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Abstract

Tn 2010 marcam 25 de ani de la publicarea primei lucrari stiintifice care relateazi despre
identificarea genetica a persoanelor umane prin amprentare ADN. De atunci, analiza ADN-
ului a devenit un instrument important Tn diagnostizarea si terapia bolilor, Tn identificarea

medico-legald, taxonomie, filogenie, si altele.

Scopul acestui studiu. Conform recensdmantului din 2002, in Transilvania exista o
comunitate etnicd maghiara considerabild (19,6%), mai ales in judetele secuiesti din
Covasna si Harghita. Tn ultimul deceniu, au fost publicati parametrii genetici a doud
populatii din judetul Harghita (secuii si ceangaii), dar nici un studiu populational nu s-a
efectuat pentru comunitatea secuilor din Covasna si pentru populatia maghiara (non-
secuiascd) din Transilvania. Ca urmare, unul dintre obiectivele propuse de acest studiu a
fost pe departe, determinarea parametrilor genetici pentru cele doua comunitati maghiare si
compararea acestora cu alte populatii din Romania, precum si dorinta de a contribui cu
date importante |a bazele de date genetice ale Transilvaniei si Romaniei.

Metode. Prin utilizarea tehnicilor de amprentare ADN s-a creat profilul genetic a
424 de indivizi: 146 pentru Cluj si 278 pentru Covasna. Frecventele alelice si parametrii
genetici de interes judiciar au fost determinati prin intermediul aplicatiei Power Stats de la
Promega. Deviatiile de la echilibrul Hardy-Weinberg si testele de comparare statistica au

fost finalizate prin importul datelor obtinute prin genotipare in Genepop si Arlequin.

Rezultate si Concluzii. Populatiile incluse in acest studiu pot fi utilizate si in studii
de micro-diferentiere populationalda. Testele comparative statistice nu au evidentiat
diferente semnificative intre maghiarii non-secui din judetul Cluj (CJ-Hu) si secuii din
judetul Covasna (CV-Sze). Intr-o comparatie statisticd care a inclus 10 din cei 15 loci,
populatiile incluse Tn acest studiu nu au prezentat valori semnificative fata de romanii din
Bucuresti (B-RO). Cea mai mare distanta genetica a fost Tnregistrata pentru populatia din
Covasna intr-o comparatie cu baza de date a VValahiei. Testele comparationale statistice au
definit locii D21S11, D13S317, D3S1358 si D5S818 ca fiind cei mai polimorfici markeri
STR @ celor patru regiuni istorice ale Romaniei.
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Cuvintecheie

15 loci STR autosomali; Romania; Baza de date actualizatd a Transilvaniei; Moldova,

Dobrogea, Muntenia, studii populationale; Covasna, Harghita, Cluj; AmpFISTR Identifiler;
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.1 Introducere

Impactul inovatiilor tehnologice si stiintifice asupra vietii poate fi resimtit in multe feluri.
Actele criminale, cazurile medico-legale, atacurile teroriste sau dezastrele de masa sunt
doar céteva dintre situatiile nedorite, imprevizibile si inevitabile, dependente de
identificarea umana, fapt ce necesitd dezvoltarea continua a tehnologiilor si a stiintelor
genetice.
Tn 2010 marcam aniversareaa mai multor evenimente:
e 1 an de cand Consiliul Europei a prezentat noul Standard European cu privire la
setul de loci STR, care contine Tn acest moment 12 markeri (noiembrie 2009)
e 5 ani de cand cazurile de catastrofe Tn care omenirea a fost implicata au fortat
Institutiile Stiintifice de Criminalistica (ENFSI) si Grupul European de Profilare
ADN (EDNAP) sa dezvolte si sa valideze un nou sistem STR, care sa permita
identificarea persoanelor din probe de ADN degradat (Glasgow, 2005)
e 15 ani de la infiintarea primei baze de date ADN (aprilie 1995), care a continut
markeri pentru locii THO1, VWA, FGA, D8S1179, D18S51, si D21S11
e seTmplinesc 20 de ani de la dezvoltarea primilor markeri STR
e au trecut 25 de ani de la publicarea primei lucrari stiintifice, care se ocupa cu
identificarea genetica a persoanelor umane prin amprentare ADN (Gill et al. 1985)
Analiza ADN-ului adevenit un instrument principal in recoltarea probelor biologice pentru
persoanele implicate Tn cazuri legate de crime, mai ales datoritd genomicii - stiinta
materialului genetic - care are potentialul de a oferi instrumentele necesare atét
diagnostizarii bolilor si a identificdrii medico-legale, cét si pentru taxonomie , filogenie, si
multe altele.
Capacitatea de a explora variatiile genetice ale autozomilor, ale cromozomilor de sex sau
ale ADN-ului mitocondrial, este doar unul dintre rezultatele remarcabile ale genomicii. Pe
viitor, cercetdrile din domeniul genomicii vor actualiza mijloacele si metodele existente,
totodatd vor oferi noi instrumente aplicabile Tn identificarea medico-legala, Tn special cele
legate de acel factori genetici care vor ajuta la reconstruirea aspectului fizic al unui individ

sau la stabilirea originii geografice a unei persoane.



