztem tesztelni.

2.6 Alkalmazési korlatok, mutécios lehet  6ségek

Vélaszt kerestem tovadbba arra a kérdésre is, hogy egyetlen szérszalbdél milyen
eséllyel lehet a teljes vizsgalt genetikai profilt kimutatni, illetve az milyen formaban és
mekkora valoszinlséggel térhet el az egyed valos genetikai profiljatol. Ennek felmérése
céljabol egyetlen egyed kulonbdzd testrészeirél gyUjtott, a kornyezet (UV, vegyszerek, stb.)
mutagén hatasainak leginkabb kitett, nagyszadmu szdérmintijanak vizsgalatat terveztem.
Mikroszkopos vizsgalattal elkilonitett, eltérd fejlédési fazisokba sorolt szérképletek egyedi
vizsgélataval kivantam megbecsiini, milyen varhaté sikerességgel lehet teljes DNS-profilt
generdlni a kulonbdzé mennyiségl gyokérhivelyi sejtet tartalmazo eseti sz8rmintadkbdl. Az
alacsony képiaszamu szdrmintak vizsgélatara szolgélo optimalis preparalasi eljarast harom
kilonbdz6 DNS kivonasi modszer tesztelésével valasztottam ki.

Az egyes markerek kulonbdzd tipusu eltérésekre valé hajlandésagat 10 STR lokuszt
tartalmazd, standard multiplex vizsgalati rendszerrel terveztem meghatarozni. Célom volt
egyuttal azt is felmérni, mekkora a szomatikus mutacié eléfordulasanak gyakorisdga az

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

A biologiai anyagok a szervezetbél kikertlve elveszitik fiziologids kornyezetiiket és a
kulonbozd jellegl, mértékl kdrnyezeti hatasok az anyagmaradvanyokat — szdvettipusuktol
fligg6en gyorsabban vagy lassabban, de mindenképpen - karositjak. Az dsszetett kilsd
(nedvesség, hémérséklet, ultraibolya sugarzas, mikrobialis hattér, sth.) és belsé (endogén
nukledzok) befolyasold tényezdk hatdsara a minta eredeti DNS tartalma csdkken, romlik az
allapota és szekvencigjaban is valtozasok kovetkezhetnek be (depurindlodas). Ezen
folyamatok eredménye, hogy a DNS-lanc random toréseket szenved el és hosszabb-
rovidebb (kb. 100-500 bp) fragmensekre darabolodik. A szerves molekuldk bomlasi
folyamataira hato korulmények, példaul a magasabb hémérséklet és nedvességi szint a
minta azonosithatosagat kedvezétlenil befolyasoljak. Az elhald biologiai szovetek még
optimalis megtartdsi korilmények kozott is autolizisen mennek keresztil, amelynek
kovetkeztében molekularis szerkezetik roncsolddik. Az elhalt biolégiai szdvet tipuséatol
fuggéen eltérd idSintervallumban mutathaté ki a még analizalhaté mennyiségl DNS (Bér és
mtsai, 1988), amely az eredeti &llapothoz képest korlatozott vizsgalati sikerességgel bir.

Mivel minden analitikai vizsgélatot jellemez egy vizsgalhatésagi minimum érték, a
bomlas mértéke (konzervalé tényezdék nélkul akar révid idé alatt is) a minta
vizsgalhatdésaganak ellehetetlentléséhez vezethet. Az eredendéen csekély, adott esetben
csak néhany tucat sejtet tartalmazé bioldgiai anyagok — pl. hullott szérszalak — kdrosodasa
azonos degradacios rata mellett hamarabb eredményezi a minimum érték elérését a nagy
képiaszamu szovetekhez képest.

A kornyezeti karosité hatasok és az autolizis eredményeképpen tehat a bioldgiai
anyagmaradvanyok — esetenként eredendden is kevés — DNS tartalma tovabb csokkenhet. E
két folyamat hatdsa korlatozza a megfelelé hosszisagu, épen maradt genetikai anyag
mennyiségét, azaz a PCR- (Polymerase Chain Reaction) sokszorozas sikerességét. Az
ilyen, eseti gyakorlatban gyakran el6fordulé mintak PCR-technikéan alapul6 sikeres vizsgalata
csak a kell6képpen rovid — kb. szazotven bazispar — méreten belul is polimorf, sok-képias
markerekkel (Balogh és mtsai, 2003) vagy a sokszorozand6 szakaszok (amplikonok)
méretének csokkentésével novelhetd (Butler és mtsai, 2003, Chung és mtsai, 2004,

Asamura és mtsai, 2007, Schmid és mtsai, 2008, Wurmb-Schwark és mtsai, 2009).
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3.2 DNS alapu vizsgalatok

Minden egyes élélény genetikai anyagaban az azt egyedivé tevd, sajatsagos ,DNS-
alairas” rejtézik, amely megfelel6 technikakkal kimutathatd, azonosithatd. A rohamosan
fejlédé molekularis genetikai modszerek a genom specifikus szakaszainak — an. markerek,
lokuszok — kozvetlen vizsgélatat teszik lehetévé. A kezdeti DNS vizsgélatoknal, mint az
ezredfordulo elétt széles korben hasznalt, tébb lokuszos RFLP (restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus) eljaras alkalmazasanal még szamos korlatozo tényezét kellett figyelembe
venni. A mikrogrammnyi mennyiségd, j6 allapotu DNS-igény, az eredmények mindsége,
esetleges pontatlansadga és a laboratériumok kozoétti 6sszehasonlithatatlansag korlatozta a
maodszer elényeit. Bar ezek a polimorf régiok informativ megkulonboztetési képesséeggel
birtak, és leszdrmazasi vizsgélatoknal igen sikeresnek bizonyultak, a kapott mintdzatok
rendkivil bonyolult statisztikai interpretacidja, valamint a technikai egyenetlenségekbdl
fakado hibridizaciés hibak hattérbe szoritottak az eljarast.

1985-ben a PCR technika megvalositasaval kiszélesedett a sikeresen vizsgalhat6
mintak spektruma. Az RFLP eljardshoz képest 3-4 nagysagrenddel kevesebb kiinduldsi DNS
(templat) koncentracio bevitele sikeres vizsgalatok elvégzését tette lehetévé, akar toredezett
genetikai anyagbdl is. A reakci6 elénye tovabba az RFLP-hez képest, hogy a PCR-termékek
diszkrét tulajdonsagokként hatarozhatok meg, és egyidejlleg akar tébb tucat marker is
sokszorosithatd. Specifikus primerek hasznalataval a kilonbdzé eredetd, keveredett biologiai
mintak analizise eredményesebbé valt. Megfelelé primertervezéssel és a multifluoreszcens
technika segitségével olyan multiplex PCR-kiteket fejlesztettek ki, amelyek alkalmazéasaval
egyetlen vizsgalattal kivitelezhetévé valt az egyedi szintli azonositas allatokban is (Applied
Biosystems, 2001).

A VNTR-ek (Variable Number of Tandem Repeats) PCR alapu vizsgélatat 1989-ben
vezették be. A VNTR-ek ismétl6dd szakaszai 15-70 bp hosszuak voltak, ezért LTRs (Large
Tandem Repeats) néven valtak ismertté (Kasai és mtsai, 1990). Ezeknek a viszonylag
hosszlu fragmenseknek azonban korlatozott a sokszorozhatésaga, degradalt mintdk

vizsgéalatanal pedig jelentésen csokken tipizalhatésaguk sikeressége.

3.2.1 Mikroszatellita markerek

A DNS-molekula kéztudottan szamos olyan, nem &tir6do régioval rendelkezik, amely
tobb-kevesebb nukleotid kilonb6z6 szamua ismétlédésébdl — repeticidjabol — all (Edwards és
mtsai, 1991). A kutya genetikai anyagaban éppugy, mint mas eukariéta genomban nagyon

sok ilyen ismétlédé szakasz taladlhatd, amelyeket szatellit-DNS-nek neveznek. A
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kromoszémék centromerjei korul helyezkednek el, méretik meghaladhatja az 1000 bazispar
hosszlsagot. A repetitiv szekvencia rovidilése folytan kialakult, k&zepesen hosszu
miniszatelliteket VNTR-nek is nevezik, néhany tucatszor ismétl6dé egységei 10-100 bp
hossztak. Az ennél rovidebb ismétlédésekbdl felépllé mikroszatellitak az STR-ek (Short
Tandem Repeat) vagy méas néven az SSR-ek (Simple Sequence Repeat).

Az STR mikroszatellitdk olyan 80-350 bp meérettartoményu régiok, amelyekben 2-6
bazisparbdl all6 révid szakaszok tandemszer(ien ismétlédnek egymas utan (Weber és mtsa,
1989). Az ismétlédések szama 2-50 képiaszdmban figyelheté meg, és mivel ez a szam az
egyes egyedek kozott nagy valtozatossagot mutat, valamint kodominansan oroklédik,
alkalmazhat6ak genetikai egyedazonositasi célokra (Butler, 2005). A nem kddol6 régidkon
kival intronok részeként, génekben is megtalalhatok, igy marker alapu szelekciéra (MAS,
Marker Assisted Selection) és egyes tulajdonsagok illetve betegségek kdzvetett diagndzisara
is alkalmasak.

Az ismétlédések hossza alapjan di-, tri-, tetra-, penta- és hexamer egységeket
kulonboztetink meg, amelyekbdl kilonbdzé struktaraju allélek épulhetnek fel. Az egyszer(
szerkezetli mikroszatellitdk azonos hosszusagu és szekvencidju egységekbdl, mig az
Osszetettek két vagy tobb, kulénbdzd, egymassal szomszédos, egyszerl ismétlédésekbdl
allnak. A komplex strukturdja markerekben a kilonb6z8, véaltoz6 hosszusagu, illetve
szekvencidju egységeket valtozd6 méretli kdzbeiktatott szakasz osztja meg. Az STR allélek
mérete nemcsak az egységek egész szamu tobbszordsének feleltethetdé meg, ugyanis mind
az ismétlédd, mind pedig a hatarold régidkban el6fordulhatnak megvaltozott nukleotidok,
amelyek a mikrovarians allélek létrejottéert felelések (Ellegren, 2004). llyen allélvariansok
kialakulasa az egy/néhany nukleotidot érinté illetve az ismétl6dé egységek szamat valtoztato
mutacioknak koszonhetd (Nadir és mtsai, 1996). Mikroszatellitak esetén a repeticiok
szamaban megfigyelhetd polimorfizmus oka az elcsuszott szal helytelen parosodéasa (slipped
strand mispairing), mig miniszatellitaknal az egyenlétlen crossing over kdvetkeztében
létrejové inzerciok/delécidk, illetve a génkonverzid felelés a nagyobb ismétlédé egységek

szamanak valtozatossagaért.

3.2.2 Szérkeépletek genetikai vizsgélata

Két f6 részre lehet felosztani egy szérképletet — él6 tovi vége a ndvekedésért felelbs,
mig a szali rész elhalt, keratinizalédott sejtekbél épil fol (Chatt és mtsa, 1988). Az emlésok
sz6rtusz6i harom novekedési fazison mennek keresztil. Az optimalis kisérlettervezés
szempontjabol fontos lehet annak ismerete, hogy a vizsgalando szdérszal milyen fejlédési

stadiumban van, azaz milyen mennyiségl gyokérhuvelyi sejtet tartalmaz.
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Fénymikroszk6pos megtekintéssel anagén (aktiv ndvekedeési), katagén (hanyatlo) és
telogén (nyugalmi) fazisok, illetve ezek atmeneti szakaszai kilonbdztetheték meg (1. 4bra).
Az anagén staddiumban lévé szérhagymakon nagy mennyiségi sejt figyelheté meg,
fénymikroszkdppal vizsgalva attetszd gyokérhivelyi tok formajaban (F1. abra), mig a
katagén szdérokre a tok hianya és kevesebb sejtszam jellemzé (Bourguignon és mtsai, 2008).
A végso, telogén allapotban csak a sz6r alapi részének epitélialis sejtektél mentes germinalis

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

Anagén (aktiv Katagén Telogén
nivekedés() fazis (hanyatld) fazis (nyugalmi) fazis
i

A telogén szdrszal kihullik
A nyugvo szortliszd ismételt novekedéasbe kezd

1. dbra Sz6rszal novekedeési ciklusanak sematikus abrazolasa

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

A szbrszalak gyokérhuvelyi sejtjeib6l végzett nuklearis-DNS alapu, sikeres
genotipizalds mar régota ismert és alkalmazott eljards (Higuchi és mtsai, 1988). Eltérd
fejlédési stadiuml sz6rok vizsgalatanal azt taléltak, hogy a szérhagymaval rendelkezd
anagén/katagén valamint a ratapadt follikularis sejteket tartalmazé telogén szérok sejtmagi
genotipus meghatarozasra egyarant alkalmasak (Linch és mtsai, 1998). Ugyanakkor a
gyokérhivelyi sejtektél mentes telogén allapotd, illetve tovi résszel nem rendelkezd
szértoredékek esetén altalaban csak mitokondrialis DNS analizissel szamithatunk sikeres

eredményre (Wilson és mtsai, 1995a-b).
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3.2.3 STRtipizalas soran fellép 6 anomalidk

Az autoszomas STR markerek polimerdz lancreakcion alapuldé sokszorositasa, és a
fluoreszcens jelolési PCR termékek meéret szerinti, elektroforézissel torténd elvalasztasa
sordn a heterozigdta lokuszok mindkét alléljanal nagyjabol azonos intenzitdsu jelet
figyelhetink meg (Gill és mtsai, 1997a). A kiegyensulyozott kimutatasi jeler6sségtél valo
eltérést tobb tényezd is eredményezheti, amelyek genetikai és egyéb (pl. PCR technika,
DNS minta mindsége, degradaltsaga) okokra vezethetdk vissza (Whitaker és mtsai, 1995).
Amennyiben a reakciéo kortlményei optimdlisak, és a minta sem bomlott, a megjelend
eltérések a sokszorositas soran keletkezé, kilonb6zé tipusd mitermékek kimutatasanak
koszonhetdk (Walsh és mtsai, 1996, Clark, 1998), és ismételt analizissel kiszilrheték. A nem
specifikus artefaktumok létrejohetnek a primer szekvencidk véletlenszer( feltapadasaval —
an. ,random priming” —, amelyek koénnyen felismerheték atipikus csucsmorfologiajukrol (Gill
€s mtsai, 1997a), és Aaltalaban nem allélikus pozicidban illetve az alléltartomanyon Kivl

helyezkednek el (2. 4bra).

1 1 - 1 1 1 1 1T T * T v T * 1
100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122
PEZ3
A7 PEZ3+3.3 ladder 8 Yellow PEZ3 ladder 1:1 mikrol
A3 Po 4 Yellow 37/3
OL Allele ?

