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1. Biotinidase defektusos Ujszuldttek sziirése a betegek molekularis genetikai analysise
magyar kaukazoid és roma populatioban.

A magyarorszagi Ujszilottkori biotinidaz tomegszirés elsé tapasztalatait Havass 1991-ben
kdzolte, 43.493 sziirt Ujszulott kozal a biotinidase defektus 1: 21746 gyakorisagunak adodott.
1990- és 1999 kozott 492.450 lesziirt Ujszulott kozul a gyakorisag 1:554.716-nak bizonyult.
Oroklsdés: A biotinidaz hiany (McKusick 253620) autosomalis recessiv 6roklodési korkép, a
biotin anyagcsere zavara Wolf és mtsai (1983).

A human biotinidase cDNA-t izolaltak, sequenaltak (Cole és mtsai 1994) és a gén genomikus
szervezddését meghataroztak (Knight és mtsai 1998).

Eredmények:Hazai vizsgélatok: 58 csalddban vizsgaltunk a specifikus biotinidaz
enzymaktivitast a Kisziirt enzymhidnyos csalddokban, Wolf és mtsai. (1983) modszerével, fél
Magyarorszagi Gjszuléttpopulacidban, kiemelve a hazai roma populatio érintettségét.

A biotinidaz aktivitas homozygotak esetében 0, valamint 10.6 % kdz6tt valtozott, az
egészséges kontrollcsoporthoz hasonlitva. 1 esetben 20.8 % volt a kimutatott biotinidaz
aktivitas, amely részleges hidnyallapotnak felelt meg. Az obligatorikus heterozygota
szUl6kben az enzymaktivitds 26.6 —90 % kdzott valtozott, 1 anya kivételével, akinél a
biotinidaz enzymaktivitas 7.37 % volt. Késébb csaladvizsgalatok kapcsan részletezziik az
emlitett anya idegrendszeri manifesztaciojat, tlineteit.

Molekularis genetikai mutéacios vizsgalatok polymerase lancreakcié/SSCP analysissel
torténtek.

A betegek 60 %-a roma populaciohoz tartozik. Ot csaladban fordult el az 1595C>T (T532M)
mutécid, amely founder (alapitd)mutacionak felel meg, utébbi eredeti megéallapitas,



altalanositas roma populatiora. Tovabbi 1 biotinidaz defektusos betegnél a 15 95C-T /Q456H
és egy masikndl ketts heterozygotasag volt kimutathatd, igy 511G>A és 1330G>C (
Al171CT/D444H). Egy mésik beteg részleges enzymhidnnyal heterozygota genotipusu volt
1595C>T (T532M) és heterozygota 13300 GyC (D444H) pontmutatidra.

Egy beteg biotiniddz enzymaktivitasa nulla volt, aki homozygota mutansnak bizonyult
1568CyT (T532M)-re.

Publikécio:

Neonatal screening for biotinidase deficiency in Hungary: Clinical, biochemical and
molecular studies

A. Laszlo, A. Schuler, E. Sallay, E. Endreffy, Cs. Somogyi, A. Varkonyi, Z. Havass, K. P.
Jansen, B. Wol.

J. Inherit. Metab. Dis. 26 (2003) 693-698.

2. A galaktokindz (GALK1) gen P28T mutacio incidencidja galactokinase hianyos roma
betegekben Eurdpaban.

A galaktokinase defektus mar az els6 élethetekben katarakta képz6déshez vezethet,
vilagviszonylatban ritka korkép, ua. roma populatioban magas incidenciaji. 1999-ben
Kalaydjieva LV. koz6lte a P28T founder mutécid el6fordulasat bulgériai roma csalddokban.
Ezen mutacids vizsgalatot kiildnb6zé eurdpai orszagokban egészitette ki munkacsoportunk
nemzetkozi tanulmany keretében. Osszesen 803 nem rokon roma érintett beteget vizsgaltunk
Bulgariaban, Magyarorszagon és Spanyolorszagban, az 6ssz. génhordozé rata 1:47-nek
adodott, szlletési gyakorisag 1:10.000. Haplotipus analysist hasznalva a P28T mutacid
eléfordulasi kora szamitasok szerint 750 év-re tehetd, a proto- Roma kortol szamos eurdpai
roma populatioban. Ezen leleteink azt sugalljak, hogy a mutacio a szétszérodott eurdpai korai
roma diasporabdl ered. A roma migratio Nyugat-Eurdpa felé iranyult foként az utébbi
évtizedekben, a keleti ekondmiai eurdpai gazdasagi valtozasok és haborik kdvetkeztében.
Munkacsoportunk altal detektalt: P28T mutaci6 founder mutacidnak minésitheté a GALK1
génben.

A preventiv sztirés galaktokinaz defektus infantilis katarakta preventiojat szolgalja roma
populatioban.

Publikacio:

The P28T Mutation in the GALK1 Gene Accounts for Galactokinase Deficiency in
Roma (Gypsy) Patients across Europe

Michael Hunter, Evelyne Heyer, Frederic Austerlitz...Aranka Laszl6...Luba v.
Kalaydjieva

Pediatr. Res. 51: 602-606, 2002.

3. Kaukazoid és roma populatioban kutattuk a cystas fibrosis (mucoviscidosis)
eléfordulédsat populatiogenetikai célzattal (I.: Endreffy E., L&szId A. és mtsai.) (2001-2004.).
Megadtuk az eléfordulé mutacids tipusokat, Tiszalok, Tiszadada, Tiszananas kdzségek roma
populécidjaban, 6sszehasonlitva a dunantali roma népességgel.

A CFTR gén Delta F508 mutacios gyakorisagat roma populacioban 3 kilénb6zé
magyarorszagi foldrajzi régidban vizsgaltuk, ezen fémutacio gipsy populéciés gyakorisaga 43
% volt, 0,144 homozygota index-szel. 531 eurdpai magyar CF betegben ezen mutécids
gyakorisag 50 % volt 0,127 homozygozytasi index-szel.

Gipsy CF betegekben 52 %-ban ismeretlen volta a mutécio, de a vizsgalt G542X, G551D,
R553X és N1303K mutaciok kozil egy sem fordult elé roma betegekben, amelyek
megjelentek a hazai kaukazoid populécidban.



DHPLC-vel mutéacio keresés eddig a CF-gén 7 exonjaban roma és nem roma
populaciéban, kiértékelés folyamatban van.

Munkatarsak: Dr. Endreffy Eméke tudoméanyos tandcsadd, Dr. Maro6ti Zoltan PhD
SZTE Gyermekklinika Szeged.

Az anyag kiértékelése és angol cikk dsszeallitasa 2006-ban tervezett.

4. Populécidgenetikai vizsgalatok hazai kaukazoid, valamint roma populatioban Y
chromosoma és autosomalis mutéciok.

(SZTE lgazsaguigyi Orvosi Intézet Dr. Csete Klara adj. SZTE Gyermekklinika Prof. Dr.
Laszl6 A.)

Vizsgélt populaciok és mddszer: Szomatikus rendszereknél a vizsgalt DNS szakaszok
felsokszorositasa PCR madszerrel, Profiler Plus kittel (Applied Biosystems), mig az Y-STR
rendszereknél (short-tandem repeat) genRES DY Splex-1 és genRES DY Splex2 kittekel
tortént.

A phenotypizalast kapillaris géleketrophoressisel (ABI 310 Genetic Analyser, Applied
Biosystems) végeztik.

Vizsgalt autosomalis markerek: D3S1358, VWA, FGA (n=9); vizsgalt Y chromosoma
markerek: DYS19, DYS389 I, DYS389 Il, DYS390 stb. (n=8).

Statiszikai analysis: kiszamitottuk a populécidk jellemzésere (hazai kaukazoid n=201 és roma
populacié n=196). Az egyes markerek allélgyakorisagat, a diszkriminiacios indexet kizarasi
hatékonysagot és a polymorphismusra jellemzé értékeket (PIC). Szamitas: power stats, W12
XLS, valamint Amova teszt, Arlekin sofware prog. stb.

Eredmények: Roma népességbdl szarmazo 196 DNS mintabdl: a VWA renszerben a 13. allél
szignifikansan nagyobbnak adddott roma népességben (0,013)mint a szegediben (0,001). A 15
és 20. allélok alacsonyabb el6fordulasi gyakorisaga romaknal volt detektalhatd, hasonlitva a
szegedi kaukazoidhoz. Az FGA rendszerben csak roma populacidban volt kimutathat6 a
15,24.2, mig csak szegedi populécidban 16, 22.2, 23.2 és 27-s.

Az Y chromosoman lokalizalodd STR csoportok vizsgalatakor szignifikans killonbségeket
talaltunk a populéaciok paronkénti 6sszehasonlitasa alapjan. Az FST értékek alapjan
megallapithatd, hogy a magyarorszagi két kiilonb6z6 teriiletén €16 roma populécio tavolabb él
egymastol, izolalt életmodjuk szerint, ugyanigy a budapesti roma populacid, viszont a roma
indiai népesség adataival genetikailag kdzelebbi kapcsoltsagot mutatnak.