Demeter Jozsef-Szabolcs Rezumatul Tezei de Doctorat

.2 Polimorfismul AND, Genetica si Genomica Markerilor STR. Polimorfismul si
variabilitatea genetica definesc individualitatea noastra biochimicd si permit utilizarea
informatiilor stocate in ADN 1n scopuri de identificare umana. Aceasta variabilitate este n
mare parte generatd de procesele de replicarea si recombinare a ADN-ului. Tn timpul
replicarii (multiplicare), pot aparea numeroase "greseli”, cum ar fi mutatiile punctiforme,
translocatii etc. Aceste variatii sunt denumite colectiv "polimorfisme" (literalmente, forme
locus (Figura 1.1). La nivelul ADN-ului polimorfismul poate prezenta doua forme:
polimorfism de ordine (a nucleotidelor) si polimorfism de lungime (repetitia a mai multor

nucleotide) (Figura 1.2).

Locus A
/\ Homologous pair of
Allele 1 Allele 2 chromosomes
NON e
Allele 1 H Allele 2
3
Homologous pair of 6
chromosomes
Locus B

Figura 1.1: Reprezentarea schematica a doi loci (A si B) situati pe doud perechi de cromozomi. Cromozomii
cu centromerele marcare cu cerc deschis sunt mosteniti pe latura parentald, in timp ce cromozomii cu
centromere solide sunt mosteniti maternal. Astfel, acest individ a primit alela cu patru repetitii a locusul A si
alela cu trei repetitii pentru locusul B de la tatd, iar alela cu cinci repetitii pentru locusul A si aela cu sase
repetitii pentru locusul B de mama. (Fig. modificata in conformitate cu Butler 2005)

< < =]

Sequence polymorphism

A e AGACTAGACATT-------

B e (AATG)(AATG)(AATG) -------
3 repeats
——————— (AATG)(AATG)-------
2 repeats
Figura 1.2: Tipurile de polimorfisme genetice: A = polimorfisme de repetitie; B = polimorfisme de lungime
(Fig. modificatd in conformitate cu Butler 2005).
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Repetitiile scurte in tandem (STR) sau microsatelitii genetici, (in continuare numiti
markeri STR) sunt cei mai polimorfici markeri AND, si reprezinta repetitiile a unor

secvente formate din doua-sase perechi de baze (Tautz 1989).

Mononucleotide repeats
A C

Dinucleotide repeats
AC AG AT <G

Trinucleotide repeats
AAC AAG AAT ACC ACG ACT AGC AGG ATC cCG

Tetranucleotide repeats
AAAC AAAG AAAT AACC AACG AACT AAGC AAGG AAGT AATC

AATG  AATT ACAG  ACAT ACCC ACCG ACCT ACGC ACGG ACGT

ACTC ACTG AGAT AGCC AGCG AGCT AGGC AGGG ATCC ATCG

ATGC CCCG CCGG
Figura 1.3: Markeri STR grupati dupa numarul nucleotidelor care formeaza secventele repetitive; (Fig.
modificat Tn conformitate cu Jin L si colab. 1994)
Microsatelitii aratd un nivelul stabil si ridicat al polimorfismelor, prezinta o distributie
uniforma in ntregul genom, iar lungimea secventelor repetitive este fezabilad proceselor
PCR, sunt trei dintre proprietatile locilor STR care sustin folosirea acestora in diverse
aplicatii genetice. Numarul de repetitii al acestor markeri prezinta variatii semnificative
intre indivizi, ceea ce justifica aplicabilitate lor Tn procesele de identificare umana. Printre
diferitele tipuri de sisteme STR, cele cu tandemele repetitive, constituite din secvente de
cate 4 nucleotide (Figura 1.4), au devenit mai populare decét cele cu di- sau trinucleotide,
deoarece acestea sunt mai usor de identificat prin separarea bazata pe electroforeza.

—_—
1 2 3 4 5 6
5 -TTTCCC TCAT TCAT TCAT TCAT TCAT TCAT TCACCATGGA -%

3 - AAAGGG AGTA AGTA AGTA AGTA AGTA AGTA AGTGGTACCT - 5%
G 5 4 3 2 1

-~
Figura 1.4: Exemplu de polimorfism STR constituit din repetitie tertanucleotidica (Fig. modificatd in
conformitate cu Butler 2005)

Minirepetitiile scurte in tandem (MiniSTRs). Mgjoritatea kiturilor STR disponibile si
comercializate in prezent pot genera ampliconi de o lungime de 100-450 de perechi de
bazd. Tn cazul probelor de ADN degradate, cea mai buni modalitate de a recupera
informatii s-a dovedit afi utilizarea minirepetitiilor scurte in tandem. Aceasta eficacitate le
este conferita prin dimensiunea redusa a produsilor PCR (<150 pb), obtinuta prin mutarea
regiunii de legare a amorsei in vecinatatea regiunii repetitive (Krenke si colab. 2002;
Wiegand si colab. 2001).



Demeter Jozsef-Szabolcs Rezumatul Tezei de Doctorat

rimer

/Primer hinding site

Length polymorphism

Primer

‘/Pr:i.mer binding site

Length polymorphism
Figura 1.5: Compararea markerilor STR (A) si a minirepetitiilor scurte in tandem (B): regiunea de legare a
amorsei Tn cazul markerului miniSTR este In vecinatatea regiunii repetitive, ceea ce rezulta printr-un produs
PCR mai mic de 150 de perechi de baza.

Rezultate a mai multor studii indica faptul, cd acesti markeri au un dezavantg] deloc
neglijabil: cu cét regiunea de legare a amorsei este mai aproape de regiunea de repetitie, cu

atat frecventa pierderii alelelor (alele drop-outs) Th procesul de genotipare este mai mare.