2. abra Alléllétrahoz (felsé sor) viszonyitott, nem allélikus pozicidban lévé melléktermék

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

3.2.4 Az eltérések genetikai alapjai

A mikroszatellitAk meghatarozasakor el6fordulhat, hogy lokusz- vagy allélkiesés,
illetve két-, harom alléles anomalidk figyelheték meg a DNS mintazatban, melyek sem a fent
leirt technikai okokbdl, sem a minta gyenge minéségébél nem szarmaztathatok. llyen
esetekben, multiplex rendszerek alkalmazasakor, az aberracié altaldban csak egy lokuszt
érint, és az — alléllétrdhoz viszonyitott — extraszignal allélikus helyzetben taldlhat6. Az
aberrdns diallélikus jelek egyik formaja, amikor a heterozig6tanak latszd lokusz két
allélcsucsa kozt jelentés (> 60%) intenzitasbeli kilonbség van. Masik formajaban, tetramer

egységekbdl all6 mikroszatellitdk esetén, a homozig6tanak latszé marker négy bazisparral
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Ezen elvéltozadsok genetikai alapjaként a primer-kotd régioban bekdvetkezd szomatikus
mutacio, vagy a sejtosztédas sordn egy tetramer szerkezetl ismétlédé egység addicidja
illetve elvesztése — stepwise modell - val6szinUsithetd (Brinkmann és mtsai, 1998, Clayton
és mtsai, 2004). Az allélek egyméashoz viszonyitott jeler6ssége alapjan kétféle triallélikus
mintazat is eléfordulhat. Szomatikus mutécio kévetkezményeként gyakrabban tapasztalhato
az allélek egyenlétlen intenzitasa (3. &bra), mig a joval ritkdbban megfigyelhetd, harom,
azonos erésseégli csucs az STR lokuszt tartalmazd kromoszomalis hely megkettézédésének

eredménye (Clayton és mtsai, 2004).
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3. abra Szomatikus mutacio létrejéttének sematikus dbrazolasa. A mitotikus osztédas
soran az egyik kiindulasi sejt (csillaggal jeldlve) mutacién megy keresztil, igy a progenitor
sejt 14-es allélje elveszit egy tetramer ismétlédést, lIétrehozva a 13-as muténs allélt. A négy
lednysejt azonos osztodasi szamat feltételezve, genotipizalas utan (jobb oldali 4bra) eltérd

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

3.2.5 Szomatikus mutacio vizsgalata sz érben

Szomatikus mutéaciénak nevezink minden olyan maradando valtozast a genomialis
DNS szekvencigjaban, amely csak a testi sejtekben mutathaté ki, és a termel6dé ivarsejtek
genomidlis anyagat nem befolyasolja. Az ilyen szekvencia-modosuldsok csak a mutaciot
hordozé egyedben jelennek meg, amelynek kdvetkeztében eltéré geno- vagy kariotipusu
sejtvonalak alakulhatnak ki (genetikai mozaik). Mutacié a sejtben barmikor végbemehet,
leggyakrabban mégis a DNS replikacidja soran jon létre. A szomatikus mutécié
bekovetkezésének lehetésége a kornyezeti hatasok mellett az egyes szovetféleségek
mitotikus aktivitasanak figgvénye. A szervezetben ilyen szomatikus mutacié a csontveld

mellett a hAmszovetben és a ndvekedési fazisban lévd szdrtiisz6 sejtekben a legnagyakoribb
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(Linch és mtsai, 2001). Szdérképletekbdl nagyobb eséllyel mutathatok ki a mitdzis soran
bekovetkezé genetikai elvaltozasok, mivel a sz6rfejlédés kisszamua progenitor sejt klonalis
osztdédasabadl indul ki, ezért a mutans sejtek aranya relative feldisul az adott gydkérhuvelyi
sejtek kozott (Linch és mtsai, 2001). A szomatikus mozaikossag megfigyelésének
gyakorisdga igy kapcsolatban all a vizsgélt lokuszok mutaciés ratajaval, amit a

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

3.2.6 A Canine Genome Project

A kutya genomot az elmult 10 év alatt behatdéan tanulmanyoztak, igy mara Kiterjedt
markerkészlet és genomtérképek allnak rendelkezésre (Breen és mtsai, 1999, 2001, 2004,
Guyon és mtsai, 2003, Klukowska és mtsai, 2004). Az Ujabb kutatasok a kutya teljes
genetikai anyaganak béazissorrend meghatarozasara irdnyultak (Kirkness és mtsai, 2003,
Lindblad-Toh és mtsai, 2005, Ostrander és mtsa, 2005), az elsd szekvenciaadatok mar

2004-ben nyilvdnossd valtak a National Human Genome Research Institute

(http://research.nhgri.nih.gov/dog _genome/) jévoltdbdl. A kutya genom feltérképezését
elsésorban olyan adatbéazis létrehozdsanak céljabdl kezdeményezték, amely a kutatok altal
is vilagszerte elérhetd és nyilvanos, emellett az 6rokl6dé betegségek genetikai alapjait illetve
markerekkel valé kapcsolatat kivantdk felmérni (Ostrander és mtsa, 2005). A kivalasztott
referenciaegyed — Tasha nevl néstény boxer — teljes genetikai allomanyanak szekvencigja
publikélasra kerult (Lindblad-Toh és mtsai, 2005). A vélasztas azért esett erre a fajtara, mivel
a tobbi fajtdhoz képest a boxer genomjaban tapasztaltak a legalacsonyabb variacios ratat. A
vizsgélatok igazoltdk a korai haziasitast és a jelenlegi fajtak kialakitasa soran létrejott
kifejezett palacknyak hatast (bottleneck-effect) is (Lindblad-Toh és mtsai, 2005). Tovabbi,
kilenc kutyafajtabol, négy farkasbdl és egy prérifarkasbél szarmazo minta segitségével olyan
markerek meghatarozdsa is folyamatban van, amelyek mas kutyafajtdk betegségeinek
kapcsoltsagi vizsgalatdhoz biztositanak alapot. A teljes genomidlis bazissorend
meghatarozdsaval egydttal lehetéség nyilik a diagnosztikai jellegi DNS tesztek
kifejlesztésére is, amelyek éppugy segitséget nyljthatnak az allatorvosoknak a
gyégyaszatban, mint a tenyésztbknek a nemkivant mutaciot hordoz6 egyedek
tenyészallomanybdl valo kiszirésében (Mellersh, 2008).

A diploid kutyagenom 38 par autoszomaja — CFA: Canis Familiaris Autosome —
valamint X és Y ivari kromoszémija az egér genomhoz hasonléan mintegy 2500
megabazisbdl épil fol. Génjeinek szama kb. 19 ezerre tehet6 — az emberi 22 ezerrel
szemben —, amelyek 70%-anak létezik human megfeleldje, és ezekbdl 5% teljesen azonos.
Az emberi genomnal kb. fél gigabazissal kisebb, konzervaldédott szekvenciakat tartalmazé

euchromatikus genom kb. 31%-a ismétl6dé (repetitiv) elemeket tartalmaz, amelyet a
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specifikus repeat-, retroviralis és transzpozon szekvenciak alacsonyabb szdma valamint a
SINE (Short Interspersed Nuclear Element) szekvenciak viszonylagos révidsége jellemez. A
kevés transzpozabilis eredetl elem kozt megtalalhatd a Carnivora-specifikus SINEC_Cf
csalad (Kirkness és mtsai, 2003), amely nem fixalodott beépilései polimorf jellegként
kuldnulhetnek el. Az egyeden beluli SINEC_Cf heterozigozitds mellett a fajtdk k6zott tovabb
bévul ez a variancia (Wang és mtsa, 2005), jelentds mértékben megndvelve ezzel a
szelektiven tenyésztett modern kutyafajtdk genetikai kilénb6zéségét. A két f6 populacios
palacknyak-hatas kévetkeztében (kb. 7-50 ezer generacidval ill. 50-100 generacioval ezelétt)
jellegzetes genetikai mintazat alakult ki a fajtakon belil és a fajtdk kozott egyarant. Az egy-
nukleotidos mutaciokat (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) tartalmaz6 szakaszok egy
része szinte teljesen homozig6ta, mas részik heterozig6ta haplotipus blokkokban talalhaté.
Ez a kilonb6z6ség a fajtak kozott sokkal kifejezettebb, mint egy fajtan beldl (Lindblad-Toh és
mtsai, 2005). A mintegy 10 kilobazisnyi ,6si blokkok” 4-5 j6l megkuldnboztetheté
haplotipussal (kapcsolt, egyutt 6rokl6dé szekvencidkkal) rendelkeznek, a hosszabb
haplotipusok kozo6tt néhany fajrajellemzé is lehet. A nagy, 100 kilobazist meghaladé
haplotipusok eloszlasa igen véaltozatos lehet az eltérd fajtdknal, ami a genetikai rizik6faktorok
fajtak kozotti megoszlasara utal. A jellemzéen homozigozitast mutat6 SNP szakaszok
elhelyezkedése az egyedek kozotti dsszehasonlitasban eltérd, lehetévé téve igy az
egyedazonositasi vizsgalatokat. A Canine Genome Project eredményeként bévult az egyedi
azonositasra is hasznalt polimorf STR markerek csoportja, amelyek alkalmazasa sokszor —
pl. kevert mintdk vizsgalatdnal — nem vélthaté ki az esetlegesen koltséghatékonyabb SNP
analizissel. Az Uj, informativ polimorfizmusok (SNP-k, mikroszatellitak) definialasa
nagymértékben hozzajarul a kulonbozé fajtak rokonsagi kapcsoltanak feltarasahoz, és a

megfeleld, egyedi szintl azonositasra is alkalmas genetikai markerek kivalasztasahoz.

3.2.7 Alkalmazott kutyagenetika

.Drezddban tudoméanyos alapon prébaljak rendezni a kutyagumitigyet. A javaslat
szerint adatbazist kellene létrehozni, amely a varosban €16 kutyak genetikai kddjait rogziti. A
kutyatdél nyalmintat vesznek, s ha koztertleten kutyadrtléket talalnak, a DNS-teszt alapjan
kénnyen azonosithaté a gazdaja. A birsdg 180-600 eurd lenne, egy DNS-teszt koltsége 75
eurd” (Varga, 2005).

Ez a példa is ramutat arra, hogy szamos — esetenként talan furcsanak tiné — kérdés
vélaszolhaté meg a molekuléris genetika segitségével. Magyarorszagon a kutyak szama kb.
2 milliora teheté (PMA), ebbdl kifolyblag szamos terlleten jelentkezik az igény az adott

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

A “DNA-fingerprint”, vagyis a vonalkéd-szer( mintazattal rendelkezé DNS ujjlenyomat
tudomanyos megalapozasat Sir Alec Jeffreys és munkatérsai az ember illetve kutya
vonatkozasaban kozel egyid6ben végezték (Jeffreys és mtsai, 1985, 1987). A kutyagenom
mikroszatellitit kezdetben géntérképezési szempontb6l human miniszatellita-probakkal
vizsgaltak (Rothuizen és mtsai, 1994, Joseph és mtsa, 1994), a tetranukleotid ismétlések
jelenlétét elészor 1996-ban irtak le (Francisco és mtsai, 1996). A térképezési programok és a
PCR technika fejlédése rovid idén belll szamos mikroszatellita lokusz leirdsat eredményezte
(Neff és mtsai, 1999). A megfelelé szintld polimorfizmust mutaté lokuszok a kilénb6zé
fajtaknal eltér6 mértékben nyilvanulnak meg, ami szikségszerivé teszi a helyi
fajtapopulaciok vizsgélatat (Zajc és mtsai, 1997, Halverson és mtsai, 1999). A mddszer
biztositotta elénydket a kozelmdltban blnlgyi esetekre és anyagmaradvanyokra
Magyarorszagon is sikerllt kiterjeszteni (Padar és mtsai, 2001, 2002). A populacios
vizsgalatoknak kdszonhetéen a nem megfelelé foka polimorfizmust mutatd, technikai
szempontbol problémés lokuszok szelektdlasaval folyamatosan bévil az olyan tetramer
repeticiés STR-eszkoztar, amely az egyedi azonositashoz is megfeleld lehet (Eichmann és
mtsai, 2004a, Weller és mtsai, 2006). Ez azonban csak akkor hasznalhaté6 megbizhatéan, ha
a DNS-profilokat alkoto allélek kdzott nincs szamottevd asszociacio (Evett és mtsa, 1998). A
jelenleg Magyarorszagon rendelkezésre allé standardizalt és validalt genetikai markerekkel a
kutydk egyedi azonositdsa nem minden esetben érhet6 el, valamint a fajtapopulaciokra

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

3.2.7.2 Kriminalisztikai célu egyedazonostas

A genetikai alapt pedigréelemzés mellett egyre fontosabba valik a kutydktol
szarmazo bioldgiai anyagok azonositasa binigyi esetekben is. Hazankban évente kb. 5000
kutyaharapast regisztralnak (atlagosan 13 sérilés naponta), és az utébbi 10 évben 25
halalos aldozata volt azoknak a kutyatAmadasoknak, amelyek — a nemzetkdzi
tapasztalatokhoz hasonléan — tartasi elégtelenségbél fakadnak (Siegel és mtsai, 2000,
Overall és mtsa, 2001, De Munnynck és mtsa, 2002, Tsuji és mtsai, 2008).

A kutyak kriminalisztikai szerepe eleinte csak kdzvetlen érintettségik soran merult fel
(Weiss és mtsai, 1998), de a kutyatamadasok mellett az A&llatviadalok, a kutyak
bantalmazésa illetve ellopasa, valamint a kutyak altal okozott kézlekedési balesetek, tovadbba
szamos gazdasagi karokozas igazolja az egyedi azonositas igényét. A jelenlegi blinllddzési
gyakorlatban a kutydk, mint az atvihetd, azonosithatd bioldgiai nyomok leképzdi nyernek

egyre fokozodd jelentésséget. A haztartdsok nagy részében el6forduld hazi kedvencek
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szérszalai ugyanis a potencialis nyomatvitel kdvetkeztében, mint kodzvetlenlil egyedhez
kothetd elemi szalak jatszhatnak szerepet a blnugyek felderitésében és bizonyitadsaban. Az
utébbi években ezért egyre novekvé hazai és nemzetkdzi igény mutatkozik a kutyak
igazsaglgyi célu vizsgélatara (Padéar, 2006, Halverson és mtsa, 2005a), ami az eddig
felderitetlen esetek megdrzott helyszini mintainak Ujravizsgalata kapcsan kiemelkedd
jelentésségl  lehet. A torvényszéki szakértéssel szemben tamasztott magas
kovetelményeknek azonban érvényre kell jutniuk, miszerint a kutyak igazsagugyi szempontu
azonositasa csak standard és kompatibilis mddon, egységesitett nevezéktan alapjan

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

A leszarmazas ellen6rzésének igénye a szil6(k) pontos ismeretének hianyaban
merulhet fel. Mivel csekély mennyiségl biolégiai anyagbdl is nyerhet6 DNS-profil, az
igazsagugyi tapasztalatok a tenyésztés soran — példaul nagy értékii szarmazasi vonalak és
almok ellenérzése — is hasznosithatok, igy az allitélagos tenyészkan elhullasa utan annak
megdrzott szérszalai is elegendéek lehetnek a kolykdk mikroszatellita vizsgélatokon alapulo,
sikeres szarmazasellen6rzésére (Padar és mtsai, 2001a). Tobb lehetséges nemzd kan
esetén a kolykok egyedi leszarmazasanak egzakt megéllapitdsa éppugy, mint a
mesterséges termékenyitésnél az apaallat csak a genetikai profilok — pl. fajtagydztes kanok
lefagyasztott spermajanak DNS-profilja — 6sszehasonlitasaval igazolhato.

A szarmazas biztos meghatadrozdsa — ahogy az egyedi azonositasé is — olyan
genetikai rendszer hasznalatat igényli, amely nagyfoku polimorfizmussal rendelkezik az adott
faj/fajtapopulacié szintjen. Minél nagyobb szamu allélvaltozat figyelhetd meg megfelelé
eloszlasban a populaciéban, annal informativabb az adott marker. A kutya genom
feltérképezésével a DNS-alapu polimorfizmusok (mini- és mikroszatellitdk) gyorsan
felvaltottdk a kezdeti, vérben talalhaté fehérjék valtozatossagan alapulé biokémiai
polimorfizmus vizsgalatokat. Mivel az egyedek genotipusat meghatarozé allélek
kodominansan o6roklédnek, az egyik szil6 — altalaban az anya — tulajdonsagainak
ismeretében a szukségszerlen masik szul6tdl szarmazé allélek kbnnyen — kizarasos alapon
- levezethetdk.

Az els6, DNS markereken alapulé szarmazasellendrzést kutyaknal 1987-ben
végezték, a szuka, a kan és a kolydok miniszatellitainak vizsgalataval kapott ,DNS-
ujjlenyomatok” 6sszehasonlitdsaval (Jeffreys €s mtsa, 1987). Az alkalmazott eljaras azonban
nagyon nehezen standardizalhatd, és az igy nyert mintdzatok kiértékelése is meglehetésen
problematikus, mivel csak az egymas mellett futtatott mintdk hasonlithatok ©6ssze, és az

egyes savok azonos allélikus eredete is megkérdéjelezhet. Ezen problémak kikiuiszébolése
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céljabol valtottak at a mikroszatelliték vizsgéalatan alapuld szarmazasellenérzésre. Az STR
markerek sikeres alkalmazdsa — a miniszatellitdkhoz viszonyitott alacsonyabb szintl
polimorfizmusuk ellenére — 1994 ota folyamatosan bizonyitia a modszer el6nyeit, igy
lehet6ség nyilt egy viszonylag egyszerd, érzékeny, PCR technikan alapulé és automata
maédon kiértékelheté rendszer létrehozasara (Zajc és mtsai, 1994, Binns és mtsai, 1995,

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

A genetikai felmérés fontos szerepet jatszhat a tenyésztés sordn a szlldéparok
rokonsdgi fokdnak meghatdrozasanal, és az egyes fajtak, fajtatiszta allomanyok
beltenyésztettségi allapotanak megéllapitasanal. A tenyészték a parositasokat altalaban a
vérfrissitésre tekintettel, a beltenyésztés elkeriilésével vagy éppen azt névelve tervezik meg.
A vérfrissitd tenyésztés alapvetd célja az, hogy a beltenyésztés soran a fajtabodl elveszett
génkészleteket visszajuttassa az allomanyba, mivel a kevés szadmu alapitd egyeddel
létrehozott fajtdkban a genetikai valtozatossag jelentés mértékben lecsokkenhet a genetikai
drift és palacknyakhatas kovetkeztében (Z6ldag, 2008). A genetikai leromlas leglényegesebb
hatasa abban rejlik, hogy a kilonb6z6 élet- és fajfenntartd képességek negativ tulajdonsagai
a homozigozitas kovetkeztében konzervalddhatnak. A karos hatasok ilyenkor féleg
termékenységi zavarokban, alomszam-csokkenésben, névekvé kolydkveszteségben és a
genetikai betegségek megjelenésében mutatkoznak meg (Zdéldag, 2003).

