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1. BEVEZETES

1.1. Torténelmi el6zmeny

A manapsag torténészeink altal a leginkabb elfogadott elmélet a magyart a
finnugor nyelvek koz¢, a magyar népet pedig a finnugorok koz¢é sorolja. Ezen elmélet
szerint az ural-altaji népekhez tartozo finnugor nép az iddszamitds kezdete elott
évezredekkel az Ural-hegységtdl nyugatra €élt, a kozépsd Volga vidéke ¢és az Ural-
hegység kozotti, erdokkel boritott teriileten. Az i.e. 1. évezredben a finn és az ugor
nép feltehetdleg kiilonvalt, s a vadaszé életmodot folytatd ugorok az Uralhoz
kozelebb htizodva valdszintleg az Ural keleti oldalara is atjutottak. Ezutdn a Volga és
Kéma vidékére vandoroltak, ahol nomad allattenyésztéssel foglalkoztak. A magyarsag
Onallosulasa idoszamitasunk kezdetén kovetkezhetett be, amikor a dél-szibériai
sztyeppéken lovas torok népek szomszédsagiban ¢élt. Az V. szazadban a torok
népekkel egyiitt folyamatosan nyugat felé vandorolt, és egészen a Don also folyasaig
jutott el. A nyelvtudomany segit annak megallapitasaban, hogy a magyarok ekkor mar
ismerték a foldmavelést, €s azt torok népektdl vették at. A hun, bolgar-torok, avar,
tiirk, majd a kazar birodalom kotelékében €1t magyarok a 1X. szazad huszas éveiben
még nyugatabbra, a Dnyeper felé htizodtak. A Don és a Dnyeper kozott elteriild
Levédiabdl azutan folyamatosan nyugat felé vandoroltak, rovid ideig az Etelkdzben
telepedtek meg, majd a Karpat-medencébe aramlottak (10. dbra). A Karpat-medence
egészét megszalld magyarsag az elfoglalt teriileteken jelentds szamu szlav lakossagot,

mellettiik avarokat és feltehetdleg bolgarokat talalt.
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A magvarsag vandorldsdnak lehetséges iitvonala

10. abra: a magyarsag vandorlasanak lehetséges tvonala.

Laszlo (1967) kettds honfoglalas elmélete alapjan az is valoszinGsithetd, hogy
az avarok VI. szdzadi bedramlasakor az avarok mellett magyar nyelvi népelemek is
megtelepedtek ezen a terlileten. Ezen népességet pedig Ilehetséges, hogy a
székelyekkel kell azonositanunk.

Laszlo (1967) szerint a honfoglalds két hulldmban tortént. A honfoglalas elsé
hullamat, mely 670-680 tajan tortént, Onogur honfoglalasnak, vagy a fehérmagyarok
honfoglalasdnak nevezi. Elméletét kiilonbozo forrasokkal tamasztja ald. Hivatkozik az
orosz Oskronikékra, melyek azt irjak, hogy kezdetben jottek a fehérugorok az avarok
idejében, azutan jottek a feketeugorok Arpad idejében. Nyugati forrasok is arrol irtak,
hogy Nimrdod népe Pannonia elfoglalasa elétt telepedett be ide, a Karpat-medencébe.
Ezt a népet aztan Nagy Karoly legy6zte. Arpad honfoglalasa el6tt szaz-szazotven-
kétszaz évvel Osszesen hatvan onogurbol szarmazd név taldlhaté az oklevelekben.
Tehat boséggel van olyan irott adat is, megemlékezés, feljegyzés, kronika, amelyek
felvetik a lehetdségét annak, hogy itt Nimrod népe hamarabb jelent meg, mint Arpad
(szarmata leletek, hun leletek, german leletek, longobardok, avarok, szlavok,
magyarok leletei).

Laszlo (1967) szerint a székelyek nem Nimrdd népétdl, hanem Attila népétdl

szarmaznak. Szerinte a székelység Arpad honfoglaldsa el6tt mar biztosan itt élt a



Karpat-medencében. A székelyek is magukat Attila népétdl szarmaztatjak, és a népi
eredettudatot komolyan kell venni, de Anonymus is megirta, hogy Bihar kdrnyékérdl
mentek Arpad elé, és kotottek szovetséget egymassal. A székelyek Anonymus szerint
Arpad idejében a Tiszantalon, foleg a bihari részen éltek [Laszlo 1967].

A székely nagy valoszinliséggel egyik népe lehetett az onogur, fehérmagyar
honfoglalasnak, de az is lehet, hogy a székelyek még korabban jottek ide.

Mind a mai napig tisztdzatlan, hogy a székelyek az dsmagyarokkal egyiitt jottek-e a

Kéarpat-medencébe 896 koriil, vagy néhany szaz évvel kordbban érkeztek.

1.2. Kutatasi elozmeények

crer

tertiletén elindult. Mivel a mitokondrialis DNS (mtDNS) anyai dgon 6roklédik, az Y
kromoszdéma apai agon, ezért ezek vizsgalata egy-egy kozos 6shoz vezethet, igy ezek
vizsgalata volt célszerli. Az mtDNS alapu vizsgalat és az Y kromoszoma vizsgalat
alapjan azt kivantdk meghatdrozni, hogy az emberiség 6sanyja és dsapja hol alakult
ki. Ez persze nem feltétlentil jelenti azt, hogy egyetlen dsanya és dsapa volt. Az els6
eredményeket mtDNS alapjan érték el, mely szerint afrikai 6sanyéank volt, az emberek
Afrikéabol indulva népesitették be a tobbi kontinenst [Stoneking 1993]. Ez az 0Os
mintegy 200 ezer évvel ezelbtt €lt, melynek leszarmazottai 60-70 ezer évvel ezeldtt
keriiltek Dél-Azsia illetve Ausztralia teriiletére az Indiai 6ceanon keresztiil. Egy tjabb
vandorlasi iitemben, 40-50 ezer évvel ezelStt Eurdpa és Eszak-Azsia teriiletét
népesitette be Gjabb embercsoport, szintén Afrikabol indulva [Lahr és Foley 1994].
Az Y kromoszoma vizsgalatok is hasonld eredményre vezettek, a kozds Os
valosziniileg az afrikai kontinensrdl szarmazik, de hogy ez az &s mikor élt, azt
egyenlére még nem hatdroztdk meg. A leszdrmazasi vizsgéalatokat mindenképpen a
jelenkori populaciobol kiindulva kell elkezdeni, a jelenkori populdciok genetikai
hasonlosagait €s kiilonbségeit elemezni, olyan markerek alapjan, melyek az evolicio
soran megmaradnak a genomban, illetve valtozdsuk kovethetd; pl. az Alu-
szekvenciak, Short tandem repeat (STR) markerek, single nucleotid polimorfizmusok
(SNP) vizsgalata.

Szomatikus STR rendszerek alapjan a jelenkori eurdpai populaciok kozott kis
kiilonbséget talaltak csak, ami a szomatikus markerek gyakori rekombinécidjanak

koszonhetd. Az Gsszesitett Fsr értéke az Eurdpaban 13 szomatikus STR rendszerre:



0,0006, ami rendkiviil alacsony érték [Budowle 2001]. E vizsgalat alapjan felallitott
torzsfa szerint a finnek egy, a tobbi eurdpai populaciotdl kiilonallé csoportot
képviselnek. Hozzajuk a torok és gordg populdcio all legkdzelebb, majd a szlav
népek, a finnektdl legtavolabb a spanyol, svéjci és olasz populécio all.

Y kromoszoéma STR alapjan végeztek vizsgalatokat eredetkutatdsi és Osszehasonlitasi
teriileteken. Azsidban 16 populacidban, Gsszesen 2000 férfi 32 Y-STR és SNP
markert vizsgalva keresték a legkdzelebbi kozos Ost, illetve annak korat. Talaltak egy
olyan haplotipust, illetve ehhez a haplotipushoz kozel allokat, amelyek alapjan
sikerlilt beazonositani egy Ost, aki nagy valdsziniiséggel Dzsingisz kan férfirokona
volt, par 100 évvel korabban élt, mint 6. A mai Azsia férfilakossaganak kb. 8%-a
hordozza azt a haplotipust, mely t6le szarmazik [Zerjal és mtsai 2003]. Az europai
populacidk Y-STR haplotipusok 6sszehasonlitdé vizsgalatai kordbban azt mutattak,
hogy a balti, norvég és magyar populdciok a tobbi eurdpai populaciotol genetikailag

tavolabb allnak [Roewer 2001].

Hazankban el8szor a BM Biiniligyi Kutato és Szakértoi Intézetében 1994-ben vezették
be kriminalisztikai ligyekben a szomatikus kromoszomak DNS tulajdonsdgainak
vizsgalatat, és ez az intézet végzett elsOként Budapest és kornyéke népességében az
altaluk alkalmazott rendszerekre vonatkoz6 populacidgenetikai vizsgélatokat. Az
SZTE Igazsagiligyi Orvostani Intézetében 1996 ota alkalmazunk a vitatott apasag
kizdrasa vagy statisztikai valoszinlisitése céljabol DNS-STR rendszereket. A
vizsgélatok bevezetése eldtt itt is torténtek a régid lakossagara vonatkozd
populacidgenetikai vizsgalatok. A budapesti [Fiiredi 1995, 1996, 1997,1999, Laszik
1999, 2001] és szegedi [Csete 1996, Szabd 1996] allé¢lgyakorisagi értékeken kiviil
Pécs és kornyéke [Kozma 1994, 1997] népességre vonatkozoan allnak rendelkezésre
adatok. A nagyszdmu magyarorszagi adat mindegyike un. kevert populaciobol

szarmazik.

Korabbi minddssze 3 Y-kromoszoéman lokalizalodé6 DNS-STR tulajdonsag vizsgalata
alapjan azt talaltak, hogy szignifikans kiilonbségek allnak fenn az allélgyakorisagi
értékekben a Szeged kornyéki és a mas kaukazoid népességek kozott [Csete 1999].
Oroklédd enzimdefektusok populacidgenetikai vizsgalata is azt mutatta, hogy e
megbetegedések eléfordulasi gyakorisdga jelentdsen eltér attdél, amit finnugor

népességben talaltak. Finn kutatok 16 finnugor és 2 magyar népcsoportbol szarmazod



minta Y-kromoszoéman lokalizdlodo DNS-STR tulajdonsagainak vizsgélata sordn azt
talaltak, hogy a finn népesség allélgyakorisagi értékei nem térnek el jelentdsen az
eurdpai atlagtol, mig a vizsgalt magyar mintdk és a nyugat-europai, valamint a
tanulmanyozott finnugor népcsoportok kozott is szignifikdns eltérések mutatkoznak
[Lahermo 1999]. Az alkohol-dehidrogendz és az aldehid-dehidrogendz izoenzimek
vizsgalata azt mutatta, hogy a kaukazoid népességen beliil egyediil a magyar
populécidoban talalhaték olyan tulajdonsdgok, melyek a tdvol-keleti népességben
gyakoriak. Mindezen adatok alapjan meriilt fel annak a lehetdsége, hogy izolalt,
genetikailag intaktnak tartott népességben vizsgaljuk az allégyakorisagi értékeket és
ezek alapjan kiséreljiik meg meghatarozni a vizsgalt magyar, mas eurdpai €s azsiai

populécidk kozotti genetikai tavolsagokat.

Francia kutatok 1998-1999 években a Gobi-sivatagban mintegy 2500 éves, hun
eredetlinek tartott csontvazmaradvanyokat tartak fel [Keyser 2002]. A fosszilis
csontokbol végzett DNS vizsgalatok értékeléséhez sziikségessé valt kontrolként a
jelenleg €16 mongol népesség populacidgenetikai vizsgélata. Ezen értékek ugyanakkor
az altalunk tervezett 6sszehasonlitdsokhoz is felhasznalhatoak, mivel elévizsgalataink
soran olyan Y-kromoszoman elhelyezkeddé DNS-STR allélgyakorisagi értékeket
talaltunk, melyek az altalunk ismert irodalom szerint csak a mongol népességben

fordulnak elo.



1.3. Célkitiizés

1. A kilenc szomatikus STR lokusz (D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179,
D13S317, D18S51, D21S11, FGA, VWA,) valamint 8 Y kromoszéma STR lokusz
(DYS19, DYS385, DYS389/1, DYS389/11, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393)

alléleloszlasanak felmérése a Szeged kornyéki populacidban.

2. Ugyanezen szomatikus ¢és Y kromoszoma STR rendszerek alléleloszlasanak

felmérése a székely populacidban.

3. A kevert magyar ¢és a székely népesség populacidogenetikai analizise, a populaciok
Osszehasonlitdsa ¢€s genetikai tdvolsaganak meghatarozdsa. Az Osszehasonlitd
vizsgalatokhoz sziikséges volt, hogy mas eurdpai népcsoportok adataival is

elvégezziik az 6sszehasonlitast.

4. Mivel a korabbi vizsgalatok is azt igazoltdk, hogy a magyar populacié az é&zsiai
populacidkkal kozelebbi kapcsolatot mutat, mint mas eurdpai populaciok, célszerl

volt felmérést végezni a mai mongol populacioban is.
5. Tovabbi célunk volt, hogy az eredményiil kapott Y-STR haplotipusok felkeriiljenek

mind az eurdpai, mind az azsiai adatbazisba, melyek igy az interneten keresztiil

elérhet6vé valhatnak mas kutatok szamara is.

10



1.4. A human genom felépitése

Az emberi nukledris DNS mérete 3000 Mb (megabazis). A mitokondriumban
talalhat6 mitokondrialis DNS (mtDNS) mérete 16,6 kb (kilobazis). A nuklearis genom
koriilbeliil harmincezer gént tartalmaz, mely mindossze 3 %-at teszi ki a teljes
genomnak. A fennmarad6 97 % az Un. intergénikus, vagyis gének kozotti DNS.

Az intergénikus DNS-nek koriilbeliil 20 %-a repetitiv, ismétlddd szekvencia. Az
ismétlédések elhelyezkedése lehet egymdst kovetd, azaz tandem ismétlodés, illetve
elszortan elhelyezkedd, ezek az 1un. ,interspersed” szekvencidk. Ez utdbbiak
méretiiknél fogva 2 csoportra bonthatok:

SINEs (short interspersed nuclear elements): rovidebb, altalaban 280 bp hosszusagu,
ide tartoznak az Alu-szekvenciak;

LINEs (long interspersed nuclear elements): hosszabb, 500 bp - 7 kb kozotti
mérettartomanyban vannak. A LINEs a DNS-javité6 mechanizmusban jatszanak fontos
szerepet.

A tandem repeateknek méretiiktdl fliggden 3 tipusat kiillonboztetjiik meg: szatellitak,
miniszatellitdk és mikroszatellitak.

Szatellita-DNS: ismétlédései hosszu lancot alkotnak a heterokromatikus régidban,
illetve a centromer kornyékén.

Miniszatellita-DNS: 9-100 bp hossziisaghi szekvenciai tobb ezerszer ismétlddnek
egymas utan. Ide soroljuk a VNTR-eket (variable number of tandem repeat).
Mikroszatellita-DNS: 1-6 bp hosszisagu egységek ismétlodnek egymas utan, 150-900
bp-os szakaszt eredményezve. A rdvidebb, 150-350 bp hosszi mikroszatellitdkat
STR-knek, azaz ,,short tandem repeat”-nek nevezziik. Mikroszatellita DNS nemcsak a
gének kozotti, hanem a génen beliilli nem-kdédold régiokban, az intronokban is

megtalalhato.
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1.4.1. Mikroszatellitdk mutdcioi

A mikroszatellita DNS, szerkezetébdl adoddan, szintere a kiillonbozé tipusa
mutacioknak.
Delécio-duplikacio: a  repetitiv.  szekvencia miatt  elcsuszds  torténik a
bazisparosodaskor. Ez az adott repeat kieséséhez, azaz delécidhoz, vagy a repeat
megkétszerezdédéséhez, duplikacidhoz vezet.
Transzverzid: a crossing over az adott szakasz €és egy masik kromoszoéman 1évo
homolég szekvencia kozott torténik, igy az egyik szdlon inzercid, a masik szalon

delécid kovetkezik be.

1.5. A DNS-fingerprint technika fejlodésének rovid torténete

A molekuldris biologia nagyaranyu fejlodésének koszonhetéen a DNS
vizsgélatok a biologia és az orvostudomany minden teriiletén elterjedtek, igy az
igazsagligyi orvostanban is. Mérfoldkovet a “DNS-fingerprint” technika kifejlesztése
jelentette.

Az els6 olyan genetikai mddszer, mellyel megkiilonboztettek egyedeket az ABO
vércsoportrendszer volt. Mivel itt csak 4 genotipus-csoport van, ez a rendszer nem tul
informativ. Az igazi attdrést a kiillonb6zdé szamu ismétlddé genetikai szakaszok,
repeatek vizsgalata jelentette, mely eredménye egyfajta genetikai ujjlenyomatot adott
az egyes személyek azonositasahoz.