1.3 Loci STR folositi in identificare umana
Folosirea unor seturi de markeri STR sunt necesare pentru introducerea datelor ADN in

bazele de date nationale si internationale cu scopul de a servi diversele procese juridice,
dar sunt indispensabile si Tn transmiterea si compararea informatiilor genetice. Cele mai

utilizate seturile de markeri STR sunt enumerate in Tabelul 1.1.

Setul standard
EL;(E(I)EQ?S- US(CODIS) German I nter pol
Marker STR
FGA Necesar Necesar Necesar Necesar
THO1 Necesar Necesar Necesar Necesar
VWA Necesar Necesar Necesar Necesar
D3S1358 Necesar Necesar Necesar Necesar
D8S1179 Necesar Necesar Necesar Necesar
D18S51 Necesar Necesar Necesar Necesar
D21S11 Necesar Necesar Necesar Necesar
Amelogenin Optional Optional Necesar Optional
D16S539 Optional Necesar - -
TPOX Optional Necesar - -
D1S1656* Necesar - - -
D12S391* Necesar - - -
D2441* Necesar - - -
D10S1248* Necesar - - -
D22S1045* Necesar - - -
CSF1PO - Necesar - -
D5S818 - Necesar - -
D7S820 - Necesar - -
D13S317 - Necesar - -
D2S1338 Optional Optional - -
D195433 Optional Optional - -
SE33 - - Necesar -
STR markers 12 13 8 7

Tabelul 1.1: Seturile de markeri STR; UE = Setul Standard European din 2009, US = setul de loci CODIS al
Statelor Unite ale Americii; Locii marcati cu "*" reprezintd markeri recent inclusi in set in conformitate cu
Rezolutia Consiliului UE 2009/C296; markerii marcati cu italics sunt minirepetitii scurte in tandem
(miniSTRs).
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|.4 Baza de date web a markerilor STR din ADN (STRBase) este un site mentinut de
catre Institutul National de Standarde si Tehnologie (NIST) din SUA, si poate fi accesat
online laadresa: http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/

STRBase a fost conceput cu scopul de a aduna laolalta literatura stiintifica a markerilor
STR si de a oferi informatii de ultima ora despre acestia.

I.5 Sistemul indexului combinat ADN (CODIS) afost lansat de USA (1998) in scopuri
judiciare. Tn iunie 2010, aceasta baza de date a continut aproximativ 9 millioane de profile
genetice. La reuniunea din 13-14 noiembrie 1997, 13 loci STR au fost alesi pentru fi
folositi de acest sistem (Budowle 1998). Acesti 13 loci ai sistemului CODIS sunt
enumerati in Tabelul 1.1. Toti cel 13 loci CODIS au fost testati pentru probabilitatea de
potrivire, care este de aproximativ unu la 94 miliarde de indivizi selectati aleator
(Chakraborty et al 1999).

| .6 Baza de date a Incidentelor Fatale (M ass Fatality I ncident Databases)
Amprentarea ADN-ului s-a dovedit a fi o tehnica robustd, sigura si idealda pentru
identificarea victimelor dezastrelor (Disater Victim Identification, DVI): catastrofe
accidentale, evenimente naturale si acte intentionate (atacuri teroriste, razboaie sau crize
politice Leclair 2004; Bradford 2010; Budowle si colab. 2005).

|.7 Utilizarea markerilor STR in studii populationale umane din Roméana. Pana in
prezent rezultatele a 8 studii de populatie efectuate Tn Roméania au fost publicate n
revistele internationale de specidlitate. Sase dintre aceste studii au fost efectuate prin
utilizarea setului de 13 markeri STR CODIS. Primele date populationale au fost obtinute
dintr-un esantion de 105-122 de persoane neinrudite ndscute in Transilvania si Banat
(Anghel 2003). Al doilea studiu contine datele a 13 loci STR testati cu romanii din zona
Bucurestiului (Barbarii, 2004).

|.8 Studii populationale de genetica umana efectuate in Romania prin utilizar ea setul
de loci STR CODIS. Primul articol publicat contine date a doud comunitati de etnie
maghiara din Transilvania (secuii si ceangaii din judetul Harghita; Egyed si colab. 2005).
Frecventele alelice stabilite populatiei din vestul Roméne (219 de persoane) au fost
determinate Tn 2006 (Marian si colab 2007). Tn 2008 au fost fixati parametrii genetici
pentru populatiile din regiunea Transilvaniel, Munteniei, Dobrogei si Moldovei (Sanciu si
colab. 2009).

10
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1.9 Ultimele reglemetri legislative aduse tehnologiei de amprentare ADN. Tn ultimele
luni, atat n UE cat si in SUA, au fost aduse noi reglementari tehnologiei de genotipare
ADN, reglementéri care se refera fie la acreditarea si licentierea laboratoarelor de
genotipare n scopuri juridice, fie la optimizarea si uniformizarea procesului tehnologic,
necesara atat schimbului de date intre bazele de date ADN existente, cat si garantarii
standardelor de calitate. Roménia, ca tard membrd a UE, trebuie sd se conformeze
recomandarilor UE. De asemenea, incepand cu 2008, legea nr. 76/2008 descrie organizarea
si functionarea Sistemului National de Date Genetice Judiciare (Publicat in Monitorul
Oficial, Parteal nr. 289 din 14/04/2008).