Polimorf mikroszatellita markerek hasznélataval fel lehet mérni egy adott —
beltenyésztettségi leromlast mutaté — allomany genetikai jellemzéit, vizsgélva azt is, hogy
ilyen esetekben milyen mértékben lehetséges a populacién bellli szarmazasellenbrzés

megbizhatésdga (Zenke és mtsai, 2007, 2009).
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4  ANYAG ES MODSZER

4.1 Rovid STR alapu vizsgéalatok

4.1.1 Canine specifikus lokuszok kivalasztasa

A markerek kivalasztasanal harom szempontot vettem figyelembe. A mikroszatellitak
ismétlédé egységei minimum négy bazisbdl alljanak (tetramer repeticidk), tébb
allélvaltozatban forduljanak el és amennyiben sokszorositas utani méretik meghaladja a
200 bazispart, 0 primer(ek) tervezésével lerdvidithetéek legyenek megfeleld hosszusagura.
Ennek megfeleléen irodalmi adatok (Neff és mtsai, 1999, DeNise és mtsai, 2004, Halverson
€s mtsa, 2005b, Eichmann és mtsai, 2004a, 2005) és a Canine Genome Project interneten

elérheté (http://research.nhgri.nih.gov/dog _genome) referencia szekvenciai alapjan hét

potencialisan polimorf mikroszatellita markert valasztottam ki (1. téblazat). Az ivar
meghatarozdsa céljabdl az Y-kromoszéman elhelyezkedé SRY lokuszt vontam be a

tesztelésbe.

1. tablazat Kutya specifikus mikroszatellita markerek és azonosito adataik

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

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

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

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

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

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

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

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

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

A kivélasztott lokuszokra, amennyiben sziikséges és lehetséges volt, Uj primereket

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

segitségével, és igy a keletkez6 PCR termékek hosszat 200 bazisparnal rovidebbre
redukaltam (2. tAblazat). A kezd6 szakaszok tervezése soran figyelembe vettem, hogy az (]
oligonukletid szekvenciak az adott markerre specifikusak legyenek, valamint azt a
szempontot, hogy tobb marker egyidejl, egy polimerdz lancreakcidban toérténd
sokszorositdsa — multiplex PCR rendszer — is kivitelezhetévé valjon. Az alkalmazni kivant
primerek GC aranyat — amely meghatarozza az optimalis tapadasi hémérsékletet, az an
L-annellaciét” — kézel azonos szintre allitottam be, valamint kikiszdbdltem az egyes primerek
dimerizalédasanak és az un. ,hairpin” struktdrak kialakulasanak esélyét, amelyek a primer

DNS-szalhoz val6 kotédését gatolnak.

2. tablazat Tervezett primer szekvencidk (délt betdiikkel)

Marker Szekvencia (5'-3")
PEZ19 forvard GACTCATGATGTTGTGTATC
reverz TCTCTACTGTCTTGCTCTCT
G forvard GCTCTTTGTAAAATGACCTG
reverz ATCAGGGCAGTTTGGCACACT
forvard CAAGGGTCCCCCATATTGC
REN124F09
reverz CTGGCTCTATCTCTCTGTC
forvard CCCAATCTCCAGAGATTTTCC
WILMS-TF
reverz CCCACTGTTCTGTGGTTTGC
forvard TCCCTCTGCTTACTTGCAAA
FH2584
reverz GCAGAAAGTATGTTGCTCCT

4.1.3 Célfragmensek monoplex felsokszorozasa —a ma  rkerek polimorfizmusanak

felmérése

A kivalasztott hét mikroszatellita marker polimorfizmusat 75 kilénb6z6 fajtaba tartozé
— a SZIE AOTK Kklinikai anyagabdl szarmazo — 116 kutya vérmintajabdl tisztitott DNS-sel
teszteltem (F1. tbldzat). A vizsgalat monoplex PCR technikaval, az aldbbi reakcid-mix

hasznalataval tortént:
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10xPCR Bufferll : 2,5l 1x

MgCl. (25 mM) 25 2,5mM
Primer Mix (10 pM) : 2 0,4 pM
dNTPs(10mM) : 2 pl 800 pM
Tag polim. (5U/Mjl) : 05yl 5U

> 9,5 ul

DNS templéat o1l 1 ng

lonmentes steril viz : 14,5 ul

> 25 u

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

A sokszorositas hatékonysaganak ellen6rzését illetve a fragmensek szeparalasat
poliakrilamidgél-elektroforézissel (PAGE) végeztem, és ezUstfestéses eljarassal hataroztam

meg (Budowle és mtsai, 1991).

4.1.4 Genotipus-meghatarozas
4.1.4.1 Fragmensek elvalasztdsa, meghatarozasa, sze lektalasa

A monoplex forméban sokszorozott termékeket kapillaris elektroforézissel, ABI
Prism” 310 genetikai analizator készilékkel valasztottam el, és a mintdkhoz kevert belsd
méretstandard — GeneScan™-500 LIZ™ Size Standard (Applied Biosystems) — segitségével
meghataroztam a pontos allélméretet. A fluoreszcens festékekkel jeldlt kezdé szakaszok
lézergerjesztett detektdlasanak kiértékelését GeneScan” 3.1.2 szoftverrel (Applied
Biosystems) végeztem, a potencialis allélként sokszorozott termékeket méretik alapjan

csoportositottam.

4.1.4.2 A kivalasztott fragmensek szekvencia-analiz  ise

Az alléltipusok meghatarozasdhoz és az allélek jellemzéséhez a pusztan méretbeli
kulonbségek 6nmagukban nem elégendbek, ezért a méret alapjan szignifikansan elktlonlé
csoportokbol egy, a kevésbé diszkrét mérettartomanyok esetében tobb allél bazissorrend

meghatarozaséat végeztem el.
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Az STR allélek szekvenalashoz val6 sokszorozasat a megfelel, fluoreszcens
jeloléstdl mentes (,sequence detection”) primerparral végeztem, a 4.1.3. fejezetben leirt PCR
protokollnak megfeleléen. A sokszorositds hatékonysaganak ellendrzését, a fragmensek
elkulonitését (PAGE) és ezistfestéses kimutatasat heterozigoéta allélek esetén a termékek
gélbdl, Microcon YM-100 (Amicon, Millipore) koncentratorral torténd tisztithsa és

reamplifikalasa (ismételt felsokszorozasa) kdvette.

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

Mivel bizonyos — az alléllétrdk 6sszedllitdsdahoz sziikséges — alléleket csak heterozigéta
formaban figyeltem meg, és egyes esetekben ezek PAGE-el t6rténd elvalasztasa és gélbdl
valé elkilondlt izoldlasa nem volt megfeleléen kivitelezhetd (csak egy, vagy néhany béazis
kulonbség volt a két allél kozott), a TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, 2004) klénozé
protokolljaval kulonitettem el a kérdéses szakaszokat. A plazmidok izolaldsahoz a telepeket
steril vizben szuszpendaltam és lizaltam, majd az aldbbi PCR-paraméterekkel

reamplifikaltam:

10xPCR Buffer Il : 2,5l 1x
MgCl, (25 mM) : 15 1,5mM
M13 primer par (10 pM) : 2 ul 0,8 pM
dNTPs (10 mM) ;0,5 200 uM
TagGold (5 U/ul) : 021U

2 6,7 pl

Plazmid DNS 5

lonmentes steril viz 13,3 ul

> 25 u

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

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

analizalo késziléken (Applied Biosystems) tortént. A szekvenciak szerkesztését eés
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illesztését a Sequencing Analysis Software 3.4.1 (Applied Biosystems) és Sequencher™

4.1.2 (Gene Codes Corp.) szoftverek segitségével végeztem.

4.1.4.3 Alléllétrak készitése

A genotipizaldshoz szikséges alléllétrakat (allélsorokat) az ismert genotipusu
egyedek szekvencia vizsgalatokkal igazolt PCR-termékeinek Osszekeverésével allitottam
elé. A kivalasztott allélek kapillaris elektroforézissel (ABI Prism® 310) meghatarozott RFU
értékei alapjan készitettem el a megfeleld aranyu keveréket, igy biztositva a létrafokok
detektélasi jeler6sségének kiegyensulyozottsagat.

A kész létrat a genotipizalasokhoz szikséges mennyiségben protokoll szerinti

tisztitdssal (QlAquick PCR Purification Kit) illetve ismételt amplifikalassal hoztam létre.

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

Felhasznalt reakci6-mix:

10xPCR Bufferll : 5u  1x
MgClz (25 mM) 5y 2,5mM
Primer Mix (10pM) : 4y 0,8 pM
dNTPs (10mM)  :  4pl 800 uM
TagGold (5UMh) . 1y 5U

> 19 pl

Tisztitott 1étra o1l

lonmentes steril viz : 30 pl
> 50 ul

Az amplifikalas hatékonysaganak ellendrzését illetve a fragmensek szeparalasat

poliakrilamidgél-elektroforézissel végeztem, és ezistfestéses eljarassal detektaltam.

4.1.4.3.1 Repeticids struktirdk megallapitasa, elne  vezése

A szekvencia adatok ismeretében az allélnevezéktant nemzetkozi 6sszehasonlitasra

is alkalmas mdadon, az alabbi ajanlasok szerint alakitottam ki (Eichmann és mtsai, 2004a):
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* A DNS-szekvenciat 5'-3’ irdnyban kell olvasni, €s az alléltipus meghatarozdsahoz
az irodalomban leirt, illetve a nyilvanos adatbazisba elészor bejegyzett szalat kell
alapul venni.

* Az allélek elnevezése a teljes ismétlédési egységek (repeticié) szama alapjan
torténik.

« Nem teljes repeticiot is tartalmazé szekvencia esetén (interallél, mikrovarians
allél) a telijes egységek szama utdn egy ponttal elvalasztva kell feltlintetni a
hianyos ismétlédés bazisainak szamat.

« Az STR markerek alléljait a repetitiv régidban talalhaté varians és nem varians

ismétlédési egységek egyuttes szamanak alapjan kell elnevezni.

4.1.4.3.2 A genotipizal6 szoftver kialakitasa

A genotipizalas, azaz az allélek mérete alapjan azok félautomata meghatarozésa és
felcimkézése (allele calling) a Genotyper” 2.5.2 szoftverrel (Applied Biosystems) tortént.
Figyelembe véve a referencia létrak allélméreteit, az alkalmazott belsé méretstandard tipusat
és az egyes markerek fluoreszcens jel6lését megirtam az adott lokuszokra vonatkozé
genotipizald makrokat, amelyekben kialakitottam az allél-ablakok mérettartomanyat a
populacios mintdban megfigyelt allélek szorasi adatai alapjan. Ez a PCR-termék analizalé
rendszer igy alkalmassa valt az alléllétra és a minta allélméreteinek 6sszehasonlitasa
alapjan azoknak a fragment-tipusoknak a megfelel6 alléinévvel val6 elldtdsara, amelyek

mérete egy adott allél-ablak mérettartomanyan belll esik.

4.1.5 Populéciégenetikai statisztikai analizisek

Bar a genetikai polimorfizmusok populacidgenetikai szempontbdl szadmos értékkel
jellemezheték, az Aaltalam alkalmazott eljarasok csak néhany, igazsagugyi és

leszarmazastani szempontbdl is fontos érték vizsgalatara terjedtek ki.

4.1.5.1 Populécidgenetikai alapértékek

A lokuszokon megfigyelt allélgyakorisagok alapjan a kdvetkezd értékeket hataroztam
meg (Nei, 1973):
Hobs — (Observed Heterozigosity) az adott lokuszon ténylegesen megfigyelt heterozigdtadk
aranya a populaciés mintaban.
Hexp — (Expected Heterozigosity) a populaciés mintdban az allélek megfigyelt gyakorisagabdl

szamitott heterozigétak vart aranya.
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—1-_ "N S 2
Hexp_:L n_lzpl

ahol pi: az i-edik allél megfigyelt gyakorisaga (Nei, 1973), n: a vizsgalt kromoszoémak szama.

PD — (Power of Discrimination, megkulonboztetési valdszinlség) az igazsagugyi
genetikaban annak a kifejezésére szolgal, hogy mekkora az atlagos valdsziniisége annak,
hogy a két egyed — melyek a populaciobol véletlenszerlen lettek kivalasztva — a vizsgalt

lokuszon eltéré genotipust mutat.
PDi =1-" X’ tobb lokuszra kombinalva PDy,,, =1~ []({1-PD,)

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

PE — (Power of Exclusion, kizarhat6sagi valoszinliség) az igazsagugyi genetikdban annak a
kifejezésére szolgal, hogy mekkora az atlagos valészinlisége annak, hogy a kérdéses egyed
— a populaciobol véletlenszerlien kivalasztva — adott szilé-utdd relaciobol, mint masik

lehetséges szul6 kizarhato.
PEi = Z(Z p’ )2 ->.p/ tobb lokuszra kombinalva PE,,, =1~ |_| (1-PE,)

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

PIC — (Polymorphic Information Content) polimorfizmus informacio tartalom (Botstein és
mtsai, 1980); az adott lokusz sokalakisagabol ad6dé informativ érték.
n n
— 2 2,2
PIC=1-> p?-> > 2p*p
i=1 j=i+1

ahol pij:a megfigyelt allélek gyakorisaga.

4.1.5.2 Hardy-Weinberg egyensuly (HWE) meghatarozas a

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

dememorizacioé lépés-szama: 1000).

4.1.5.3 Linkage disequilibrium (LD) meghatarozasa

Az allélek lokuszok kozétti fuggetlenségét illetve lehetséges kapcsoltsagat, azaz a

.Kapcsoltsagbol fakadd kiegyensulyozatlansag” vizsgalatdt permutacios valdszinlseégi
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hanyados teszteléssel (Slatkin és mtsa, 1996), az Arlequin ver.2000 szoftver
felhasznéldsaval végeztem. A teszt lokuszpérokra alkalmazott paramétereit a szoftver altal
ajanlott hatarértékek kozott allitottam be (permutaciok szdma: 10000; kezdeti feltételek

szadma: 10).

4.1.5.4 Tesztsorozatok, Bonferroni-eljaras

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

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

A fenti procedurat Bonferroni-eljarasnak hivjuk (Weir, 1996). Annak érdekében, hogy
elkertljuk a hipotézis hamis elvetését, minden egyedi tesztelést szorosabba kell tenni a fenti
képlet atalakitott form4ja szerint, amely:

a=alL.

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

0,0046 egyedi szignifikancia-szintet alkalmaztam.

4.1.6 Multiplex rendszerek létrehozasa

A polimorfizmus vizsgélatokkal felmért hét STR lokuszt kiegészitettem a mar
kordbban leirt, megfeleléen rovid és kelld valtozatossagot mutaté PEZ1, PEZ3, PEZ5,
FH2054 (Padar, 2006) markerekkel, valamint az SRY lokusszal, és az 6sszesen 12 markert
két multiplex reakciéban allitottam dssze. Mivel az egyes lokuszok mérettartoménya éatfedd,
megkllonbozetésiket eltérd szinl fluoreszcens jeldléssel (Applied Biosystems) biztositottam
(3. téblazat).

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

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

MP 1. PEZ1 PEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16 REN124F09
Jeldlés | 6-FAM VIC NED PET 6-FAM VIC

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

maédositottam (Brownstein, 1996).