A DNS- fingerprintet eldszor egy angol genetikus, Alec Jeffreys irta le [Jeffreys
1985]. O talalta meg el6szor 1985-ben az egymas utin tobbszordsen ismétlddd
szakaszokat és azt is megfigyelte, hogy ezeknek az ismétlddéseknek a szdma
személyenként valtozo. A DNS repeat szekvencidk vizsgéalatdra Alec Jeffreys egy
technikat fejlesztett ki, megalkotta a human identifikacids tesztet. Maguk a DNS
repeatek az in. VNTR-ek, vagyis valtozé szdmu tandem repeatek. A technika, amit
Jeffreys hasznalt, a restrikciés hossz-polimorfizmus (RFLP), melynek sordn olyan
restrikcios enzimeket hasznalt, melyek a VNTR-ek koriili régiokat hasitottak. Az
igazsagiigyi orvostanban az RFLP modszert eldszor egy bevandorlasi tigyben, és nem
sokkal késobb egy kettés gyilkossag tigyében alkalmaztidk. Single-locus és multi-
locus RFLP probakat is hasznaltak. Ez utobbi hatranya, hogy automatizaldsa

nehézségekkel jar, illetve nem alkalmas kevert mintak analizisére.
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Késobb, a technikai lehetdségek fejlodésének eredményeként (PCR technika), olyan
DNS repeatek vizsgalatara tértek at, melyek rovidebb szakaszokat jelentenek, igy a
degradalt mintdk analizise is lehetové valt, illetve egyszerre tObb markert lehetett
vizsgéalni. Ezek a DNS repeatek a miniszatellitak, melyek 1-5 kilobazis (kb)
hosszisaguak, 20-50 repeatet tartalmaznak 15-100 bazisparos (bp-os) szakaszokbol.
A mikroszatellitdk ezeknél is kisebbek, minddssze néhany 100 bp hossztiak. Ezek
koziil a Short Tandem Repeatek (STR) alkalmazésa terjedt el magas diszkriminécids
erejiik és a gyors analizis lehetdsége miatt. Az STR markerek alléljeinek kicsi mérete
lehetdvé tette, hogy egészen minimalis mennyiségii bioldgiai mintabol tobb markerre
is értékelheté eredményt kapjunk. fgy akar egyetlen hajszalbol vagy cigarettavégbél,
de még megégett csontokbdl is képes a mai technika DNS-fingerprint

meghatarozasara.

1.6. Short Tandem Repeat jellemzése

Az STR-ek, olyan tandem repeatek, melyeknél 2-6 bp ismétlédik 6-40-szer
egymas utan. Egy adott STR marker egyes alléljei az ismétlddések szamaban

kiilonbdznek egymastol (1. dbra).

AATG

— \ /
s E E B/
7 repeats

8 repeats

a repeat régio variabilis, mig a primerekhez kapcsolodo
flanking régio konstans

Homozigdta = mindkét allél ugyanolyan hosszusagu, ugyanannyi
ismétlddést tartalmaz

Heterozigdta = az allélek kiilonbozdek

1. abra: a short tandem repeat egységek felépitése.
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Vannak olyan STR rendszerek, melyek repeatjei egyfélék, és ezek ismétlddnek
egymas utan, és vannak olyanok, melyek tobbféle repeatbdl allnak. Ez utobbi esetén,
ha ugyanannyi bazisparbol all egy egység, akkor két embernek lehet ugyanolyan
hosszusagu allélje egy adott STR markerre, még akkor is, ha szekvencidlisan
kiilonboznek. Ez viszonylag ritka, szekvenalassal lehet ellendrizni.

A 2. édbra a THOl STR marker ismétlédéseit mutatja szekvencidlis szinten. A
kiilonboz6 nyilak az egyes primerparokat jelolik. Az egyik primerpar alkalmazéasaval
a 9 ismétlédést tartalmazo allél 195 bazisparbol all, mig a maésik primerpar
alkalmazéasaval 170 bazispar nagysagul, hiszen a fragmentek nemcsak az ismétl6dd

szakaszokat tartalmazzak, hanem a primerek specifikus kotodési régioit is.

HUMTHDOL Sequence from GenBank
{Aecession DO0269)

bol
TTCAAAGGE TATCTGEGCT
TAAGTTT CCCGA
195 bp l

4, CTETICC TTCCC
GACAAGGAGG GAATAAAGGS

a1 CAFPCATTE APFPCATTCAC CATEEAGTCT STETTCCCTE
ECTAAGTARG TAAGTAECT: oT. .
AETAEINAR TanBhy TCAT repeat egység

lZlTGACCTGCAC TOGEEALAGDCC TETGTACAGE GEACTGETETGE
ACTGEACETE AGCCTTCGGEE ACACATGTCC CCTGACACAC

lGlGGCCAGGCTG GATAATCGEEE AGCTTTTCAG CCOCAC
COGETCCEAC CTATTAGCCC TCOGAARAAGTC GEETE

¥

A kiilonbozo primer par-termékekkel kiilonbozé méretii PCR
termékeket kapunk ugyanarra az allélre

2. 4bra: a THO1 STR marker PCR fragment DNS szekvencidja.

Az STR-rendszerek amplifikdcigjat mind singleplex, mind multiplex PCR
alkalmazaséaval el lehet végezni. A hagyomanyos singleplex PCR (3. 4bra) egyetlen
markert sokszoroz fol. Attol fiiggden, hogy a detektalds milyen technikai eszkozzel
torténik, alkalmazhatunk fluoreszcensen jeldlt illetve jeldletlen primereket. Jeldletlen
primer esetében a PCR terméket horizontalis vagy vertikalis poliakrilamid gélen
futtatjuk meg, és eziistfestéssel tessziik lathatova, mig jelolt primer esetében CCD

kameraval felszerelt miiszert alkalmazunk, mely lézerfény segitségével érzékeli a
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DNS fragmenteket. Itt is poliakrilamid gélen torténik a fragmentek elvalasztasa, mely

lehet vertikalis vagy kapillaris gélelektroforézis.

ul
w

’,

5 3’

DNS Templat

ww
U

szalak
elvalasztasa
(denaturalas)

Forward primer
5’ 3’ 5’ 3’
I I Primerek
g 37 57
3’ 5’ kapcsolédasa,
szalkiegészités Reverse primer
(annealing,
extension)

3. abra: Singleplex PCR 1épései.

Multiplex PCR alkalmazésara is van lehetdség, s6t a gyakorlatban ma mar ez a
legelterjedtebb. Ennek segitségével rovid id0 alatt akar 16 kiilonbozd STR rendszert is
lehet vizsgalni (4. dbra). Alkalmas kevert, valamint degradalt mintdk elemzésére is. A
multiplex STR rendszerek vizsgéalata automatizalhatd, ami jelentds elonyt jelent a
tobbi modszerrel szemben. Itt egyetlen PCR reakcidoban annyi primerpart

mikodtetiink, ahany szakaszt fel szeretnénk sokszorozni.
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EETTENETETE
target DNS régioi
vy DT OO0 JTOTTII0T

Qo

Thermal cycle

EITIIINNNEE EITITINNETR
JITITTIT JIOTTT000T AT aeeeennis

32 ciklus 100%-os hatékonysaggal 1.07 milliard
masolatot készit a target DNS-rél

4. abra: a multiplex PCR és hatékonysaga.

1.6.1. Autoszémalis markerek

Minden szomatikus kromoszéman van short tandem repeateket tartalmazéd
régi6. Az igazsagiigyi gyakorlatban sziikségessé valt olyan STR markerek
alkalmazdsa, melyek megfelelden polimorfak, tehat Iehetéleg tobb alléllel
rendelkeznek, ¢és ezek eloszlasa a populdcioban sokféleséget eredményez. A
polimorfizmus kialakitdsaban szerepet jatszik a szerkezetbdl adodd mutécios
gyakorisag is, mely 1,2-2x10” nagysagrendii [Brinkmann 1998]. Nagyon fontos,
hogy az adott STR markerhez lehessen jol miik6dd, egyedi primerpart tervezni, tehat
ne legyen homoldég a human DNS mas szakaszaival, hogy felsokszorozasa
egyértelmii, és hatékony legyen.

A személyazonositasban egymas mellett olyan STR rendszereket vizsgalnak, melyek
kiilonbozé kromoszomakon vannak, igy egymadstdl fiiggetleniil, nem kapcsoltan
oroklédnek.

A szomatikus kromoszémak rekombinédcidja meglehetdsen gyakori, igy egy adott
populacidéban a sokféleség viszonylag hamar kialakul. Ez leginkabb a tobb alléllel
rendelkez6 markerekre jellemzS. Eppen ezért, egymashoz viszonylag kozel allo
populaciok kozotti kapcsolat vizsgélatira ezek a szomatikus markerek nem
alkalmasak. Ha azonban a populadcioban megtalalhatdo egy kiilonleges allél, ez

jellemzd6 lehet a adott népcsoportra.
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Mivel az igazsagiigyi gyakorlatban, mind a kriminalisztikdban, mind apasagi
vizsgalatokban, sziikség van a helyi populacio felmérésére, meg kell vizsgalni, hogy
az STR markerek alléljei milyen eloszlast mutatnak a populacioban. Ez
elengedhetetlen a kriminalisztikai vizsgdlatokban a személyazonossag, szarmazas-
megallapitdsi perekben az apasag valoszinliségének megallapitdsdhoz. A felmért
populaciok adataival jellemezni lehet az adott népcsoportot, az adatok pedig
felhasznalhatoak a populaciok 6sszehasonlitod vizsgalatai soran.

A leggyakrabban hasznalt autoszomalis STR markerek: CSF1PO, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX,
VWA, D2S1338.

Ritkabban vizsgalt markerek: D12S391, Penta D, Penta E, LPL, CD4, D19S433.

1.6.2. Nemi kromoszomak markerei

Bér a megfeleléen nagy szamu €s polimorf autoszomalis markerek vizsgalata
elegendd a személyazonositashoz, illetve apasagi vizsgalathoz, vannak olyan esetek,
amikor a nemi kromoszoémak STR markereit kell segitségiil hivni. Bizonyos
személyek rokonsdganak megéllapitasandl, ha olyan a rokonsagi fok, hogy a
szomatikus markerek vizsgalatdval nem bizonyithatd egyértelmilen a szdrmazas,
akkor a nemi kromoszomak, az X vagy az Y kromoszdma vizsgalata sziikséges.
Populacidgenetikai vizsgalatoknal egyre elterjedtebb a nemi kromoszomak, leginkabb

az Y kromoszoéma STR markereinek vizsgalata.

A kriminalisztikai vizsgalatok egyik nagy jelentdségli markere az amelogenin marker,
mely nem meghatarozasra alkalmas (5. abra). Ez a marker az X ¢és az Y kromoszoéman
egyarant megtalalhat6, de az X kromoszéman ez a szakasz 6 bp-ral rovidebb egy
delécio miatt. NO6knél a testi sejtekbdl szarmazd DNS analizisénél igy 2 db azonos
méretli fragment mig férfiaknal két kiilonb6zé méretli fragment sokszorozhat6 fol. A
nagyobb mérettartomanyban is felsokszorozodd fragmentek mérete kiilonbozik a
férfiakndl és ndknél, de a gyakorlatban a poliakrilamid gélen elvélaszthato kisebb

mérettartomanyu szakaszokat vizsgaljuk.
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- PCR primer

PCR termék mérete [bp]

106 977
— —
X . -, 4__‘—+
549
112 788
— —
Y «— e . «— é‘
360
e — | —

6 bp-os delécié az X kromoszéman 189 bp-os delécié az Y kromoszéman

5. abra: az amelogenin marker elhelyezkedése a nemi kromoszoémakon.

1.6.2.1. X-kromoszoma markerek

Az X kormoszéma STR markerjeinek alkalmazasa nem olyan széleskorlien
elterjedt, mint més kromoszoémak markerei, de vannak olyan esetek, amikor
alkalmasabbnak bizonyulnak, mint mas STR rendszerek, pl. nagymama-unoka
rokonsagi vizsgalatnal. Mivel a férfiak hemizigotak az X kromoszémara nézve, ezért
apasagi tigyekben lanygyermek esetében, alkalmas modszer az X kromoszéma short
tandem repeatek elemzése.
Ismert X-kromoszéma STR markerek: DXS9895, DXS&8378,, DXS7132, DXS6800,
DXS7133, GATA172D05, DXS7423, DXS8377, DXS6803 [Edelmann 2003, Son
2002].
Azok az STR rendszerek, melyek az X kromoszéman egymashoz kozel helyezkednek
el, kapcsoltsagi csoportot alkotnak:
DXS7130: elhelyezkedése: Xp22-21; kapcsoltsigban van DXS6807, DXS9895 ¢s
DXS8378 rendszerekkel;
DXS6803: elhelyezkedése: Xqll-13; kapcsoltsagban van DXS6800, DXS7132 és
ARA rendszerekkel.
A két kapcsoltsagi csoport kozotti genetikai tavolsag: 80 cM.
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1.6.2.2. Y-kromoszoma markerek

A nemi kromoszomakon lokalizalodé oroklédé tulajdonsagok koziill mind
populacidgenetikai, mind igazsagiigyi orvostani szempontbdl az Y-kromoszoéma
DNS-STR tulajdonsagai birnak kiilonds jelentdséggel [Jobling 1997]. Az Y
kromoszéma az egyik legkisebb human kromoszéma, mindossze 60 millid
bazisparbél (Mb) all. Az X-Y parosodds sordan a kromoszomak kozotti
génkicserélddés egy egészen kis régiora az Un. pszeudoautoszomalis (PAR) régidra
korlatozodik. A meidzis sordn rekombinacio csak ezen régiokban, azaz a rovid kar
disztalis részén (PARI1) valamint a hossza kar végén (PAR2) kovetkezik be. Az Y
kromoszoma szinte teljes hosszaban haploid, aparol fiara 6roklodik.
Az elmult években az apai dgon 6roklédd Gn. nem rekombindlodd Y szakaszokbol
(NRY) szadrmazd informaciét a populdcidgenetikdban, valamint evolicio-
tanulmanyokban eldszeretettel alkalmaztdk. Az NRY  kiilonbozé tipusu
polimorfizmusokat, kiilonb6z6 mutacios ratdkkal tartalmaz, ¢és a kutatok
valogathatnak, melyik Y polimorfizmus segitségével vizsgaljak az evolucidé soran
bekovetkezett mutacids valtozasokat. Az Y-STR rendszerek alkalmasak rdvid
evolucionaris idon beliili vagy Un. mikrogeografikus analizisekre. Az allé¢lgyakorisagi
értekek ¢és az ismert, a szomatikus kromoszomakon lokalizalodé csoportoknal
magasabb mutacioés frekvenciak (10°-2x107) alapjan adott a lehetéség a populaciok
kozotti genetikai tavolsdg kiszamitasara, melybdl az egyes népcsoportok kozotti
rokonsagi kapcsolatokra kovetkeztethetiink [Kayser 2001].
Az Y kromoszéma-specifikus STR-ek (6. abra) fontos szerepet jatszanak apasagi
tigyekben, ha fiagyermekrél van szo6. Kiilonds jelentdséggel birnak akkor, ha a
vélelmezett apa elhunyt. Ilyenkor lehetdség van arra, hogy az elhunyt csaladjabol apai
vérvonalrol szarmazo férfi Y kromoszoémajat vizsgaljak, bar az eredmény, ha nem
kizéras, jelentheti azt is, hogy az apai vérvonalrdl valamelyik rokon a bioldgiai apa.
Az Y-STR vizsgalatok a kriminalisztikai {igyekben is rendkiviili jelentéséggel birnak.
Ha a gyanusitott férfi, mint az erészakos bilincselekmények tobbsége esetében, ezek
segitségével férfiaknal lehetdvé valik a biztosabb személyazonositas. Kiilondsen
fontos ez a szexualis biincselekmények esetében, ahol a helyszinelés soran talalt
nyomok tobbnyire keverten tartalmazzak az elkdvetd €s az aldozat DNS-¢ét, azaz a n6i

¢és férfi eredetli DNS-t. Az Y-STR rendszerek alkalmazasaval meghatirozhatjuk az
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elkdvetdé DNS-ét, igy elkeriilhetjiik a spermium és a hamsejtek szétvalasztasat, ami
egyébként sem vezetne eredményre az azoospermias férfiaknal.

A polimorfikus Y-STR rendszerek koziil a DYS19, DYS385, DYS389/1, DYS389/1I,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 és az YCAII markerekbdl szarmazik a legtobb
adat, melyeket adatbazisokban talalhatunk meg az interneten [Roewer 2001]. Ezek
azok az Y-STR markerek, melyeknek legjobban meghatdrozottak az amplifikécios
koriilményeik, legspecifikusabbak a primereik, igy multiplex amplifikéacids
technikdkat is ki lehet dolgozni, meghatarozott a szekvenciajuk, nomenklaturdjuk.
Egyéb Y-STR rendszereket is alkalmaznak igazsagiigyi teriileten: DYS434, DY S435,
DYS436, DYS437, DYS438 és DYS439 [Ayub 2000], valamint DYS460, DYS461,
GATA-10, GATA-C4 ¢s GATA-H4 [White 1999]. Az utobbi idében Gjabb Y-STR-

ket is leirtak [Iida 2001, 2002].

a. deletion map b. RH map + seq c. contig NT_001402

(Carvalho-Silva ef al.) (NCBI)
Mb
" ST? = Y-GATA-C4
= 0.1
Dys3gs-] P - DYS393, DXYS156Y DYsean
DYS19 - - - 02 = DYS435
Dyszes i = DYS437, DYS434
- DYS388, DYS389, Y-GATA-C4 0.3
CEN - YCAIIl ‘ '
DYS391 s v
DYS389-m L 0.4 — DYS389
DYS390- o5 — DYS388
% F 06 — DYS438
Mb - o.7
1
1 - 0.8
\
‘l =09
\
\ p10—DYS436
Nucleic Acids Res. 28(2), e8 (2000) “_ L 1.4

6. abra: Az Y kromoszéma STR markereinek elhelyezkedése

1.6.3. STR markerek és allélok nevezéktana

Az lgazsagiigyi Haemogenetikusok Nemzetkozi Egyestiletének (ISFH) DNS
Szakosztalya 1993. oktoberében hatdrozta meg a kiilonbozé STR rendszerekre
érvényes nomenklaturat, ami a mai napig érvényben van. Az STR rendszerek
elnevezése altaldban az alapjan toténik, hogy hol helyezkedik el a kromoszoman.