Munkatars: Dr. Csete Klara adjunktus, PhD, SZTE lgazsagugyi Orvostani Intézet.

A tudomanyos kiértékelés és angol kozlés dsszeallitasa 2006 végére tervezett.

5. A. Laszl6, M. Rozsa, Gy. Ugocsay, P. Ugocsay, K. Csete, J. Béres: Populacios screening
relevans pontmutéaciokra és polymorphismusokra magyar kaukazoid populacioban és
kisebbségben (roma) koronaria sclerosis kockazati tényezéjeként.

A myocardialis infarktust (MI) komplex genetikai és kdrnyezeti faktorok hatarozzak meg.
Ismert, hogy csaladi halmozodas el6fordul, ikervizsgélatok alapjan (Marian AJ, Curr. Opin.
Cardiol 1998,13, 171-178.).

Molekularis genetikai vizsgélatokat végeztiink 295-297 orvostanhallgatd és 195 roma
populacidban (Tiszalok, Tiszananas, Tiszadada kdzségekbél).

Vizsgélt pontmutécidk ill. polymorphismusok: Light Cyclerrel az olvadaspontok alapjan,
specifikus mddszerekkel, 5-10 MTHFR (methylen-tetrahydrofolat-reduktaz) C677T
polymorphismus, a homozygota TT genotypus kockazati tényezének bizonyult. Angiotensin
konvertal6 gén (ACE) insertios -deletios polymorphismus (1/D) a 16. intron 287 bazispar
polymorphismusa asszocialtnak bizonyult myocardialis infarktussal. Plasminogen activator
inhibitor (PAI 4/5) polymorphismus detektalasa megtortént, részben modositott irodalmilag



ismert modszerekkel (Taniguci et al. Japan S.J. 2001, 65/10, Toyofyuku et al. Atherosclerosis
2002, 160/2, 339-44.).

Eredmények: A magyar roma kisebbségben a PAI-4 allél szignifikansan gyakoribb volt (0,65
vs. 0,55 p<0,01), mig a PAI 5 (0,35 vs. 0,45 p<0,05) és az MTHFR C667T mutécio (0,25 vs.
0,33 p<0,05) szignifikdnsan csdkkent, hasonlitva a magyar kaukazoid orvostanhallgatd
csoporthoz. Prothrombin +/+ homozygota genotypus egyarant hianyzott mind a két vizsgélati
csoportbdl, csupan a +/- heterozygota genotypus volt, szignifikansan gyakoribb el6fordulasu a
kaukazoid populatioban (0,04 vs. 0,05 p<0,05).

Az angiotensinogen M235T T-pozitiv allél szignifikdnsan gyakoribb volt a roma populatioban
(0,56 vs. 0.48, p<0.05), mig az M235T - allél szignifikansan csokkent (0,044 vs. 0,52 p<0,05)
a roma populatioban. Az ACE I/1, I/D és D/D genotypusok nem tértek el szignifikansan a két
populatioban (I allélfrequentia 0,44 vs. 0,42 D allél 0,56 vs. 0,58, p<0,001).

Az angol elkészitett dolgozat teljes anyagat mellékeljuk.

1 hénapon beltil kozlésre beterjesztjik a Clinical Geneticsbe.

Gene polymorphisms and mutations for cardiovascular affection in Hungarian
Caucasoid and in the ethnic Romany minority population

A. LaszI6, M. Roézsa, P. Ugocsai,J. Béres, Gy. Ugocsai
Introduction

Romanies belong to Indo-European race. The ethnography and anthropology locate their
original home to Central Northern India. The highest concentration of Romanies in Europe is
in the Balkan and Carpathian regions and they are the second most numerous minority in the
Slovak Republic. The inner structure of Romanies shows clear marks former ancestry
creation, which they brought from India. Their natural increase of population is 21-33 per
mile, but their reproductive health is worse than in majority of Slovak population (Ginter
2001). Among Romany children there is generally a higher prevalence of infectious diseases,
injuries, poisoning and burns caused by environmental hazards, to which they are often
exposed. Total premature mortality in the Romanies are probably three times higher than in
the total Slovak population. The main causality of a bad health status consists in long-term
bad economical situation, low educational level and incorrect lifestyle of the Romany
minority.

According to the data of Kauerova et al. (1983) over 200,00 gypsies live in Czechoslovakia,
or about 4% of the population of the Slovak Socialist Republic. The gypsy population grew by
25.5% from 1971-1981, while the total popualtion grew by 10%. The sex ratio of 1033 men to
1000 women is a distinct characteristic of the gypsy population. The proportion of gypsy
children ages 0-14 is also very high, about 43.4% of the total gypsy population. The male
average age is 10.1; the female average age is 11.3. In 1980, the proportion of gypsies with
basic educational attainment reached 81.9%, while in 1970 it was less than a third of those
over 15. Their employment grew by 9.8% from 1970-1980; women's employment, and
especially married women's employment, also inceased. In occupations, 83.4% of gypsies are
manual workers, 6.8% are employers, 8.8 belong to production cooperatives, and 1% are in
other occupations. Of the 47,117 gypsy households in the Slovak Socialist Republic, 44%
have more than 5 members, and 11.6% have more than 8 members.



According to Kosa et al’s data (2002) the status and problems of the roma (gipsy) population
have been in the forefront in Hungary and have called for numerous benevolent interventions.
Successful planning and implementation of programs aimed at the improvement of their
health status must be based on solid facts regarding their problems and the causes behind. The
authors give a literature review on research papers discussing the health (disease) status of the
Hungarian roma population published between 1980 and 2001. They give a summary on the
demography of gypsies, an overview of publications on pregnancy, delivery and infant
mortality, on adult morbidity and mortality, on genetic investigations among roma people, as
well as on their health behaviour and relations with the health care system, and finally, they
give a brief overview of their socio-economic status. The authors sum up the major difficulties
of research aimed at roma people, express their concern regarding health research papers
published on gypsies; and outline their recommendation on the future direction of research on
the health of the roma population.

Hyperinsulinemia and other associated metabolic factors, including hyperglycemia,
dyslipidemia, hypertension, and central obesity lead to increased cardiovascular risk and
indicate a metabolic syndrome. Levels of fasting insulin were measured in an ethnic Gipsy
minority group (n=149) and compared to the majority Slovak population (n=197). The
average insulin level was significantly increased in the minority group with a 21% risk value
vs 5%. Hyperglycemia was equal in both groups (17% in Gipsy group, 16% in majority
group). The results of hyperinsulinemia, hypertriacylglycerolemia, hypo-HDL-
cholesterolemia, hypertension and obesity indicate, that the Gipsy population is at higher risk
for cardiovascular disease. (Krajcovicova-Kudlackova et al. 2002.)

Homocysteine has a pro-oxidative activity. This amino acid, a lipid-independent vascular
disease risk factor, might cause atherosclerosis by damaging the endothelium either directly or
by altering the oxidative status. Levels of plasma homocysteine and vitamin C concentrations
were determined in the adult majority population of Southern Slovakia (n=146) and in the
ethnic Romany minority (n=119) in this region. Average homocysteine and vitamin C values
in Romanies are similar to those in the majority group (non-significantly changed) with an
equal finding of hyperhomocysteinemia. (Krajcovicova-Kudlackova et al. 2002)

Navarro et al. (2003) published that the Roma (Gypsies) are a transnational minority with an

estimated population of 10 to 14 million, 8 of which reside in Europe, scattered between the
Balkans and Western countries. Similar to other genetically isolated founder populations, the
Roma harbour a number of unique or rare autosomal recessive disorders, caused by "private"
founder mutations. These genetically homogeneous populations are a unique resource for
research into disease phenotypes, genotype/phenotype correlations and possible factors
modifying clinical severity. Regarding neuromuscular diseases, the following have been
identified: limb girdle muscular dystrophy type 2C also called gamma-sarcoglycanopathy,
congenital myasthenic syndrome type 1a, spinal muscular atrophy, and three novel hereditary
sensorimotor neuropathies, namely -Lom, -Russe and the congenital cataracts facial
dysmorphism neuropathy syndrome. In 1996, a novel demyelinating neuropathy in the Roma
was described and the gene was mapped in 8g24. Almost simultaneously, a founder mutation
in the gamma-sarcoglycan gene in a group of 24 Romani patients from France, Spain and Italy
was discovered by a different group of researchers.

Our working group .......



Linkage analysis of markers in the 18qter region, where Merlini et al. (2002) previously had
located the CCFDN gene, produced a lod score of 3.55, demonstrating colocalization of the
gene responsible for MSS with demyelinating neuropathy and myoglobinuria with the
CCFDN gene. Moreover, the patients with Marinesco-Sjogren syndrome (MSS) shared the
conserved marker haplotype found in CCFDN chromosomes. These data suggest that
Marinesco-Sjogren syndrome with peripheral neuropathy and myoglobinuria, and congenital
cataracts facial dysmorphism neuropathy syndrome are genetically identical and are caused by
a single founder mutation.