4.1.7 A mbdszer érzékenyitése

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

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

Az optimalizalt PCR-program és kondiciok:

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

Miniplex I. reakcié-mix Miniplex II. reakcié-mi X

BSA (2 mg/ml) : 0,6 BSA (2 mg/ml) : 0,6 ul
10xPCR Bufferll : 2 ul 10xPCR Bufferll : 2 ul
MgClz (25 mM) 2l MgClz (25 mM) 2
Prim. mix 1. (20 pM) : 5 Prim. mix Il. (20 pM): 1
dNTPs (10mM) @ 2 dNTPs (10mM) @ 2
TagGold (5 U/ : 0,4 ul TagGold (5 U/ : 0,4yl
> 12l > 8 u
Templat DNS 1ol Templat DNS 1ol
lonmentes steril viz : 7 pl lonmentes steril viz :11  pl
b2 20 b2 20

Az amplifikdlds hatékonysagat poliakrilamidgél-elektroforézissel ellenériztem, és
ezlstfestéssel mutattam ki. A multiplex formdban sokszorozott fragmensek kapillaris
elektroforézissel torténé elvalasztasat ABI Prism® 310 genetikai analizatorral, a
fluoroférokkal jelolt primerek |ézergerjesztett detektalasanak kiértékelését GeneScan® 3.1.2

szoftverrel végeztem.
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4.1.8 Eseti alkalmazas

Kutya eredetl, degradalt mintdk vizsgalatara leginkabb két terlleten mutatkozik
igény. Egyrészt a tenyészték, masrészt a kilénb6zé hatdésagok — birdsag, rendérség,
onkormanyzat — fel6l érkeznek megkeresések és kirendelések genetikai azonosit6 vizsgalat
elvégzésére. A kifejlesztett miniplex kitek alkalmazhatésagat ezekkel 6sszhangban

tenyésztési és blnugyi esettipusokon vizsgaltam.

4.1.8.1 Leszarmazas vizsgalata

El6zmény: Cane corso fajtatenyésztd két kolyok vonatkozdsdban a lehetséges
nemzd kan biolégiai apasaganak megallapitaséat kérte.

Vizsgélat: A szuka és a feltételezett kan szajnyalkahartya-torletébdl illetve egy kan és
egy szuka kolyokkutya levagott farokvégébdl DNS kivonast végeztem proteolitikus emészteés,
szerves kémiai extrakcié és ultrakoncentracié médszerrel (Comey és mtsai, 1994). A mintak
DNS-tartalmanak szemikvantitativ meghatarozasara agaréz gélelektroforézist és etidium-
bromid fluorofér festést alkalmaztam standard protokoll szerint. A kinyert DNS-bdl az
Osszedllitott két multiplex PCR segitségével az ivart meghatarozé SRY lokuszt a 11 rovid
mikroszatellita markerrel egyitt sokszoroztam. A fluoreszcens jelolési amplikonok lézeres
kimutatasat és kiértékelését ABI Prism 310 genetikai analizator késziléken a GeneScan®
3.1.2 szoftver segitségével végeztem, a genotipusok meghatarozasara a kutya

mikroszatellitdkra médositott Genotyper® 2.5.2 szoftvert hasznaltam.

4.1.8.2 Degradalt minta azonositasa

El6zmény: Nyiradony véaros jegyz6je, mint els6fokd szabdalysértési hatésag, egy
sSongalassal okozott” kar (47 anyajuh és 6t barany megdlése) elkbvetdjeének megallapitasa
céljabdl a helyszini birkakaram keritésén fellelt szércsomé és a feltételezett tamadd kutyatdl
biztositott sz6rminta genetikai 6sszehasonlito vizsgalatat kérte.

Vizsgélat: A helyszini- és a feltételezett tamado kutyatdl szarmazd szdrmintak
gyokérhlvelyi részébdl fénymikroszkopos ellendrzé vizsgalatot végeztem. A DNS kivonast,
multiplex PCR sokszorositdst valamint a fluoreszcens jeldlésii amplikonok Iézeres

detekciojat és kiértékelését az 4.1.8.1. fejezetben leirtakkal megegyezd modon végeztem.
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4.2 Szomatikus mutécio vizsgéalata

4.2.1 Szérmintak gy UGjtése és csoportositas

A szomatikus mutécié eléfordulasdnak lehetéségét harom éves, bullmasztiff fajtaja,

ndstény kutya négy, kulénb6zé testrészérdl kitépett, eltérd fejlédési stddiumban 1évé 600 db

sz8rmintajan végeztem (4. tablazat).

Az egyes szlrszélak kategorizaldsa a szérhagymak fénymikroszképos vizsgélata

alapjan tortént, amely soran harom névekedési/degeneracids fazist kulonitettem el (4. 4bra).

A gyokérhuvelyi sejteket vizualisan nem tartalmazo, telogén fazisu széroket a vizsgalatba

nem vontam be.

c

4. dbra Anagén (a), katagén (b) és késdi katagén (c) szérszélak fénymikroszképos képe

(sajat felvételek)

4. tAbldzat Négy testrészrél gydjtott szérszalak szama fejlédési stddiumonként

Testrész Fejl6dési stadium Szérszalak szama (db)
Hat anagén 58
katageén 125
késéi katagén 78
Pofa anageén 27
katagén 34
késdi katagén 44
Mellsé labak anageén 31
katagén 55
késéi katagén 21
Hatso labak anagén 42
katagén 53
késéi katagén 32
Osszesen anagén 158
katageén 267
kés éi katagén 175
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Az objektiv csoportkialakitds ellenérzésére 40 db, kulonb6zd fejlédési stadiumu

kutyasz&r ismételt fénymikroszkopos meghatarozasat végeztem el.

4.2.2 DNS kivonasa, a vizsgalando szakaszok multipl  ex sokszorositasa és

genotipizalasa

A genetikai vizsgalatokhoz a szérszalak levagott, 0,3-0,5 cm hosszu, gyokérhivelyi
sejteket tartalmazd részét hasznéltam fel, amelynek kis képiaszdmu DNS kivonasara is
alkalmas modszerét harom kulonb6zé eljarassal teszteltem (5. téblazat ):

1., “Szerves extrakciés” moédszer: emésztés proteinaz K enzimmel, tisztitds fenol-

kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 ardny( keverékével, ultrasz(irés és koncentralas

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

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

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

3., Pellet Paint ©: alkoholos ko-precipitacion alapulé6 médszer (Novagen, 2003).

5. tablazat Harom kulonb6zé DNS tisztitdsi mddszerrel preparalt, kilénb6zd novekedési

fazisu szérszalak szama

. Szérszalak szama (db)
Szér fazis
Szerves BioRobot Pellet Paint
Anagén 114 24 20
Katagén 234 18 15
Kés6i katagén 138 22 15

Kontroll mintaként a donor kutyatol vett szajnyalkahartya-torletet hasznéltam,
amelynél a ,szerves extrakciés” DNS preparalasi eljarast alkalmaztam.

A DNS-tisztitds sikerességét agaroz gélen ellenériztem, majd a tiz, kutya specifikus
STR marker (PEZ1, FHC2054, FHC2010, PEZ5, PEZ20, PEZ12, PEZ3, PEZ6, PEZS,
FHC2079) egyilittes sokszorozasat 10 ul reakcio végtérfogatban, a gyarté ajanlasai alapjan
végeztem (StockMarks® Dog Genotyping Kit, Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA). A
sokszorozéasi hatékonysag ellenérzését poliakrilamidgél-elektroforézissel és ezulstfestéssel
végeztem. A fragmensek kapillaris elektroforézissel torténé elvalasztasat ABI Prism” 310
genetikai analizatorral, a fluoroférokkal jeldlt primerek l|ézergerjesztett detektadlasanak
kiértékelését GeneScan” 3.1.2 szoftverrel, a szérszalak genotipusanak meghatarozasat a

Genotyper v2.5.2. szoftverrel végeztem.

34



4.2.3 Ellenérzé PCR vizsgélatok

Azokat a tisztitott DNS-mintdkat, amelyekbdl a teljes DNS-profil egy vagy tébb
markeren a kontrollként alkalmazott nyalmintabdl meghatarozott genotipustol eltérést
mutatott, ismételt multiplex és/vagy monoplex PCR vizsgéalattal ellendriztem. Az egyes

lokuszok monoplex sokszorositasa az alabbi reakcidé-mix hasznalataval tortént:

10xPCR Buffer 1l : 2,5l 1x
MgClz (25 mM) 2 2,5 2,5 mM
Primer Mix (10 pM) : 2 ul 0,8 pM
dNTPs (10mM)  : 2 ul 800 pM
Tag polim. (5U/ul) : 0,5 ul 0,1U

2 95 u

DNS templat 1o 1ng

lonmentes steril viz :14,5 ul
> 25

Az alkalmazott PCR-program:

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

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

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

A szbérszélak genetikai profiljAnak meghatarozasa utan az eredményeket a killénb6zé
DNS-tisztité eljardsok, szérfazisok és testtajak szerint csoportositottam, majd az

Osszehasonlitott aranyszamokat az Instat statisztikai program Yate's korrekciés y>-tesztjével

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

A kivalasztott hét mikroszatellita markerbdl 6tnél a PCR termékek hosszanak
csOkkentését, hogy azok ne haladjdk meg a 200 bp-os méretet, Uj forvard és/vagy reverz
primerek tervezésével valositottam meg (6. tablazat ).

6. tablazat A tervezett forvard és/vagy reverz primerek hasznalataval keletkezé amplikonok
roviditésének mértéke

Marker ‘ PEZ19 PEZ16 REN124F09  WILMS-TF FH2584

Rovidités meértéke (bp) ‘ -64 -132 -100 -119 -149

Az igy kialakitott rovid markerek valtozatossdgat monoplex PCR reakcioval mértem fel a
vizsgélt magyarorszagi kutyadllomanyban. Az adott lokuszokon belill a sokszorozott allélek
hosszlsaganak csoportositasaval diszkrét illetve kevésbé diszkrét alléltartoményokat
kaptam (F2.a-b. abra). A csoportok méret szerinti elkilénilése egyértelmd allélazonositasra
nem alkalmas, ugyanakkor megfeleléek a lokusz mérettartomanyanak becsléséhez és az
alléllétrat alkot6 fragmensek kivalasztasahoz (5. abra).

PEZ 19

141 -

137 :

-~
=33
e ”~
@' 129
o) -~
S 125
-
121
117 =< |

117 121 125 129 133 137 141
Méret (bp)

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

hasznalataval
5.2 Genotipizélas

A genotipus meghatarozasa a referencia allélekbdl dsszedllitott alléllétrak
segitségével tortént. A 116 egyedet szamlalé kutyacsoport vizsgélata soran a 12 lokuszon
O0sszesen 108 allélt illetve allélvaridnst mutattam ki (7. tblazat ).
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7. tablazat Osszesen megfigyelt alléltipusok szama lokuszonként

Lokusz (MP 1.) PEZ1 PEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16  REN124F09
Alléltipusok szama 7 6 11 5 11 5
Lokusz (MP 11.) PEZ19 WILMS-TF FH2054  FH2584 VvWF.X SRY
Alléltipusok szama 6 24 11 14 7 1

5.2.1 A kivalasztott fragmensek szekvencia-analizis e

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

5.2.2 Alléllétrak készitése

A genotipizalashoz szikséges allélsorokat az ismert genotipusu egyedek szekvencia
vizsgalatokkal igazolt méretli, monoplex PCR-termékeinek 6sszekeverésével allitottam elé.
Az allélkoktélok tartalmazzdk a vizsgalati csoportban eléfordulé legkisebb és legnagyobb
allél kozotti tartomanyban megfigyelt, tobbnyire minden egész szamua ismétlédéssel

rendelkezd referencia allélt (6., F3. abra).

Oreesesss—————— GShisplay- ="rne——————————————
m 85 [0 a5 100 108 110 118 120 125 130 135 140 145 150 185 160 165 170 178 180 185 180 185 200

500 ] PEZ21
300 7 ’ H f n ﬁ
0 A 2 s I\

12R : A4 PEZ21 Ladder /

600 f WILMS-TF
0 ) \ A }\ A J\ “ A

10R : A3 WILMS ladder reamp / 68/4

wl m

500,
300 JL f \ PEZ16
ol P — /\;){L) ﬁ LA o A& A 7]\ —
13B : AS PEZ16 Ladder /
e ¥ o : 4 PEZ19
o  AAALAAA e )
[OE 186 : A7 PEZ19 Ladder /
240 \ , VWF.X
bbb ks
) I — e —— A A A R A B —_—
[EE  SG:A11 vWF.X Ladder /
i i REN124F09

.J“‘\; A y - B

[EE 156 : A6 REN124 Ladder /

I | I | | I | FH2584
0

O SY : A10 FH2584 Ladder /
X: 178 v:42 | I | KID

<] T

6. &bra Hét STR marker fluoreszcens jel6lési alléllétraja kapillaris elektroforézis utan
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5.2.3 Multiplex PCR vizsgalérendszer

Az atfedé mérettartomanyu lokuszokat — 6sszesen 12 markert — eltérd szini fluorofor

jeldléssel tettem megkulonbdztethetévé, és két multiplex reakcidban — Miniplex I. (MP 1.) és

Miniplex Il. (MP 11.) — allitottam 6ssze (7., F4.a-b. dbra).

Az MP I

és MP
valtozatossagu hét STR lokuszt (PEZ21, PEZ16, REN124F09, PEZ19, WILMS-TF, FH2584,
VWF.X), kiegészitetve a mar ismert polimorfizmusua, révid PEZ1, PEZ3, PEZ5, FH2054

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

MiniPlex I.
PEZA1
PEZ5
PEZ3

PEZ21
PEZ16

REN124F09

MiniPlex II.

Marker

PEZ19
WILMS-TF
FH2054
FH2584
VWF.X
SRY

7. &bra Miniplex I. és II. rendszer STR lokuszai, PCR termékeik mérettartomanya, az eredeti

90

100

110

120

- 100

- 64

- 119

-132

rendszer tartalmazza a monoplex vizsgalatokkal felmért

- 149

130 140 150

Méret (bp)

160

170

180

190 200

alléiméretekhez viszonyitott réviditésiik mértéke és az atfedd alléltartomanyok eltéré szind

Az allélek ,vallasodasdnak” kikluszobolésére maodositott primereket — ,pig-tailed

primer” —

kettés csucsok téves, interallélként valé azonositésa (8. abra).

fluoreszcens jeldlése

alkalmaztam, igy elkerilhetévé valt a részleges lancvégi adenilaciobol adédéd



. Ll 1

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

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

5.2.4 Félautomata kiértékelés

Az allélek elvalasztdsa és kimutatdsa soran a fragmensmeéretek kiértékeléséhez

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

algoritmusait a méretezési- és szorasértékeknek megfeleléen atalakitottam, és segitségével

valamint a referencia allélek (alléllétrak) alkalmazasaval meghatdroztam az egyedek

genotipusat, lecsbtkkentve igy az elektroforetikus futds ingadozasaibdl és a manudlis

kiértékelésbél fakadod hibalehetéségeket (9., F5.a-f. abra).

o — — — —— . — — . .
o 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180

[ FH2584 ]
F84LodderTfok 1 Yellow hdder

— T T " T T —T1— v v
kO 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 180

[ FH2584 ]
Bl FH2584.186 14 Yellow 17/13

K9 FH2584.590 10 Yellow 23/1

9. dbra Két minta genotipusanak meghatarozasa az FH2584 lokuszon a Genotyper- 2.5.2

szoftver alkalmazasaval

5.2.5 Lokuszok jellemzése

Az allélek bazismotivum ismétlédéseét, (repeticids) strukturgjanak megallapitasat

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

2004a) hasonlitottam 6ssze, és az allélek nevezéktanat nemzetkdzileg megfeleltethetéen, az

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

feltaratlan szerkezetl allélek bazissorrendjét, a F6. abran a mar ismert felépitésdl, de sajat
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szekvencia-vizsgélatokkal is megerésitett eredmények lathatok (amelyek nélkilozhetelenek

voltak az alléllétrdk dsszeallitdsdhoz).