Példaul a D21S11 STR marker pozicidja: 21pl1.1. Némely esetben arrdl a génrdl
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torténik az elnevezés, amely génnek az intronjaban taldlhatdé az adott marker, mint
példdul a VWA rendszer esetében, ami a von Willebrand faktor gén 12-dik
intronjaban helyezkedik el. Az egyes all¢lokat az alapjan nevezziik el, hogy mennyi
ismétlédést tartalmaznak. Amennyiben egy allél nem teljes ismétlddést is tartalmaz,
akkor azt két szdmmal jeloljik. Az egyik a teljes ismétlédések szdma, a masik a
fennmaradd bazisparok szama (7. abra). A két értéket ponttal valasztjuk el. Pl. a
HUMTHO1 STR lokusz esetében van egy tipikus allél, mely viszonylag gyakori a
kaukazoid népesség korében. Ez 1 bp-ral rovidebb, mint a 10 ismétlddést tartalmazéd

allél, mivel 1 adenin hidnyzik a hetedik repeatbdl, igy ezt az alléltipust 9.3-ként

jeloljuk.
LE51258 |
N LEARRARERRN L e e R
95 100 103 1o 115 120 125 120 125 140 145
11BESamplel 1 11 Blue  CAL DOJ 97020374 -B11
. s 4000
M Mikrovarians F
; 2000
alleél |

132
COFILER .. RSample12 12 Blue  COfiler LARDER ‘
400
200

7. abra: STR genotipizalas az allélétrahoz hasonlitas alapjan.

Azon STR-ek esetében, amelyek komplex struktaraval rendelkeznek, vagyis nemcsak
varians ismetlodo elemeket tartalmaznak, hanem vannak koztes szakaszok, Gn. nem-
varidns repeatek is, megvaltoztattdk a nomenklaturat. Ilyen rendszerek: DYS19,
DYS390 ¢s DYS389. Az Igazsagiigyi Genetikusok Nemzetkdzi Szovetsége (ISFG)
Osszegezte az Y-STR-ekre vonatkozd nomenklaturat [Gill 2001]. A tovabbi
valtoztatasokat elkeriilendd, mind a varidns mind a nem-varidns repeateket szamolni

kell.
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1.7. Mitokondrialis DNS (mtDNS)

Az igazsagiigyi orvostani vizsgédlatokban a mitokondrialis DNS analizise is
elterjedt. A mtDNS vizsgalatokat elsdsorban degradalt mintdk esetében, illetve olyan
csaladvizsgalatoknal végzik, melyeknél anyai agon feltételezhetd a rokoni kapcsolat.
A mitokondridlis DNS sériilt, degradalt, illetve nagyon régi, dsi mintak analizisében
rendkiviil fontos szerepet jatszik, mivel a kopiaszama lényegesen nagyobb, mint a
nuklearis DNS-nek, hiszen egy sejtben 100-1000 mitokondrium van.

A huméan mitokondridlis DNS 16,5 kb nagysagt. Ennek a nem kodold, hipervariabilis
régiot D-loopnak nevezziik, személyazonositasban hasznos. Ezen szakaszon 5-10-szer
gyakoribb a mutacid, mint a nukledris DNS-en. A mitokondriumok anyai agon
oroklédnek, igy monoklonarisnak is nevezhetjiik 6ket. Az 1j varidnsok mutacid révén
jonnek létre. A nem rokon egyedek kozotti variancia 1-2,3%, vagyis minden 100

bazisbol egy vagy kettd kiillonbozik.

16365 73

40
16024

8. dbra: a human mitokondrialis DNS (mtDNS) hipervariabilis régioi

A hipervaridbilis régidban szekvenciaanalizist végeznek. Azt vizsgaljdk, hogy egy
adott pozicioban milyen bazis van jelen. Az adott hely variabilitdsa adja az adott

terlilet variabilitasat. Tobb ilyen teriilet paralel vizsgalata eredményez egy haplotipust.
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Ez teszi lehetdvé a személyazonositast. Egy adott populaciora jellemzd a haplotipusok
eloszlasa, mellyel jellemezni lehet az adott populaciot, illetve a haplotipusok

kiilonbségébdl evolucids valtozasokra kovetkeztethetiink.

1.8. Adatbazisok

A kiilonb6z6 genetikai adatbazisok koziil a DNS-STR rendszerekre vonatkozo
adatbazisokat az igazsagiigyi orvostan tobb teriileten is felhasznalja.
A kiilonb6z6 organizmusok, koztiik az ember DNS-szekvencia adatbazisat az NCBI
(National Center of Biological Information) honlapjan taldljuk. Ez az adatbazis
segitségiinkre van 10j STR rendszerek megtalalasdban, primerek tervezésében,
multiplex PCR reakciok kidolgozasaban. Specialisan igazsagiligyi teriileten
alkalmazott adatbazisok a kriminalisztikai és populdcidgenetikai adatbazisok. A
kriminalisztikai adatbazisok csak a rendérség illetve a renddrséggel kapcsolatban a1l
intézmények megbizott szemberei szamara hozzaférhetéek, a populaciogenetikai

adatbazisok azonban ingyenesen elérhetdek és felhasznalhatoak.

1.8.1. Kriminalisztikai adatbazisok

A kriminalisztikai gyakorlatban olyan DNS-adatbazisokat alkalmaznak,
melyekben sordn taroljak a kiilonb6z6 buincselekmények elkovetdinek, valamint a
bilincselekmények helyszinén talalt nyomokbdl izolalt DNS-ek profiljat. Egy tjabb
blincselekmény felderitésében segithet az, ha a helyszini nyomokat dsszevetik a mar
kordbban az adatbazisba felvitt adatokkal, mind az elkGvetokével, mind a mas
helyszinen talalt mintak adataival, igy az esetleges egyezés az iligy lezdrasdhoz is
vezethet; illetve egy Ujabb elkdvetd esetén a fel nem deritett ligyek megoldasat
eredményezheti. Ezek az adatbazisok eleinte csak egy adott orszagon beliil, az USA-
ban egy adott allamon beliil voltak érvényben, de ma mar lehetéség van arra is, hogy a
kiilonbozé adatbazisokat Osszekapcsoljak, hiszen a tobbszords elkdvetok nem
feltétleniil maradnak meg egy allamon beliil. Az FBI altal bevezetett kriminalisztikai
adatbazis az un. CODIS rendszer (9. abra). A CODIS 13 szomatikus STR rendszert és
a nem meghataroz6, amelogenin markert foglalja magaba. Minden FBI-hoz tartozo
DNS laboratérium ugyanazokat az STR markereket vizsgalja, mivel csak egységes

adatbazisokat lehet egymadssal 0Osszekapcsolni. Magyarorszagon ennek az
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adatbazisnak a kivitelezése folyamatban van az ORFK Blniligyi és Szakértdi

Kutatdintézetében.
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9. abra: 13 CODIS Core STR lokusz és elhelyezkedésiik a kromoszémakon.

1.8.2. Populacidégenetikai adatbazisok

Nemcsak  kriminalisztikai célt  DNS-adatbazisok 1léteznek, hanem
populcidgenetikai vizsgalatok eredményeit tartalmaz6 adatbazisok is, melyek az
Osszehasonlitdo analiziseket segitik eld. Ilyenek példaul az interneten hozzéaférhetd
ingyenes Y-STR adatbazisok, melyek adatalloméanya folyamatosan boviil, és ezzel
parhuzamosan boévil a felhasznaloi réteg is. A legkiterjedtebb adatbazis az Y-STR
Haplotype Reference Database (YHRD) (10. abra) [www.ystr.org]. Ez az adatbazis
1998 ota miikodik, 4 f6 ok miatt jott 1étre: (1) megalkotni egy optimalizalt, érzékeny
moddszert Y-STR rendszerek vizsgalatara, multiplex PCR megalkotasa; (2) mindségi
kontrol bevezetése olyan igazsagligyi laboratoriumok szamara, melyek Y-STR
vizsgalatokat végeznek; (3) a kiilonb6zo eurdpai populdciokban €16 férfiak
elterjedésének becslése; (4) az Y-STR haplotipusok gyakorisaganak felmérése az
igazsagiigyi gyakorlatok szdmara [Roewer 2000].
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10 abra: az Y-STR adatbazis honlapja.

Ez az adatbazis Y-STR haplotipusokat tartalmaz, jelenleg 83 eurdpai populéciora
vonatkozoan. A haplotipus egy adott minta Y kromoszéma STR alléljeinek egyiittese.
Az adatbazisban 13003 un. minimal haplotipus és 3413 Un. kiterjesztett haplotipus
talalhat6. A minimal haplotipus tartalmazza a DYS19, DYS385, DYS389/1,
DYS389/11, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393 rendszerekre vonatkozo adatokat,
a kiterjesztett haplotipus tartalmaz egy tovabbi marker, az YCAII STR rendszert is.

Kiilon adatbazisban vannak az eurépai, az azsiai és az Egyesiilt Allamok
populécidinak adatai. Az dzsiai adatbazis 21 populdcié 2387 minimal és 362
kiterjesztett haplotipusara vonatkozo adatot tartalmaz (2000.01.01.), mig az amerikai
adatbazisban az Egyesiilt Allamok 30 régi6jabol, ezen beliil 10 afro-amerikai, 11
europai-amerikai €s 9 spanyol populaci6 6sszesen 1705 minimal haplotipusa talalhato

meg. Ezeknek az adatbazisoknak a fejlesztése nemcsak a haplotipus gyakorisag
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szamitdsa ¢és tovabbi valoszinliségek szamolasa miatt fontos, hanem az dsszehasonlito
populédcidanalizis miatt is. Az 1. tdblazat tartalmazza a leggyakrabban hasznalt Y-STR
markerek eloszlasat a harom f6 human populacioban [Gusmao 2003].

Az ilyen adatbazisokban anonim donorok DNS-ét hasznaljak.

Eszak-Portugilia Mozambik Makao

kaukézoid afrikai azsiai

Marker (208) (N=112) (N=63)
DYS19 56.4 69.1 62.3
DYS385 83.6 92.2 95.1
DYS389/1 57.8 49.5 60.3
DYS389/11 77.4 71.4 76.8
DYS390 58.4 52.8 68.5
DYS391 56.3 30.5 46.8
DYS392 57.6 1.8 68.4
DYS393 46.7 63.0 66.6
diverzitas 99.25 98.84 99.90

1. tdblazat: a leggyakrabban vizsgalt Y-STR rendszerek eloszlasa a harom embercsoportban.

1.9. Populaciogenetikai attekintés

A populacidgenetika célja a populaciok genetikai Osszetételének vizsgalata és
a genetikai Osszetételt valtoztatd mechanizmusok tanulmanyozasa. A genetikan beliil
a populacioés nézdpont, modszertanilag pedig, a matematikai modellek alkalmazasa
kiilonbozteti meg. A populacidgenetika kulcsszerepet kap az evoluciobiologidban,
hiszen elemi evolicids 1épésnek egy populdcid genetikai Osszetételének
megvaltozasat tekintjiik. Gyakorlati szempontbol a populacidgenetika fontos szerepet
jatszik példaul a huméangenetikaban (6roklédd rendellenességek eldforduldsa), vagy a
a természetvédelemben (genetikai diverzitds megorzése).
Egy populécio6 genetikai 0sszetételét a populdcioban eléfordulo allélek és genotipusok
gyakorisdgaival irhatjuk le. Emellett a populédcioban taldlhatd kiilonbozo allélek
szamat, az allélkombinaciok gyakorisagat, iletve a heterozigdta egyedek gyakorisagat

hasznaljak a populacio polimorfizmusanak mérésére.

1.9.1. Hardy-Weinberg egyensuly

Egy homogén alapmodelben, ahol a populdciot nem érik kiillonbozé hatasok,
vagyis nincs természetes szelekcid, mutacid, genetikai sodrodds, migracid, és a

populacié panmiktikus, tehat a parosodas véletlenszerii, akkor a populacié Hardy-
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Weinberg eloszlast mutat. Természetesen ezek a feltételek abszolut értelemben
sohasem valdsulhatnak meg, s ez egyben biztositék is arra, hogy evolucios valtozas ha
lassan is, de mindig van. A legtobb populdcié ennek ellenére kozel all a Hardy-

Weinberg egyensulyhoz. A genotipusok gyakorisaganak dsszege 1 lesz.

Két (vagy tobb) lokusz egylittes vizsgalatakor az elsé kérdés az, hogy az egyik
lokuszon vett genotipus korrelal-e a masikon vett genotipussal. A lokuszok kozotti
tavolsag fiiggvénye az, hogy milyen gyakori a ketté kozotti rekombinacid, és ez
oroklédnek-e. Ha nincs korrelacio a két allél kozott, kapcsoltsagi egyensuly all fenn.
Ettdl az egyensulytol valo eltérés mértéke a linkage disequilibrium (D).
Véletlenszerlien parosodd populacidkban a linkage disequilibrium a rekombinacid
révén fokozatosan csokken. Fiiggetlen lokuszok esetén D minden generacidoban

felezodik [Nei 1987].

A vizsgalatunk soran alkalmazott szomatikus STR markerek mindegyike kiilonb6z6
kromoszéman lokalizaloédik. Ilyen esetben nincs sziikség a linkage disequilibrium
vizsgélatara. Az Y kromoszoma szinte egész teriiletén nincs rekombinacid, igy itt

nincs értelme kapcsoltsagi vizsgalatnak.

1.9.2. A populacidk polimorfizmuséat befolyasolo tényezok

Ha teljesiilnek a Hardy-Weinberg feltételek, akkor a felndttekben és az altaluk
1étrehozott gamétakban az allélgyakorisag megmarad a kiinduldsi értéken. Ha a
parosodas véletlenszerli, akkor az utédnemzedék zigétai Hardy-Weinberg eloszlast
kovetnek, vagyis egy teljes generacidvaltas utan az allélgyakorisag valtozatlan. Az

allélgyakorisag akkor valtozhat meg, ha a feltételek valamelyike nem all fenn.

Természetes szelekcio

Ha egy allél nagyobb ratermettséget biztosit, akkor az 6t hordozo egyedeknek tobb
leszarmazottjuk lesz, akikbe ordkitik a kedvezd allélt: igy a kedvezd allél elterjed a
populaciéban. A kedvezotlen alléllel rendelkezé egyedek viszont kevesebb utddot

produkalnak, tehat a rossz allél id6vel eltiinik.
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Mutacio

A mutici6 ritka esemény (egy generacioban az allélek 1=107-10"° -od része mutal),
ezért az allélgyakorisdgot egy generaciovaltas alatt nem valtoztatja meg
észrevehetéen. Mégsem lenne evolucié mutacid nélkiil, hiszen a mutacié hozza létre

az Uj alléleket, amelyek pl. szelekcid6 vagy sodrodas révén elterjedhetnek és

fixalédnak.

Genetikai sodrodas

Genetikai sodrédasnak nevezziik az allélgyakorisag kis populacioban tapasztalhatd
véletlenszerli ingadozasat. Ennek oka a kis populdcioméret miatt bekovetkezd
mintavételi hiba: ha csak kevés utdd sziiletik, akkor ezek alléljei nem reprezentaljak
pontosan a populacio genetikai 0sszetételét. Ha véletlen ingadozas soran az egyik allél
kivész, akkor a populdcio tartosan szegényebb lett egy alléllel, hiszen az elveszett
allél csak egy uj muticioval jelenhet meg ismét. A sodrodas tehat genetikailag
“tisztitja” a populaciokat. A genetikai sodrodas specidlis formai a ,bottleneck”
(amikor a populacié szaporodoképes egyedeinek szama minimalisra csokken, €és ez a
néhany egyed hozza lIétre a kdvetkezd generdciot, ami aztan tovabb boviil), illetve az
alapitd hatas (néhany egyed uj teriiletre telepiilve benépesiti az adott teriiletet).

A kiilonbozo allélek eltiinésével, egy allél fixalodasaval egyiitt jar a heterozigotak,
vagyis a polimorfizmus eltlinése is.

A genetikai sodrodas erdsségét legegyszeribben a heterozigotak vdrhato
gyakorisaganak csokkenésével lehet jellemezni. A heterozigdtdk varhatd gyakorisaga
az utddok kozott: H' = 1-1/(2N)xH. A sodrodas miatt a heterozigotdk annal
gyorsabban fogynak el, minél kisebb a populaci6: varhatdo gyakorisdguk minden

generacioban 1-1/(2N)-ed részére csokken.

Migracio
A migracié keveri a kiilonbozé populdciokban talalhatod alléleket, igy a populaciok
differencidlodasa ellen hat. Ha a populaciokban csak sodrédas zajlik, mar néhany

egyed vandorladsa megakadélyozza a populdciok genetikai differencialédasat.
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Nem véletlenszerii parosodas

Sokféle tipusa van; pl. a beltenyésztésrol akkor beszEéliink, ha rokon egyedek
parosodnak egymassal. A rokonok részben azonos allélleket hordoznak, ezért a
beltenyésztés tobb homozigotat és kevesebb heterozigotit eredményez, azaz a
genotipus-gyakorisagokat eltolja a Hardy-Weinberg eloszlashoz képest. A populacio

allégyakorisagat azonban a beltenyésztés nem valtoztatja meg.