11
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Partea a ll-a: Metodele si tehnicile amprentarii ADN-ului
prin intermediul markerilor STR

12
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I1.1 Extractia ADN-ului genomic a fost efectuatd dintr-un volum de 300 ul de sange
integral, folosind kitul SV Wizard Genomic DNA Purification Kit A1620 de la Promega,
conform indicatiilor producatorului (SV Wizard Genomic DNA Purification Kit; Promega
1999).

Pentru cuantificarea ADN-ului extras, probele au fost migrate prin gel de agaroza de 1%.
Concentratia ADN-ului a fost determinatd prin analizd spectrofotometricd cu
spectrofotometrul NanoDrop ND-1000.

Probele au fost amplificate prin utilizarea kitului AmpFLSTR Identifiler PCR
Amplification Kit de la Applied Biosystems.

Programul de amplificare afost cel recomandat de producdtor (Tabelul 2.2), Tnsd cantitatea
reactivilor folositi a fost diminuata cu 50%, iar cantitatea probei amplificate afost de 1 pl,

cu o concentratie ADN de aproximativ 0,5 ng- pl (Tabelul 2.1)

R . Cantitatile originale Cantitati modificate
eactivi

/sample (ul) /sample (ul)
= AMpFISTR PCR — Mix de reactivi 15 5,25
= | AmpliTag Gold DNA - Polimeraza 0,5 0,25
% | AmpFISTR Identifiler - Amorsi 55 2,75
& [ H,0 (UPUV, filtered) - 4
Cantitate PCR-MM 1in tuburi 15 12
ADN Genomic 10 (0,05-0,125 ng/ul) 1 (~0,5 ng/ul)
Pierdere de reactiv -1 -0,25
Cantitate totala (PCR MM + ADN) 25 13

Tabelul 2.1: Protocolul PCR original si cel modificat; PCR MM (Amestec de reactivi PCR)

Temperatura de stocare a ADN-ul amplificat pe termen scurt (max. 48 de ore) afost de 2-
6°C. Pe termen lung (mai mult de 48 de ore) produsii PCR au fost stocati la -15 la -25°C
(AmpFLSTR Identifiler PCR Amplification Kit User’s Manual 2006).

Incubare initiala

Ciclu termal

Extensie finala

95°C - 11 minute

94 °C — 1 minute (denaturare)
59 °C — 1 minute (aliniere)
72 °C — 1 minute (extindere)

60 °C — 60 minute

Se repeta ciclul termal de 28 de

orl

Tabelul 2.2: Programul de amplificare PCR

13
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I1.3 Marcarea fluorescenta a fragmentelor ADN necesita Hi-Di formamide, AmpFISTR
L1Z-500 (marker intern) si markerul aelic AmpFSTR Identifiler (marker extern).
Cantitatile de reactivi impreuna cu produsii amplificati (Tabelul 2.3) au fost tratate termic
timp de 5 minute la 95°C (pentru a denatura ADN-ul), mai apoi refrigerate timp de minim
5 minute la-15°C (Jakovski et al. 2010).

Reactivi Marker intern/proba (ul) Marker Extern/proba (ul)
Hi-Di™ formamid 12 12
GeneScan 500 LI1Z 0,5 0,5
Produsi PCR 15 -
Markerul alelic AmpFISTR Identifiler - 15
TOTAL amestec derectiv/tub 14 14

Tabelul 2.3: Reactivii folositi pentru marcarea fragmentelor ADN.

I1.4 Genotiparea probelor a fost efectuata in Centrul de Biologie Moleculara prin
utilizarea echipamentului ABI PRISM 310 Genetic Analyzer folosind tehnologia DS-33,
pe un singur capilar, cu filtru de 5 culori (G5). Markerul intern utilizat a fost GeneScan
L1Z-500. 1n teza elaboratd am dedicat un intreg capitol detaliilor tehnologice si setarilor
necesare bunei functiondri a acestui echipament. (AmpFLSTR Identifiler PCR
Amplification Kit User’s Manual 2006).

I1.5 Prelucrarea si interpretarea statistica a datelor. Frecventele alelice si parametrii
genetici de interes judiciar au fost determinati prin intermediul aplicatiel Power Stats de la
Promega. Deviatiile de la echilibrul Hardy-Weinberg si testele de comparare statistica au
fost finalizate prin importul datelor obtinute prin genotipare in Genepop si Arlequin,

aplicatiile cele mai frecvent utilizate n studiile populationale de genetica umana.
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Partea alll-a: Contributiile Personale si Rezultatele
Studiului
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I11.1 Informatii despre probe si populatie
Conform datelor publicate pe site-ul oficial al recensaméanului din 2002, in Transilvania

exista o comunitate maghiara de circa 19.6 %, In mare parte reprezentat prin secuii din
judetele Harghita si Covasna. Tn ultimii ani datele genetice ale secuilor si ceangailor din
judetul Harghita au fost publicate, insa s-a constatat o deficientd a datelor referitoare la
secuii din judetul Covasna, precum si pentru comunitatea maghiara din Ardeal (alta decét
cea secuiasca).

In consecintd, am colectat un numar total de 733 de probe, reprezentand comunitatea
maghiara din judetul Cluj (206 de indivizi, in continuare voi folos prescurtat denumirea de
Cluj, judetul Cluj sau populatia din Cluj) si secuii din judetul Covasna (527 de indivizi,
pentru care voi folosi denumirile de Covasna, judetul Covasna sau populatia din Covasna).