Marker Alléel  bp Ismétiédés szerkezete
PEZ21 8 90 33bp (TAAA)s 25bp
9 94 33bp (TAAA), 25bp
10 98 33bp (TAAA); 25bp
11 102 33bp (TAAA),; 25bp
PEZ19 11 136 23bp (AAAT),; 69bp
12 140 23bp (AAAT),, 69bp
REN124F09 8 136 44pp (TTTTA), TTTA(TTTTA)s 48bp

141 44bp (TTTTA),TTTA(TTTTA), 48bp
141 44bp (TTTTA); TTTA (TTTTA)s 48bp

1 151 44bp (TTTTA)sTTTA(TTTTA)s 48bp
FH2584 15 158  20bp (CTTT);s 780p

16 162 20bp (CTTT)16 78bp

16.3 165 20bp (CTTT)ss CTT 78bp

17 166 20bp (CTTT),; 78bp

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

PEZ16 16 157  43bp GAAA); (GGAA)s (GAAA), 50bp
17 161 430bp (GAAA)s (GGAA);; GAAA 50bp
17 161 43bp (GAAA),2 (GGAA), GAAA 50bp
18 165 430p (GAAA); (GGAA);; GAAA 50bp
19 169 430bp (GAAA); (GGAA);; GAAA 50bp
19 169 43bp (GAAA),2(GGAA)s GAAA 50bp
20 173 43bp (GAAA); (GGAA);, GAAA 50bp
20 173 43bp (GAAA),; (GGAA); GAAA 50bp
26 197 43bp (GAAA);; (GGAA);;GAAA 50bp
26 197  43bp (GAAA);; (GGAA);; GAAA 50bp
27 201 430p (GAAA)2 (GGAA);; GAAA 50bp

10. 4bra Ot kutyaspecifikus STR marker allélvaltozatainak szerkezete a szekvenalasi
adatok alapjan - a markerszerkezet dsszetettségének fiiggvenyében lokuszonként eltéré

szamu allélt vizsgaltam

Szerkezeti jellegzetességuk alapjan az 0Ot tetramer, egy pentamer és egy hexamer
ismétlédéssel rendelkezé lokusz két kategoridba volt csoportosithatd. A markerek kozil
hdrom — PEZ21, PEZ19, VWF.X,— egyszer( repeticiokkal, négy — REN124F09, PEZ16,
WILMS-TF, FH2584 - pedig 0Osszetett nukleotid varianciat tartalmaz6 ismétliédésekkel

rendelkez6 alléleket tartalmaz.
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5.2.5.1 Egyszer G ismétl ddéseket tartalmazo lokuszok

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

X o (TAAA)
alapjan tortént. Az allélgyakorisag 4,7% (,12" allél) és 44% (,11" allél) koz6tt valtozott (F7.a.

abra).

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

X o (AAAT)x
alapjan tortént. Az allélgyakorisag 2,2% (,13” allél) és 44% (,11" allél) kozott valtozott (F7.b.

abra).

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

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

kozott valtozott (F7.c. abra).

5.2.5.2 Osszetett ismétl ddéseket tartalmazd lokuszok

REN124F09 lokusz: Alléljait a ,TTTTA” ismétlédési pentamer struktira jellemzi,
amelyet egy ,TTTA” egység két részre oszt. E kdzbeékelddott egység helyzete azonos
hosszlsagu fragmensekben (pl. ,9” allél) eltéré lehet (10. &bra). A vizsgalt kutyamintdk 131-
151 bp hosszu fragmenstartomanyaban 6t allélt figyeltem meg, interallélikus varianst nem
talaltam. Egy adott allél — X" — elnevezése

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

PEZ16 lokusz: Alléljait a ,,GAAA” és ,GGAA” ismétlédési tetramer struktara jellemzi.
Mindkét blokk minden allélban megfigyelhetd valtoz6 szamban és az azonos hosszusagu

allélek (pl. ,20" allél) kilonbdzé szerkezetliek — Un. mobilitasi varidnsok - lehetnek (10. 4bra).
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A vizsgalt kutyamintak 149-201 bp hosszu fragmenstartomanyaban 14 allélt figyeltem meg,
interallélikus varianst nem taléltam. Egy adott allél — X" — elnevezése

Xowmy - (GAAA)n: GGAAL (GAAA),
alapjan tortént. Az allélgyakorisag 0,4% (,14", ,15" és ,25" allél) és 26,7% (,20" allél) kdzott
véltozott (F7.g. abra).

WILMS-TF lokusz: Alléljait a ,GAAA” ismétlédésii tetramer struktdra jellemzi
(Eichmann, 2004a). A vizsgalt kutyamintdk 152-191 bp hosszu fragmenstartoméanyaban 24

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

Egy adott allél — X" — elnevezése

X o (GAAA),,

X.1 - (GAAA); G (GAAA)s

X.2 - (GAAA).1 (DEL)

X.3 - (GAAA)«3 GAA (GAAA);
alapjan tortént. Az X.2 interallélikus varians létrejottét a 3’ flanking régioban talalhatd ketté
bazispar (CT) kiesése okozza, mig a X.1 és X.3 interallél koézbeékelt guanint illetve
inkomplett (GAA) repeticios egységet tartalmaz (Eichmann, 2004a). Az allélgyakorisag 0,4%
(,9”, ,11.2" ,15.1", ,16.2" allél) és 16,4% (,14” allél) kozétt valtozott (F7.h. abra).

FH2584 lokusz: Alléljait alapvetéen a ,CTTT” ismétlédési tetramer struktura jellemzi.

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

X - (CTTT),

X.2 - (CTTT)x1 (ADD)2

X.3 - (CTTT)x (ADD)
alapjan tortént. Az X.2 és X.3 interallélikus variansok létrejottét a 3’ flanking (hatarold)
régidban talalhat6é 3 bazispar (CTT) dupla-, illetve szimpla addicidja okozza. Az X.1 interallél
struktarajdnak  meghatarozasdhoz  tovabbi  szekvenciaadatok  szikségesek. Az
allélgyakorisag 0,4% (,20.2” allél) és 18,5% (,17” allél) kozott valtozott (F7.e. abra).

5.3 Statisztikai ellen 6rzés

A statisztikai elemzésre szolgalé adatokat a vizsgdlt 116 kutya 11 STR markeren —
Miniplex I. és Il. — t6rténd genotipusanak meghatérozdsaval nyertem (F2. téblazat). A

részleges genotipusokat (hdrom minta 6sszesen harom lokuszan tapasztalt allélkiesést
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illetve tartoményon kivil detektélt allélt) a szamitbgépes programok hidnyos profilként

kezelték.

5.3.1 Allélgyakorisag, populaciogenetikai alapérték ek

A 116 egyedet szamlal6 vizsgélati mintaban a 11 lokuszon megfigyelt allélszam (5-
24), az allélgyakorisagi értékek tartomanya (0,4% és 53,9% kozoétt) és megoszlasa, a
heterozigozitdsi értékek (Hobs, Hexp), @ kizarhatéségi- illetve megkilonboztetési
valészinliségek (PE, PD) valamint a polimorfizmus informacié tartalom (PIC) értékei az

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

8. tabldzat Miniplex 1. és Il. (MP 1., MP Il.) markerek heterozigozitdsi (H) értékei,
kizarhatosagi- (PE) illetve megkulonboztetési valészinlisége (PD) és polimorfizmus

informacidé tartalma (PIC) a vizsgalt kutyaallomanyban

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

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

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

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

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

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

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

A vart heterozigozitds értékei (Hexp) 0,57-0,92, a megfigyelt heterozigozitds értékek
(Hobs) pedig 0,31-0,78 kozott valtoztak. Legalacsonyabb értékekkel tébbnyire a REN124F09
lokusz rendelkezett, amelynek egyuttal kizarasi- és megkulonbozteté valdszinliségi szintje is
a legkisebb volt. A legmagasabb értékek minden szempontbdl a WILMS-TF markert
jellemezték. A legalacsonyabb megfigyelt heterozigozitasi értéket a FH2584 lokuszon
tapasztaltam (Hops = 0,31), a kombindlt kizarasi valészinliség PExomn = 99,9953%-nak, a
kombindlt megkllénbéztetési valdszinlség pedig PDwomb = 99,999999999507%-nak

bizonyult.
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5.3.2 Genetikai egyensuly

A Hardy-Weinberg egyensuly vizsgalatara irdnyuld, Arlequin szoftverrel végzett
analizis soran az exact-teszt 11-b6l nyolc lokuszon szignifikans — P < 0,0046 — eltérést
mutatott az egyensulyi allapottdl. A PEZ19, VWF.X és FH2054 markeren (7-es, 9-es illetve
11-es szdmmal jeldlve) a Bonferroni-korrekcié alkalmazasaval nem tapasztaltam devianciat
az egyensulytol.

A lokuszpérok kapcsoltsagara irdnyulé 6sszehasonlité elemzés az Arlequin szoftver
permutéciés valoszinlségi hanyados tesztjének ,Expectation-Maximization” algoritmusaval,
55 teszttel tortént. Mindéssze egy lokuszpar esetén kaptam a Bonferroni-korrekcidval is

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

HWE l‘l|l|l|l‘l‘ |l| ‘l‘
1-PEZ1
2-PEZ5
3-PEZ3
4-PEZ21
5-PEZ16
6-REN124F09 [
7-PEZ19

8-WILMS-TF
9-FH2054

10-FH2584
11-vWF.X ‘

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

egyensuly — Linkage Equilibrium, LE — meglététdl]
5.4 Erzékenység

A 12 révid lokusz két multiplex rendszerben torténd érzékenységét 2—-0,05 ng
kiindulasi DNS tartomanyban teszteltem, és kapillaris elektroforézissel hataroztam meg
(12.a-b. abra).
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12.a. bra Miniplex I. PCR érzékenyitése kulonb6zd kiindulasi DNS mennyiségekkel

B = =
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200 0,2 ng ! FH2584 [\
1600, A /\ | i
0 AN A /. A ‘ S 4 5
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2403?
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€6 :23L_SPI1_0,08n3 / 73/15 66 : 28L_$P11_0,08ng / 73/16
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12.b. dbra Miniplex Il. PCR érzékenyitése kilonb6zé kiindulasi DNS mennyiségekel

A MP |. reakcidé tesztelése sordn az alacsony DNS koncentracio (50 pg)
kiegyenlitetlen felsokszorozédast (PEZ16 lokusz), valamint bizonytalan genotipus
meghatérozést (PEZ1 lokusz) eredményezett. Az MP II. reakcio esetében az MP I.-hez
hasonlo érzékenységet csak a bevitt primerkoncentracio csokkentésével sikertilt elérni (lasd
5.1.7.fejezet). igy mindkét reakcioban megvaldsithatova valt — a részleges genetikai profil
kockazatanak figyelembe vételével — 50 pg kiindulasi DNS genotipusanak meghatarozasa
34 PCR ciklus alkalmazasa mellett.

5.5 Eseti alkalmazas
5.5.1 Tenyészt 6i megkeresés (alomellen 6rzés)

Az elvégzett alomellen6rzé vizsgalatok Osszesitett eredményét a 9.a-b. tablazat
tartalmazza. A kérdéses kan biolégiai apasadga hat marker (PEZ1l, PEZ21, PEZ16,
REN124F09, WILMS-TF, FH2054) alapjan a kan kolyokkutya vonatkozasaban, illetve 6t
marker (PEZ16, REN124F09, WILMS-TF, FH2054, FH2584) alapjan a szuka kolyokkutya
vonatkozasaban kizarhato.
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9.a. tablazat

Genetikai profilok meghatarozasanak eredménye alomellenérzé vizsgélatban

MP |. lokuszkészlettel. A kolyokkutydk genotipusaban sarga kiemelés jeloli azokat a
lehetséges apai alléleket, amelyek alapjan a feltételezett kan biolégiai apaséaga kizarhato

MP I. PEZ1 PEZ5 PEZ3 PEZ21 PEZ16 REN124F09
Szuka 14/14 8/8 27/29 9/10 17/20 718
Kan 14/14 8/8 27127 9/9 21/21 9/9
Kolyok & 12/14 8/8 27/29 9/11 17/20 8/8
Kolyok @ 14/14 8/8 27/29 9/9 17/20 7/8
9.b. tabldzat Genetikai profilok meghatarozasanak eredménye alomellenérzé vizsgéalatban
MP IlI. lokuszkészlettel. A kdlyokkutyak genotipusaban sarga kiemelés jeloli azokat a

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

MP II. PEZ19 WILMS-TF FH2054 FH2584 VWE. X SRY
Szuka 10/10 14.2/16.1 16/17 19/19 9/10 -
Kan 10/10 13.2/18 11/15 18 9/10 Y
Kolyok & 10/10 15/16.1 16/16 19 10/10 Y
Kolyok @ 10/10 15/16.1 16/17 19/21 10/10 -

5.5.2 Hatosagi eljaras (rongélassal okozott kar)

Az elvégzett, egyedi szint(i azonositasra iranyuld vizsgalatok dsszesitett eredményét,

a felsokszorozott allélek kapillaris elektroforézissel térénd elvalasztisat és kimutatasat a 13.

és 14. abra szemlélteti.
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165 165
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() - e, A\ -
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EE <8 : AS 2/1 hatyszii szer 91/ o8
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13. &bra

szérminta, b: helyszini sz6rminta]
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14. abra  Miniplex Il. (a-b) és diplex (c) reakcioval végzett vizsgalatok elektroferogramja [a:
0sszehasonlité szérminta, b: helyszini szérminta, c: helyszini sz6rminta ismételt vizsgalata

két lokuszon]

A Miniplex 1. reakcidéban a PEZ3 lokusz kivételével, amelynek két allélja erételjes
detektalasi (RFU) értékkulonbséget produkalt a helyszini szérmintaban (13. abra b),
kiegyensulyozott sokszorozodéast tapasztaltam. A Miniplex Il. reakciéban a WILMS-TF
marker nagyon kis mértékben amplifikalodott a helyszini minta esetén, a vVWF.X lokusz pedig
.Kiesett” (locus drop-out) (13. &bra b). Az érintett két markert diplex vizsgalattal
megismételve azonban a helyszinrél biztositott sz8rmintabdl is teljes genetikai profilt kaptam
(13. 4bra c).

Mivel az dsszehasonlitd és a helyszinen fellelt szérmintab6l megegyez6 genetikai
profilt mutattam ki, igen nagymértékben valoszinUsithetd, hogy a vizsgalt szdérképletek
egyazon kutyatdl szarmaznak. A meghatdrozott genotipus pontos, szamszer(
valoészinilsitése (valészinlségi hanyadosa) csak a fajtapopulacid genetikai-statisztikai

felmérésének birtokadban tdrténhet meg.

5.6 Mutécio lehet 6sége

5.6.1 Szérszalak csoportositasa fejl 6dési fazisuk alapjan

Tesztelve a harom kategéria — anagén, katagéen, késéi katagén (F8.a-c. 4bra) —
szubjektiv kialakitasanak lehetéségét 40, véletlenszerlien Ujra kivalasztott sz6rminta ismételt
fénymikroszkdpos vizsgéalatat végeztem el, amely soran 39 esetben az egyes sz6rok azonos
kategoriaju besorolast kaptak. Az egyetlen eltérést az elsé sorozatban anagénként

dokumentalt szérszal ismételt vizsgalattal katagénként torténé besorolasa okozta.
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5.6.2 Genotipizalas eredményessége

Az eredmények csoportositdsanal az egyes kategéridkat a szérfazisok, preparald
eliardsok és testtajak, illetve ezek aranyszamai kozotti eltérések mértékét hasonlitottuk
O0ssze (15. abra, F4., F5. tdblazat).

Osszes szérminta: 600

PCR reakcié Sikeres: 524 \fiker’relen: 76

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

15. abra Folyamatébra a sz6rszéalak DNS vizsgalatanak fébb eredményeirdl

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

mintaszammal valé dsszehasonlitasra vonatkoznak.

5.6.2.1 Teljes genetikai profil

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

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

abra).

10. tAbldzat Kulénbdzd DNS-tisztitd eljardsokkal kezelt szérmintak szama és a bel6luk

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

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

11. tAbldzat Kuloénbozd fejlédési stadiumban 1évé szérmintdk szama és a beldlik nyert

PCR termékek, teljes DNS-profilok és hibas profilok szama

Sz6r fazis Osszes PCR termék Teljes profil Hibas profil
Anagén 158 152 137 13
Katagén 267 243 212 35
Késdi katagén 175 129 92 26

A kiulonbozd testrészekrél gydijtott, eltéré novekedési fazisu szérszalak analizisének
eredményeit a 12. tablazat és 16. abra foglalja 6ssze. Az eltérd testtajakrol szarmazo mintak
sikeres genotipizalasaban nem tapasztaltam szignifikans eltérést (F4. tadblazat); a hatszdrok
73,9%-ban, a pofaszérok 67,6%-ban, a mellsé labszérok 72,9%-ban, a hatséd labsz8rok

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

12. tabldzat Kulonbdzd testtajakrol gydjtott sz6rmintak szama és a beldluk nyert PCR

termékek, teljes DNS-profilok és hibas profilok szama

’ . PCR Teljes o _
Testrész Osszes 5 _ Hibas profil
termek profil
Hat 261 237 193 37
Pofa 105 84 71 8
Mells 6 labak 107 96 78 13
Hatso labak 127 107 99 16

5.6.2.2 Eltér 6 genetikai profil

Az eltéré genotipusok felmérését az dsszesen 441, teljes — lokusz kiesés nélkili —
DNS-profilt mutat6é sz6rszal kapcsan végeztem el. A vizsgalt 10 STR markeren ¢sszesen 74
esetben (12,3%) volt megfigyelheté kilénbdzd tipusu eltérés a tényleges genetikai profiltdl
(13. tblazat, F10.a-b. &bra).
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13. tAblazat Az egyed valds genetikai profiljahoz viszonyitott kiegyenlitetlen, allél-kiesést,

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

PEZ1 FH2054 FH2010 PEZ5 PEZ20 PEZ12 PEZ3 PEZ6 PEZ8 FH2079
Valés
| 1213  11/16  10/10 10/10 13/13  12/17 25/25 24/27 13/14 6/6 Y
DNS-profil
Imbalansz 9 3 2 1 4 19
Allélkiesés 3 1 3 6 2 1 16
Extra allél 5 5 2 1 3 7 11 3 1 38
Aberrans 1 1
Osszes
17 9 2 1 3 13 17 6 6 0 74
(db)
Kiegyenlitetlen — imbalansz — allélekként azonositottam azokat a heterozigéta

alléleket, amelyek allélparjait az elektroforézis soran kimutatott jeleré6sség kdzotti, 65%-ot
meghalad6 kilonbség jellemzett. Extra allélként kategorizaltam azokat a mitermékeket,
melyek poziciojuk és csucsmagassaguk alapjan az 6sszehasonlitdé minta genotipusanak
ismerete nélkil valos allélként kerilhettek volna meghatarozasra. Aberrans profilként
soroltam be az egy lokuszon belll medfigyelt, valos allél-kieséssel parhuzamosan megjelend
extra allél egyittest. Két szérminta kivételével a valos allélektdl eltéré mintazattipusokat
mintanként csak egy-egy lokuszon figyeltiink meg.