Some ethnic groups are thought to have greater resistance to disease. However, scientific
studies of this phenomenon are lacking in spanish environment. The gypsy group represented
6.51 % of the infant population but accounted for 18.75 % of infant admissions (p < 0.05).
The gypsy group accounted for 54.83 % of readmissions compared with 20.80 % in the non-
gypsy group (p < 0.001). Respiratory disease was more prevalent in the gypsy group (35.48
%) than in the non-gypsy group (22.58 %) (p < 0.05). However, digestive problems were more
frequent in the non-gypsy group (34.73 %) than in the gypsy group (19.35 %) (p < 0.05). No
statistically significant differences were found in other diagnostic groups. Differences in the
prevalence of respiratory disease were probably due to overcrowding.Gypsy lifestyle in
spanish population does not confer greater disease resistance (Diez Lopez et al. (2002).

Demand for emergency services is increasing, especially among children from non-Caucasian
ethnic groups Sanchez Serrano et al. 2002. objectified this observation and to determined the
healthcare and social differences between the gypsy and Caucasian Spanish populations. They
performed a descriptive, observational study in the Pediatric Emergency Unit of a tertiary care
hospital. The median age of the patients was 24 months. The percentage of patients of gypsy
race was 16.4 %. Most of the gypsy population (68.1 %) attended small, local healthcare
centers compared with 34.8 % of the Caucasian population. Only 58 % of the gypsy children
were taken to healthcare centers for regular check-ups compared with 96.7 % of the non-gypsy
population. The percentage of gypsy children who had never being vaccinated was 18.8 %.
There were no such cases among the non-gypsy population. This study reveals significant
differences between the gypsy and Caucasian pediatric populations in terms of healthcare and
identifies a group at high health risk.

Vozarova de Courten et al. (2003) examined 156 Gypsies and 501 non-Gypsies who
participated in a population survey. Compared with non-Gypsies, Gypsies had a much higher
prevalence of T2DM, metabolic syndrome and cardiovascular disease, which may contribute
to their higher mortality.

Methods

Investigated subjects were 151 university medical Hungarian Caucasoid students and 195-197
gipsy healthy persons. All gene polymorphisms were detected by light cycler methods (PAI-
plasminogen activator inhibitor 4/4, 4/5, 5/5 genotypes, ACE=angiotensin converting enzyme,
insertion/deletion I/D polymorphism, MTHFR=methylen tetrahydropholate reductase,
protrombin, angiotensinogene=AGT -/-, +/- and +/+ genotypes). The literary published
methods were used for light-cycler.

Results: The different allele polymorphisms, allele frequencies are seen in table 1. the PAI-4.
allele singificantly increased (0.65 vs. 0.55 p<0.01), while the PAI-5 (0.35 vs. 0.45 p<0.05)
and the MTHFR + allele (0.25 vs. 0.33 p<0.05) significantly decreased int he Hungarian gipsy



population comparing to the Hungarian Caucasoid medical students’ group, while the
MTHFR - allele significantly increased (0.75 vs. 0.67 p<0.05).

Prothrombin +/+ homozygous genotypes was abscent in both of the investigated population,
only the more frequent +/- heterozygous genotype differed significantly in the Caucasoid
population (0.04 vs. 0.05..........22??2?777

The angiotensin + allele frequency significantly increased in the Gipsy population (0.56 vs.
0.48 p< 0.05, while the — allele significantly decreased (0.44 vs. 0.52 p<0.05).

The ACE 1/1 I/D and D/D genotypes did not differ in the investigated two populations (I allele
frequency 0.44 vs. 0.42, D 0.56 vs. 0.58 p>0.05).

Summerizing there weren’t found any atherogenic gene/allele affection int he gipsy
population, comparing to the Caucasoid one.
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DNA STR systems at Hungarian and in ethnic Romany samples as population genetic
investigations

K. Csete, J. Béres, ...... T. Varga, A. Laszl6

Introduction

The Romanies live in isolated communities with high inbreeding (the proportion of their first
cousin marriages was about 2-20% in the 1980s compared with 0.3% figure in the Hungarian
population). Analysing the genetic distances of North-Indians to 12 population of Hungary
(Czeizel) in 15 systems (haptoglobin, subtypes of group specific component, immunoglobulin:
Gml1,2b and Kml, glutamate pyruvate transaminase, acid phosphatase, subtypes of
phosphoglucomutase;, adenylate kinase, adenosine deaminase, 6-phosphogluconate
dehydrogenase, third component of complement, subtypes of transferrin, esterase D,
glyoxalase, amylase;) relatively low genetic distance was found between the two Hungarian
Romany population and the North-Indians. All other genetic distances were larger, supported
the view that the Romanies originated in northern India. This resulted in a high homozygosity
index and some population genetic characteristics (e.g., they have higher proportion of B and
Rh positive blood groups and their particular HLA haplotypes explains that multiple sclerosis
does not occur among Hungarian Romanies) (13-14). The Hungarian-German population
genetic study showed an obvious difference in some genetic markers as ACP, PGM, 6-PGD,
C3, GC between north-east and south-east Romanies (9). The result of our study confirms it.
Though the proportion of the AF508 mutation on 42 CF chromosomes was 43% in the total
Romany sample and it was only sligthly lower than the 50% figure of the European
Hungarians, but it was 100% in south-west Romanies and 15% in the north-east Romanies.
The number of subjects did not allow a good power, but the difference was significant.

Gypsies originated from North India and Pakistan (11). The high mutation rate for
AF508 mutation in the Hungarian Romanies indicates a strong contradiction with the very rare
occurrence of CF and of this common European mutation in Asian populations (15).
However, CF with AF508 mutation was found in 53.8% of mutant chromosomes of Indian
children (16). The difference in the occurrence of this mutation between the two geographical

different Hungarian Romany samples can be explained by their different gene pools connected



with their previous and present location, genetic drift and their isolation from each other (9,
17).

The aim of this study was to examine the 5 DNA-STR systems (HumVWA, Hum THOI,
HumF13B, HUMFES/FPS, HUMFGA) and two Y markers (DYS19, DYS390) in Caucasian
and Romanian population in Hungary.

The DNA was extracted from blood samples applied on a piece of linen and EDTA blood
samples that originated from the Albert Szent-Gyorgyi Medical University of Blood
Transfusion Station and the Department of Forensic Medicine’s routine parentage tests. There
were 489 unrelated adult individuals tested in the case of HUmVWA and HumTHO1 systems,
465 in HumF13B system, 360 in HUmFES/FPS and HUmFGA systems, 308 in DYS19 and
268 in DYS390 systems.

The examination of distribution of genotypes in 5 somatic chromosomal STR systems and 2Y
chromosomal STR systems in the population of Szeged and its environs;

The calculation of the allele frequency values of the individual STR systems;

HumVWA: The intron 40 of the von Willebrand Factor gene chromosome 12 in the 12p12-
pter region. The fragment size about 150 bp long and TCT/TCTG bases are repeated (Mercier
et al. 1991, Kimpton et al. 1992.)

Hum THOI: Intron 1 of Tyrosine hydroxylase gene is located on the 11p15-15.5 chromosome
region, the fragment size is about 160 bp long in which 4 pairs of bases (AATG) are repeated
(Edwards et al. 1992).

HumF13B: It is the 3’ prime end region of XIII b coagulation factor gene chromosome. It is
about 200 bp long fragment inside which there are pairs of bases repeated. Its polymorphisms
were first described by Nishimura and Murray (1992).

HuUmFES/FPS: It is intron 5 of c-fes/fps protooncogene gene located on the 15qg25-qter
chromosome region. It is about 250 bp long fragment in which 4 pairs of bases (ATTT) are
repeated. It was first described by Polymeropoulos et al. (1991 a).

HUMFGA: It is intron 3 of the alpha fibrinogen gene. Its chromosomal localisation is 4g28. It
is about a 280 bp long fragment with the repeat of TCTT (Barber et al. 1996).

DYS19 is about 200 bp long section located on the short arm of the Y chromosome inside
which 10-19 repeats of the CTAT/C sequences can be seen (Roewer et al., 1992; Kayser et
al. 1997).

DYS390 is about 220 bp long fragment located on the long arm of Y chromosome inside
which 18-27 repeats of the CTG/AT sequences can be seen. (Kayser et al.1997).

Methods

The DNA extraction from EDTA blood samples was carried out with the NaCl extraction
method of Miller et al. (1988).
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The DNA extraction from bloodstains was done with Chelex method described by Walsh et
al. (1991).

The estimation and quality of the DNA isolated from blood is done with agarose gel
electrophoresis followed by ethidium-bromide staining. For the estimation of DNA
concentration a 50, 100, 200, 400 and 600 ng/ul solution of the DNA originating from the
K562 cell line (Promega, Madison) is added into adjacent lanes of the same gel. After the
PCR reaction the detection of genotypes are visualized in native discontinous buffer (Allen et
al. 1989) by polyacrylamide gen electrophoresis (PAGE) followed by silver nitrate staining
(Budowle et al. 1991). The DNA samples can be typed by comparison with an sequented
allelic ladder constructed by known alleles from Department of Forensic Medicine Munster
and standardised in our laboratory.