Mivel az STR rendszerek a gének nem kodold régioiban illetve intergénikus nem
koédold régidiban vannak, ezek nem befolydsoljak az egyedek ratermettségét,
ennélfogva az altalunk végzett vizsgalatnal a szelekcidval nem kell szdmolnunk

Mivel az STR rendszerek elterjedését a szelekcid kozvetleniil nem befolyasolja, igy a
mutacid sordn létrejott 0j allélek nem valasztédnak ki az evolucid soran, hanem
megmaradnak, ezért is jatszanak kiilondsen fontos szerepet a evoliciokutatiasban,
els@sorban a relativ rovid id6 alatt torténd genetikai valtozasok vizsgalatdban. Az STR
markerek kozil is az Y kromoszoman talalhaté rendszerek alkalmasabbak, mivel az
Y-STR rendszerek mutécios ratdja eltér a szomatikus STR—t6l, annal magasabb, 2 x
10 nagysagrendii. A genetikai sodrodas altal 1étrejott valtozasokat az STR
markerekkel jol nyomon lehet kdvetni.

Az altalunk vizsgalt markereknél a mutacio és genetikai sodrodas egyensulya, vagyis
az un. neutralis elmélet jatszik szerepet. A sodrodas miatt idordl idore egy allél elvész
a populdciobol, mig a mutacié révén j allélek jelennek meg. A populacié genetikai
variabilitdsa bedll ugyan egy egyensulyi értékre, de ebben az egyenstlyban a
kiilonb6z6 allélek allanddéan cserélédnek. Ezért nem lenne célszerii a populéaciot
csupan az egyes allélek gyakorisagaival jellemezni. Emellett a populacioban talalhaté
kiilonboz6 allélek szdmat, az allélkombinacidok gyakorisagat, illetve a heterozigdta
egyedek gyakorisagat hasznaljak a populacio polimorfizmusanak mérésére.

Mivel a heterozigotak gyakorisaga minden generacioban 1-1/(2N)-ed részére csokken
a genetikai sodrodas kovetkeztében, igy mutacié nélkiil a kovetkezd generacioban
csak H'=1-1/(2N)xH heterozigota lenne. A mutdciok viszont 1) alléleket hoznak Iétre,
s ezzel novelik a heterozigotak gyakorisagat. Mind a sodrodas, mind a mutéci6 hatasat
figyelembe véve a heterozigotak varhatdé gyakorisdga az utdodok kozott H' = (1-
12N)xH + 2u(1-H).

Homogén populdcio6 esetében a heterozigozitas egy egyensulyi allapot felé tart, ahol:

H*= 4Nu/(ANu+1) [Ridley 1998]
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1.6.3. Populécidk variabilitdsanak jellemzése

Az igazsagligyi orvostanban rendkiviil fontos a kiilonbozé populaciok
polimorfizmusdnak jellemzése. Els6sorban a haplotipus, illetve genotipus
gyakorisdggal jellemezhetiink egy populdciot. Az adott markerekre vonatkozodan,
melyekkel vizsgéljuk a populéaciot, megadhatjuk a
diszkriminacids er6t (PD=power of discrimination):

n

PD=X G’ G: genotipus gyakorisag,

a kizarasi (PE=power of exclusion) er6t:
PE= h* (1-2xhxH)? h: heterozigotak szama

H: homozig6tdk szama,

valamint a polimorfizmusra jellemzd értéket (PIC=polymorphism information

content):
PIC=1-X P’ - [(ZZ Py’ ) >+ XX Py P: allélgyakorisag.
i=a j>i i=a j>i i=a j>i

[Brenner és Morris 1989]

Ismerniink kell, hogy egy adott személy haplo-/genotipusa mennyire egyedi a
populécidoban. Ezt a populacido és a vizsgalt marker polimorfizmusa egyarant

befolyasolja.

A kiilonb6z6 populaciok Osszehasonlitd vizsgalatait egyrészt azért végzik, hogy
megallapitsak, mennyire kiiloniilnek el az adott populaciok egymadstdl, milyen
mértékben hordoznak sajat jellegeket, illetve milyen a populaciok keveredési mértéke;
masrészt azért, hogy megallapitsdk, a korabbi tényeket mennyire tamasztjak ald a
genetikai valtozasok.

Az 0Osszehasonlitas soran célszeri az egyedi jellegek vizsgalata, illetve olyan
markerek elemzése, melyek valtozasai kovethetdk, megmaradnak a genomban az
evolucio soran. Ilyen markerek pl. a short tandem repeatek, melyeknél az egyes

markerek mutacios ratajanak ismerete idobeli felbontast is eredményez.
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Az STR rendszerekkel jellemzett populaciok Osszehasonlitdsakor szamolhatunk az
egyes egyedek haplo-/genotipusaval, melyet a kiilonb6z6 markerek alléljeinek

Osszessége ad meg, illetve ezek populacion beliili eloszlasaval.

Két populacio kozotti variancia mértékének kifejezésére szolgél az Fsr érték, mely azt
mutatja meg, milyen a differencialédds mértéke két populacido kozott. Az Fsr
értékének meghatarozasa két haplotipus kozotti molekularis tavolsagon (d) alapul,
mely pl. megegyezhet a két haplotipust elkiilonité muticidok szamaval. A short tandem
repeatek sajatossdga, hogy a repatek szamabol lehet kovetkeztetni a mutacids
1épésekre. Az Fsr szamolasanal ezért a repeatek szamat is figyelembe vehetjiik, mivel

d értéke a két haplotipus repeatszama kozotti kiilonbségek négyzetének 0sszege:
L 2
dyy=2 (axi-ayi)
i=1

[Slatkin 1995].

Ebbdl a tavolsagmatrixbol molekularis varianciaanalizist (AMOVA) lehet végezni.
Az AMOVA (Analysis of MOlecular VAriance) a populdcidszerkezet hierarchidjat
figyelembevevd modszer. Tavolsagmatrixbol Osszvarianciat szdmolunk, majd ezt az
Osszvarianciat kiilonboz6 hierarchiaszempontok alapjan szétbontjuk
varianciakomponensekre. Ezekbdl a varianciakomponensekbdl adjuk meg a fixéacids
index (Fsr) értékét.
Nem homogén populacioban az Fsy=Hr-Hs/Hr [Wright 1951]

Hs: heterozigdcia aranya a legalacsonyabb hierarchia-szintii populacidban

Hr: 6ssz-heterozigdcia
Ez egy lokuszra vonatkoztatott Fsr A tobb lokuszra altalanositott verzidja az Fsr-k
sulyozott atlagat figyelembe véve a varianciakomponensekkel szamol [Excoffier
1995]. A fixacids index mértékének kifejezésére a @gt szolgal.
Az Fgr értek atkonvertdlhatdo genetikai tavolsagga a koalescens id0 (a kozds Os
populacidba Iépése ota eltelt id6) bevonasaval:

Fsr=t/t+N T: generaciok szama

[Slatkin 1995].
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Mintavétel

Elézetes felvilagositast és beleegyezést kdvetden, az alapellatasban dolgozé orvosok
segitségével mintat biztositottunk korondi (99 férfi) izolalt székely populaciobdl,
valamint Magyarorszagon munkat vallalt, egymassal rokonsdgban nem all6 mongol
(51 férfi, 38 nd) személyektdl. Szeged és kornyéke lakossdganak vérmintait (100 férfi,
101 nd) a szegedi Véradd és Vérellatd Kozpont szolgéltatta. Minden esetben
konyokvénabol biztositottunk alvadasgatolt vért, melyet vaszonanyagra felvive
beszaritottunk és taroltuk, az extrakcio a korondi és mongol mintdk esetében e tarolt

mintakbol tortént, mig a szegedi mintadknal folyékony vérbdl végeztiik az extrakciot.

2.2. DNS-izolalas
2.2.1. DNS izolalasa folyékony vérbol

Az EDTA-s (alvadasgatolt) vérbdl a DNS kinyerését kis6zasos modszerrel végezziik
[Miller 1998].
Vorosvértestek hemolizise:
Az EDTA-s vért 0,05 M KCI oldattal hdromszor mossuk. A vér és a KCl oldat aranya
1:4. A mosas utdn hemoglobintdl mentes, leukocitdkat és vordsvértest membrant
tartalmaz¢ tiledékhez jutunk.
Leukocitak és leukocita sejtmagok lizise:
Proteinaz K enzim segitségével elbontjuk a fehérjéket, tobbek kozott a nukledzokat is.
A Proteindz K enzim miikddéséhez sziikséges az SDS (sodium-dodecil-szulfat)
jelenléte, mely a membran kettds lipidrétegét emulgedlja, ezaltal aktivalja az enzim
mikdodését. Az emésztés folyamata lizispuffer jelenlétében megy végbe, melynek
Oszzetétele:

10mM TRIS/HCI pH:8

10mM NacCl

10mM EDTA-Na
A leukocitak lizisét egy éjszakan at 37°C-os vizfiirdén 250 ul Prot-K-t (2mg/ml) és
100 pl 21 %-o0s SDS-t tartalmaz6 2 ml lizispufferben torténd inkubacioval végezziik.
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Fehérje-mentesités (kicsapas):

Az inkubaciét kovetéen az oldatban levé fehérjéket 1 ml 6M-os NaCl oldattal
megkotjiik, majd 20 percig 3600 fordulaton centrifugaljuk. A DNS a feliiluszoban
marad.

DNS kicsapasa:

A feliiluszot egy masik centrifugacsdbe atszivjuk. Ehhez 96 %-os hideg etanolt adunk.
A csOvet néhanyszor dvatosan megdontogetjiilk, a DNS az etanolban 6sszecsapodva
lathato.

A DNS-t kiemelve mossuk 70 %-o0s etanolban, majd szobahdmérsékleten szaritjuk, és

TE pufferben (10mM TRIS, 1 mM EDTA) oldjuk.

2.2.2.DNS izolalasa vérfoltbol

2.2.2.1. Chelex modszer [Walsh 1991]:

A Chelex 100 (Biorad) iminodiacetat csoportokat tartalmazé sztirol gyanta, mely a
tobbértékli fémionokkal keldtokat képez. A fémionok (vér esetében Fe-ion) magas
héfokon katalizaljadk a DNS széttoredezését, a Chelex 100 ezeket a fémionokat koti le
[Singer-Sam 1989].

Elso 1épésben a vérfoltbol egy kb 3x3 mme-es darabot Eppendorf csébe tesziink és 1
ml steril ioncserélt vizben szobahdmérsékleten 30 percig inkubaljuk, kézben tobbszor
keverjik (vortexeljiik), ezzel a hordozd anyagrol a hemoglobin leoldodasat
elosegitjiik. Az inkubaciot kovetden 5 percig 13000 fordulaton centrifugéljuk, a
feliluszot 50 pl kivételével leszivjuk, majd 150 pl 5 %-os Chelex oldatot adunk
hozza. 30 perces 56 °C-os vizfiirdén torténd inkubaciot kovetden a sejtek lizisének
fokozasara a mintat 8 percig forraljuk. Centrifugalas utdn a feliilusz6 a PCR

reakcidhoz felhasznalhato.

2.2.2.2. Fenol-kloroformos extrakcio
Elso 1épésben a vérfoltbol egy kb 3x3 mm-es darabot Eppendorf csébe tesziink. Ehhez
500 pl lizis puppert rakunk. A lizis puffer dsszetétele:

10 mM TRIS/HCI pH:8

250 mM NaCl

0,5M EDTA-Na
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Az 500 pl lizis pufferhez 40 ul 20 %-os SDS-t és 20 pl Prot-K enzimet (20 mg/ml)
adunk. Ejszakan 4t 37 °C-on vagy 2 6ran at 56 °C-on inkubaljuk. Inkubalas utan 500
ul fenol-kloroform-izoamil alkoholt (25:24:1) adunk a mintdhoz, majd erds vortexelés
utan centrifugaljuk 13000 rpm-en 10 percig. A fels6 vizes fazist, amiben a DNS van,
atszivjuk egy j Eppendorf csébe. Ismét adunk 500 pl fenolt, majd Gjabb vortexelés és
centrifugdlds utan ismét atszivjuk a feliiluszot tjabb Eppendorf csébe. Harmadik
1épésben 500 pl kloroform-izoamil alkoholt (24:1) adunk hozza, majd vortexelés és
centrifugdlds utan a feliiliszot Uj Eppendorf csébe atszivjuk, és tizedtérfogat 3 M-os
Na-acetat hozzaadasa mellett, azonos térfogatu hideg absz. etanollal kicsapjuk a DNS-
t. Egy oran at inkubaljuk -20 °C-on. Ezutan centrifugaljuk a mintakat 13000 rpm-mel
15 percig. A feliilisz6t ledntjiik, a pelletet 70 %-os alkohollal mossuk, majd
megvarjuk, mig a pellet kiszdrad. A pellett nagysagatol fiiggéen 20-30 ul TE
pufferben vessziik fel a mintat. TE puffer dsszetétele:

10 mM TRIS/HCI pH:7,5

ImM EDTA-Na

2.3. A DNS koncentrdacio mérése:

A kinyert DNS koncentraciojat DyNA Quant 2000 Fluorometer (Hoefer)
segitségével hataroztuk meg. Ez a miiszer a kétszalit DNS mérésére alkalmas, ugyanis
hid kotésekhez kapcsolodik. Csak a kotott festékmolekuldkban jatszodik le a
szinreakcio.

A multiplex kitek alkalmazéasanal elengedhetetlen volt a koncentraciok mérése,
ugyanis ezek a kitek rendkiviil érzékenyek, a PCR reakcioelegyben 5-10 ng DNS-nél

magasabb mennyiség mar akadalyozta az amplifikaciot.
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2.4. Autoszomalis markerek vizsgalata

2.4.1. A vizsgalt szomatikus STR redszerek jellemz6i (2. tablazat)

Lokusz Lokalizécié repeat Rep'eatek All'elek Allélek mérete
szama szama (bp)
CSF1PO 5933.3-34 [AGAT], 6-16 16 281-321
D3S1358 3p21 TCTA[TCTG]12[TCTA]u 1 n2 8-20 20 97-145
D5S818 sq1-31 [AGAT], 7-16 10 134-170
D7S820 7q [GATA], 5-15 22 253-293
D&8S1179 8q24.1-24.2 [TCTA], 7-19 13 203-251
D13S317 13922-¢31 [TATC], 5-16 14 193-237
D16S539 16q22-24 [GATA], 5-15 10 233-273
D18S51 18q21.3 [AGAA], 7-27 42 264-344
[TCTAJ; [TCTG]s [TCTA];
D21S11 21pll.1 TA [TCTAJ]; TCA [TCTA], 24-38.2 70 186-244
TCCATA [TCTAJs
FGA 4q28 [TTTCLTTTT 12.2-51.2 68 196-352
TTCT[CTTT],CTCC[TTCC],
THO1 11p15-15.5 [AATG], 3-14 20 160-204
TPOX 2p23-2pter [AATG], 5-14 10 213-249
TCTA TCTG TCTA

VWA 12p12-pter TCTGLTCTAL 10-25 26 152-212
D2S1338 2q35-37.1 [TGCCJ{[TTCClas 15-28 14 316-368
D19S433 | 19q12-13.1 [AAGG], 9-17.2 14 102-136

2. tablazat: a vizsgalt szomatikus STR redszerek jellemz6i.

2.4.2. Multiplex kitek

A szomatikus csoportok vizsgalatdhoz a DNS STR szakaszokat multiplex

reakcioban, fluoreszcens festékkel jelolt primerekkel Profiler Plus (Applied

Biosystems), illetve AmpFISTR Identifiler (Applied Biosystems) kitek (12. és 13.

abra) segitségével amplifikaltuk az eldallitd utasitasai szerint.
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AmpFISTR® Profiler Plus™

100 bp 200 bp ) 300 bp 400 bp
Meéret-elvalasztas
2 D3S1358 VWA FGA
S
N
w2
m .
2
Q
K= D5S818 D13S317 D7S820 NED (sdrga)
A

I 11 | | | | | rOX (red)

GS500-internal lane standard
9 STR és a nemet meghatdrozé amelogenin marker egyetlen PCR reakciéban

12. abra: az AmplFISTR Profiler Plus multiplex kit markerei.

Profiler Plus kit amplifikdcios koriilményei.:

95°C 11 min

94 °C 1 min
59 °C 1 min 30 ciklus

72 °C 1 min

60 °C 45 min

Valamennyi Szeged kornyéki valamint korondi minta szomatikus markerei ezzel a

kittel lettek sokszorozva.
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AmpFISTR® Identifiler™

100 bp 200 hp 300 hp 400 bp

LM i N N S
! 1 | ]

z6ld

D19S VWA TPOX D18S51
sarga

PET i

oo I T

narancs GS500-internal lane standard

S

13. abra: az AmplFISTR Identifiler multiplex kit markerei.

Az Identifiler kit amplifikacios paraméterei.:

95°C 11 min

94 °C 1 min
59 °C 1 min 28 ciklus

72 °C 1 min

60 °C 60 min

Ezzel a kittel lettek sokszorozva a mongol populaciobdl szarmazé mintak a

strasbourgi labor munkatarsai altal.
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2.5. Y-kromoszoma markerek vizsgalata

Az Y-kromoszéman lokalizalodé STR tulajdonsagok vizsgélatahoz a kinyert
DNS-t részben kiilon-kiilon amplifikaltuk, részben multiplex reakcioként fluoreszcens
festékkel jelzett kiteket — Y-PLEX'™6 (Reliagene), DY Splex-1, DYSplex-2 (Serac) -

alkalmaztunk.