A BioRobot EZ1 illetve PelletPaint modszerrel tisztitott mintdkndl a PEZ3 lokuszon
Osszesen hat esetben volt megfigyelhetd a 25-6s allél kiesése, de mivel a tobbi kilenc
markeren jellemzéen kifejezett (RFU > 6000) és kegyensulyozott jeleket kaptam, ezeket a
profilokat nem a részleges (lokuszkiesést mutatd) hanem aberrans tipusként soroltam be. A
PEZ1 lokusz mellett a PEZ3 marker mutatta 0sszességében is a legtobb, tévesen vagy
egyaltaldan nem meghatarozhaté alléltipusokat a 10 tesztelt mikroszatellita kézul. A PEZ3
markeren figyeltem meg legtdbbszor extra allélt (11/17 - 65%), illetve a PEZ1 lokuszon volt
leggyakrabban kimutathatd az egy lokuszon belli kiegyenlitetlen allél-sokszorozédas (9/17 -
53%) (13. tablazat).

A DNS tisztitasi eljarasok vonatkozdsaban téves genetikai profil legnagyobb
mértékben (21,9%) a BioRobot EZ1 eljdrassal volt tapasztalhaté (10. tablazat), ami
szignifikans eltérést (11,1%) mutatott a szerves kémiai-, nem szignifikans kilonbséget pedig
a PelletPaint (12%) mddszerrel tortént 6sszevetés sordn (F4. tablazat, F9. abra). Az egyed
valés genetikai profiljatél eltéré genotipusok gyakorisaga az anagén (9,5%) illetve katagén
(16,5%) stadiumui sz8éroket dsszehasonlitva, a késéi katagén (28,3%) allapotu szérokben

szignifikans eltérést mutatott (11., F4. tablazat).
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sz8rokon elvégzett PCR és genotipizalas sikeressége, valamint az aberrans allélek megjelenésének gyakorisaga
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Az aberraciok szazalékos eloszlasaban medgfigyelt, testtajak szerinti kilonbségek — hat
19,2%, pofa 11,3, mellsd labak 16,7%, hats6 labak 16,2% (12. tablazat) — nem bizonyultak

szignifikAnsnak (16. abra, F4. tablazat).

5.6.3

Ismételt vizsgalatok

Az eltérések okanak felderitése, valamint a technikai hibak kiszlirése érdekében

ismételt monoplex és/vagy Uj multiplex sokszorositasokat végeztem. Ezek eredményeként

csak egyetlen szérminta esetén volt igazolhat6 eltérés (PEZ1 lokusz), a tbbbi esetben az

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

2] =]

O Plots - B1_som_mut_GT
66 o o0 oo o4 9 o3 100 102 104 106 108 110 11z 114  tie  1le 130 172 124 1% 178 130 \z‘zl
PE21
A
—_—— N [, g
86 88 30 92 94 96 98 100 102 104 106 |0§Ez‘ 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 \32|
AB_PEZ1._454p 12Blue 28/822
B | I U N
szor _hatrol-7 7Blue 11/54
C //\_A
[
17. dabra  Szomatikus mutacié a PEZ1 lokuszon [A: alléllétra, B: a donor egyed valds

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

Az egyed azonossaganak illetve leszarmazasanak genetikai alapon torténd
meghatarozasahoz olyan markerek szikségesek, amelyek az adott poplulacioban megfeleld
szintl sokféleséggel rendelkeznek és genetikai kapcsoltsagi viszonyaik ismertek (Halverson,
2005b). Mindemellett standard moddszerekkel egyértelmliien és megismételhetd forméban
nemzetkdzi 6sszehasonlitdsra alkalmas modon kell meghatarozhaténak lennitik. Kiléndsen
a bomlott, csekély mennyiségben rendelkezésre allé mintdk analizisénél elengedhetetlen a
vizsgélati rendszer nagyfokl érzékenysége. Azonossagi vagy leszarmazési kérdések
tisztdzdsakor a genetikai vizsgalati eredmények helyes értelmezése pedig csak megfelel

genetikai-statisztikai elemzésekkel egyitt valosithatd meg.

6.1 Az (], révid markerek meghatarozasa és leirdsa

A mikroszatellitdk ismétlédé egységein alapulé nomenkletirgjanak kialakitasahoz az
allélok szekvencidjanak meghatarozasa elengedhetetlen kdvetelmény (Gill és mtsai, 1994,
1997, Bar és mtsai, 1997). A munkdm soran vizsgalt hét STR lokuszbdl harom marker
szerkezete egyszer( ismétlédési mintazattal (PEZ21, PEZ19, VWF.X), négy pedig dsszetett
motivummal (PEZ16, REN124F09, WILMS-TF, FHC2584) rendelkezik. Az 0Osszetett
struktarara az ismétlédé egységekben az egy-bazisparos variancia illetve a kdztes allélek —
interallélek — megjelenése jellemzd (10., F6. abra). A PEZ16 marker esetében szamos, egy
bazispar eltéréssel reprezentalt valtozatossadgot mutattam ki az ismétléd6 régioban,
amelynek kovetkezményeként az azonos hosszusagu, de eltéré konformaciéju allélek
elektroforetikus mozgésa is kuloénb6z6. Ennek ismeretében — bar kimutatasuk soran
méretiikben akar 1,5 bazisparnyi ,lotydgés” is tapasztalhaté — ezeket az egy béazisparos
eltéréseket mutaté alléleket — an. mobilitdsi variansokat - azonos névvel azonositottam.
Esetenként az interallélek megjelenése a hatarol6 régiok delécids és addicios valtozatainak
(FH2584) illetve magukban az ismétlédé egységekben megnyilvanulé delécios, inszercids
mutacioknak koszonhetd (WILMS-TF). Azonos allélhossz mellett megfigyelhetd
szekvencidlis valtozékonysag a hatarold régiokban nem volt kimutathato.

A szekvencia eredmények alapjan egyértelmii, a laboratériumok kozotti
O0sszehasonlitasra alkalmas, a szakmai ajanlasoknak megfelel§ alléinevezéktant (Budowle,
2005) alakitottam ki, amely torvényszéki alkalmazéasra is javasolhatd. Az ismétlédé egységek
szaman alapuld, hivatkozott nevezéktan javaslatokat (Eichmann és mtsai, 2004a, Coyle,
2007) a WILMS-TF és vVWF.X markerek esetében eredményeim nem madositjak, a tébbi

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

Az id6- és koltséghatékonysag érdekében, valamint — kis kdpiaszamu mintak esetén
— a korlatozott mennyiségben rendelkezésre all6 DNS-mintak kévetkeztében, a vizsgalando
STR lokuszok minél kevesebb szamu PCR reakcidban torténd sokszorositasa szikséges. A
multiplex rendszerek létrehozasanél olyan markereket célszerli kombindlni, ahol a genetikai
valtozatossag lehet6ség szerint a legnagyobb. Az ilyen, &ltaldban hosszu fragmensmérettel
is rendelkezd, hiperpolimorf lokuszok meghatarozasa azonban legtébbszor problematikus,
és altalaban csak a j6 minéségl biolégiai minta vizsgélatara korlatozza
felhasznélhatésagukat.

A marker-szelekci6 sordn az elsédleges szempontot — a variancia mellett — a
mikroszatellitAk mérete jelentette, ezért a szikséges esetekben a korabbi (referalt)
primerszekvenciaktol eltérd, 0j oligok tervezésével és hasznalatdval a PCR termékek
hosszat lerdviditettem (2., 6. tablazat). A detektdlt allélek mérettartomanya igy egyik
vizsgélo rendszerben (MP I. és MP 11.) sem haladja meg a 200 béazispart (7. 4bra), aminek
koszonhetéen a kulonb6zd mértékben degradélt mintdk mikroszatellita analizisének
sikeressége javulhat (Wiegand és mtsa, 2001, Butler és mtsai, 2003). Eredményeim masik,
hasonlé torekvésa kulféldi munkaval (Coyle, 2007) 6sszehasonlitva innovativ fejlesztésnek
tekintheték. A hivatkozott munkacsoport Uj primerek tervezésével négy mikroszatellita
markerbél alld, 100-240 bp tartomanyt lefedé multiplex rendszert alakitott ki.

A PCR technika sajatsaga, hogy nem minden esetben kdvetkezik be a késztermékek
szal végi adenilacioja (adenin addiciéja), ami miatt egy bazisparral rovidebb méreti
termékek — un. ,vallas”, vagy kettds csucsok - is képzédnek a reakcio soran (8. abra). Ezek
az elektroforetikus elvélasztas sordn detektalt melléktermékek az eredmények helyes
kiértékelését, valamint az egy bazisparnyi kulénbséggel rendelkezd interallélek
megkulonboztetését  nagymértékben  megnehezitik, illetve  ellehetetlenitik.  Ezt
kikusz6bolend6 a reverz primerek 5’ végét GTTCTT szekvenciaval (,PIG-tailing”) toldottam
meg. A meghosszabbitott szal segitségével a Tag-polimerdz enzim az adenin hozzaadasat a
kész fragmenshez minden esetben elvégzi, igy a valéjdban azonos allélek hossza
megegyez6ve, a téves genotipizalas pedig elkerilhetévé valik (Brownstein és mtsai, 1996).

A doktori munkam soran kifejlesztett, két, kutya-specifikus multiplex PCR-ben
tizenegy ,mini-STR” lokusz és egy Y kromoszoméas marker sokszorosithaté fel (3. tablazat,
7. &bra). A trimer PEZ3 (Padar, 2006), a pentamer REN124F09 és a hexamer szerkezet(
VWF.X kivételével az 0Osszes tobbi mikroszatellita lokusz tetramer ismétlédésekkel
rendelkezik. Mivel ezek a struktdrak a széles kdrben alkalmazott dinukleotidokkal ellentétben
kevésbé hajlamosak a polimerdz enzim "csuszasabdél” adodé mitermékek képzésére, joval

pontosabb és egyértelmiibb alléimeghatarozast tesznek lehetévé (Meldgaard és mitsa,
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1997). Az Y kromoszoméan elhelyezked6 SRY ivar-specifikus marker a kan kutyak esetén az
MP Il. reakcioban mutathaté ki, mig néstény kutydk vizsgélatanal ebben a pozicidban
kimutatasi jel (csucs) nem tapasztalhato.

Az ismeretlen eredetli mintdk korrekt allélmeghatarozdsa a referencia allélekbol
Osszedllitott, kontrollként hasznalt alléllétrakkal torténé dsszehasonlitdssal végezhet6 el (Gill,
1995). Ennek jelentéssége elsésorban az Osszetett szerkezetli, nagyszamu allélvarianst
tartalmazo STR lokuszok esetében kiemelkedd. Az alléllétrak Osszeallitasanal féként a
nagyobb eléforduldsi gyakorisagl, egész szdmu ismétlédéseket tartalmazd, szekvenalt
alléleket alkalmaztam. Az A&ltalam el6allitott reprodukalhaté allélkoktélok, valamint a
modositott genotipizalé szoftver alkalmazasaval a koztes allélek meghatarozasa is
biztonsagosan kivitelezhetévé valt.

A két vizsgalorendszer (MP I. és MP Il.) érzékenységét — mivel a csdkkentett térfogat
noveli a szenzitivitdst (Leclair és mtsai, 2003) — 20 pl végtérfogati PCR reakciéban
teszteltem, és mindkét reakcioelegyben az 50 pg DNS templat mennyiség — kb. 10 diploid
sejt — elegenddnek bizonyult a telies DNS-profil generalasara (12. ébra). Az a
megfigyelésem, hogy az MP Il. miniplex rendszer maximalis érzékenysége az MP |.-hez
képest csak 80%-kal csokkentett primerkoncentracioval volt elérhetd, arra utal, hogy a két
miniplex rendszer eltér§ optimalis primer koncentracié igényeét feltehetbleg az MP II.
primereinek kompeticiés géatldsa eredményezi.

Csekély mennyiségl kezdeti DNS koncentracié alkalmazdsa esetén azonban a
polimerdz lancreakcio folyaméan véletlenszerii hatasok is felléephetnek, amelyek
kiegyenlitetlen lokusz- illetve allél-sokszorozédashoz, esetlegesen kieséshez (drop-out)
vezethetnek (Lederer és mtsai, 2001). A standardizalasi optimumot el nem éré, alacsony
képiaszamu (LCN) mintak ezért az alkalmazott modszerektél flggetlentl is specialis
vizsgalati stratégiat, megfelelési és minéségiranyitasi kdvetelményeket igényelhetnek. A
sztochasztikus hatdsok mérlegeléséhez — a genotipus téves meghatarozasanak elkertlése
érdekében — a kapott eredményeket lehet6ség szerint parhuzamos vagy ismételt
vizsgalatokkal ajanlott ellenérizni (Gill, 2001, The Crown Prosecution Service, 2008, Graham,
2008).

6.3 Statisztikai jellemz 6k

Az egyedi azonositashoz illetve a leszarmazas vizsgalatdhoz alkalmazni kivant 11
STR marker allélgyakorisagi eloszlasat és az ebbdl szamitott statisztikai alapértékeket 116
kutya mintajan mértem fel (F7.a-k. 4bra, 8. tdblazat). Az altaldban igazsaglgyi szempontbdl
is megfelelének mindsitheté markerek magas (Hos = 0,6) heterozigozitasi értékkel

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

A legmagasabb értékeket minden szempontbdl a WILMS-TF lokusz mutatta, ami
szerkezetbeli Osszetettségének, valamint nagyszdmd — a markerek kozoétti legtobb, 14
megfigyelt — kdztes alléljanak kbszonhetd. Ugyanezen lokuszon kimutattam a magyarorszagi
kutyadllomanyban a ,9"-es allélt, amely kilféldi hivatkozasokban nem szerepel (Zenke,
2009). A legkisebb heterozigozitasi értékekkel bird lokuszokat jelen vizsgalatban a
viszonylag alacsony allélszam (n < 6) és az allélgyakorisagok egyenl6tlen eloszlasa jellemzi,
amelynek extrém péld4ja a vWF.X-8 allél 53,9%-0s medfigyelt eléfordulasi gyakorisaga.

A polimorfizmus informacié (PIC) értékét a mikrovarians allélek megjelenése
ndvelheti (Moller és mtsai, 1994, Brinkmann és mtsai, 1995), ezzel szemben a PEZ3 lokusz
— amely koztes alléleket nem, viszont sok, egész szamu allélvaridnst tartalmaz — az
interallélekkel rendelkezé FH2584 lokuszéval kdzel azonos PIC értékkel bir.

A 11 lokuszra szamitott kombinalt kizarhatosagi- (PE) és megkilonboztetési
valészinliségek (PD) az azonos elvi humén kriminalisztikai értékeléshez viszonyitva (PEmin >
99,9953% és PDmin > 99,999999999%) hasonléan magas értékeket mutatnak. Az &ltalam
Osszedllitott lokuszkészlet dsszevetve 79 fajta egyedeinek (n = 614) mintgjan felmért 10 STR
marker PE és PD értékeivel (Zenke, 2010) hasonléan megbizhaté kizarhatdésagot illetve
megkllonboztethetéséget tesz lehetévé. Részben eltéré markerkészlete miatt kiegészitd
alkalmazasaval az egyedi azonositas és leszarmazas nagyobb valoszinlséggel allipithato
meg. Mindazonaltal egyes — kilondsen az erésen beltenyésztett — fajtakon belul a bdvitett
markerkészlet haszndlata javasolt. Tovabbi vizsgalatokat igényelne a magyarorszagi
kutyapopulacién mar felmért, nagy valtozatossagot mutat6 lokuszok kombinalasi lehetésége,
valamint Uj, an. ,hiperpolimorf” markerek — pl. FH2132, ZUBECA®G6, C38 — tovabbi bevonasa
(Asch és mtsai, 2009) is.