Discussion

The investigated 5 DNA STR and two Y markers were firstly investigated in Hungarian
Caucasoid population by Csete (2001) in her PhD dissertation with title Molecular biologic
tests and their parentage cases.

6. FACIOSCAPULOHUMERALIS DYSTROPHIA (FSHD) molekularis genetikai
diagnosztikaja hazai kaukazoid és roma populéciéban. Dr. Karcagi V., Dr. Herczegfalvi
Agnes, Dr. LaszI6 Aranka, Dr. Mayer Péter

Az FSHD molekularis genetikai diagnosztikajat munkacsoportunkbol Dr. Karcagi Veronika
(OKI Biokémiai Osztaly) teremtette meg, 2000. januar 6ta. Az FSHD a 3. leggyakoribb
izomdystrophia Duchenne DMP és dystrophia myotonica utan. Oroklddésmenete autosomalis
dominans, eléfordulasi gyakorisaga 1:20.000. A betegség teljes penetranciajanak kifejez6dése
kb. 20 éves korig varhatd. Obligatorikus heterozygdtak teljesen tlinetmentesek is lehetnek.
Chromosomalis lokalizaciojat 1990-ben végezték 4qg35 kapcsoltsagi analysissel két
legdistalisabb helyzetii markerét, a D4F104SI-t (p13E-11 proba) és a D4Z4-et (3,3 Kb tandem
repeatok) a 13E kozmidbdl izolaltdk (Wijmenga et al. 1992, Nature Genetics 2; 26-30). Az
FSHD romakban valé eléfordulasa, tipusa specifikus, tébb mint 15 roma csaladban
igazolddott AD 6roklédésmenet, koztik egypetéjii ikerparban.

SPINALIS MUSCULARIS ATROPHIA (SMA)gyakorisagi és mutatios vizsgalata a fenti két
hazai populatioban.

A hazai Gyermekneuroldgiai Tarsasag kdzremiikddésével dsszesen 26 csaladbol tortént
molekuléris genetikai diagnosztika, PCR/RFLP mol. genet. analysissel, valamint néhany
kiemelt csaladbdl haplotypus analysisre is sor ker(lt, egy prenatalis diagnosztikus esetben (3,8
%).

Megallapithatd, hogy a bekiildé intézetek nem tilinteteik fel a beteg Gjszuléttek Kisebbségi
voltat, igy aluldiagnosztizalt a hazai roma részesedés a beteganyagban.

Modszer: az SMA gén 7/8 deletioja.

2004-ben Dr. Herczegfalvi Agnes (Bethesda Kdrhaz) 60 SMA csalad vizsgalatat kérte, ebbdl
3 roma volt azonosithatd. Kb. 8-10 % roma részesedésre lehet szdmitani, amennyiben a
korrekt azonositas megtorténik.

CONGENITALIS MYASTHENIA gyantival 2004-ben 6sszesen 17 csaladbol kértek
molekuléris genetikai analysist. Kozilik 11 roma kisebbség volt azonosithatd (=64,7%).
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Maodszer: az 1267 delG (=guanin deletiot) minden esetben kimutattuk, mely az acetyl-colin
receptro alegységének founder mutatioja (Karcagi V. et al.).
A szegedi CMS anyagban 3 csaladbél 2 roma volt.

ad4.A szomatikus és az Y-kromoszoman lokalizdl6dé DNS-STR rendszerek vizsgalata cigany
népességben

|.Bevezetés

A molekuléris biolégia nagyaranyu fejlédésének kdszonhetéen a DNS vizsgalatok a bioldgia
és az orvostudomany minden teruletén elterjedtek, igy az igazsagligyi orvostanban is.
Mérféldkdvet a DNS . fingerprint” technika kifejlesztése jelentette, mely Jeffreys és mtsai
(1985) nevéhez fiizédik.

A felfedezést kdvetden vilagszerte megkezd6ddtt polgari peres tigyekben valamint
blintet6tugyekben a DNS vizsgalatoknak vércsoport-tulajdonsagok melletti alkal-mazasa

Az igazsagugyi orvosi alkalmazas alapja a human genom mintegy 85% -t kitevé nem kodolt
DNS szakaszok ,,tandem repeats” szekvenciainak polimorfizmusa.

A ,tandem repeats”szekvencidk egymasutan, vagy blokkban, vagy pedig a DNS szakasz
hosszaban sorban helyezkednek el. Lehetnek a génen belili tn. nem kédolt (intron), vagy
génen kivil talalhatd szekvencak.

Stirtiséggradiens-centrifugalassal az ismétlodo egységek szdma és az egységek hosszisaga
alapjan harom tipust kilénboztethetiink meg, igy Satellita, Mini-satellita és Mikrosatellita
DNS-t.

Napjainkban a mikrosatellita -hosszpolimorfizmusok alkalmazésa terjedt el, és ezek kozil is a
150-350 bp hosszlsagu STR (Short tandem repeats) rendszerek melyeken beliil 2-6 bp
ismétlédése figyelheté meg. A ,,tandem repeats ,,szekvencidk szdméanak kilonbozésége adja
az egy adott STR markerhez tartozo alléleket.

Minden szomatikus kromoszomaén talalhato ,,Short tandem repeats”-ket tartalmazo régié. A
szomatikus kromoszémak rekombinacioja meglehetésen gyakori, igy egy adott populacidban
a sokféleség viszonylag gyorsan kialakul. Ezért, az egymashoz viszonylag kozel allo
populaciok kozotti kapcsolat vizsgalatara a szomatikus markerek nem alkalmasak. Ha
azonban az adott populacidban megtalalhat6 egy kiilonleges allél, az jellemzé lehet az adott
népcsoportra.

A nemi kromoszdmakon lokalizalodé 6roklédé tulajdonsagok kdzil mind populécidgenetikai,
mind igazséagugyi orvosi szempontbdl az Y-kromoszoma DNS-STR tulajdonsagai birnak
jelentéséggel.

Az Y kromoszdma az egyik legkisebb human kromoszéma, minddssze 60 millio bazisparbol
all. Az X-Y péarosodas soran a kromoszomak kodzotti génkicsrélodés egy egészen kis régiora
az un. pszeudoautoszomalis (PAR) régiora. Meiozis soran rekombinacio csak ezen régiokban,
azaz a rovid kar disztalis részén (PARL1), valamint a hosszu kar végén (PAR2) kovetkezik be.
Az Y kromoszoma szinte teljes hosszaban haploid, apar6l fidra 6roklédik. Az Y-STR
rendszerek alkalmasak populacidk kdzotti genetikai tavolsag kiszamitasara, melybél az egyes
népcsoportok kozotti rokonsagi kapcsolatokra kovetkeztethetiink.

A szomatikus kromoszémak mellett a nemi kromoszomakon lokalizalédé 6roklédo
tulajdonsagokbdl - az Y-kromoszéma DNS-STR tulajdonsagai, melyek kiilonds jelentéséggel
birnak - hazai vonatkozasban is igen kis szamu populaciés adat all rendelkezésre.



12

Az Y-lokusz vizsgalatokkal férfiak esetén egyrészt lehetévé valik a biztosabb
személyazonositas, illetve inkomplett csalddoknal (elhalt vagy ismeretlen helyen tartozkodo
apa esetén) a szarmazas bizonyitasa, masrészt az allélgyakorisagi értékek és az ismert
mutacios frekvenciak (0,2-0,6 %) alapjan adott a lehetéség a migracios adatok genetikai
szempontbdl térténd vizsgalatara és a populaciok kdzotti genetikai tavolsag kiszamitasara.
A genetikai tavolsag szamitassal az allélgyakorisagi értékek ismeretében az egyes
népcsoportok kozotti genetikai rokonsagi kapcsolatokra kdvetkeztethetink.

Il. Anyag és Modszer

Eszak-Kelet Magyarorszagon, Tiszalok-Tiszadada-Tiszadob térségben é16 cigany
populaciobol szarmazo 196 DNS minta kerlt feldolgozasra.

Szomatikus rendszereknél a vizsgalt DNS szakaszok felsokszorositdsa (PCR modszer)
Profiler Plus kittel (Applied Biosystems), mig az Y-STR rendszereknél genRES DY Splex-1
és genRES DY Splex-2 kittekkel (Serac) tortént.

A fenotipizalast kapillaris-gélelektroforézissel (ABI 310 Genetic Analyser, Applied
Biosystems) végeztik.