2.5.1. A vizsgalt Y-kromoszoma STR rendszerek jellemzése (3. tablazat)

Lokusz repeat Repeatek Allélek Allélek mérete
szama szama (bp)

DYS19 (GATA), 10-19 10 174-210
DYS389/1 (GATA),

(GACA), 9-17 9 235-267
DYS389/11 (GATA),

(GACA), 25-35 11 351-391
DYS390 (GATA),

(GACA), 17-28 12 187-231
DYS391 (GATA), 7-14 8 271-299
DYS392 (ATT), 6-16 11 233-263
DYS393 (GATA), 9-17 9 108-140
DYS385 (GAAA), 7-23 85 352-416
YCAII [CA], 11-25 10 135-163

3. tablazat: a vizsgalt Y-kromoszéma STR rendszerek jellemzése.

2.5.2. Singleplex vizsgalatok

A singleplex vizsgéalatokat azokban az esetekben végeztik el, amikor a
multiplex PCR eredménye nem volt teljes, valamelyik STR rendszer allélje hidnyzott.
DYS385 és DYS389 markerek esetében az egyrendszeres PCR reakcidt jelolt

primerekkel vizsgaltuk, a tobbi marker esetében jeldletlen primereket alkalmaztunk.

Amplifikécios kortilmények:

DYS385: 95°C 2 min
[B.M. Dupuy 2001]

94 °C 20 sec
58 °C 45 sec 28 ciklus

72 °C 1 min

72 °C 10 min
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DYS389:
[P. de Knijff 1998]

DYS§390:

[Csete 1999]

DYS393:
[P. de Knijff 1998]

DYS391:
[P. de Knijff 1998]

94 °C

2 min

94 °C
58 °C

72°C

15 sec

15 sec

20 sec

30 ciklus

72°C

94 °C

72°C

94 °C

2 min

1 min
55°C 1 min

1 min 30 sec

1 min

30 ciklus

94 °C
55°C

72°C

45 sec

30 sec

30 sec

30 ciklus

72°C

95°C

4 min

4 min

94 °C
59°C

72°C

1 min

1 min

1 min

28 ciklus

72°C

10 min
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DYS392: 94 °C 45 sec

[P. de Knijff 1998] 55°C 30 sec 30 ciklus
72 °C 30 sec
72 °C 4 min

DYS19: 94 °C 1 min

[Csete 1999] 56 °C 1 min 30 ciklus
72 °C 1 min

2.5.3. Multiplex vizsgalatok

A székely mintak felénél valamint a mongol minték esetében az Y-PLEX'™6

kitet (Reliagene) alkalmaztuk (14. abra). Ez nem tartalmazza mind a nyolc Y-STR
markert, ezért ezeket a vizsgalatokat singleplex PCR reakciokkal egészitettiik ki. A
sz¢kely mintdk masik felénél a genRES DY Splex-1 és genRES DY Splex-2 kiteket
(Serac) hasznaltuk (15. és 16. abra).

Y-PLEX™¢g
1 ] ] ] 1 ] ] ] 1 ] ] ] 1
100 bp 200 bp 300 bp 400 bp
Y393 Y19 Y389/I1
Y390 Y391 Y385

GS500-internal lane standard

14. dbra: az Y-PLEX™6 kit markerei
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Y-PLEX™6 kit amplifikéciés koriilményei:

95°C 10 min

94 °C 30sec
59 °C Imin 30 ciklus

70 °C 1min

60 °C 60min

genRES DYSplex-1

1 1 1 1 1 1 1 1
100 bp 200 bp 300 bp
Y389/1 Y389/lI
Y391

genRES LS500R%%-internal lane standard

15. 4bra: a genRES DY Splex-1 kit markerei
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genRES DYSplex-1 kit amplifikacios koriilményei:

94 °C 12 min

94 °C 1 min
56 °C 1 min 30 ciklus

72°C 1,5 min

60 °C 45 min

genRES DYSplex-2

I T T T 1 T T 1
100 bp 200 bp 300 bp
Y393 Y19
Y389/ Y389/l
Y392
genRES LS500R%%-internal lane standard
16. abra: a genRES DY Splex-2 kit markerei
genRES DYSplex-2 kit amplifikacios koriilményei:
94 °C 12 min
94°C 1 min
56 °C 1 min 30 ciklus
72°C 1,5 min
60 °C 45 min

42



2.6. Allélszepardcio és allélmeghatarozas

Az allélek elvalasztdsa poliakrilamid gélen tortént. Horizontalis gélen

crer

tortént. A jelolt primerekkel sokszorozott fragmenteket kapillaris gélelektroforézis

segitségével valasztottuk el.

2.6.1. Horizontalis gélelektroforézis

A horizontalis poliakrilamid gélelektroforézist (PAGE) azon esetekben
alkalmaztuk, amikor nem jeldlt primerekkel dolgoztunk.
Az elektroforézishez a kdvetkezo oldatok sziikségesek:

29,1 % Akrilamid (SERVA)

0,9 % Piperazin diakrilamid (PDA, SIGMA)

0,28 M Tris/Formiat pH:9,0

0,35 M Tris/Szulfat pH:9,0

A gél polimerizdcidjat ammonium peroxidiszulfat (APS) és  N,N,N’,N’-
tetrametildiamin (TEMED) hatasa eredményezi. A PCR terméket eldszor egy 8 %-os
gélen ellendriztiik, melynek 10 cm a futasi tdvolsaga, a vastagsaga 0,45 mm. Az
elektroforézis 0,05% (w/v) bromfenolkéket tartalmazé 0,28 M Tris/Borsav
jelenlétében tortént. Az elektrodak €s a gél kozotti kapesolatot egy 230 mm x 10 mm
x 5 mm méretli, az elektroforetikus pufferben aztatott 2%-os agardz gél tartotta.

Az elektroforézis felsé elektrodas, hiitdlapos multiphore-2 elektroforetikus kad
(Pharmacia) hasznalataval tortént 100V és 20 mA korilményei kozott, mig a
bromfenolkék elérte az anddot. A mintakat a katodtol 2 cm-re vittiik f61 Schleiher és
Shuell 2013 tipusu filterpapirra. A genotipus meghatarozasdhoz 6%-os, 0,75 mm
vastagsagi 20 cm-es futdsi tavolsdgu poliakrilamid gélt alkalmaztunk. Az
elektroforézis paraméterei: 90 perc SW, majd 90 perc 10W, végil 15W, amig a
bromfenolkék elérte az anddot.

Mivel a DNS negativ toltésli, igy a pozitiv toltés felé mozog. A kisebb méretii
fragmentek gyorsabban mozognak, mint a nagyobb méretiiek, igy ezek kozelebb
voltak az an6dhoz.

Eziistfestés:

Az elvalasztott fragmenteket eziistfestéssel tettiik lathatova [Allen és mtsai, 1989] (17.
abra). A DNS fragmenteket 1% (v/v)-os HNO;-mal fixaltuk 5 percig, majd haromszor
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mostuk deionizalt vizzel. A festést 30 percig végeztiikk 0,2 %(m/v)-os AgNOs-tal,
folyamatos razas mellett, majd 0,05%(m/v)-os formaldehidet tartalmazo 0,28 M
Na,COs; oldattal oblitettiik. Ezt a 1épést addig ismételtiik, mig a DNS fragmentek
lathatova valtak. A gélt 10%(v/v)-os ecetsavval fixaltuk 3 percig, majd deionizalt

vizzel mostuk. A levegdn valo szaritas elott 5%(v/v)-os glicerollal kezeltiik 5 percig.

17. ébra: eziisfestéseel el6hivott STR fragmentek és a meghatarozasukat segitd alléllétrak.

2.6.2. Kapillaris gélelektroforézis

Az allélszeparacié jelolt primerek alkalmazdsa esetében kapillaris
elektroforézissel tortént ABI Prism 310 (18. abra), illetve a mongol mintdk
szomatikus markereinek vizsgalata ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) segitségével.

ABI Prism 310. Genetic Anélyzer

[
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A PCR termékbdl 1,5 pl-t 24 pl formamidba tettiink, mely eldsegiti, hogy a
DNS egyszali legyen. Minden mintdhoz tettiink 1 pl belsé standardot (ROX-500 size
standard). Kapillaris gélelektroforézis esetén minden minta kiilén fut és minden minta
utan a miszer friss géllel tolti 61 a kapillarist. A fluoreszcensen jelolt fragmenteket
l1ézerfény vilagitja meg, amint azok a kapillaris ,,ablakdhoz” érnek, majd egy prizman

keresztiil CCD kameraba vetiil a kép (19. abra).

Argon-ion
lézer

Poliakrilamid géllel
toltve

Kapillaris ablak

DNS; elvalasztas 24 perc alatt;

(katéd)

520kN/ f

19. abra: a kapillaris elektroforézis miikodési elve.

A szamitogép feldolgozza az informaciot, €s elraktarozza, hogy az adott szin
mennyi 1do elteltével érte el a kapillaris ablakat. Ezeket az adatokat a tovabbiakban a

GeneScan Analysis Software 3.2.1. értékeli (20. abra).
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20. abra: egy minta Y-STR markereinek ferogramja.

2.7. Eredmények feldolgozdsa

Az eredményekbdl a populacidé altalanos jellemzésére kiszdmoltuk az
allélgyakorisagi értékeket, a diszkriminacios erdt (PD), a kizarasi hatékonysagot (PE)
¢s a polimorfizmusra jellemzd értéket (PIC). Az értékek kiszdmitdsahoz a
PowerStatsV12. programot alkalmaztuk

[www.promega.com/geneticidtools/powerstats].

A populaciok strukturajanak meghatarozasahoz AMOVA elemzést végeztiink
ARLEQUIN Software 2.000 program segitségével [Schneider 2000].

A vizsgalatok alkalméval nyert adatokat az irodalomban ko6zolt kevert német és japan
allélgyakorisagi értékekkel hasonlitottuk Ossze, illetve szdmitottuk ki a populaciok
kozott fennalld genetikai tavolsagot [Slatkin 1995].

Az 0Osszehasonlitdst az ARLEQUIN Software 2.000 programmal valamint az
interneten talalhatd eurdpai és é4zsiai Y-STR haplotipus adatbazis segitségével
végeztiik el.

A populaciok paronkénti Fgp értékeibdl Phylip program segitségével neighbor
joiningot végeztiink, mely alapjan fat rajzoltunk az Gsszehasonlitisban résztvevo

populaciok kapcsolatanak szemléltetése céljabol.
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Az altalunk vizsgélt populdcidk haplotipusait egyeztettiik mind az eurdpai, mind az
azsiai adatbazisban szerepld adatokkal, mivel arra voltunk kivancsiak, fellelhetd-e
kapcsolat a magyar, székely populaciok ¢és az dazsiai populaciok kozott. Az
adatbazisban torténd egyezések szama azonban csak tampontként szolgal, figyelembe
vettilk, hogy a taldlatok szdmat erdsen befolydsolja az adatbazisban szerepld
populacidk egyedszama [Roewer 2001].

A populaciok 6sszehasonlitasabol nyert @gt értékeket a Phylip program segitségével
dolgoztuk fel, mely a populaciok kapcsolatait bemutaté fat rajzolt

[http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html].
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3. EREDMENYEK

3.1. A magyar populacio jellemzo értékei

3.1.1. Szomatikus STR markerek

3.1.1.1. Allélgyakorisagi értékek

4. tablazat: szomatikus STR rendszerek allélgyakorisagi értékei a vizsgalt magyar

e

Allél  D3S1358 VWA FGA DS8S1179 D21S11 D18S51 D5S818 D13S317 D7S820
6 0,005
7 0,017
8 0,010 0,147 0,142
9 0,010 0,087 0,085 0,114
10 0,097 0,002 0,052 0,045 0,286
11 0,080 0,007 0,318 0,348 0,256
12 0,159 0,129 0,386 0,224 0,149
13 0,002 0,002 0,303 0,112 0,137 0,107 0,030
14 0,104 0,129 0,184 0,144 0,020 0,045

14,2 0,002

15 0,226 0,090 0,119 0,179

16 0229 0,179 0,030 0,134

17 0236 0261 0002 0,005 0,139

18 0,192 0236 00,15 0,002 0,047

19 0,010 0,092 0,090 0,045

20 0,010 0,149 0,022

20,2 0,002

21 0,172 0,020

21,2 0,005

22 0,184 0,007

222 0,020

23 0,137 0,002

232 0,002

24 0,102 0,005

25 0,090 0,002

252 0,002

26 0,025

27 0,002 0,025

28 0,162

28,2 0,002

29 0,229

30 0,184

30,2 0,047

31 0,087

31,2 0,087

32 0,012

32,2 0,117

33,2 0,037

342 0,005

36 0,002

PE 0,648 0,648 0,786 0,786 0,648 0,677 0,520 0,638 0,677
PD 0917 0931 0963 00930 0961 0,967 0,857 0,921 0,921
PIC 0,76 0,78 0,85 0,79 0,84 0,86 0,68 0,76 0,77
OH 0,826 0826 089 0,896 0,826 0,841 0,756 0,821 0,841
EH 0,797 0813 0,87 0,82 0,857 0,878 0,722 0,785 0,798
P 0,50 002 0,75 0,07 0,57 0,01 0,14 0,55 0,38

OH: varhato heterozigocia; EH: észlelt heterocigocia; P: permutédcios teszt soran kapott P-érték; PD:

diszkriminacios hatékonysag; PE: kizarasi hatékonysag; PIC: polymorphism informed content
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A szomatikus STR markerek koziil a populdcidban a kovetkezd allélek a
leggyakoribbak: D3S1358: 17-es allél (23,6%), VWA: 17-es allél (26,1%), FGA: 22-
es allél (18,4%), D8S1179: 13-as allél (30,3%), D21S11: 29-es allél (22,9%),
D18S51: 15-6s allél (17,9%), D5S818: 12-es allél (38,6%), D13S317: 11-es allél
(34,8%), D7S820: 10-es allél (28,6%).

3.1.1.2. Genotipusok

A magyar populacioban észlelt szomatikus STR genotipusokat az 5.tablazat
tartalmazza.
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3.1.2. Y-kromoszéma STR markerek

3.1.2.1. Allélgyakorisagi értékek

6. tablazat: Y-kromoszoma STR allélgyakorisagi értékei a magyar populacioban

Allél DYS19 DYS385 DYS389/I DYS389/ DYS390 DYS391 DYS392 DYS393

9 0,045 0,020

10 0,040 0,540

11 0,130 0,010 0,360 0,780 0,010
12 0,065 0,170 0,050 0,050 0,200
13 0,080 0,105 0,710 0,020 0,120 0,650
14 0,330 0,250 0,100 0,040 0,140
15 0,280 0,140 0,010 0,010 0,010

16 0,230 0,100

17 0,080 0,050
17,2 0,005

18 0,045

19 0,025

22 0,100

23 0,210

24 0,370

25 0,310

26 0,010

27 0,010

28 0,140

29 0,260

30 0,310

31 0,190

32 0,060

33 0,030

A leggyakoribb allélek a magyar populacidban Y kromoszéma STR rendszerekre a
kovetkezéek: DYS19: 14-es allél (33%), DYS385: 14-es allél (25%), DYS389/1: 13-
as allél (71%), DYS389/1I: 30-as allél (31%), DYS390: 24-es allél (37%), DYS391: a

populacié tobb, mint felében,10-es allél (54%), DYS392: egészen magas szadmban 11-

es allél (78%) és DYS393: 13-as allél (65%).

3.1.2.2. Haplotipusok

A magyar populacidban észlelt Y-STR haplotipusok a 7. tdblazatban vannak

feltintetve.
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3.2. A székely populacio jellemzo értékei
3.2.1. Szomatikus STR markerek

3.2.1.1. Allélgyakorisagi értékek
8. tablazat: szomatikus STR rendszerek allélgyakorisagi értékei a korondi székely populacioban(N=99)

Allél  D3S1358 VWA FGA DS8S1179 D21S11 D18S51 DS5S818 D13S317  D7S820

7 _ - - _ _ - 0,005 - 0,010
8 _ . . _ _ . 0,010 0,156 0,136
9 _ . . 0,015 _ . 0,035 0,065 0,156
10 _ . . 0,050 _ 0,005 0,095 0,075 0,277
11 - . - 0,075 - 0,025 0,328 0,358 0,232
12 - . - 0,151 - 0,136 0,343 0,277 0,156
13 ; - - 0,292 - 0,106 0,176 0,045 0,030

13,2 - . - - - 0,010 - - -
14 0,156 0,141 - 0,186 - 0,136 0,005 0,020 -
15 0267 0,090 - 0,131 - 0,126 - - -
16 0252 0267 - 0,095 - 0,136 - - -
17 0202 0,242 - - - 0,146 - - -
18 0,116 0202 0,005 ; _ 0,106 . . .
19 0,005 0,050 0,050 ; _ 0,035 . . .
20 _ . 0,085 _ _ 0,010 . . .

20,2 - . 0,005 - - - - - -
21 - 0,005 0,171 - - - - - -

21,2 - . 0,005 - - - - - -
22 ; - 0,227 - - 0,005 - - -

222 - - 0,015 - - - - - -
23 ; - 0,111 - - 0,010 - - -

23,2 - - 0,005 - - - - - -
24 - . 0,166 - - 0,005 - - -

242 . . - . . - - . -
25 _ . 0,111 _ 0,005 . . . .
26 _ . 0,025 _ 0,005 . . . .
27 - . 0,010 - 0,035 - - - -
28 - . - - 0,141 - - - -
29 - . 0,005 - 0,272 - - - -

29,2 - . - - 0,010 - - - -
30 - - - - 0,161 - - - -

30,2 - - - - 0,020 - - - -
31 - - - - 0,070 - - - -

31,2 - . - - 0,126 - - - -
32 - - - - 0,005 - - - -

32,2 ; . . ; 0,116 . . . .
33 _ . . _ _ . . . .