A vizsgélt markerek — a PEZ19, FH2054 és VWF.X lokuszok kivételével —
szignifikAnsan eltértek a Hardy-Weinberg egyensulytdl, ami a 75 kilonbdzé fajta egylttes
vizsgalata miatt a populacié heterogén voltaval (Wahlund-hatas) illetve a lehetséges
beltenyésztéssel magyarazhaté (Evett és mtsa, 1998). Az 55 lokuszparonkeénti
O0sszehasonlitasbdél egy esetben megfigyelt (PEZ5 és REN124F09 lokuszok kozotti)
asszociacio6 nem fizikai jellegli — hiszen az adott parok kilonb6zé kromoszoman
lokalizalédnak —, igy az elvetett fuggetlenségi hipotézist az elébbekben emlitett
lehet6ségeken kivil a HW-egyensulytdl vald jelentds eltérés is magyarazhatja (Excoffier és
mtsa, 1998).
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A felmért kutyadllomdnyban — annak heterogén jellege kovetkeztében — nem
meglepd az egyensulyi allapottdl valé szignifikdns eltérés, hiszen a random pérosodas és
ezzel egydtt a génkicserél6dés lehetésége nem csak a fajtdk (mint alpopulaciok) kozott, de
még a fajtdkon belll is igen korlatozott. Az eredmények alapjan levonhaté az a
kovetkeztetés, hogy a statisztikai elemzésekhez a viszonylag sok, kuloénbozé fajtak
Osszevondsa révén feldllitott adatbdzis megbizhatdé modon, a vizsgélatok téves
értékelésének lehetésége nélkil nem hasznalhato fel. A szarmazasi valészinliség statisztikai
megallapitasaval szemben tAmasztott kovetelményeknek biztonsaggal ezért csak az adekvat
(fajta)populaciokbdl allé referencia adatbazisok felelhetnek meg (Zenke és mtsai, 2006,

Kanthaswamy és mtsai, 2009).
6.4 Gyakorlati alkalmazasok

Az utobbi években — a Canine Genome Project elérehaladtaval — egyre ndvekvd
igény tapasztalhaté a kutya eredetli anyagmaradvanyok azonositasara a tenyésztfi- és
jogalkalmazéi gyakorlatban egyarant (Eichmann és mtsai, 2004b, Halverson és mtsa,
2005a). Napjainkra mar a legtobb ebtenyésztd klub a DNS-vizsgalatokat minden olyan
esetben kotelezdvé teszi, amikor a vélt szarmazassal kapcsolatban vétlen vagy szandékolt
tévedés gyanuja felmerdl.

Leszarmazasi esettanulmanyom kapcsan a 12 markerbdl 6sszedllitott készletet olyan
kutyafajta (tenyészet) kérdéses szarmazasanak elddntésében is sikerrel alkalmaztam, ahol a
beltenyésztettség — az iranyitott parositasoknak kdszénhetéen — nagyobb mértékben jelenik
meg, mint a felmért, vegyes fajtakat tartalmaz6 csoportban. Hatésagi esettanulmanyom
aldtdmasztja a kifejlesztett miniplex vizsgélorendszerek megfelel§ specifithsat és
érzékenységét helyszini szérmintak sikeres vizsgalhatésagara.

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

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

6.5 Alkalmazasi korlatok

Mivel az egyes kutyasz6rok genotipusdnak meghatarozasa sok esetben sikertelen, a
szérhagyma noOvekedési fazisanak mikroszkopos meghatérozdsa, valamint az optimalis
DNS-kinyerési és sokszorozasi technikdk alkalmazdsa alapvetéen befolydsolhatja az
eredményesseéget (Linch és mtsai, 1998, Vigilant, 1999, Pfeiffer és mtsai, 2004). Bar a

szbrképletek STR vizsgalata soran sok esetben figyelheté meg hibas allélmintazat (Rolf és
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mtsai, 2002, Clayton és mtsai, 2004), mindéssze néhany kutatas foglalkozik a sz&r(6k)bél

kimutatott genetikai profil megbizhat6sagaval (Silvia és mtsai, 2006, Zenke és mtsai, 2008).

6.5.1 Szérfejl 6dési fazisok meghatarozasa

A kés6i katagén stadiumu kutyaszdrokbdl nyert telies DNS-profilok szédma
szignifikansan alacsonyabbnak, ezen belll az eltéré genotipusok aranya viszont jelentésen
nagyobbnak bizonyult az anagén és katagén sz6rokhoz képest (F4. tablazat ). Eredményem
— a human hajvizsgalatokhoz hasonléan (Linch és mtsai, 1998) — korrelal a szarvég
morfolégiaja alapjan becsulhet6 sikeres nuklearis genotipizalas varhaté eredményességével.
Altalaban a telogén fazisu, ratapadt gyokérhivelyi sejteket nem tartalmazo6 szérszalak és a
hagymaval nem rendelkez6 szdrtoredékek genetikai tipizalasa elfogadhaté sikerességgel
csak mitokondrialis DNS-bdl kiindulva torténhet (Wilson és mtsai, 1995a-b), ezért az adott
szbrképlet tipusanak elézetes mikroszkdpos ellendrzése elengedhetetlen. A hullott, telogén
stadiumban Iévé sz6rdk is rendelkezhetnek ratapadt gyokérhivelyi sejtekkel, ezek analizise
azonban valtoz6 sikerességli. Majom eredeti hullott sz8rok vizsgélatanal példaul 28%-ban
sikertlt a nukleéris mikroszatellitak sokszorozdsa — mig a mitokondridlis DNS-nél 85%-ban
(Vigilant, 1999). Hullott emberi hajszalak esetén azonban csak 8,3%-ban kaptak nuklearis
PCR terméket, mig a mtDNS meghatarozaséara tett kisérletek eredményessége 96% volt
(Allen és mtsai, 1998).

6.5.2 DNS kivonasi technikak 6sszehasonlitasa

Mivel az egyes szdrképletek — kuléndsen a hullott, telogén fazisiak — extrém
alacsony mennyiségl sejtmagi DNS-t tartalmazhatnak, rendkivili jelentdséggel bir a
genetikai anyag kinyerésére iranyuld technikak kozil a legmegfelelébb kivalasztasa. A
munkam soran tesztelt harom DNS-kivonasi eljaras kozil a tovabbi vizsgalatok
szempontjabdl legalkalmasabbnak a proteinaz K enzimmel térténé emésztést és szerves
oldészeres kivonast kovetd ultraszlirés-koncentralas (,szerves kémiai” modszer) bizonyult.
Eredményeim a kordbbi adatokat — miszerint hullott sz6rék esetén a Chelex gyantds DNS-
kivonas hatékonyabb mind a szerves, mind pedig a Qiagen kémian alapuld izolalasoknal
(Vigilant, 1999) — nem tdmasztjak ala. Tapasztalatom szerint a szerves kémiai tisztitasi méd
engedi meg leginkabb azokat az adekvat moédositasokat (pl. beavatkozas az egyes lépések
inkubécids idejébe, az alkalmazott kemikalidk és a végsd extraktum térfogatdba), amelyek a

szérmintak egyedi analizisét optimélissa tehetik.
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6.5.3 Kulonboz 6 testrészekr 6l gy Uijtott sz érszéalak analizise

Az elvégzett statisztikai elemzések alapjan (F4. tablazat) az egyes testrészekrdl
gyuijtott sz6rok DNS vizsgalatdnak eredményeiben nincs szignifikans kilénbség, ugyanakkor
a mintagy(jtés soran azt tapasztaltam, hogy a pofardl gydjtott sz6rok kozt telogén allapoti
mintak nagyobb aradnyban talalhatok. Amennyiben eseti mintaként — pl. harapasnyomok
kornyékérdl — pofaszér all rendelkezésre, szadmolni kell a megnévekedett aranyu sikertelen

vizsgalatok lehetéségével.
6.5.4 A valos genetikai profiltdl eltér 6 genotipusok detektalasa

Az STR genotipusok meghatarozasa sordn megfigyelt abnormalis mintazatok okanak
intenziv tanulmanyozasa (Rolf és mtsai, 2002, Clayton és mtsai, 2004, Tvedebrink és mtsai,
2009) ellenére az egyedek szbrképleteiben eléforduld szomatikus mutacié gyakorisdganak
felmérése nemzetkdzileg csak human vonatkozasban hivatkozhatd. Valés mutacioként
azonositott — a személy valdés DNS-profiljatél eltérd di-, illetve triallélikus mintazatként
megnyilvanulé — eseményt 190 teljes genotipust adé emberi haj- és nemi szérszal
mikroszatellita meghatarozdsa kapcsan 6sszesen hat (3,16%) esetben mutattak ki (Silvia és
mtsai, 2006).

A vizsgalt, 6sszesen 600 tépett szdérszalbdl nyert 441 telies DNS-profilbdl 74
esetében, a valddi genetikai profilal nem minden lokuszon egyez6 - aberrans,
kiegyenlitetlen, allél kiesést vagy extra allélt mutaté — mintadzatot figyeltem meg, amelyek
azonban az ellendrzé vizsgalatokkal kikiiszobolhetd modon — egyetlen mutaciés esemény

kivételével — technikai okokra és korlatokra vezethetok vissza.
6.5.5 Szomatikus mutécio el 6éfordulasa kutyasz 6rben

Az ismételt vizsgalatokkal is alatamasztott allélkiesés, illetve extra allél jelenléte —
mely egy repeticios egyseéggel tér el a valds profiltél — nagymértékben valdszindsiti az un.
stepwise mutacios eseményt, amelynek bekdvetkezésével az eseti mintak analizisekor
szamolni kell (Pa4dar és mtsai, 2002). Ezért az igen hasonld genetikai profilok
szarmazasanak mérlegelésénél — a téves kizaras elkertlése érdekében — az eredményt, ha
van ra lehet6ség, egy masik mintan térténd vizsgalattal ajanlott megerdésiteni. Amennyiben
erre nincs mod, célszeri lenne a mozaikossag - mutacio és kimérizmus - esélyét beleépiteni
a statisztikaba.

Vizsgalataimmal a PEZ1 lokuszon a ,13"-as allél kiesése multi- €s monoplex
vizsgalatokkal is igazolhat6 volt, igy az szomatikus mutaciora vezethet6 vissza (17. abra). Ez

a vizsgalt allat kuiltakardjanak kulonbdzd genotipusu sejtcsoprtokbol &llo  genetikai
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mozaikossagat tdmasztja ala. A szérmintabol kinyert DNS extraktum csekély mennyisége
nem tette lehetévé a mutacioé tipusanak pontos — pl. repeticios vagy hatarol6 régioban tortént
mutacio — meghatérozasat célz6 Ujabb vizsgélatok elvégzését, amelyekkel tisztazhatova valt
volna, hogy a primer kot6helyét érinté modosulas vagy egy ismétlédé egység elvesztése

tortént a DNS replikacio soran.
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7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
7.1 ROvid mikroszatellita multiplexek tervezése

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

o Ot marker (PEZ16, REN124F09, PEZ19, WILMS-TF, FH2584) PCR termék-méretének
lerdviditése 200 bazispart nem meghaladé meérettartoményra Uj primer-szekvenciak
tervezésével, figyelembe véve azok specifikussagat, stabilitasat és tébb lokusz egyuttes
sokszorositasanak (koamplifikaciojanak) lehetéségeét.

o 11 rovid (90-200 bp mérettartomanyd), kutya specifikus STR koamplifikcidjanak
megvaldsitdsa multiplex PCR reakcidkban, kiegészitve az ivar meghatarozasara
szolgdalo, Y kromoszéman elhelyezked6 markerrel, két — MiniSTR I. (PEZ1, PEZ5, PEZ3,
PEZ21, PEZ16, REN124F09) és MiniSTR II. (PEZ19, WILMS-TF, FH2054, FH2584,
VWF.X, SRY) — miniplexben.

7.2 Genotipizalas

0 A PEZ21, PEZ16, REN124F09, PEZ19, FH2584 markerek szekvencia szerkezetének
jellemzése, és az ismétléd6é egységek szdman alapuld allélnevezéktan kialakitasa. A
tipus-szekvencidk FJ169896, FJ169897; FJ169898; FJ169899; FJ169900, FJ169901;
FJ169902 katalogusszamu, génbanki bejegyzése (GenBank, 2008).

0 A magyarorszagi kutyaallomanyban megfigyelt, meghatarozott bazissorrendl referencia
allélek keverékébdl osszeallitott alléllétrak kialakitasa az alkalmazott lokuszokhoz.

o0 A Genotyper 2.5.2. genotipizalé szoftver megirdsa az alkalmazott allélkoktélokhoz és a
miniplexek lokuszaihoz, amelynek segitségével a detektalt genotipusok félautomata

maddon meghatarozhatdk.

7.3 Populécidgenetikai alkalmazas

0 Genetikai statisztikai analizisek elvégzése a populaciés mintdban megfigyelt allélek
gyakorisdgabol kiindulva, meghatarozva a lokuszok egyes-, illetve kombinalt
alkalmazasanak hatékonysagéat, leszarmazési és egyedi azonositassal kapcsolatos

kérdésekben.

61



7.4 Kimutatasi érzékenység

0 A Kkifejlesztett két miniplex reakcié alacsony kopiaszamua kiindulasi mintakhoz térténd
érzékenyitésével kb. 10-20 testi sejtbél kivont, 0,05-0,1 ng DNS elegendé a genetikai

profil megallapitaséra.

7.5 Gyakorlati alkalmazhatésag

0 A kidolgozott két miniplex vizsgalorendszer szarmazasellendrzési- és blnigyi esetekben
torténdé sikeres hasznélata, ami igazolja a megfeleld érzékenység és kizarasi
valoszinliség alkalmassagat a DNS vizsgalatokkal is alatamasztott genetikai szakértdi

vélemények elkészitésében, még degradalt, kis mennyiségli mintdk esetében is.

7.6 Alkalmazési korlatok meghatarozésa

0 Kutya eredetl szérokben az STR markerekben bekovetkez6 szomatikus mutacio
felmérésére iranyuld vizsgalatokbdl azt igazoljdk, hogy nagyszamua (600 db), egyetlen
egyedtdl gydijtott szérszal kozil egy mintdban szomatikus mutacié fordult elé. Ennek
alapjan, habér csekély valészinliséggel is, de szamolni kell a vizsgalatra kerulé kutyaszér
mintak genotipusdnak megallapitasakor annak a lehetéségével, hogy a donor egyed
szbrzetének potencialis genetikai mozaikossaga a kifejlesztett vizsgalati modszerrel
érvényre juthat.