Vizsgélt autoszomalis markerek

Rendszer Kromoszomalis lokalizacié Allélek mérete/bp/

D3S1358 3p21 97-145
VWA 12p12pter 152-212

FGA 4q28 196-352
D8S1179 8024.1-24.2 203-251
D21S11 21p11.1 186-244
D18S51 18qg21.3 264-344
D5S818 5¢21-g31 134-170
D75820 7q 253-293
D13S317 13g22-931 193-273

Vizsgéalt Y kromoszoma markerek

Rendszer Allélek mérete/bp/
DYS19 174-210

DYS389/I 235-267
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DYS389/11 351-391

DYS390 187-231
DYS391 271-299
DYS392 233-263
DYS393 108-140
DYS385 352-416

Statisztikai analizis

Az eredményekbdl a populaciok altalanos jellemzésére kiszamoltuk az allélgyakorisagi
értékeket, diszkrimindacios indexet, kizarasi hatékonysagot, és a polimorfizmusra jellemz6
értéket (PIC). A szamitashoz a PowerStats programot
(www.promega.com/geneticidtools/powerstats) alkalmaztuk.

A populécidk izolaltsdganak mértékére, egymastol valo elkiloniltségik mértékének
meghatarozasara AMOVA tesztet vegeztiink ARLEQUIN Software 2.000 program
segitségével /Stefan Schneider, David Roessli and Laurent Excoffier (2000) Arlequin
ver.2.000: A software for population genetics data analysis. Genetics and Biometry
Laboratory, University of Geneva, Switzerland/. Kiszdmitottuk az Fst értékeket és a
szignifikancia meghatarozasahoz sziikséges P-értékeket /Excoffier/ haplotipus adatok
bevitelével.

I11.Eredmények

A cigany népességhbdl szarmazd 196 DNS minta 9 szomatikus STR rendszer vizsgalata soran
kapott eredményeket, valamint Szeged és kdrnyéke populacio allélgyakorisagi értékeit
Az 1/a-1/b tablazatban tiintettem fel

1/a tabléazat

ALLEL HumVWA HumVWA HumFGA HumFGA
Szeged RomaN=196 Szeged Roma N=196
N=201 N=201

13 0,001 0,013 -

14 0,119 0,161 -

15 0,107 0,055 - 0,003
16 0,182 0,234 0,0015

17 0,264 0339 -

18 0,206 0,112 0,015 0,01
19 0,090 0,078 0,069 0,089
20 0,015 0,008 0,153 0,112
21 0,001 0,192 0,164
21.2 0,004 0,082



14

22 0,198 0,12

22.2 0,004 -

23 0,133 0,174

23.2 0,006 -

24 0,131 0,297

24.2 - 0,03

25 0,072 0,068

26 0,018 0,021

26.2 - 0,01

27 0,004 -

OH 0,826 0,852 0,896 0,856
EH 0,813 0,844 0,87 0,844
PD 0931 0,915 0,963 0,947
PE 0,648 0,683 0,786 0,683
PIC 0,78 0,75 0,85 0,81

A VWA rendszerben a 13-as allél szignifikansan magasabb a cigany népességben (0,013),
mint a szegediben( 0,001). A 15-0s és 20-as allélnek alacsonyabb az el6fordulasi gyakorisaga
a ciganyoknal, mint a szegedi populéacidban.

Az FGA rendszerben talalhatdk voltak olyan allélek, amelyek csak a szegedi illetve csak a
cigany populécidban voltak megtalalhato. igy a cigany népességben a 15-6s, 24.2-es ,26.2-€s,
a szegedi népességben a 16-0s, 22.2-es, 23.2-€S €S a 27-€s.

1/b tablazat

ALLEL D3S1358 D3S1358 D8S1179 D8S1179
Szeged Szeged Roma
N=201 RomaN=196 N=201 N=196

8 0,011 0,021

9 0,011 0,005

10 0,101 0,044

11 0,085 0,109

12 0,161 0,065

13 0,003 - 0,307 0,336

14 0,108 0,039 0,180 0,266

15 0,228 0,263 0,114 0,135

16 0,228 0,268 0,026 0,018

17 0,235 0,229 0,005

18 0,188 0,195

19 0,011 0,005

OH 0,826 0,826 0,896 0,782

EH 0,797 0,807 0,820 0,755

PD 0,917 0,899 0,930 0,916

PE 0,648 0,613 0,736 0,519

PIC 0,760 0,73 0,790 0,750

A D3S1358 rendszerben végzett tipizalasnal 13-asallélt csak a

szegedi népességben talaltunk.
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A 14-es allél alacsonyabb (0,039), mint a szegedi mintaban
(0,108). A 19-es allélnek is alacsonyabb az eléfordulasi
gyakorisdga a Roma populacidban (0,005), mint a szegediben
(0,011).
A D8S1179 rendszerben a 17-es allél csak a szegedi mintaban
volt megtalalhatd.
A 9-es és 12-es allél magasabb gyakoridsagi értékkel fordult
el6 a szegedi mintaban, mint a romékban. /Szeged: 9-es allél
0,011; 12-es allél: 0,161, roma minta 9-es allél 0,005; 12-es
allél 0,065)

1/c tablazat

ALLEL D7S820 D7S820
Szeged roma
N=201  N=196

6 0,006 0,100
7 0,019 0,013
8 0,146 0,158
9 0,106 0,110

10 0,283 0,190
11 0,262 0,279
12 0,148 0,100
13 0,032 0,048
OH 0,841 0,841
EH 0,804 0,798
PD 0,942 0,921
PE 0,607 0,677
PIC 0,800 0,770

A 6-0s allél eléfordulési gyakorisaga kiugréan magas a cigany
népességben (0,100), mig a szegedi populaciéban (0,005)
1/d tablazat

ALLEL D21S11 D21S11 D18S51 D18S51
Szeged cigany Szeged  Cigany

N=201  N=196 N=201 N=196

10 0,003

11 0,008 0,003

12 0,130 0,102

13 0,110 0,083

14 0,150 0,174

14.2 0,003 -

15 0,172 0,096

16 0,130 0,237

17 0,140 0,180

18 0,045 0,039
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19 0,048 0,013
20 0,024 0,031
21 0,021 0,039
22 0,008

23 0,003 0,003
24 0,005

25 0,003 -

25.2 -

ALLEL D21S11 D21S11 D18S51 D18S51
Szeged cigany Szeged  Cigany
N=201 N=196 N=201 N=196

26 -

26.2 0,016

27 0,024 0,172

28 0,164 0,271

28.2 0,003 -

29 0,230 0,003

29.2 0,007 0,049

30 0,185 0,211

30.2 0,048 0,018

31 0,087 0,042

31.2 0,085 0,03

32 0,011 0,13

322 0,114 0,076

33.2 0,040 0,01

342 0,060 0,007

36 0,003 -

OH 0,826 0,816 0,841 0,781
EH 0,857 0,792 0,878 0,760
PD 0,961 0,930 0,967 0,959
PE 0,648 0,584 0,677 0,528
PIC 0,840 0,800 0,860 0,830

A D21S11 rendszerben végzett tipizalas azt mutatja, hogy vannak
allélek, amelyek csak a szegedi populéacioban fordulnak elé, igy
25; 28.2; 36. . A 26.2-es allél csak a cigany mintaban volt. A
cigany népessében nagyon alacsony valdsziniiséggel eléforduld
allélek :29 (0,003) /Szeged: 0,230/, 34.2 (0,007) /Szeged
0,050/. A 29.2-es allél viszont a cigany mintdban gyakoribb
(0,049), mint aszegediben (0,007). Ugyanigy a 32-es allél,
mely a cigany mintaban 0,13, mig a szegediben 0,011.

A D18S51 rendszerben vannak olyan allélek, melyek csak a
szegedi mintaban talalhatok meg igy: 10; 14.2;22; 24.

1/e tablazat
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ALLEL D5S818 D5S818 D13S317 D13S317
Szeged roma Szeged roma
N=201 N=196 N=201 N=196

8 0,151 0,199

9 0,087 0,062 0,087 0,082

10 0,050 0,049 0,042 0,065
11 0,315 0,212 0,347 0,240
12 0,386 0,555 0,222 0,342
13 0,140 0,123 0,103 0,062
14 0,021 0,007 0,048 0,007
OH 0,756 0,713 0,821 0,821
EH 0,722 0,699 0,785 0,785
PD 0,857 0,869 0,921 0,931
PE 0,520 0,426 0,638 0,571
PIC 0,680 0,650 0,760 0,780

OH: vérhaté heterozigdcia; EH: észlelt heterocig6cia;
PD:diszkriminicids index;PE: kizarasi hatékonysad;
PIC: polymorphic informed content

A D5S818 rendszerben a 12-es allélnak nagyobb az el6fordulasi
gyakorisaga (0,555), mint a szegedi mintaban (0,386).

Az Y kromoszédma markerei nem fliggetlenul 6roklodnek, ezért itt
a haplotipus adatokat érdemes figyelembe venni /2.tablazat/.