332 ; . . ; 0,025 . . . .

352 . - - . 0,005 - - - -

PE 0,523 0,653 0,653 0,633 0,692 0,814 0,455 0,558 0,662

PD 0916 0916 0916 0,936 0,954 0,966 0,886 0,893 0,934

PIC 0,75 0,77 0,84 0,80 0,82 0,87 0,69 0,72 0,80

OH 0,75 0,87 0,86 0,80 0,84 0,88 0,68 0,75 0,78

EH 0,79 0,80 0,86 0,82 0,84 0,88 0,73 0,75 0,81

P 0,3780 0,5154  0,7808 0,2274 0,7358 0,4545 0,4545 0,0872 0,0004

OH: véarhat6 heterozigdcia; EH: észlelt heterocigdcia; P: permutacios teszt soran kapott P-érték; PD:
diszkriminacios hatékonysag; PE: kizarasi hatékonysag; PIC: polymorphism informed content

A szomatikus STR markerek koziil a székely populacioban a kovetkezd allélek a
leggyakoribbak: D3S1358: 15-0s allél (26,7%), VWA: 16-o0s allél (26,7%), FGA: 22-
es allél (22,7%), D8S1179: 13-as allél (29,2%), D21S11: 29-es allél (27,2%),
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D18S51: 17-es allél (14,6%), D5S820: 12-es allél (34,6%), D13S317: 11-es allél
(35,8%), D7S820: 11-es allél (23,2%).

3.2.1.3. Genotipusok

A székely populacioban el6forduldo genotipusokat autoszomalis markerekre a 9.
tablazat foglalja Ossze.
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3.2.2. Y-kromoszdéma markerek

3.2.2.1. Allélgyakorisagi értékek

10. tablazat: Y kromoszoma STR allélgyakorisagi értékek a székely populacioban

Allél DYS19 DYS385 DYS389/ DYS389/ll DYS390 DYS391 DYS392 DYS393

9 0.010 0.040

10 0,005 0.727 0.363

1" 0.161 0,010 0.313 0.404

12 0.040 0,111 0.020 0.101 0.232
13 0.161 0.196 0,464 0.111 0.636
14 0.333 0.257 0,373 0.010 0.121
15 0.252 0.126 0,404 0,010
16 0.222 0.101 0,010

17 0.030 0.045 0,010

18 0.025

19 0.030

22 0.080

23 0.363

24 0.323

25 0.202

26 0.030

27 0.010

28 0.252

29 0.282

30 0.252

31 0.131

32 0.070

A székely populacioban leggyakrabban eléforduld Y-STR allélek: DYS19: 14-es allél
(33,3%), DYS385: 14-es allél (25,75%), DYS389/1: 13-as allél (46,4%), DY S389/11:
29-es allél (28%), DY S390: 23-as allél (28%), DYS391: 10-es allél nagyon magas
aranyban(72,7%), DYS392: 11-es allél (40,4%), DYS393: 13-as allél (63,6%).

3.2.2.2. Haplotipusok

A székely populacioban észlelt Y-STR haplotipusok a 11. tablazatban vannak
feltlintetve.
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3.3. A mongol populacio jellemzo értékei

3.3.1. Szomatikus STR markerek

3.3.1.1. Allélgyakorisagi értékek

12.tablazat: szomatikus STR rendszerek allélgyakorisagi értékei a mongol populacidban(N=104)

allél  D8S1179 D7S820 CSF1PO THO1 D13S317 D16S539 TPOX D5S818
6 0,140
7 0,255 0,024
8 0,25 0,101 0,183 0,014 0,520
9 0,086 0,062 0,365 0,163 0,279 0,130 0,053
9.3 0,125
10 0,101 0,0192 0,284 0,014 0,163 0,110 0,038 0,12
11 0,091 0,284 0,260 0,230 0,221 0,264 0,428
12 0,043 0,168 0,307 0,197 0,245 0,048 0,24
13 0,342 0,020 0,077 0,038 0,106 0,134
14 0,173 0,010 0,024 0,024
15 0,168
16 0,067
17 0,010
18 0,005
D21S11 D3S1358 D2S1338 D19S433 VWA  D18S51 FGA
10 0,005
11 0,010 0,014
12 0,043 0,029
12.2 0,010
13 0,250 0,154
13.2 0,034
14 0,040 0,240 0,150 0,308
14.2 0,082
15 0,389 0,053 0,029 0,110
15.2 0,159
16 0,289 0,005 0,029 0,188 0,077
16.2 0,067
17 0,202 0,043 0,274 0,086 0,005
17.2 0,014
18 0,077 0,120 0,010 0,216 0,058 0,014
19 0,005 0,178 0,140 0,033 0,020
20 0,120 0,005 0,033 0,038
21 0,020 0,020 0,110
22 0,048 0,020 0,154
22.2 0,005
23 0,211 0,033 0,245
24 0,150 0,014 0,221
25 0,062 0,005 0,130
26 0,029 0,038
27 0,002
28 0,020 0,014
28.2 0,010
29 0,264
292 0,005
30 0,365
30.2 0,024
31 0,106
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31.2 0,062

32 0,020
32.2 0,082
33 0,005
33.2 0,033
34.2 0,005

A szomatikus STR markerek koziil a mongol populacidban a kovetkezd allélek a
leggyakoribbak: D3S1358: 15-6s allél (39%), VWA: 17-es allél (27,4%), FGA: 23-as
allél (24,5%), D8S1179: 13-as allél (34,2%), D21S11: 30-as allél (36%), D18S51: 14-
es allél (31%), D5S820: 11-es allél (42%), D13S317: 11-es allél (23%), D7S820: 11-
es allél (28,4%), CSF1PO: 12-es allél (30%), THO1: 9-es alél (36,5%), D16S539: 9-es
allél (28%), TPOX: 8-as allél (52%), D2S1338: 23-as allé¢ (21%), D19S433 (25%).

3.3.1.2. Diszkriminacios ertékek

13. tablazat: a vizsgalt mongol populacié polimorfizmusara vonatkozo értékei szomatikus STR
makerekre

PD PE PIC OH EH P
D8S1179 0.930 0.570 0.78 0.78431 0.80783 0.42720
D21S11 0913 0.570 0.74 0.78431 0.77523 0.44613
D7S820 0.931 0.629 0.78 0.77451 0.78552 0.85146
CSF1PO 0.882 0.481 0.71 0.73529 0.75191 0.05546
D3S1358 0.860 0.469 0.67 0.72549 0.72274 0.02853
THO1 0.900 0.501 0.72 0.74510 0.75978 0.33209
D13S317 0.926 0.860 0.79 0.93137 0.82459 0.30018
D16S539 0.926 0.469 0.76 0.72549 0.79431 0.38535
D2S1338 0.960 0.681 0.85 0.84314 0.86555 0.39464
D19S433 0.949 0.553 0.82 0.77451 0.83879 0.37850
VWA 0.926 0.606 0.77 0.80392 0.80252 0.83899
TPOX 0.788 0.313 0.58 0.61765 0.63986 0.02564
D18S51 0.956 0.701 0.83 0.84314 0.84951 0.20945
D5S818 0.879 0.422 0.68 0.69608 0.72365 0.65298
FGA 0.947 0.625 0.81 0.81373 0.83923 0.51469

OH: varhato heterozigocia; EH: észlelt heterocigocia; P: permutécios teszt soran kapott P-érték; PD:
diszkriminacios hatékonysag; PE: kizarasi hatékonysag; PIC: polymorphism informed content

3.3.1.3. Genootipusok

A vizsgalt mongol populéacio szomatikus STR genotipusait a 14. tablazat tartalmazza.
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3.3.2. Y-kromoszéma STR markerek

3.3.2.1. Allélgyakorisagi értékek

15. tablazat: A vizsgalt mongol populacié Y-STR alléljeinek gyakorisaga

Allél

DYS19 DYS390 DYS389/I DYS389/ll DYS392 DYS391 DYS393 YCA-I

8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

0,08
0,22
0,18
0,34
0,16

0,04
0,4
0,33
0,22

0,15
0,6
0,24

0,04
0,24
0,31
0,22
0,13
0,04

0,02
0,53
0,02
0,22
0,15
0,02
0,02

0,04

0,24

0,64

0,06
0,11
0,62
0,26

0,013
0,07
0,11

0,013
0,05
0,43
0,23
0,07

A mongol populacidban leggyakrabban el6forduld Y-STR allélek: DYS19: 14-es allél
(33,3%), DYS385: 14-es allél (25,75%), DYS389/1: 13-as allél (46,4%), DY S389/11:
29-es allél (28%), DYS390: 23-as allél (28%), DYS391: 10-es allél nagyon magas
aranyban(72,7%), DYS392: 11-es allél (40,4%), DYS393: 13-as allél (63,6%).
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3.3.2.2. Haplotipusok

16. tablazat: Y kromoszéma STR haplotipusok a mongol populaciéban (N=45)

Hapl. DYS19 DYS390 DYS389 DYS393 DYS392 DYS391 YCA-l gyakorisag

1 13 22 13/32 13 15 10 19/23 0,0243
2 13 23 13/30 13 13 9 22/23 0,0243
3 13 24 13/29 13 14 10 19/22 0,0243
4 13 25 13/29 13 13 10 22/23 0,0243
5 14 23 12/28 12 14 10 0,0243
6 14 23 13/28 13 14 10 0,0243
7 14 23 13/28 13 14 10 18/18 0,0243
8 14 23 13/29 13 13 10 18/19 0,0243
9 14 23 13/30 13 14 10 0,0243
10 14 23 13/30 13 16 11 19/21 0,0243
11 14 23 14/30 14 14 11 18/20 0,0243
12 14 25 12/27 12 13 10 19/23 0,0487
13 14 25 13/29 13 11 10 22/23 0,0243
14 14 25 14/30 13 13 10 22/23 0,0243
15 15 22 12/28 12 12 10 22/22 0,0243
16 15 23 12/28 12 14 10 19/19 0,0243
17 15 23 13/28 13 13 10 22/24 0,0243
18 15 23 13/28 14 11 10 22/24 0,0487
19 15 23 13/29 14 11 10 22/24 0,0243
20 15 23 13/29 14 11 10 0,0243
21 15 24 14/31 14 13 9 22/22 0,0243
22 15 24 14/31 14 13 9 0,0243
23 15 25 14/30 13 8 10 17/18 0,0243
24 16 23 13/28 14 11 10 0,0243
25 16 23 13/29 14 11 10 22/22 0,0487
26 16 23 13/30 13 11 10 22/22 0,0243
27 16 24 12/28 13 11 9 22/23 0,0243
28 16 24 13/29 13 11 9 0,0243
29 16 24 13/29 13 11 9 22/23 0,0243
30 16 24 13/31 13 11 11 21/22 0,0243
31 16 24 13/30 13 11 9 22/23 0,0243
32 16 25 12/28 13 13 10 22/23 0,0243
33 16 25 13/29 13 11 10 22/23 0,0243
34 16 25 13/29 13 11 10 22/24 0,0243
35 16/17 24 14/30 13 11 8 22123 0,0487
36 16/17 24 14/31 13 11 9 22/23 0,0243
37 16/17 24 14/31 13 11 9 0,0243
38 16/17 24 14/32 13 11 9 0,0243
39 17 24 13/29 14 11 10 22/23 0,0243
40 17 24 14/31 14 11 9 21/21 0,0243
41 17 25 13/29 13 11 10 22/23 0,0243

A 45 minta 41 kiilonb6z6 haplotipust adott. A leggyakrabban eléforduld haplotipusok
(12, 18, 25, 36) gyakorisaga: 0,04. A DYS19 rendszerre adott kettds allél a 5 egyednél

(11%) fordult eld.
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3.4. Populaciok kozotti genetikai tavolsag

3.4.1. Autoszomadlis STR markerek alapjan

A populacidk 0Osszehasonlité vizsgéalatanal azt tapasztaltuk, hogy az
Osszvariancia nagy részét a populaciokon beliili variancia teszi ki (97,88%), a
populéciok kozotti variancia mindossze 2,12%-a volt az Osszvariancidnak. A nagy
szamu polimorf marker vizsgalata ugyanis azt eredményezte, hogy a populacidkon
beliil minden egyed kiilonbozott, tehat nem volt két egyforma genotipus. Ennek
koszonhetd az, hogy az Fsr értékek viszonylag alacsonyak, de ennek ellenére
szignifikans a kiilonbség a populaciok kozott (P<0,001). Az Osszesitett Fsr értéke
szomatikus markerek alapjan: 0,021. A 17. tablazat tartalmazza a paronkénti

Osszehasonlitas eredményéiil kapott Ogr értékeket.

17.tablazat: a vizsgalt populaciok paronkénti sszehasonlitasaval kapott @gy értékek szomatikus STR

markerek alapjan

székely (N=99) mongol (N=104)
mongol 0,01442%*
magyar (N=201) 0,00825* 0,03608***
*0,01<P<0,05
**(),01>P>0,001
*#% P<(),001

Ezekbdl a ®gr értékekbdl kiszamitott genetikai tdvolsdgokat a 18. tablazat

tartalmazza.

18. tablazat: Slatkin féle genetikai tdvolsag

székely (N=99) mongol (N=104)

mongol 0,01463

magyar (N=201) 0,00832 0,03743

3.4.2. Y kromoszéma STR markerek alapjan

Y markerek esetében a kiilonb6zé populacidkat Y-STR haplotipussal szokas
jellemezni. A populacidk Osszehasonlitdsdhoz viszonyitési alapként felhasznaltuk az
irodalomban megjelent haplotipus adatokat is. A vizsgalatba német, roman ¢és japan

populacidkat vontunk be [Sasaki 2000, Barbarii 2003].
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Az AMOVA modszerrel végzett dsszehasonlitaskor eredményként azt kaptuk, hogy
az Osszvariancia 6,21%-at adja a populaciok kozotti komponens. Az Osszesitett Fgr
értéke: 0,06213. A populaciok kozott szignifikans kiilonbség van (P<0,001).

Elvégeztiik a populaciok paronkénti dsszehasonlitasat is. A 19. tablazat mutatja az

egyes populaciok kozotti Dgr értékeket.

19. tablazat: a populaciok paronkénti 6sszehasonlitasabol nyert Ogr értékek - haplotipusok alapjan.

roman székely japan mongol német

roman (N=104) -

székely (N=99) | 0,00042 -

japan (N=200) | 0,10578*** |0,00518 -

mongol (N=45) |0,12103*** | 0,08843*** |0,17276*** -

német (N=111) |0,02194*** |0,00081 0,07047*** 10,12303*** -

magyar (N=100) |0,00308 0,00921 0,00423 0,08043* 0,00127

#0,01<P<0,05
#% (,01>P>0,001
##% P<(),001

Ezekbol a dgr értékekbdl kiszamitott genetikai tavolsagokat a 20. tablazat

tartalmazza.

20. tablazat: Slatkin féle genetikai tavolsag

roman | székely | japan | mongol német

roman (N=104) -

székely (N=99) 0 -

japan (N=200) | 0,11829 | 0 -

mongol (N=45) | 0,13770 | 0,09701 | 0,20884 -

német (N=111) | 0,02243 0 0,7581 | 0,14030 -

magyar (N=100) | 0,00309 0 0 0,08747 0,00127

Phylip program segitségével a ®gr adatok alapjan neighbor joiningot végeztiink el,

melynek eredményeként kaptuk a kovetkezo fat (21. abra):
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mongol

japan

magyar

székely

roman

német

21. 4bra: Neighbor joining eredményeként kapott fa.

3.5. A populaciok dsszehasonlitasa adatbazisban

3.5.1. Tipikus eurdpai haplotipusok

Eurépaban vannak olyan haplotipusok, melyek adott népcsoportra jellemzoek,
szamuk ezekben a populdcidkban igen magas. Megkiilonboztetiink nyugati, észak-
keleti, finn és ibériai hapotipust. Ezen haplotipusok eléfordulasat a vizsgalt
populécidkban a 21. tablazat tartalmazza.

Eurodpa tipikus haplotipusai koziil a szegedi magyar populdcidban mind a nyugati,
mind az észak-keleti haplotipus eléfordult. A székely és a mongol populécioban csak
az észak-keleti haplotipus volt megtalalhatdé. Minden egyezés csak egyszer fordult eld

a vizsgalt populaciokban.

3.5.2. A magyar populécio

Eurdpai adatbdzis
A szegedi magyar populdcid 96 haplotipusdbdl 59 mutatott egyezést az eurodpai
adatbazissal. Ezek koziil a legmagasabb szamu talalatot add haplotipusokat a 22.

tablazat mutatja.
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Az eurodpai adatbazisban legnagyobb egyedszamot a német, spanyol, lengyel és olasz
populacidk esetében talalunk, igy a leggyakrabban ezekben a populdciokban talaltunk
egyezést. A legtobb talalatot a 32. haplotipus adta, 6sszesen 443 egyezést mutatott a
keresés, ebbdl 107 talalat volt Spanyolorszagban, 80 taldlat Németorszdgban. A
masodik legtobb taldlatot a 31. haplotipus adta, 190 egyezést, ezekbdl is a legtobb a
spanyol illetve német populaciokban fordult el6. A 80. és 93. haplotipus azért érdekes,
mert ezek gyakorisdga a szegedi populacioban kétszer akkora, mint a tdobbi
haplotipusnak, és ezek is viszonylag magas szamban fordulnak eld az eurodpai
populéciokban. Ezek a haplotipusok a lengyel és a balti populaciok egyedeiben is

viszonylag nagy szdmban el6fordultak.