(Fig3.1)

Judetul Covasna
527 de donatori voluntari

Judetul Cluj
206 de donatori voluntarj

Fig 3.1: Populatiile incluse in acest studiu: CJ3-Hu (comunitatea maghiara din Ardeal, alta decét cea
secuiasca); CV-Sze (comunitatea secuilor din judetul Covasna).
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Probele au fost colectate cu gjutorul unor tuburi speciale cu EDTA K2/EDTA K3. Timpul
mediu de stocare a probelor (timpul dintre colectare si izolare) a fost de 48 de ore. Toti

donatorii si-au dat consimtamantul pentru a participa la acest studiu.

[11.2 Cuantificarea ADN-ului si Asigurarea Calitatii Procesului de Genotipare

Pentru a obtine informatii despre cantitatea si puritatea ADN-ului extras, probele au fost
migrate prin gel de agaroza, urmat de masuratori spectrofotometrice.

Electroforeza prin gel de agaroza a precedat masuratorile spectrofotometrice. Cantitatea
ADN-ului a fost verificatda folosind Transluminatorul Ultraviolet produs de Biolmaging
Systems (GelDoc-It Imaging System), iar imaginile au fost capturate cu ajutorul aplicatiei
LabWorks Image Acquisition and Anaysis (ver. 4.5.00.0). Cuantificarea
spectrofotometrica a fost efectuatd cu spectrofotometrul NanoDrop ND-1000, ceea ce a
permis determinarea cantitatii ADN-ului (ng/ul), determinarea raportului 260/280 (necesar
pentru a verifica contaminarea cu proteine) si determinarea raportului 260/230 (pentru a
verifica contaminarile cu alti produsi organici; Wilfinger si colab. 1997). Ca urmare, 594
de probe (81.04%) din totalul de 733 au continut o concentratie masurata de ADN de cel
putin 2ng/ul.

Importanta introducerii metodelor de control, de la inceputul procesului tehnologic (ma
refer la extractia ADN-ului) pana la markarea alelelor, consta Tn faptul, cd aceste metode
pot genera singurele indicii, cu care persoanele din laborator pot preveni aparitia greselilor
(troulbleshoot) aparute pe parcursul genotiparii. Tabelul 3.1 rezuma metodele de control

aplicate Tn fiecare etapa a procesului de amprentare a ADN-ului.

Control Metodd Reactivi
Extractia ADN-ului genomic extractie “blank” SV Wizard genomic DNA Purification Kit
. . control pozitiv AmpF STR Control DNA 9947A
Amplificarea ADN-ului control negativ PCR Master Mix
Marcarea ADN-ului control negativ Hi-Di formamide
Analiza fragmentelor Marker intern GeneScan500 LIZ
Marcarea alelelor Marker aelic AmpH STR Identifiler Allelic ladder

Tabelul 3.1 Sumarul metodelor de control aplicabile pe parcursul procesului de genotipare.

Caurmare ariguroaselor proceduri de selectie descrise mai devreme, parametrii genetici si
profilurile ADN a 424 de indivizi au fost evaluate si prelucrate pentru a realiza obiectivele
definite Tn acest studiu.

ADN genomicizolat Numarul probelor cu o concentratie de ADN mai mare de 2 ng/ul Profile genetice*
206 (Judetul Cluj) 179 (86.9%) 146 (81.6%)
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527 (Judetul Covasna) 415 (78.8%) 278 (67%)
Total 733 504 (81.04%) 424 (71.4%)
Tabelul 3.2: Efectele procedurilor de control cu privire la numarul de probe; * procentajul profilelor genetice
afost calculat din valorile celei de a doua coloane.
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[11.3 Desemnarea alelelor a fost efectuata Tn conformitate cu recomandarile ENFSI, cu
gutorul markerului alelic AmpFISTR Identifiler, realizat cu aplicatia Genotyper v3.7
pentru Windows NT. Preciziile alelelor incluse Tn markerul alelic au fost comparate cu
valorile pentru controlul pozitiv. Neconcordantele identificate au fost corectate.
Desemnarea alelelor si crearea profilelor genetice au fost efectuate conform Figurii 3.2.
Dificultdtile de interpretare a datelor, determinarea profilelor genetice a celor 424 de probe

si modalitatea de corectie a preciziilor nu sunt detaliate Tn acest rezumat.
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Figura 3.2 Desemnarea alelelor; (A) proba ADN 12/11 (CJ135), (B) marker alelic, (C) control pozitiv
(DNA994TA).
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Markerii situati in afara markerului alelic (Off-ladder alleles) au fost desemnati prin
compararea cu markerului alelic si prin controlul pozitiv (Figura 3.3) sau prin compararea

cu markerul alelic si o alela Tnvecinata dintr-o altd proba (Figura 3.4)

T T T T T T T T T
re] 134 r 12 130 11 134 k] 13 ta 142

122100211 153 52 Yellow
T A 182w
A Y [\ L1000
/N 5K :
/ N / \ 1000
— 5 i !
B alalic ladderale. . r 153 | Vellow 139,43
N\ ~ 1000
4 i /N \ A\
C' /N 7 ,‘{;\\ _/" ‘\ f\. /\ b r".ﬁ\\ PR 500
N _/ S M e N N OS—
[
C+1Cel 123 40 Velow
3 !
/ \ N\ -
/ \.‘ AN S
' -!N 37 —— -‘m - -

Figure 3.3: Alela 18,2 situatd in afara markerului alelic pentru locusul D19S433, obtinut cu Genotyper
v3.7; (A) proba ADN 12/11 (CJ135), (B) marker a€lic, (C) control pozitiv (DNA9947A).