0 Az egyes szbérszalak genotipizalasakor a kis képiaszamu mintdk esetén medfigyelt
szamos (16,8%), az egyed valos genetikai profiljatél eltér6 mintazat a jelenleg
nemzetkozileg alkalmazott, 10 lokuszos kutya kit (StockMarks® Dog Genotyping Kit)

koriltekinté hasznélatara hivja fel a figyelmet.
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10 MELLEKLETEK

F1. abra

F1. tablazat

felvétel)

A vizsgalt kutyaallomany megoszlasa fajtanként

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

Fajta Mintaszam | Fajta Mintaszam |Fajta intaszam
Afgan agar 1 Erdélyi kopé 2 Német spicc 1
Agar Fila brasileiro Német vizsla

Airedale terrier Fox terrier Oangol juhaszkutya

Alaszkai malamut Francia bulldog Orosz agar

Am. cocker spaniel

Hannoveri véreb

Pekingi palotakutya

1 2 1

2 1 2

2 2 1

2 2 1
Am. staff. terrier 2 Hovawart 2 Pireneusi hegyikutya 1
Angol bulldog 2 ir szetter 1 Pointer 2
An. cocker spaniel 1 Jagd terrier 2 Puli 1
Angol szetter 1 Kaukazusi juhaszk. 1 Rottweiler 3
Arany retriever 2 Kerry blue terrier 1 Sarplaninai juhaszk. 2
Basset hound 1 Keverék 1 Schnauzer 2
Beagle 2 Kinai harcikutya 3 Sealyham terrier 1
Bernathegyi 2 Komondor 1 Si-cu 2
Berni pasztor 2 Kuvasz 1 Skét juhaszkutya 1
Bichon frise 1 Labrador retriever 2 Szamojéd 2
Bordeauxi dog 2 Leonbergi 1 Szibériai husky 1
Brie-i juhdszkutya 1 Magyar agar 1 Szibériai lajka 2
Bullmasztiff 2 Magyar vizsla 1 Tacsko 1
Cane corso 2 Mopsz 2 Tibeti terrier 1
Coton de tulear 1 Moszkvai 8rkutya 1 Torpe pincser 1
Csau-csau 1 Mudi 2 Ujfundlandi 1
Csivava 2 Napolyi masztiff 2 Uszkar 2
Dalmata 1 Német boxer 2 Weimari vizsla 1
Délorosz juhaszk. 1 Német dog 2 W. H. White terrier 2
Dobermann 3 Német juhaszkutya 1 Yorkshire terrier 2

Osszesen 116 egyed
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F2.a. abra A populaciés mintdk méretbeli eloszldsa a REN124F09 lokuszon, GS500 LIZ

belsé méretstandard alkalmazasaval

FH2584
169 Etiate N S e R A e PR R R
165 | L
g 161 3 | e
9 157 | P
‘O
= 153 | o2
149 o
145 =2
145 149 153 157 161 165 169
Méret (bp)

F2.b. abra A populaciés mintak méretbeli eloszlasa az FH2584 lokuszon. GS500 LIZ belsd

méretstandard alkalmazasaval
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PEZ21 PEZ1 PEZ16

REN124F09 | GS500-LIZ

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

alkalmazasaval
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1600 |

185 190 185 200

1400 |

1200 | WILMS-TF
1000 |

800 |

600 |

GS500-LIZ

11

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

FH2054

400 | PEZ19 FH2584

200 |

alkalmazasaval
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F4.a. dbra Egy minta 6t szincsatornas elektroferogramja hat lokuszon a Miniplex I.

rendszerben GS500-LIZ bels6é méretstandard hasznalataval
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F4.b. &bra Egy minta 6t szincsatornas elektroferogramja hat lokuszon a Miniplex .

rendszerben GS500-LIZ bels6é méretstandard hasznalataval
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F5.a. dbra Két minta genotipus meghatarozasa a PEZ21 markeren a Genotyper” 2.5.2

szoftver alkalmazéasaval
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F5.b. dbra Két minta genotipus meghatarozasa a PEZ19 markeren a Genotyper” 2.5.2

szoftver alkalmazéasaval
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F5.c. &bra Két minta genotipus meghatarozasa a PEZ16 markeren a Genotyper” 2.5.2

szoftver alkalmazéasaval

o= Plots =WIMS LiZpig———————————————— [|H

v T v T v T v T ’ T v T T v T T T v T v T v T v T L T v T v T v T v T v T ’ 1)
148 150 152 1S4 156 1S3 160 162 164 166 168 170 172 474176 172 180 182 184 186 183 190
WILMS |

® A3 WILMS.. der reaenp 3 Red  ladder ladder

B K] E 1¢] B
| LA P S B S S S | DR B S S Sy S S S L S B S S S B S R S B S S |
148 150 152 1S4 156 1S 160 162 164 166 168 170 172 174 176 178 10 182 184 126 183 190
WILMS | =]
=
Pllpiy 2Red 64715 =
3]
00
200
B37690PI1  1SRed
600
1400
1200
=3

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

szoftver alkalmazéasaval
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F5.f. Abra Két minta genotipus meghatarozasa a VWF.X markeren a Genotyper” 2.5.2
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Marker Allél

VWF.X 8
10
13

WILMS-TF 9
10
11
11.2
12
12.3
13
13.3
14
14.3
15
15.2
15.3
16
16.3
17
17.3
18
18.3

F6. abra

adatok alapjan (a markerszerkezet 6sszetettségének fiiggvényében lokuszonként eltéré

bp

151
163
183

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

Ismétlédés szerkezete

44bp(AGGAAT)s7bp
44bp(AGGAAT)4,7bp
44bp(AGGAAT),37bp

68bp(GAAA)s48bp
68bp(GAAA),48bp
68bp(GAAA)148bp
68bp(GAAA);,48bp CT*del
68bp(GAAA);48bp
68bp(GAAA)sGAA(GAAA),48bp
68bp(GAAA)548bp
68bp(GAAA)GAA(GAAA)48bp
68bp(GAAA).448bp
68bp(GAAA);;GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA)548bp
68bp(GAAA)548bp CT*del
68bp(GAAA),GAA(GAAA)48bp
68bp(GAAA)548bp
68bp(GAAA),;GAA(GAAA)48bp
68bp(GAAA),;48bp
68bp(GAAA);,GAA(GAAA);48bp
68bp(GAAA)548bp
68bp(GAAA),sGAA(GAAA);48bp

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

szamu allélt vizsgaltunk)

CT*del: két bazispér kiesése (delécidja) a 3’ hatarolo (flanking) régidban



PEZ21
50% 7 44,0%
40% -
3 30,6%
= 04 |
5 30%
4
©
@ 20% - 15,5%
10% 7 520 4,7%
0o | L
8 9 10 11 12
Allél

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

PEZ19
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o
[
2 1 17,7%
3 20%
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00 N m—
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F7.b. abra PEZ19 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)

VWEF.X
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50% -
40% - 34,9%

Gyakorisag
w
o
:

10% 1 43%  30%

0,9% 0,4%

8 9 10 11 12 13 14

Allél

F7.c. abra VWF.X lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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F7.d. abra REN124F09 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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F7.1.
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abra FH2054 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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35% A
o ] 29.7% 5500
g 25% - 19,0%
5 20% - il
c% il 9.9% 7,3%
10% 1 5494 3%
5% - 0,9%
o B oo
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Allél

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

15,1%

Gyakoris
[=Y
a
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F7.j. abra PEZ3 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 230)
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F7.k. dbra PEZ5 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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F7.g. abra PEZ16 lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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F7.h.

abra

Wilms-TF lokuszon megfigyelt allélgyakorisag (n = 232)
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Arany retriver
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Erdélyi kopd
Hannoveri véreb
Francia bulldog

Am. staffordshire terrier
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Oangol juhaszkutya
Mudi
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Német boxer
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F3. tablazat Allélgyakorisagi értékek és populacidégenetikai jellemzdk a vizsgalt

kutyacsoportban (N = 116)

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

7 0,013 0,047

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

12 0,297 0,047 0,177 0,091 0,254 0,030
12.1 0,022

12.3 0,017

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

13.3 0,043

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

14.3 0,039

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

15.1 0,004

15.2 0,013

15.3 0,056

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

16.2 0,004

16.3 0,026 0,043

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

17.3 0,013 0,116

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

18.2 0,026

18.3 0,013 0,095

19 0,220 0,108

19.3 0,108

20 0,017 0,267 0,017

20.2 0,004

21 0,116 0,009

21.2

22 0,047 0,069

23 0,065 0,013

23.1 0,004

24 0,108 0,013

25 0,250 0,004

26 0,151 0,009

27 0,108 0,013

28 0,039

29 0,099

30 0,056

31 0,047

PE 0,573 0,38 0,740 0433 0,661 0,275 0,420 0,825 0,704 0,763 0,317
PD 0,918 0,788 0,958 0,835 0,939 0,722 0,841 0,975 0,958 0,937 0,763
PIC 0,746 0579 085 0,631 0,806 0,472 0,621 0,906 0,834 0,871 0,511
Hos 0,603 0,431 0,664 0,422 0,707 0,483 0569 0,784 0,716 0,310 0,483
Hew 0,783 0632 0872 0687 0831 0568 0680 0917 0,854 0,886 0,587
SE 0,038 0,045 0,031 0,043 0,035 0,046 0,043 0,026 0,033 0,030 0,046

94



AccY  Spot Magn  Det WD |——— 20 AccY SpotMagn Det WD |—————] 100 pum

10.0kV 40 1000x SE 172 HEI y 10.0kV 4.0 250x BSE 17.2 HEII

AccY SpotMaan  Det WD |———— 20 AccY SpotMaan Det WD |——— ] 100 um
10.0kv 40 1000x BSE 171 10.0kV 40 260x SE 171 HI-I

AccY Spot Maan  Det WD
10.0kV 40 1000x BSE 17.4

AccV SpotMaan Det WD ————{ 200pm
10.0kV 40 160x SE 174 HI-I

c.l. c.2.

F8.a-c. 4bra Anagén (a.l.-a.2.), katagén (b.1.-b.2.) és késéi katagén (c.1.-c.2.) kategoriaba

sorolt kutyaszérok pasztazé elektronmikroszkopos képe (sajat felvételek)
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F4. tablazat DNS kinyerési moddszereknek, szérmintdk testtaji eredetének és fejlédési
fazisdnak paronkénti dsszehasonlitdé elemzése, a teljes DNS-profil (fent) illetve ezeken belll
az aberrans genotipusok (lent) generalasanak fliggvényében (a szignifikdns eltérések piros
szinnel kiemelve)

Paronkeénti Eltérés a . , .
sszehasonlitas gygkorl_sagok Standard hiba _95%-05 konfidencia
aranyaiban intervallum

DNS-tisztit6 eljarasok 6sszehasonlitasa

Szerves-BioRobot 0,01254 0,05793 min0,1010-0,1261
_1 | Szerves-PelletPaint 0,1269 0,06554 min0,0016-0,2554
% BioRobot-PelletPaint 0,1144 0,08773 min0,0576-0,2864
E Kilénboz 6 testtajrdl gy Gjtott sz 6rmintak 6sszehasonlitasa
o | Hat-Pofa 0,06327 0,05181 min0,03831-0,1649
% Hat-Elsé labak 0,01049 0,05057 min0,08866-0,1096
¥ | Hat-Hatso labak 0,04006 0,04669 min0,05146-0,1316
73 | Pofa-Hatso labak 0,1033 0,05837 min0,01109-0,2178
"|'_J Pofa-Elsé labak 0,05278 0,06278 min0,07029-0,1759

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

Eltér 6 novekedési fazisu sz 6rok sszehasonlitdsa

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

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

Katagén-Kés6i katagén 0,2683 0,04507 0,1799-0,3567

Eltérés a

Paronkeénti gyakorisagok Standard hiba  95%-0s konfidencia

O0sszehasonlitds aranyaiban intervallum

DNS-tisztit6 eljarasok 6sszehasonlitasa

Szerves-BioRobot 0,1491 0,05766 0,03607-0,2622
—I | Szerves-PelletPaint 0,04479 0,06723 min0,08701-0,1766
O | BioRobot-PelletPaint 0,1043 0,101 min0,09374-0,3024
g Kilénboz 6 testtajrdl gy Gjtott sz 6rmintak 6sszehasonlitasa
%' Hat-Pofa 0,07903 0,05219 min0,02329-0,1814
O | Hat-Elsé labak 0,02504 0,05204 min0,07699-0,1271
‘8 Hat-Hatso labak 0,03009 0,04765 min0,06332-0,1235
|-|I_J Pofa-Hatso labak 0,04894 0,05415 min0,05722-0,1551
i | Pofa-Els6 labak 0,05415 0,05707 min0,05790-0,1659

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

Eltér 6 novekedési fazisu sz 6rok sszehasonlitdsa

Anagén-Katagén 0,0702 0,03775 min0,003811-0,1442

Anagén-Késéi katagén 0,203 0,05117 0,1027-0,3033

Katagén-Késoéi katagén 0,1328 0,0501 0,03455-0,2310
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F5. tablazat

DNS-kivonasi technika sikerességérél és a valddi genotipustdl megfigyelt eltérések szamarol

Osszesitett tablazat a négy kilonbdzé testrészrédl gydijtott szérok darabszamarol és fejlédési stadiumardl, a harom alkalmazott

3 moédszer dsszesitve 1. Szerves 2. BioRobot 3. Pellet Paint
, Szérfejl. [Ossz. PCR  Telies Eltérés |Ossz. PCR  Telies Eltérés |Ossz. PCR  Telies Eltérés |Ossz. PCR  Telies Eltérés

UEslEsz 2o termék  profil termék  profil termék  profil termék  profil
Osszes 261 237 193 37 249 228 187 37 0 0 0 0 12 9 6 0
HAT Anagén 58 58 50 5 53 53 46 5 0 0 0 0 5 5 4 0
Katagén 125 114 98 23 123 113 97 23 0 0 0 0 2 1 1 0
Késo6i kat. || 78 65 45 9 73 62 44 9 0 0 0 0 5 3 1 0
Osszes 105 84 71 8 77 60 51 5 16 13 11 2 12 11 9 1
POEA Anagén 27 26 25 0 16 16 16 0 6 5 5 0 5 5 4 0
Katagén |34 30 26 4 26 23 20 4 3 2 2 0 5 5 4 0
Késoi kat. (|44 28 20 4 35 21 15 1 7 6 4 2 2 1 1 1
Osszes 107 96 78 13 80 74 60 9 14 12 9 5 13 10 9 5
MELSO Anagén 31 28 24 8 21 18 17 0 5 5 3 0 5 5 4 4
LABAK Katagén |55 49 40 2 47 44 35 5 4 2 2 1 4 3 3 0
Késo6i kat. |21 19 14 3 12 12 8 4 5 5 4 4 4 2 2 1
Osszes 127 107 99 16 80 69 65 3 34 30 27 7 13 8 7 0
HATSO Anagén |42 40 38 0 24 24 23 2 13 12 11 2 5 4 4 0
LABAK Katagén |53 50 48 6 38 36 35 1 11 11 11 1 4 3 2 0
Késo6i kat. || 32 17 13 10 18 9 7 0 10 7 5 4 4 1 1 0
Osszesen 600 524 441 74 486 431 363 54 64 55 47 14 50 38 31 6
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F9. abra DNS-kivonasi modszerek sikerességének 6sszehasonlitasa eltéré nbvekedési

fazist sz6rokbdl: teljes genetikai profilt add sz6érok aranya az 6sszes vizsgalt sz6rh6z képest

(fent) és ezen belill az eltéréként kimutatott genotipusok aranya (lent)
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F10.a. 4bra Az egyed valos genotipusatol (A) eltérd alléeimintdzatok [B: kiegyenlitetlen, C:

allélkiesés, D: extra allél] az els6 multiplex PCR utan a PEZ1 lokuszon
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F10.b. abra Az egyed valds genotipuséatdl (A) eltéré alléimintazatok [B: aberrans, C: extra

allél, D: allélkiesés] az els6 multiplex PCR utan a PEZ12 lokuszon
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Koszondm témavezetémnek, Prof. Dr. zZoldag Laszlonak, az Allattenyésztési és
Genetikai Osztaly vezet6jének, hogy munkédm sordn szakmailag és emberileg mindveégig
tamogatott, €s tudomanyos eredményeim kozlésében segitéen kdzremikodott.

Koszondm Prof. Dr. Szab6 Jozsefnek és Dr. Hullar Istvannak, a SZIE AOTK
Allattenyésztési, Takarmanyozastani és Laborallat-tudomanyi Intézet volt és jelenlegi
vezetéjének, hogy kutatasaimat az Allatorvos Tudomanyi Kar berkein beliil lehetévé tették.

Kdszéném Dr. Padar Zsoltnak, a BSzKI Hemogenetikai Szakért6i Osztaly
vezet6jének, hogy figyelmemet az igazsagugyi allatgenetika fontossagara iranyitotta,
Osztonzott kutatdsaim megkezdésére, szakmai tanacsaival tudomanyos eredményeim
elérésében és kozlésében segitden kbzremiikddott.

Dr. Egyed Balazs pontos és gyakorlatias valaszai rengeteget segitettek a vizsgélatok
soran folmerdlt valamennyi elméleti- és technikai kérdés megoldasaban, publikicidéim
megirasa soran értékes tanacsokkal latott el.

Koszonédm Woller Janosnak az allélnevezéktan kialakitasaban, Szabolcsi Zoltannak
a klénozasban és Dr. Szentgyorgyi Viktornak a statisztikai analizisek kivitelezésében nyuijtott
segitségeét.

Kbdszondm volt és jelenlegi kollégaimnak, Rajnai Katalinnak, Gujdi Krisztindnak, dr.
Maroti-Agots Akosnak és Uvegesné Nagy Juditnak a technikai kozremikodést.

Ko6sz6ndm Dr. Veresegyhazi Tamas és Dr. Furedi Sandor opponens uraknak, hogy
munkam gondos attanulmanyozasaval, kritikus meglatasaikkal és épitd javaslataikkal
segitették a dolgozat végsé formajanak kialakitasat.

Végll, de nem utols6sorban kdszonettel tartozom csalddomnak és barataimnak,

hogy szeretetteljes hozzaallasukkal mindig és mindenben tdmogattak és mellettem alltak.

100