2.tablazat

Hapl DYS19 DYS385 DYS389 DYS389/ DYS390 DYS39 DYS39 DYS39 Obs
n 1 1 2 3
17 10/14 13 30 25 10 11 13
14 15/16 14 30 25 10 11 13
16 15/1513 32 24 11 11 13
13 14/16 13 30 24 10 11 13
14 12/12 12 28 22 10 11 13
15 11/14 13 31 24 11 11 13
16 14/15 13 31 24 11 11 13
16 14/15 13 31 25 11 11 14
16 12/13 13 31 25 11 11 14
10 14 14/14 12 28 22 10 11 13
11 16 13/1513 31 22 10 11 13
12 14 13/13 12 28 22 10 11 14
13 13 16/16 13 31 24 10 11 14
14 14 11/13 14 29 24 11 14 12
15 13 16/18 13 31 24 10 11 13
16 16 10/14 13 30 25 10 11 13
17 16 13/1513 31 22 10 11 12
18 16 15/17 14 30 22 10 11 12
19 15 16/16 14 30 22 10 11 12
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20 15 111513 31 25 11 11 13 1
21 16 13/1513 29 23 10 11 13 1
22 13 16/1813 31 24 11 10 13 1
23 15 15/17 14 30 22 11 10 12 2
24 15 16/16 14 30 22 10 10 12 1
25 16 13/1513 30 22 11 10 12 1
26 16 11/14 13 30 25 11 10 12 1
27 15 16/16 14 30 22 11 10 12 1
28 16 11/1513 29 24 11 10 13 1
29 16 12/1413 30 25 11 1 13 1
30 15 1171412 29 25 11 10 13 1
31 15 151714 30 22 10 11 13 1
32 13 16/18 13 31 24 10 11 12 1
33 15 14/17 13 30 23 11 11 11 1
34 14 13/1512 28 22 10 11 13 1
35 14 151713 29 25 10 11 13 1
36 14 13/16 14 31 23 10 11 13 1
37 14 13/14 12 28 23 10 11 13 1
38 15 11/1413 31 24 11 10 13 1
39 15 13/1513 31 22 10 10 12 1
40 15 15/16 14 30 22 10 11 12 2
41 16 13/1513 30 22 10 11 12 1
42 14 15/16 14 30 24 10 11 13 1
43 15 11/14 13 31 25 11 11 13 1
44 16 13/1513 32 22 10 11 12 1

45 14 11/16 14 31 24 10 13 13 5

Hapl DYS19 DYS385 DYS389 DYS389/ DYS390 DYS39 DYS39 DYS39 Obs
n 1 1 2 3

46 15 11/14 13 31 25 11 10 13 1

47 16 14/19 14 31 22 10 11 13 1

48 16 14/1512 30 24 10 11 13 1

A cigany populéciébdl szarmazé 196 minta kdzil 71 volt férfi. A
71 mintabdl 48 haplotipust kaptunk a 8 Y-STR rendszerre. A
populécion beldli variancia nem nagy, hisz van olyan
haplotipus, amelyik 4,5,6 szoros el6fordulast mutat.

Az Y-STR rendszerekre vonatkozo Fst értékeket a haplotipusok
felhasznalaséaval szamitottuk ki az altalunk végzett vizsgalatok
eredményébél. A populacidk kdzotti Fst értékek eredmé-nyeit a
3.tablazat tartalmazza.

3.tablazat

ékelet-m-i  indiai baranyai roma
roma (N=150) (N=78)



19

indiai 0,35

baranyai roma 0,041 0,065 -
(N=78)

magyar 0,0007 0,032 0,005

(Szeged)(N=100)

Az 'Y kromoszoman lokalizalédé STR csoportok vizsgalatakor
szignifikans kilonbségeket talaltunk, igy elvégezhet6 volt a
populaciok paronkénti vizsgalata.

Az Fst értékek alapjan az mondhatd, hogy

- nincs szignifikans kiilonbség az északkelet-magyarorszagi roma
populacio és a Szeged

kornyéki népesseg kozott,

- a baranyai roma népesség genetikailag kdzelebb all az indiai
népességhez, mint az

északkelet magyarorszagi,

- a magyar és a baranyai roma populacié egymastal val6 nagyobb
genetikai tavolsag a ket

populacio izolaltsagaval magyarazhato,

- az északkelet-magyarorszagi roma nepesség és a magyar
populécid kdzotti nem nagy

kllonbség lehetséges oka a két populécid keveredese.

7. Uj témaként a paraoxonase 1 gén polimorfizmus megoszlasanak vizsgalatat tiiztik ki
célul, magyar és roma populaciéban.

Munkatarsak: Dr. Maroéti Zoltan, Dr. Endreffy Eméke, Dr. Laszl6 Aranka

Az elkészilt dolgozat magyar nyelvii példanyat egészében mellékeljuk.
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PARAOXONASE 1 GEN POLIMORFIZMUS VIZSGALATOK MAGYAR ES ROMA
POPULACIOKBAN
Maréti Zoltan

Gyermekgydgyaszati Klinika, Szeged

BEVEZETES

A paraoxon szerves foszfortartalmd anti-kolinészterdz hatast vegyilet, amelyet a
glaukoma kezelésére helyileg alkalmaznak. Eml6sokben a paraoxon az inszekticidekben
eléforduld parathion bioaktivacidja (a mikroszomakban vald oxidacioja) soran keletkezik. A
paraoxonase (PON) egy specifikus arilészteraz, amely elsésorban a paraoxon hidrolizalasat
vegzi. A folyamat soran p-nitrofenol keletkezik. A PON emellett killonb6zé mértéken az
egyéb, hasonld molekularis szerkezetii toxikus oxon vegyileteket is képes hidrolizalni,
amelyek az inszekticidekben talalhatd szerves foszfor tartalmu vegyiletek (parathion,
chloropyrifos, diazion) bioaktivacidjaval keletkeznek. A PON enzim Klinikai érdekességét
emeli ki azon tulajdonsaga, hogy képes a sarin és soman ideggazok lebontésara is [1]. A
szérumban a paraoxonase a nagy suriségia lipoprotein (HDL) egy frakciojahoz kétodve
elésegiti az oxidalt lipidek hidrolizisét, ezaltal véd a Kis strtsegii lipoproteinok (LDL)
oxidacioja ellen. Knock-out PONL1 egeér vizsgalatok [2] soran kimutattdk hogy ezen egerek
nagyon érzékenyen reagéltak a kiillonb6z6 organikus foszfor vegyiletek toxikus hatasara, ill. a
bel6luk szepardlt LDL és HDL frakcid szOvet tenyészetben sokkal érzékenyebb volt az
oxidaciora. A magas zsir, magas koleszterin diétan nevelt PON1 knock-out egerekben
nagyobb gyakorisaggal alakult ki az atherosclerosis mint a kontroll egerekben [2].

A PON enzimcsaladnak tobb tagja ismeretes emberben PON1, PON2, és PON3
fehérjéket kddolo gének ismertek. Géntérképezéssel mind a harom izoformat a 7g21-22
szakaszra lokalizaltdk [3-4]. A kilonb6z6 izoformék expresszids profilja eltér6, a PON1
els6sorban a majban a PON2 t6bb szdvetben, pl. a pankreaszban is expresszalodik.

A PON1 gén expresszidjat tobb prométer polimorfizmus is befolyasolja /G(-907)C,
G(-824)A, T(-107)C/. Ezen felul a képz6dott enzim aktivitasat és szubsztrat affinitasat tobb
egyéb polimorfizmus befolyasolja. Ezek kozil legnagyobb mértékben az 55-6s pozicidban
talalhato leucin->metionin aminodsav cserével jar6 (L55M) és a 192-es pozicidban talalhato
glutamin->arginin aminosav cserével jaro6 (Q192R) polimorfizmusok hatarozzdk meg az
enzim aktivitast. Davies [1] a Q192R polimorfizmus szerepét vizsgalta, Kiserletei alapjan a

diazoxon és paraoxon hidrolizis mértéke alapjan tisztan elkilonitette mind a harom lehetséges
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genotipust (Q192|Q192, Q192|R192, R192|R192). A polimorfizmus reverz kapcsolatban allt a
PONZ1 paraoxon ill diazoxon hidrolizalo képességével: az RR homozigdtdk magas paraoxonaz
aktivitdstak és alacsony diazoxonaz aktivitasiak voltak, mig a QQ homozigétak pont ezzel
ellentétes aktivitast mutattak. Mackness [5] kisérletei soran megvizsgéalta, hogy a Q192R és
L55M polimorfizmusok mennyiben befolyasoljak a PON1 azon képességét, hogy HDL-ekhez
kapcsolodva megakadalyozza az LDL-ek oxidacidjat. A vizsgélatok alapjan QQ/MM
homozigotak HDL-je védett a leghatékonyabban az LDL-ek oxid&cidja ellen, és az RR/LL
genotipus a legkevéshé. Kisérleteik soran HDL-t és LDL-t 6 6ran keresztill inkubaltak Cu®*-
vel, és ezutdn vizsgaltak a kulonb6z6 genotipusok milyen mértékben voltak képesek
megtartani LDL védé hatasukat. Ezek alapjan a PON1-QQ HDL 57+6.3%-ban a PON1-QR
HDL 25.1+4.5%-ban a PON1-RR HDL csak 0.75+0.4%-ban tartotta meg LDL véd6 hatését.
A PON1-MM HDL 49.5+5.3%-ban, a PON1-LM 29.5+6.6%-ban a PON1-LL pedig
21.8+7.5%-ban tartotta meg LDL védé hatasat. Ezek alapjan megallapithatd, hogy a
kilénbdzé promoter ill. enzim polimorfizmusok befolyasoljdk a PON1 szerepét az
atherosclerosis és gyulladasok kialakulasaban.