T T T T
118 112 120

122 124 126 128 130 132 134 136 138 140 142
T-17-1.1f=za 32 Yellow
18’2 3000
A 2000
1000
126.30 138.31
B 7777 fza 38 Yellow
18
1500
1000
Fa00
12124 137.27
allelic ladderalle..r.fza 1 Yellow
1500
17,2 1000
(500
121.59 125.59

Figure 3.4: Alelele 18 si 18,2 situate Tn afara markerului alelic pentru locusul D19S433, obtinute cu Genotyper
v3.7; (A) proba ADN 7/1 (CJ049), (B) proba ADN 7/7 (CJ054), (C) marker al€lic.

In cele 424 de probe, 3 loci (D19S433, D2S1338 si FGA) au prezentat 5 tipuri (in numar
total de 13) de alele siutate in afara markerului alelic (Tabelul 3.3).

Locus mgrlsg Iur?:ilf:lrelaic ;\I/Ie?;i”?pek?) Frecventa M etoda de verificare Raportat in Romania
) L . Populatia ceangadilor, aregiunii
D19$433 18 137.27 1din424 Re-extractie si re-amplificare Transilvanie si a Moldovei
D193433 18.2 139.31 3din424 Re-extractie si re-amplificare Dobrogea
D2S1338 14 303.85 1din424 Re-extractie si re-amplificare Dobrogea
FGA 32.2 244.17 7din424 Re-extractie si re-amplificare | Toate cele patru regiuni istorice
FGA 33.2 248.01 1din424 Re-extractie si re-amplificare | Toate cele patru regiuni istorice

Tabelul 3.3: Alele situate in afara markerului aelic identificate la 424 de indivizi reprezentand populatia
din Cluj si Covasna; pb (perechi de baza).
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I11.4 Date statistice deinteresjuridic

Valorile statistice pentru Probabilitatea de potrivire (Matching Probability, MP), Puterea de
discriminare (Power of Discrimination, PD), Puterea de discriminare combinata
(Combined Power of Discrimination (PDcomb) si Informatia continutd n polimorfism
(Polymorphism Information Content, PIC) au fost obtinute cu ajutorul aplicatiei
PowerStats v1.2 de la Promega.

Probabilitatea de potrivire (Matching Probability, MP). Valorile medii obtinute pentru
Probabilitatea de potrivire sunt de 0,0864 (in cazul indivizilor din Cluj) si de 0,0784 pentru
cei din Covasna. La ambele populatii 3 loci au prezentat valori peste cele medii Tabelul
3.4. Patru loci (D21S11, D2S1338, D18S51 si FGA) au prezentat valori sub cele medii.

Alele |D8S1179| D21S11 | D7S820 |CSF1PO|D3S1358| THO1 |D13S317|D16S539|D2S1338|D19S433| VWA | TPOX [D18S51|D5S818| FGA
CJ 0,0739 [ 0,0494 | 0,0810 | 0,1287 | 0,0905 | 0,0855 | 0,0864 | 0,1014 | 0,0377 | 0,0680 | 0,0669 | 0,2198 | 0,0417 | 0,1207 | 0,0448
CVv 0,0640 | 0,0386 | 0,0693 | 0,1196 | 0,0998 | 0,0882 | 0,0858 | 0,0850 | 0,0281 | 0,0669 | 0,0677 | 0,1779 | 0,0290 | 0,1192 | 0,0369

Tabelul 3.4: Valorile calculate pentru Puterea de potrivire (MP) pentru populatia din Cluj (CJ) si Covasna
(CV) obtinute cu PowerStats v1.2.

Valorile medii obtinute pentru Puterea de discriminare (Power of Discrimination, PD) sunt
de 0,9135, in cazul indivizilor din Cluj si de 0,9215 pentru cei din Covasna Tabelul 3.5.
Valoarea combinatd a Puterii de Discriminare (Combined Power of Discrimination,
PDcomb) pentru cel 15 loci este de 0,99999999999999992 pentru probele din Cluj si
0,999999999999999997 pentru cele din Covasna.

Alele [D8S1179| D21S11 | D7S820 [CSF1PO[D3S1358| THO1 [D13S317|D16S539|D2S1338|D19S433| VWA | TPOX |D18S51|D5S818| FGA
cJ 0,9261 | 0,9506 | 0,9190 [ 0,8713 [ 0,9095 | 0,9145 | 0,9136 | 0,8986 | 0,9623 | 0,9320 | 0,9331 | 0,7802 | 0,9583 | 0,8793 | 0,9552
CVv_|0,9360 | 0,9614 | 0,9307 | 0,8804 | 0,9002 | 0,9118 | 0,9142 | 0,9150 | 0,9719 | 0,9331 | 0,9323 | 0,8221 | 0,9710 | 0,8808 | 0,9631

Tabelul 3.5: Vaorile calculate pentru Puterea de Discriminare (PD) pentru populatia din Cluj (CJ) si
Covasna (CV) obtinute cu PowerStats v1.2.