Azsiai adatbazis

Az azsiai adatbazisban 4 haplotipus mutatott egyezést azsiai populaciokkal. Az
altalunk vizsgalt mongol populédcioval is Osszevetettik az adatokat. Mivel nincs
adatunk a DYS385 rendszerre vonatkozodan, ezért a haplotipusokat e rendszer
kihagyéasaval elemeztiikk. A 80. haplotipus kétszer is eléfordult a vizsgalt mongol
populécioban, mely azért is jelentds, mert ez a haplotipus a magyar populacioban a
gyakoribbak koz¢ tartozik, illetve mert a mongol populacionak viszonylag alacsony az
egyedszama. A DYS385 rendszer kihagyéasaval a 80. haplotipus az adatbazisban
tovabbi 10 egyezést adott, melyek mindegyike mongol populéciobdl szarmazik. A

haplotipusokat és a talalatok szamat a 23. tdblazat mutatja.
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3.5.3. Székely populacid

Europai adatbazis

A székely populacidban dsszesen 90 haplotipust kiilonitettiink el nyolc Y-STR
markerre vonatkozoan. Az eurdpai adatbazisban a haplotipusok nagy része mutatott
egyezést. Ezek koziil a leggyakoribbakat a 24. tdblazat foglalja dssze.
A taldlatok magas szdma a populaciok nagy szdmaval illetve a populaciok magas
egyedszamaval magyarazhatéak. A 75. haplotipus 106, a 16. haplotipus 104 egyezést
adott. Elsdsorban német ¢és lengyel populdciokban talaltunk a székely népcsoporttal
egyezd haplotipusokat, de jelentds a finn és svéd populdcioval vald egyezés is, bar a
talalatokat ado székely haplotipusok az altalunk vizsgalt populécioban csak egyszer

fordultak eld.

Azsiai adatbazis

A székely populacié Y-STR haplotipusainak 6sszevetése az 4zsiai populaciokkal a 25.
tablazatban lathaté eredményt adta.

Ebben az 6sszehasonlitdsban azt latjuk, hogy a székely populécid szoros kapcsolatot
mutat a torék populdcioval. Ez az V. szdzadi torok kapcsolatnak, az egyiitt
vandorlasnak koszonhetd. A 10. haplotipus a székely populacidoban gyakori,
haromszor is eléfordult a 99 egyedben (3%), s ez a haplotipus a bolgar-torok
populécidban is el6fordult.

Az altalunk vizsgalt mongol populacié 45 egyedében 2 haplotipust talaltunk, mely a
székely populacio egy-egy haplotipusaval megegyezett. Ezek a székely populacio 24.
¢s 29. haplotipusai voltak.
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3.5.4. Mongol populacid

Az éltalunk elemzett mongol populacié haplotipusainak Gsszehasonlitasat

szintén elvégeztiik az europai és azsiai az adatbazisokban szereplé populaciokkal.

Europai adatbazis

A vizsgélt mongol populacié eurdpai populaciokkal a kovetkezd a 26.
tablazatban lathato egyezéseket adta.
Azok koziil a haplotipusok koziil, amelyek a YCAII marker alléljeit is tartalmazzak,
mindossze egy (8. haplotipus) mutatott egyezést az eurdpai populaciokkal.
Amennyiben csak 7 Y-STR markerre vonatkoz6 haplotipussal kerestiink egyezést, itt
1s nagy szamban voltak talalatok. A 33. haplotipus 172, a 30. haplotipus 104 talalatot
adott. Itt is elsdsorban a nagy egyedszadml populéciokban fordultak eld magas
szamban a mongol populdcioban is eléforduld haplotipusok. A 30. és 33. haplotipus a
magyar populacidoban (Budapest és Szeged) is el6fordult. A 30. haplotipus 17-szer
(3,9%-ban) fordult el a balti népeknél, mig a 30. haplotipus a macedon népességben

gyakori

Azsiai adatbdzis

Az 4zsiai adatbazisssal vald Osszevetés soran elsésorban a mongol
populécidkkal taldltunk egyezést. Amennyiben a 8 markert tartalmazé haplotipusokat
vizsgaltuk, kizarélag a mongol népcsoportokban taldltunk azonos haplotipust. Az
YCAIl marker hidnydban azonban egyéb populdciokban is volt taldlat. Az
Osszehasonlitas eredményeit a 27. tablazat tartalmazza.
Az altalunk vizsgalt mongol populacié 41 haplotipusabdl négy teljes, nyolc Y-STR
markert tartalmazé haplotipusa is mutatott egyezést az 4zsiai adatbazisban szerepld
adatokkal. Ezek mindegyike mongol populacioban fordult el6. A 25. haplotipus a
vizsgalt populacioban 4,4%. A hét Y-STR rendszert tartalmazo haplotipusok koziil az
5. haplotipus adta a legtobb egyezést az dazsiai adatbazisban, Osszesen 18-at,

elsésorban Nyugat-Azsiaban eléfordulé populaciokkal.
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4. ERTEKELES

4.1. Szomatikus markerek

A szomatikus STR markerek vizsgalata alapjan megallapithat6, hogy a
vizsgalt populaciok megfeleltek a Hardy-Weinberg egyensulynak. Kivételt képez a
Korondrol szarmaz6 székely populacio egy STR tulajdonsaga, a D7S820 STR marker.
Az eltérés oka a vizsgalt minta zartsdga lehet, ami a random mintavételezés ellenére
kis Iétszamu populéacional eléfordulhat.

Munkam soran meghatiroztam kilenc szomatikus STR rendszer (D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D18S51, D21S11, FGA, VWA,) allél-, illetve
genotipus-closzlasat a Szeged kornyéki magyar és a Korondon ¢él6 székely
populécidoban. A Budapesten ¢16 mongol populécioé 14 szomatikus STR rendszereinek
(D3S1358, CSF1PO, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D18S51, D21S11, FGA,
VWA, DI16S539, THOI, TPOX, D2S1338) allél- és genotipus-eloszlasat
egylttmiilkodésben a strasbourgi Louis Pasteur Egyetem Igazsagiligyi Orvostani
Intézetének munkacsoportjaval mértiik fel

A Szeged kornyéki magyar populéacidra jellemzo allélgyakorisagi értékek, melyeket
az autoszomalis STR rendszereknél tapasztaltunk, &ltalanosan jellemzdéek egész
Eurdpaban. Apasagi és kriminalisztikai vizsgalatok sordn a valoszinliségszamitasnal
azonban a helyi populécio allélgyakorisagi értékeivel, azaz a Szeged kornyéki ligyek
esetében az altalunk elvégzett vizsgalat eredményéiil kapott értékekkel célszert
szamolni.

A kilenc szomatikus STR marker koziil négy rendszer (D3S1358, VWA, D18S51,
D7S820) mutatott kiilonbséget a magyar és a székely populacido kozott abban a
tekintetben, hogy melyik allél a leggyakoribb a populécioban. A mongol szomatikus
markerek minddssze 3-3 rendszerben egyeztek meg a magyar, illetve székely
populacidval a leggyakoribb alléltipus szempontjabdl (magyar:D8S1179, D13S317,
VWA; székely: D8S1179, D7S820, D3S317 ).

A vizsgalt magyar, székely ¢s mongol populacidk haplotipusait 6sszehasonlito

elemzésnek vetettem ald, hogy kideritsem, milyen a genetikai kapcsolat, mekkora a

genetikai tavolsag e populaciok kozott.
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A populécidk 6sszehasonlitd elemzésénél szomatikus markerek vizsgélata azt mutatta,
hogy az egymastdl fliggetleniil 6rokl6dd, polimorf jellegek alapjan a vizsgalt magyar-
székely illetve székely-mongol populaciok kozott szignifikans kiilonbség mutathato
ki. A populacion beliili variancia aranya sokkal nagyobb a populaciok kozotti
variancidhoz (2,12%) viszonyitva, ennek koszonhetden a populdciok kozotti Fsr
értékek viszonylag alacsonyak, mint ahogy azt mar korabban, mas eurdpai populaciok
kozott is tapasztaltak szomatikus STR markerek alapjan vald Osszehasonlitasanal
[Budowle 2001]. A magyar és a mongol populdcido kozdtt nagyobb mértékii
differencialodast tapasztaltunk, mint a mongol és székely populaciok kozott. Az

eredmények alapjan a két legkozelebb allé csoport a magyar és a székely populécio.

4.2. Y-kromoszoma markerek

Munkdm sordn meghataroztam 8 Y kromoszoma STR rendszer (DYSI19,
DYS385, DYS389/1, DYS389/1, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393)
alléleloszlasat a Szeged kornyéki magyar €s a Korondon €16 székely populacioban. A
mongol populaciéban 8 Y-STR rendszer (DYS19, DYS389/1, DYS389/I1, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393 YCAII) alléleloszlasat a francia kutatcsoporttal

kozosen hataroztuk meg.

A nyolc Y-STR markerbdl két rendszer esetében (DY S389/11, DYS390) kiilonbozott a
leggyakoribb alléltipus a magyar és a székely populacié kozott. Jelentds kiilonbséget
tapasztalunk a DYS389/1 és DY S389/11 markerek esetében, ahol az eltérés tobb mint
egy allél, ami nagyobb kiilonbségre utal a két populacié kozott. Lényeges eltérés még
a DYS391 és DYS392 STR rendszerek esetében az, hogy ugyan egyezik a
leggyakoribb allél tipusa, viszont ezek ardnya a populacioban eltérd. A DYS391
marker esetében a magyar populdcioban a 10-es allél a populacié 59,48%-aban fordult
eld, addig a székely populacidban ez az arany lényegesen magasabb, tobb mint 72%-
os volt. A DYS392 STR rendszer esetében pedig, ennek ellenkezdjét tapasztaltuk,
vagyis a 11-es allél a magyar populacioban igen gyakori, a férfi lakossag 71,5%-ara
jellemz6, mig a székely populdcidban ez a 70% megoszlik a 10-es és a 11-es alléllal
rendelkezd egyének kozott.

Mind a magyar, mind a székely populacioban harom-harom rendszer esetében mas

volt a leggyakoribb alléltipus, mint a mongol populdcidban (magyar: DYSI19,
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DYS389/1, DYS389/1L; székely: DYS19, DYS389/1, DYS30). A DYS19 és DYS389/1

markerek esetében a kiilonbség 2 repeat egységnyi, vagyis jelentds.

A vizsgalt magyar, székely ¢s mongol populacidk haplotipusait 6sszehasonlito
elemzésnek vetettem ald, hogy kideritsem, milyen a genetikai kapcsolat kozottiik. Az
Osszehasonlitd elemzésnél kontrolpopulacidkat (német, roman, japan) is bevontam,
melyek adatait megjelent kozleményekbdl meritettem. Meghatdroztam mekkora a
genetikai tavolsag e populaciok kozott. Az Y kromoszoma 3 STR markerével
korabban elvégzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy a Szeged kornyéki magyar
populacié elkiiloniil mas kaukazoid népességektdl [Csete 1999].

Az Y-kromoszéman elhelyezkedd STR lokuszok molekuldris varianciaelemzésével
mi is szignifikans eltérést tapasztaltunk a vizsgalt populaciok kozott. A populacidkon
beliili kiilonbség ardnya itt is lényegesen magasabb volt a populdciok kozotti
kiilonbséghez viszonyitva. Az Osszvariancia 6,21%-4t adta a populaciok kozotti
komponens, ami lényegesen nagyobb érték, mint amit a szomatikus markerek
esetében tapasztaltunk, tehat az Y-STR haplotipus alapjan a populdciok jobban
elkiiloniiltek egymastol, mint szomatikus markerek alapjan.

A mongol populacié mindegyik vizsgalt népcsoporttdl szignifikdnsan elkiilonithetd,
de ezek koziil a magyar populaciohoz all a legkdzelebb, ezt kovetden pedig a székely
populécidhoz. A japan €s mongol populaciok szignifikansan eltérnek és a dgr értéke
is viszonylag magas. Ez valosziniileg az 0sszehasonlitasban résztvevé populaciok
eltérd egyedszdma miatt tapasztalhatdo. A székely, magyar, roman ¢és német
populéciok nem kiiloniilnek el egymastol. A székely populacié a roman populacioval
mutat szoros genetikai kapcsolatot, és a német populacidhoz is kozelebb all, mint a
magyar népcsoporthoz. Az értékelést megneheziti, hogy azok az adatok, melyeket a
vizsgélat soran felhasznaltunk, olyan populdciokbol szarmaztak, melyek nem
tekinthetok 1n. ,tiszta” populacionak, tehat jelentds mértékii keveredés
valoszinlisithetd. A roman populdcié mintai példaul Bukarestbdl szarmaznak, ahol
jelentds mértékii a magyar lakossag aranya. Izolalt roman populacidbol szarmazo adat
azonban nem allt rendelkezésre.

A populacidk paronkénti Osszehasonlitasabol eredményiil kapott ®st értékekbol
szamolt genetikai tdvolsdg alapjan elmondhatd, hogy a magyar illetve székely
populacid kozelebbi kapcsolatban van a keleti népekkel, mint a német populécioval.

Ezt az eredményt tdmasztjak ald finn kutatok altal elvégzett vizsgalatok is [Lahermo
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1999]. Kiilonb6zé Y-STR tulajdonsagok, illetve izoenzimek vizsgéalata sordn a
magyar populacidban olyan jellegzetességeket talaltak, melyek a tavol-keleti

népességben gyakoriak.

A magyar és az erdélyi székely népcsoportok kozott fennallo szomatikus és az Y-
kromoszéma DNS-STR rendszerei kdzott fennalld kiilonbség pontosabb értékeléséhez
genetikailag tiszta magyar népesség vizsgalata sziikséges. Ehhez a marosvasarhelyi
egyetemmel fennalld egyiittmiikodés segitségével Erdélyben ¢él6 izoldlt magyar

népességbdl szarmazo mintak vizsgalatat kivanjuk elvégezni.

Az Y-STR adatbazis adataival vald Osszehasonlitds eredményeként
megallapithatd, hogy az altalunk vizsgalt populaciok egyike sem hordoz nagyobb
szamban olyan haplotipust, mely jellemz6é tipikus eurdpai népcsoportokra.
Mindharom vizsgalt csoportndl els6sorban német és lengyel populaciok egyedeiben
gyakori haplotipusokat talaltunk. Ez annak kdszonhetd, hogy az adatbazisban ezek a
populacidk nagy egyedszamban vannak jelen. Ezenkiviil a vizsgalt populéciok balti és
torok népcsoportokkal kdzos haplotipusokat is hordoztak. Figyelemre mélto, hogy a
sz€kely populacid egyik haplotipusa viszonylag nagy szamban eléfordul a finn
lakossagban is, annak ellenére, hogy mas vizsgalatok azt mutattak, nincs genetikai

kapcsolat a finnek és a magyar populécid kézott [Lahermo 1999].

Vizsgalatunk eredményei alapjan elmondhato, hogy a polimorf STR rendszerek ugyan
differencialttd teszik a populdciokat, de szerkezetiikbdl, 6roklodési és mutacios
sajatsagaikbol adodoan mégis alkalmasak arra, hogy segitségiikkel kovethessiik a

rovid tavl evolucios 1épéseket.

Eredményeinkbdl kozleményben megjelent a székely populacié nyole Y
kromoszoma STR rendszerre vonatkoz6 elemzése, valamint a mongol populacié
szomatikus és Y-STR vizsgalatanak eredményei.

Sikeresen elvégeztiik az Y-STR adatbazis altal kért mindségi kontrolt, igy magyar és
székely populaci6 Y kromoszoéma haplotipusai felkeriiltek az interneten masok

szamara is hozzaférhet6 Y-STR adatbazisba.
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OSSZEFOGLALO

1. Bevezetés

A manapsdg torténészeink altal leginkabb elfogadott elmélet a magyart a
finnugor nyelvek kozé, a magyar népet pedig a finnugorok ko6zé sorolja. Az
6smagyarok a Nyugat-Szibériai 0shazabol az i.e. II. évezredben kezdték meg
vandorlasukat dél-nyugati iranyba, s vandorlasuk soran mas népekkel, torokokkel,
mongolokkal talalkoztak. Egy ideig egyiitt vandoroltak, kozben keveredtek is
egyméassal. Végiil i.sz. IX. sz.-ban letelepedtek a Karpat-medencében. Altaldnosan
elfogadott az a nézet, miszerint a magyarok a székely népcsoporttal egyiitt
vandorolt ¢s egyiitt telepedett le.
A kettds honfoglalds elmélet szerint viszont a székelyek néhany szdz évvel
korabban, tehdt még a magyarok eldtt megérkeztek a Karpat-medencébe és
telepedtek le. Ma a székelyeket magyaroknak tekintjiik, mivel magyarul
beszélnek, de szokasaikban, kultarajukban kiilonboznek a magyaroktol. Ok
magukat nem Arpad népétél, hanem Attilatol eredeztetik, de valodi eredetiik a mai

napig tisztazatlan.