A csokkent mennyiségti HDL-cholesterin (HDL-C) mind a sziv és érrendszeri
betegségek (CHD) mind a cukorbetegség (DM) magasabb kockézataval is 0sszefliggéshe
hozhatd. Diabetes mellitusos betegek emelkedett mortalitasa és morbiditasa elsésorban
kardiovaszkularis okokra vezethet6 vissza [6]. A HDL részecskék védelme elsGsorban a
forditott koleszterin transzport és anti-oxidativ ill. gyulladas csokkenté tulajdonsagukkal
magyarazhatd. A csokkent szérum PONL1 aktivitds egyutt jar az emelkedett CHD kockazattal
[7-8]. A cukorbetegség alatt kialakulé emelkedett oxidativ stressz kapcsolatban all a
cukorbetegeknél megfigyelheté fokozott érfal karosodassal és emelkedett atherosclerosis
kockazattal. Az atherosclerosis egyeb fuggetlen kockazati tényez6i pl hipertdnia, obezitas
szintén hozzajarulhatnak a betegség progresszidjahoz.

Kiserleteink soran a PON1 két polimorfizmusanak (Q192R, és L55M) populacio
genetikai analizisét végeztik el magyar, és roma populaciokban. Mivel a magyarorszagi roma
populaciok nem egységesek ezert fontos a romak betelepllésének torténelmi, valamint
szocialis egyuttélési és kulturalis szokasainak ismerete.

A magyarorszagi roméak valoszintsithetéen tobb kilonallo populacidbdl erednek,
amelyek kdz0s vandorlasi Utvonalat kdvettek az Indidbdl Européba torténé vandorlasuk soran

és ennek soran mind szocialisan és gazdasagilag, mind nyelvileg egybeolvadtak.
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Az azonban még a mai napig nem egyértelmii, hogy vajon ez a szocialis egyuttélés
genetikai keveredessel tarsult-e az egyitt vandorlo populaciok kozétt. Amennyiben a korai
Roma populacid szocialis felépitése az indiai kasztrendszer felépitését tikrdzte, ahogy egyes
kutatdk allitjak, a csoportok valdsziniisithetéen a csoporton beliili hazassagokat részesitették
elényben, igy fenntartva a genetikai elkiloniltséget az egyes csoportok kozott.

Populécidgenetikai szempontbol nagyon fontos tényez6, hogy az Eurdpaba érkezé
cigany népcsoport mérete nagyon alacsony volt. Az effektiv populacidomeéret azonban még
alacsonyabb, hiszen a bevandorlé populacio szamos kisebb csoportra valt szét. A mai Bulgéria
tertletén a 16. szdzadban megkozelitéleg 6000 roma élt, akik mintegy 50 csoportra valtak
szét, tehdt az alapitd populacio mérete nagyon jelentds tényezé a roma népcsoport
populécidgenetikai vizsgélata sordn. Fontos megemliteni azt is, hogy a kiilénb6z6 csoportok
alapitoi kozott ritka volt a rokonsagi kapcsolat.

Mindezek azt jelentik, hogy a romakkal kapcsolatos populéacidgenetikai kutatasok
soran szembe kell nézni a kilonbdz6 csoportok szétvalasaval, egyesulésével, a kiulonb6z6
eredettel, valamint a csoportok kozotti keveredések eltéré mértékével. Szamolni kell a kis

effektiv populaciomérettel, alapitd hatassal, valamint erés genetikai sodrodassal.

BETEGEK ES MODSZEREK

Populédcié genetikai vizsgalataink soran harom, Tisza menti telepllés roma
populaciojat (n=189), kontrolként kevert magyar populaciot (egytemista, n=83),
genotipizaltunk a QI192R és L55M polimorfizmusokra. A magyarorszagi romak
demogréfiailag és genetikailag is heterogének. A ciganysagon belll 3 nagyobb csoportot
kil6nithetlink el az anyanyelviik és az orszagba vald érkezésik alapjan:

e A romungro cignyok: Az orszag cigany lakossaganak megkozelitoleg 71 %-at adjak.

Legnagyobb résziik a 16-17-18. szazadi betelepiilések idejen érkezettek leszarmazottai.

Ok a toroktsl elhagyott balkéni teriiletekrsl dramlottak az orszag déli, illetve délkeleti

megyéibe. Azonban itt nem telepedtek le, hanem tovabbvandoroltak az orszag k6zépso

részeibe. Az anyanyelvilket koran elvesztették, igy napjainkra az anyanyelvilk csak
magyar.

e A beés (balarja, wallachiai) ciganyok: Anyanyelvilk a magyar mellett a roman. Az
orszag roma lakossaganak 8%-at teszik ki. Az 1860-as evektdl kezdve, a moldvai és

havasalfoldi  rabszolgasdg felszdmoldsa utan kezdtek tdémegesen  érkezni
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Magyarorszagra. Bevandorlasuk a 20. szézad els6 évtizedeiben fejez6dott be.
Napjainkra elsésorban a dunantuli teruleteken telepedtek le.

e Az oldh (kolompar, vlax) cigdnyok: A roma lakossag mintegy 21 %-at kitevé olah
roméak anyanyelve a magyar mellett a cigany. Az olah ciganyok a 18. szazadban (egyes
szerz6k szerint a 19. szadzadban) érkeztek Magyarorszagra, Erdélyb6l és a

Havasalfoldrol. Korukben jol felismerhet6 a torzsi tagozodas.

Az altalunk vizsgalt romak az olah ciganyok csoportba tartoznak. Adatvédelmi
okokbol a részletes eredmények kozlésénél a Roma telepiilésekre csak ,,A”, ,B” és ,,C”

telepilésekkent hivatkoztunk.

DNS szeparaléas
A vizsgalatokat EDTA-val alvadasgatolt vénas vérmintakbol végeztik, amelyet feldolgozésig
(max. 3 nap) 4 °C-on taroltunk. Az un. , kis6zasos” maodszer alkalmaztuk (telitett NaCl

oldattal) a fehérvérsejtekben 1évé DNS szeparalashoz.

A mintak genotipizalasa

Az EDTA-s vérekbol kinyert DNS-ekbdl a két single nucleotid polimorfizmus (SNP)
(Q192R, L55M) genotipizalasat LightCycler-el végeztiik. A PCR-hoz hasznalt primerek és
probék a kdvetkezok voltak [9]:

Q192R-F 5"-TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G-3*
Q192R-R 5"-CCT TCT GCC ACC ACT CGA AC-3"

Q192R sensor 5"-CCC CTA CTT ACA ATC CTG GGA GAT-FL-3*
Q192R anchor 5"-LCRed705-ATT TGG GTT TAG CGT GGT

CGT ATG TTG-3*

LS5M-F 5"-CCT GCA ATA ATA TGA AAC AAC CTG-3*
L55M-R 5"-CTA GAA CAC AGA AAA GTG AAA GAA AAC-3*
L55M sensor 5"-CTC TGA AGA CAT GGA GAT ACT GCC-FL-3*
L55M anchor 5"-LCRed640-ATG GAC TGG CTT TCA TTA

GCT CTG TGA GT-3*

A reakcio elegyeket a PCR amplifikaciohoz az 1. tdblazatnak megfeleléen allitottuk dssze:



24

Stock volume (ul)
solution

MqgCl, 25mmol/I 0,4
pimerek

froward 5 umol/I 3,2
reverz 5 umol/I 3,2
szensor proba 4 umol/I 1
anchorpréba 4 umol/I 1
templat DNS 0.02 pg/ul 2
Taq polimeraz 5 U/ul 0,5
dNTPs 5 mmol/l 1
DMSO 2
10x PCRbuffer 10 x 2
H,O 4,7

1. tablazat: PON1 Q192R és L55M polimorfizmus PCR reakcio elegy

A PCR amplifikédcidhoz a 2. tablazatban lathatd protokollt hasznaltuk mindkeét

polimorfizmus vizsgalatanal:

Cycles 40

Temp targets segm. 1 segm 2. | segm. 3
Type Quqntification
Target Temp. 94 57 72
Incubation time 0 10 10
temp transition 20 20 20
rate

Secondary target 0 0 0
temp.

step size 0 0 0
step delay 0 0 0
Acqusition mode None Single None

2. tablazat: A PON1 Q192R és L55M polimorfizmusainak PCR

amplifikécidja



Az olvadaspont gorbe analizist a 3. tdblazatnak megfeleléen végeztik:
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Cycles 1

Temp targets segm. 1 | segm 2. | segm. 3
Type melting curve

Target Temp. 94 40 80
Incubation time 0 5 0
temp transition rate 20 20 0,01
Secondary target 0 0 0
temp.