Valorile medii calculate pentru informatia continutda Tn polimorfism (Polymorphism
Information Content, PIC) pentru cele doua populatii sunt: 0,7545 (Cluj) si 0,7673
(Covasna) Tabelul 3.6.

Alele |D8S1179| D21S11|D7S820 |CSF1PO|D3S1358] THO1 |D13S317|D16S539D2S1338[D195433) VWA | TPOX |D18S51 | D5S818| FGA
cJ 0,7627 | 0,8371 | 0,7513 | 0,6686 | 0,7461 | 0,7468 | 0,7339 | 0,7397 | 0,8655 | 0,7732 | 0,7956 | 0,5362 [ 0,8579 | 0,6687 | 0,8351
Ccv 0,7884 | 0,8407 | 0,7778 | 0,7032 | 0,7380 | 0,7384 | 0,7419 | 0,7545 | 0,8750 | 0,7762 | 0,7841 | 0,5935 [ 0,8672 | 0,6816 | 0,8495

Tabelul 3.6: Vaorile calculate pentru Informatia continutd de polimorfism pentru populatia din Cluj (CJ) si
Covasna (CV) obtinute cu PowerStats v1.2.

Trei loci (CSF1PO, TPOX and D5S818) au prezentat valori sub cele medii. Cu exceptia
locusului TPOX, valorile masurate pentru acest parametru genetic au fost asemanatoare la

cele doua populatii.
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I11.5 Parametrii genetici cu aplicabilitate in pater nitate
Valorile statistice pentru Puterea de excludere (Power of Exclusion, PE), Puterea de

excludere combinatda (Combined Power of Exclusion, PEcomb) si Indexul de Paternitate
(Typical Paternity Index, Pl) au fost calculate cu aplicatia PowerStats v1.2 de la Promega.
Valorile medii calculate pentru Puterea de excludere (Power of Exclusion, PE) sunt de
0,6011 (Cluj) si de 0,5838 (Covasna) Tabelul 3.7.

Alele |D8S1179| D21S11 [ D7S820 |ICSF1PO|D3S1358] THO1 [D13S317|D16S539|D2S1338D195433 VWA | TPOX |D18S51 | D5S818| FGA
cJ 0,5275 | 0,8179 | 0,5889 | 0,3657 | 0,6535 | 0,5639 | 0,5639 | 0,6273 | 0,8742 | 0,5367 | 0,6935 | 0,2623 | 0,8601 | 0,3753 | 0,7070
cv 0,6577 | 0,6716 | 0,5700 | 0,5190 | 0,6098 | 0,5253 | 0,5128 | 0,5765 | 0,7501 | 0,5442 | 0,5897 | 0,3617 | 0,7501 | 0,4194 | 0,6998

Tabelul 3.7: Vaorile calculate pentru Puterea de excludere (PE) pentru populatia din Cluj (CJ) si Covasna
(CV) obtinute cu PowerStats v1.2.

Locii CSF1PO, TPOX si D5S818 au prezentat valori sub cele medii (Figura 3.12). Cele
mai ridicate valori s-au obtinut pentru locii D21S11, D2S1338 si D18S51. Vaorile PE
pentru 10 din cei 15 loci au fost mai mari pentru populatia din Cluj in comparatie cu
populatia din Covasna. Valoarea combinata a Puterii de excludere obtinutd pentru cei 15
loci sunt de 0,9999998 pentru Cluj, respectiv de 0,999998 pentru Covasna. Aceste valori
ridicate sustin utilizarea acestor loci testati la cele doua populatii Tn vederea determinarii
paternitatii.

Indexul de Paternitate (Typical Paternity Index, Pl). Valorile medii determinate pentru
cele doua populatii studiate sunt de 3,2498 (Cluj) si de 2,5791 (Covasna). Aceste valori au
fost calculate prin intermediul aplicatiei PowerStats v1.2. Valorile sunt detaliate in Tabelul
3.8.

Alele |D8S1179 D21S11|D7S820 [CSF1PO[D3S1358 THO1 |D13S317|D16S539(D2S1338D19S433] VWA | TPOX |D18S51|D5S818| FGA
a 2,09 5,58 2,43 1,46 2,92 2,28 2,28 2,70 8,11 2,13 3,32 1,18 7,30 1,49 3,48
cv 2,96 3,09 2,32 2,04 257 2,07 2,01 2,36 4,09 2,17 2,44 1,45 4,09 1,64 3,39

Tabelul 3.8: Valorile calculate pentru Indexul de Paternitate pentru populatia din Cluj (CJ) si Covasna (CV)
obtinute cu PowerStats v1.2.

Valori foarte ridicate au fost calculate pentru Covasna in cazul locilor D21S11, D2S1338 si

D18S51. Toate valorile masurate s-au Situat peste 1.

I11.6 Date statistice populationale
Valorile statistice pentru heterozigotie (H), testul exact a echilibrului Hardy-Weinberg

(HWE) au fost obtinute cu aplicatia Arlequin v3.5, iar frecventa alelelor a fost determinata
folosind metoda de numarare aalelelor si a fost calculata prin intermediul Microsoft Office
Excel 2003.
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Heterozigotia Observata (Hobs) si Preconizata (Hexp) sunt cei mai importanti parametrii
genetici. Din cei 15 loci testati doar TPOX s-a situat sub valoarea recomandatd de 70%.
Valoarea medie a heterozigotiei se situeaza la nivelul de 78%.