A kiilonb6z6é népcsoportok, populaciok eredetének genetikai vizsgalata mar
tobb mint egy évtizede foglalkoztatja a tudosokat. Kiilonboz6 genetikai markerek
alapjan szamos eredményt értek mar el. Leginkdbb olyan markerek vizsgélata
alkalmas a kis mértékli evolucionaris 1épések elemzésére, melyek valtozasai
fennmaradnak a genomban, nincsenek kitéve a természetes szelekcionak, de
viszonylag magas a mutacios ratajuk, igy valtozasaik jol kovethetdek. Ilyenek
példaul a mitokondridlis DNS (mtDNS) hipervariabilis régioi, illetve a sejtmagi
DNS short tandem repeat (STR) rendszerei. Az STR-ek, olyan tandem repeatek,
melyeknél 2-6 bp ismétlodik 6-40-szer egymas utan. Egy adott STR marker egyes
alléljei az ismétlddések szamaban kiillonbéznek egymastdl. Minden kromoszoman
van short tandem repeateket tartalmazo6 régid, a gének kozotti, illetve a génen
beliili nem-kodold szakaszokban. Az igazsagiigyi gyakorlatban sziikségessé valt
olyan STR markerek alkalmazdsa, melyek megfeleléen polimorfak, tehat
lehetdleg tobb alléllel rendelkeznek és ezek eloszlasa a populacioban sokféleséget
eredményez. A szomatikus kromoszoémakon taldlhaté STR-ek gyakori

rekombinacionak vannak kitéve, ennél fogva elsésorban a populéciok
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polimorfizmuséanak vizsgalatara, illetve az igazsagiigyi gyakorlatban rendkiviil
fontos személyazonositasra alkalmasak. Ez utobbihoz pedig sziikséges a
populéacidok polimorfizmusanak felmérése. Az Y kromoszoma STR markerei a
szomatikus STR rendszereknél alkalmasabbak a populaciok kozotti kapcsolatok
vizsgélatara, mivel nincsenek kitéve rekombindcionak, illetve kapcsoltan
oroklodnek. Az STR markerek mutacidja alkalmaval a repeat egységek szdma nd
vagy csokken. Ezt a sajatossagot a genetikai tdvolsag felmérésénél figyelembe

lehet venni, igy pontosabb értéket kapunk.

Munkam célja az volt, hogy felmérjem kilenc szomatikus STR rendszer
(D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D18S51, D21S11, FGA, VWA))
valamint 8 Y kromoszéma STR rendszer (DYS19, DYS385, DYS389/LI1, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393) alléleloszlasat a magyar és székely populécioban,
valamint ezen populdciok Osszehasonlitdsa és genetikai tavolsdganak meghatarozasa.
Az Osszehasonlitdo vizsgélatokhoz sziikséges volt, hogy mas eurdpai népcsoportok
adataival is elvégezziik az Osszehasonlitast. Mivel a korabbi vizsgalatok is azt
igazoltak, hogy a magyar populacié az éazsiai populdciokkal kozelebbi kapcsolatot
mutat, mint mas europai populaciok, célszerli volt felmérést végezni a mai mongol
populécidban is.

Tovéabbi célunk az volt, hogy a vizsgalataink soran eredményiil kapott Y-STR
haplotipusok felkeriiljenek az Y-STR adatbazisba, ahol a vildg kiilonb6z6

populécidinak haplotipusadatai szerepelnek.

2. Anyagok és modszerek

Vizsgélatainkhoz mintat biztositottunk magyar populaciobol (100 férfi, 101
nd) Szegedrdl és kornyékérdl, korondi (99 férfi) izolalt székely populaciobol,
valamint Magyarorszagon munkat vallalt, egymassal rokonsagban nem all6 mongol
(56 férfi, 48 nd) személyektdl. Konyokvénabol biztositottunk alvadasgatolt vért,
melyet vaszonanyagra felvive beszaritottunk és taroltuk. Az extrakcio a korondi és
mongol mintdk esetében e tarolt mintdkbol tortént, mig a szegedi mintdknal folyékony
vérbol végeztiik az extrakciot.
Az EDTA-s (alvadasgatolt) vérbol a DNS kinyerését kisozasos modszerrel/Miller és

mtsai alapjan/végeztiik. A vérfoltok egy részét Chelex 100 segitségével, masik részét
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fenol-kloroformos extrakcidoval végeztiik. A kinyert DNS koncentraciojat DyNA
Quant 2000 Fluorometer (Hoefer) segitségével hataroztuk meg.

A szomatikus csoportok vizsgéalatahoz a DNS STR szakaszokat multiplex reakcidban,
fluoreszcens festékkel jelolt primerekkel Profiler Plus (Applied Biosystems), illetve
AmpFISTR Identifiler (Applied Biosystems) kitek segitségével amplifikaltuk az
eloallitd utasitdsai szerint. Az Y-kromoszéman lokalizalodé STR tulajdonsagok
vizsgalatahoz a kinyert DNS-t részben kiilon-kiilon amplifikaltuk, részben multiplex
reakcioként fluoreszcens festékkel jelzett kiteket — Y-PLEX'™6 (Reliagene),
DYSplex-1, DY Splex-2 (Serac) - alkalmaztunk.

Az allélek elvalasztasa poliakrilamid gélen tortént. Horizontdlis gélen végeztiik azon
primerekkel felsokszorozott fragmenteket kapillaris gélelektroforézis (ABI Prism 310
¢s 3100 Genetic Analyzer) segitségével valasztottuk el. A ferogramokat GeneScan
ver. 2.1. szoftver segitségével dolgoztuk fel.

Az eredményekbdl a populaciok altalanos jellemzésére kiszamoltuk az
allélgyakorisagi értékeket, a diszkriminacios erdt (PD), a kizarési hatékonysagot (PE)
¢s a polimorfizmusra jellemzd értéket (PIC). Az értékek kiszamitasdhoz a
PowerStatsV12.xls programot alkalmaztuk. A populdciok szerkezetének felmérésére
AMOVA elemzést végeztiink el ARLEQUIN szoftverrel, mind a szomatikus, mind az
Y-STR rendszerekre vonatkozdan. A paronkénti Fsr értékekbdl genetikai tavolsagot
szamoltunk a vizsgalt populdciok kozott, felhaszndlva az irodalomban megjelent
német, roman ¢és japan populacidok adatait is. A Phylip program segitségével a
populacidk kozotti genetikai kapcesolatot jellemzé fat rajzoltunk.

Az Y-STR haplotipus adatainkat Osszevetettiik az europai €és azsiai adatbazisban

szerepld populaciok adataival.

2. Eredmények és értékelés
A vizsgélt populaciok allélgyakorisagi értékei megfeleltek a Hardy-Weinberg
egyensulynak, kivéve a Korondrol szdrmazo székely populacio egy szomatikus STR
tulajdonsagat (D7S820). Az eltérés oka a vizsgalt minta zartsaga lehet, ami a random
mintavételezés ellenére kis 1étszamu populacional el6fordulhat.
A Szeged kornyéki magyar populdciora jellemzd allélgyakorisagi értékek, melyeket
az autoszomalis STR rendszereknél tapasztaltunk, altaldnosan jellemzoéek egész

Eurdpaban.
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A kilenc szomatikus STR marker koziil négy rendszer mutatott kiilonbséget a magyar
¢és a székely populéacio kdzott abban a tekintetben, hogy melyik allél a leggyakoribb a
populécidban. A mongol szomatikus markerek minddssze 3-3 rendszerben egyeztek
meg a magyar illetve székely populacioval a leggyakoribb alléltipus szempontjabol.

A populaciok 6sszehasonlitd elemzésénél szomatikus markerek vizsgélata azt mutatta
hogy az egymastdl fliggetleniil 6roklddd, polimorf jellegek alapjan a vizsgalt magyar-
székely illetve székely-mongol populaciok kozott szignifikans kiilonbség mutathato
ki, bar a populdcion beliili variancia sokkal nagyobb a populaciok kozotti
variancidhoz (2,12%) viszonyitva. A magyar és a mongol populacié kozott nagyobb
mértékll a differencialodas, mint a mongol és székely populaciok kozott. A magyar €s

székely populacid genetikai tavolsaga minimalis (Fst=0,008).

A nyolc Y-STR markerbdl két rendszer esetében (DY S389/I1, DYS390) kiilonbozik a
leggyakoribb alléltipus a magyar ¢€s a székely populacid kozott. Jelentds kiillonbséget
tapasztalunk a DYS389/1 és DYS389/I1 markerek esetében, ahol az eltérés tobb mint
egy allél, ami nagyobb kiilonbségre utal a két populaci6 kozott.

Az Y-kromoszoéman elhelyezkedé STR markerek molekuléris varianciaclemzésével
szignifikans eltérést tapasztaltunk a populdciok kozott, annak ellenére, hogy a
populacidkon beliili kiilonbség ardnya itt is Iényegesen magasabb volt a populaciok
kozotti kiilonbséghez viszonyitva. Az Osszvariancia 6,21%-4t adja a populaciok
kozotti komponens, tehat az Y-STR haplotipus alapjan a populaciok jobban
elkiiloniilnek egymastol, mint szomatikus markerek alapjan.

A mongol populacié mindegyik vizsgalt népcsoporttdl szignifikansan elkiilonithetd,
de ezek koziil a magyar populaciohoz all a legkdzelebb, ezt kovetden pedig a székely
populacidhoz. A japan és mongol populaciok szignifikdnsan eltérnek és az Dgr értéke
is viszonylag magas. Ez valdsziniileg az Gsszehasonlitasban résztvevd populaciok
eltér6 egyedszama miatt tapasztalhatd. A székely, magyar, roman ¢s német
populécidk nem kiilontilnek el egymastol. A székely populacié a roman populacioval
mutat szoros genetikai kapcsolatot, és a német populdcidhoz is kozelebb all, mint a
magyar népcsoporthoz.

A populacidk paronkénti Osszehasonlitasabol eredményiil kapott ®st értékekbol
szamolt genetikai tdvolsdg alapjan elmondhatd, hogy a magyar illetve székely

populéacid kozelebbi kapcsolatban van a keleti népekkel, mint a német populécioval.
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Az Y-STR adatbazis adataival vald Osszehasonlitas eredményeként
megallapithatd, hogy az altalunk vizsgalt populaciok egyike sem hordoz nagyobb
szamban olyan haplotipust, mely jellemzé tipikus eurdpai népcsoportokra.
Mindharom vizsgélt csoportndl elsésorban német és lengyel populaciok egyedeiben
gyakori haplotipusokat talaltunk. Ez annak kdszonhetd, hogy az adatbazisban ezek a
populacidk nagy egyedszamban vannak jelen. Ezenkiviil a vizsgalt populéaciok balti és

torok népcesoportokkal k6zos haplotipusokat is hordoztak.

Vizsgalatunk eredményei alapjan elmondhato, hogy a polimorf STR rendszerek ugyan
differencialttd teszik a populdciokat, de szerkezetiikbdl, 6roklodési és mutacios
sajatsagaikbol addodoan mégis alkalmasak arra, hogy segitségiikkel kovethessiik a

rovid tavi evolucios 1épéseket.

Eredményeinkbdl kozleményben megjelent a székely populacié nyole Y
kromoszoma STR rendszerre vonatkozo elemzése, valamint a mongol populacié
szomatikus és Y-STR vizsgalatanak eredményei.

Sikeresen elvégeztiik az Y-STR adatbazis altal kért mindségi kontrolt, igy magyar és
sz€kely populacid Y kromoszéma haplotipusai felkeriiltek az interneten mésok

szamara is hozzaférhetd Y-STR adatbazisba.
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ABSTRACT

1. Introduction

The early home of ancient Hungarians was in West Siberia. In the II. millennia
before Christ ancient Hungarians started to move towards Southwest direction. During
migration they met other people (Mongolians, Turkish people) and mixed with them.
After centuries of migration they settled down in the Karpathian-basin in the IX.
century after Christ. It is generally admitted that Szekely people were migrated
together with ancient Hungarians and they settled down together with them. The
hypothesis of double conquest of Hungary says that Szekely people arrived at the
Karpathian-basin some hundred years before the Hungarians. Nowadays Szekelys are
known as a Hungarian people but their customs and subculture makes them a little bit
different from other Hungarian populations. Szekelys think that they are originated
not from the people of Arpad but from people of Attila.

The origin of different populations has been the field of intense research for
more decades. The examinations of different genetic markers have already given
some results. Markers which has high mutation rate but are not impressed by natural
selection so they stay with their changes in the genome are useful for examining the
evolution in short period of time. These markers are the hypervariable region of
mitochondrial DNA (mtDNA) and short tandem repeats (STR) of nuclear DNA. In
STRs the 2-6 bp long repeat units are present in 6-40 tandem copies. Alleles of STR
markers differ from each other in the number of repeat units. STRs are present on
every chromosome in the non-coding region of inter- and intragenic sequences. In the
practise of forensic genetics polymorphic markers are used which have several alleles
and the distribution of alleles causes diversity in the population. Though somatic STR
markers are usually under recombination they are useful for detection of personal
identification. In forensic genetic practice it is necessary to establish the
polymorphism of populations in somatic and Y chromosome STR markers. Y-STR
markers are more useful for examination of relationships of different populations
because they don’t have recombination and they are linked. Mutation of STR systems
causes changes in the number of repeat units. This speciality can be used for the

calculation of genetic distance between populations.
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The aim of my work was to determine the allele distribution of nine
somatic (D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D18S51, D21S11, FGA,
VWA) and eight Y chromosome (DYS19, DYS385, DYS389/LIIL, DYS390, DYS391,
DYS392, DYS393) STR systems in Hungarian and Szekely populations and to
establish the genetic distance between these populations. For the comparison it was
necessary to use the data of other European populations. Earlier results showed that
Hungarian population is genetically closer to Asian populations than other European
populations we decided to examine the present Mongolian people.

The other important aim was for our result to be involved to the Y-STR
Haplotype Reference Database where data of other populations from all over the

world are reachable for everyone.

1. Materials and methods

Blood samples were collected from Hungarian population (100 males, 101
females) from Szeged and its environment; from isolated Szekely population (99
males) populated Coround in Transylvania and from Mongolians (56 males, 48
females) living in Hungary but originated from Mongolia. Blood samples were
transferred to cotton swab for storing. DNA extraction was performed from the whole
blood in case of Hungarian samples and from bloodstains in case of Szekely and
Mongolian samples.

From whole blood samples DNA extraction was performed with the salting
out method of Miller et al. From bloodstain samples DNA was extracted partly with
Chelex 100 solution and partly with phenol-chloroform methodology. Concentration
of DNA was measured by DyNA Quant 2000 Fluorometer (Hoefer).

DNA fragments of somatic STR markers were amplified in multiplex PCR
reaction with fluorescently labelled primers using Profiler Plus (Applied Biosystems)
and AmpFISTR Identifiler (Applied Biosystems) kits. Y-STR markers were amplified
either by singleplex or multiplex reactions. For multiplex PCR fluorescently labelled
primers were used in kits of Y-PLEX'6 (Reliagene), DY Splex-1, DY Splex-2 (Serac)
kits.

Allele separation was performed in polyacrylamid gel. Non-labelled fragments
were separated with horizontal gel electrophoresis and fluorescently labelled
fragments were separated with capillary gel electrophoresis (ABI Prism 310 and 3100

Genetic Analyzer). Pherograms were analysed by GeneScan software ver. 2.1..
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For describing the examined populations, allele frequencies, power of
discrimination (PD), power of exclusion (PE) and polymorphism informed concern
(PIC) were determined by PowerStatsV12.xls program. Determination of population
structures were performed with AMOVA analysis by ARLEQUIN software. Genetic
distances between populations were calculated from pairwise Fsr values involving
published data of German, Romanian and Japanese populations. A tree was
constructed by Phylip program to illustrate the genetic relationship between
populations.

Our haplotype data were compared to other European and Asian data in the Y-

STR Haplotype Reference Database.

2. Results and discussion

The examined populations were in Hardy-Weinberg equilibrium for all
markers except one somatic marker in Székely population (D7S820) which could be
due to isolation of populations.

The allele frequency values of somatic markers in Hungarian population are usually in
all Europe.

The most frequent allele was different in four from the nine somatic STR markers
between Hungarian and Szekely populations and only 3 were the same in Hungarian-
Mongolian and Szekely-Mongolian comparison.

AMOVA analysis showed that although variance within populations was much higher
than variance between populations there is significant difference between Hungarian-
Szekely and Szekely-Mongolian populations. Differentiation between Hungarians and
Mongolians is higher than between Mongolians and Szekelys by somatic STR
markers. Genetic distance of Hungarian-Szekely populations is very low.

The most frequent allele was different in two Y chromosome STR markers
between Hungarian and Szekely populations. There is meaningful difference between
these populations in DYS389/1 and DYS389/II markers where the difference between
the most frequent alleles were two repeat units.

The analysis of molecular variance by Y-STR markers showed that there is significant
difference between the examined populations. The variance within populations was
very low but the value was higher than in case of somatic markers which means that

Y-STR markers can differentiate the populations more than somatic markers.
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The Fsr values showed that Mongolians differ from every of the examined
populations in the highest level, but the Hungarian and Szekely populations are the
closest to them. Japanese and Mongolian populations are significantly different with a
quite high ®gs7 value. This value could be due to the big difference between sample
number in the populations. The genetic distance between Szekely, Hungarian,
Romanian and German populations are close to zero. The Hungarian and Szekely

population is genetically closer to Asian people than to German population.

The results of the comparison in Y-STR database shows that the haplotypes of
the examined populations are different from the typical European haplotypes. The
haplotypes were frequent in German and Polish populations due to the fact that large
numbers of samples of these populations are present in the database. Also Baltic and
Turkish populations had the same haplotypes like the examined Hungarian and

Szekely populations.

The results of our examination indicate that although polymorphic STR
systems can make the populations being differentiated because of their structure and
speciality of their inheritance and mutation, they are useful in analysis of short period

evolution.

Description of Szekely population by eight Y chromosome STR markers and
Mongolian population by somatic and Y-STR markers have already published.

After our laboratory successfully made quality control for Y chromosome STR
markers the haplotypes of Hungarian and Szekely populations have been deposited in

the Y-STR Haplotype Reference Database.
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