step size 0 0 0
step delay 0 0 0
Acqusition mode None None Step

3. tablazat: az olvadaspont gdérbe (melting point analzis)

paraméterei

Az altalunk vizsgalt polimorfizmusok tipikus olvadas gorbe diagramm analiziseit az 1.
és 2. &bra szemlélteti. A fluorescens szignal altal adott olvadaspont gorbék negativ derivaltjat
a hémérseklet fliggvényébben abrazolva kaptuk az olvadas csucsokat. Ezen csucsok 4-6
fokkal térnek el a mutans és vad genotipusok homérséklet gorbéin. A homérséklet
kilénbséget a proba, az SNP-re tervezett 1 bazisparos (bp) mismatch-e altal okozott
instabilitasa okozza. A PON1 192 polimorfizmus homozig6ta vad tipust aléljanal (Q) 55,5
°C-nal a homozigota mutans (R) allélnal 49,5°C-nal kaptunk maximalis csucsot. A
PON1 55 polimorfizmus homozig6ta vad tipust alléljanal (M) 60,0 °C-nal a
55,5 °C-nél

polimorfizmusra heterozigota mintaknal a két csucs egylttesen lathato.

homozigota mutans (L) allélnal kaptunk maximalis cslcsot. A
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1. dbra: A PON1 Q192R polimorfizmus LightCycler-es olvadaspont gérbéje. A PON6-0s minta a vad allélra
homozigota, a PON59-es minta a muténs allélra homozigdta, a PON43-as minta heterozigéta.
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Run Date; Fab 13, 3004 05237
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2. &bra: A PON1 L55M polimorfizmus LightCycler-es olvadaspont gorbéje. Az Y27-es minta a vad allélra
homozigota, az Y34-es minta a mutans allélra homozigéta, az Y35-6s minta heterozigota.

A vizsgalt személyek minden esetben egy beleegyezé nyilatkozatot toltottek ki, A

vizsgalatban résztvevok adatait titkosan kezeltik, az adatok felvétele utdn mindenki anonim
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azonositot kapott, és a tovabbiakban a vizsgalatok elvégzése soran csak ezek keriltek

feltlintetésre.

Statisztikai szamitasok

Eredményeink kiértékeléséhez khi-négyzet probat alkalmaztunk, ahol a kontrollhoz
képest lényegesen kevesebb volt a beteg egyedek szama ezt kiegészitettik a Yates

korrekcioval. A szignifikancia szintet 95%-o0s konfidencia intervallumon néztuk.

EREDMENYEK

A PON1 Q192R polimorfizmus %-os allélmegoszlasai a magyar és roma populacioban
ill. a roma populacio részletes a minték teleptilésenkénti adatait a 3. &bran lathatjuk. Nem
talaltunk szignifikans kilénbséget a magyar és roma populécidok egészére nézve. Azonban
szignifikans eltérések voltak az ,,A” jeli roma telepilés QQ allél gyakorisdga és a ,,B”
(? p<0.02), ,,C” (? p<0.01) jelii roma telepiilések és a kontroll csoport (? p<0.05) QQ allél
gyakorisagai kdzott. Szignifikans eltérés talaltunk az ,,A” jell roma telepiilés QR alléljai és a

,»B” jeli roma telepulés QR allél gyakorisaga (? p<0.01) kozott.

PON1 Q192R
70-
&~ 60 E 3-:-:-:-:-:- QQ
(9 L
'6 E = * + m QR
§ 50 | ; , E=32RR
i . =|e .
s 44 Hp 1 E
s 304HA  HE 1 UH |
204l HE H T
o 104k Ele - gl %
e i ; : i l:: g
o-LELE o s - ]
kontrollroma A B C
n=83 n=189 n=72 n=57 n=60
romak telepulésenkent

3. dbra: A PON1 Q192R polimorfizmus allél gyakorisaga magyar és
roma populacidkban. “p<0.02 QQ allél gyakorisag ,,A” telepiilés vs.
B telepiilés; "p<0.05 QQ allél gyakorisag kontroll vs. ,,B” telepilés;
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*p<0.02 QR allél gyakorisag ,,A” telepiilés vs. ,,B” telepiilés; “p<0.01

QQ allél gyakorisag ,,A” telepulés vs. ,,C” telepdilés.

A PON1 L55M polimorfizmus %-os allélmegoszlasai a magyar és roma populacioban
ill. a roma populacio részletes, a minték telepullésenkenti adatait az 4. &bran lathatjuk. Nem
talaltunk szignifikans kilonbséget a magyar és roma populaciok allél gyakorisagai kozott. A
roma populécidk adatainak telepulésenkénti vizsgalata soran szignifikans eltéréseket talaltunk

a ,,B” jeli roma telepllés lakosai és a kontroll csoport LL (? p<0.05) és ML (? p<0.05)

allélfrekvenciai kdzott.

sttt

%-o0s allélfrekvenciak
w
[==]
[

E s s e s s R R R R R R R}

ottt

kontrollroma

n=83 n=189

PON1 L55M

*
%

(@ o e "

b1

n=72 n=57 n=60

romak telepllésenként

= MM

5. &bra: A PON1 Q192R polimorfizmus allél gyakorisaga magyar és

roma populaciékban. “p<0.05 LL allél gyakoriség kontroll vs. ,B”

teleplilés; "p<0.05 ML allél gyakorisag kontroll vs. ,,B” telepiilés
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MEGBESZELES

A romékkal kapcsolatos genetikai kutatasok tervezésénél a legfébb probléma a roma
egyének azonositasa, valamint a mintavételi technikak kilonbozésége. A Kkutatas
megkezdéséhez elsé 1épésként ki kell valasztani a roma szarmazasu alanyokat, és ez gyakran
Utkdzik nehézségbe, hiszen a kérdezett emberek gyakran nem vallaljak etnikai
hovatartozasukat. Az etnikai osztalyozas alapjai valdjaban a mai napig nem tisztazottak.

Problémat jelent az is, hogy ezekben a kutatasokban gyakran nem veszik figyelembe a
ciganysag szocialis organizaciojat, a killénbdz6 roma csoportokat élesen elvalaszté hatarokat,
illetve a csoportokon beluli endogamia szigoru szabalyait. Egyszerii osztalyozasként a kutatok
a romakat az orszaghatarok szerint csoportositottak, igy beszéltek peldaul magyar, illetve
spanyol ciganyokrodl. Ez az osztalyozas egyszeriinek bizonyult, és mivel a mintavételi technika
a kornyezé eurdpai populaciok tekintetében is ugyanilyen, alkalmas lehet a cigany és az
6shonos populacio dsszehasonlitasara, azonban nem megfelelé a killonbdz6 roma csoportok
alapito populacidi kozotti kuldnbségek vizsgalatara.

A romakkal kapcsolatos genetikai kutatdsok torténete mintegy 70 évvel ezeldbttig
nyulik vissza, beleértve a masodik vildghaboru alatti és elétti, féleg németek altal végzett
»tudomanyos” vizsgalatokat. A haboru utani vizsgalatok elsésorban a roma népcsoport indiai
szarmazasat voltak hivatva bizonyitani, vagy cafolni. A ciganysag tradicionalisan alacsony
szocialis-gazdasagi statusza, valamint a sokaig fennallo, az egészségugyi ellatdshoz valo
korlatozott hozzaférése miatt a kutatok figyelme csak a legutdbbi idékben iranyult a roma
populacioban megfigyelheté specialis Orokletes betegségspektrumra, és ezen a terileten a
kutatdsok legtobbje a mai napig Véletlenszeriien kivalasztott. A roma csoportok
Osszehasonlitasa is legtobbszor a kulonalld rendszerekben megfigyelt kilénbségeken alapul.
Minddssze néhany kutatés alapszik multilokusz vizsgalatokon.

Vizsgalataink alapjan a roma populaci6 és a magyar populacio PON1
polimorfizmusainak allél gyakorisdgai nem kilonboztek szignifikansan. Azonban a roma
populacio telepiilésenkénti csoportositasa soran populéacios kulonbségeket tudtunk kimutatni a
teleplilések kozott. Az allél frekvencidk kozti kulonbségek nagy valdszintiseggel founder
hatdssal magyarazhatdk, és alatamasztjak a kutatok azon feltevését, hogy a roma populacié
felépitése az indiai kasztrendszer felépitését tilkrozi, és a roma csoportok a csoporton beldli
hézassagokat részesitik elényben, igy fenntartva az egyes csoportok kozotti genetikali

elkllonltseget. Az altalunk vizsgalt PON1 polimorfizmusok befolyésoljak az LDL oxidacid
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mértékét, amely a gyulladdsos folyamatokban és az atherosclerosis kialakulasaban fontos
szerepet jatszik. Az eredményeink alapjan a roma populaciok heterogén PON1 polimorfizmus
megoszlasa felveti az egyéb sziv és érrendszeri kockézati tényezok egyittes vizsgalatanak

szilkségességét a magasabb R ill L allélfrekvencidju csoportokban.
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