Valoarile medii calculate pentru Hobs a fost mai mare pentru Cluj (0,794) decét pentru
Covasna (0,7889). Valorile observate (Hobs) au fost mai mari decét cele preconizate
(Hexp), 8 (Cluj) si 4 (Covasna) din cele 15 loci testati (Tabelul 3.9).

Alele |D8S1179|D21S11|D7S820|CSF1PO|D3S1358| THO1 |D13S317(D16S539|D2S1338|D19S433| VWA |TPOX| D18S51 | D5S818 | FGA

CJHobs| 0,7603 | 0,9110 | 0,7945 | 0,6575 | 0,8288 | 0,7808 | 0,7808 | 0,8151 | 0,9384 | 0,7671 | 0,8493 |0,5753| 0,9315 | 0,6644 |0,8562

CJHexp| 0,7907 | 0,8532 | 0,7820 | 0,7208 | 0,7812 | 0,7811 | 0,7671 | 0,7745 | 0,8778 | 0,7978 | 0,8202 |0,5987| 0,8714 | 0,7167 |0,8525

CV Hobs| 0,8309 | 0,8381 [ 0,7842 | 0,7554 | 0,8058 | 0,7590 | 0,7518 | 0,7878 | 0,8777 | 0,7698 | 0,7950 |0,6547| 0,8777 | 0,6942 |0,8525

CV Hexp| 0,8127 | 0,8563 | 0,8061 | 0,7466 | 0,7744 | 0,7738 | 0,7748 | 0,7866 | 0,8859 | 0,8006 | 0,8111 |0,6482| 0,8795 | 0,7262 [0,8646

Tabelul 3.9: Tabel cu valorile heterozigotiei observate (Hobs) si preconizate (Hexp) pentru 15 loci STR
testatdi la populatiile din Cluj (CJ) si Covasna (CV).

Valorile heterozigotiei observate (Hobs) pentru populatia din judetul Cluj s-au situat ntre
0,5753 (TPOX) si 0,9384 (D2S1338). Valorile heterozigotiei preconizate (Hexp) s-au
situat Tntre 0,5987 (TPOX) si 0,8778 (D2S1338). Valorile observate a 7 din 15 loci s-au
situat sub cele medii si 3 din 15 loci au fost identificati a fi sub procentul de 70%
recomandat. Valorile preconizate pentru 5 din cei 15 loci s-au dovedit a fi sub medie, si
doar un singur locus (TPOX) sub procentul recomandat de 70%.

Valorile heterozigotiei observate (Hobs) pentru populatia din judetul Covasna s-au situat
ntre 0,5753 (TPOX) si 0,9384 (D2S1338). Valorile heterozigotiei preconizate (Hexp) s-au
situat ntre 0,6547 (TPOX) si 0,8777 (D2S1338 si D18S51). Valorile observate a 8 din 15
S-au situat sub cele medii si 2 din cel 15 loci s-au dovedit a fi sub procentul recomandat de
70%. Valorile preconizate pentru 7 din 15 loci s-au Situat sub cele medii, si doar un singur

locus (TPOX) sub procentul recomandat de 70%.
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Testul exact pentru Echilibrul Hardy-Weinberg (HWE)

Tn cazul populatiei din judetul Cluj, valorile obtinute pentru 2 din cei 15 loci testati
(Tabelul 3.10) s-au dovedit a fi sub nivelul de semnificatie de P<0,05: CSF1PO (P =
0,021) si dupa aplicarea corectiei Bonferroni (0,05/15 = 0,0033) nu am inregistrat abateri
de la echilibrul Hardy-Weinberg.

Tn cazul populatiei din judetul Covasna valorile obtinute pentru 3 din cei 15 loci testati s-au
dovedit a fi sub nivelul de semnificatie de P<0,05: CSF1PO, D16S539 si D19S433
(Tabelul 3.10). Vaorile semnificative pentru locii D16S539 si D193433 au fost eliminate
dupé aplicarea corectiei Bonferroni (0,05/15 = 0,0033).

Alele |D8S1179| D21S11 | D7S820 [CSF1PO|D3S1358] THO1 [D13S317|D16S539D2S1338(D19S433) vWA | TPOX [D18S51|D5S818| FGA
CJ 0,2471 | 0,1511 | 0,0996 [ 0,0210 | 0,2993 | 0,0519 | 0,4589 | 0,1653 | 0,0627 | 0,0720 | 0,2215 | 0,5769 | 0,0036 | 0,2844 | 0,2631
cv 0,2342 | 0,4394 | 0,1145 | 0,0014 | 0,1019 | 0,3677 | 0,2346 | 0,0049 | 0,0738 | 0,0397 | 0,1182 | 0,1952 | 0,6350 | 0,5244 | 0,0637

Tabelul 3.10: Tabelul cu valorile obtinute pentru 15 loci STR testati pentru echilibrul Hardy-Weinberg
(HWE) la populatiile din Cluj (CJ) si Covasna (CV); valorile marcate cu caractere italice arata abateri de la
HWE la un nivel semnificativ de P<0,05.
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0.4000

Figura 3.5: Valorile HWE obtinute pentru cei 15 loci STR studiati la populatiile din Cluj (CJ) si Covasna
(V)

Frecventa alelica a celor doua populatii incluse Tn acest studiu

Frecventele alelice ale celor 15 loci STR testati Tn judetele Cluj (Tabelul 3.11) si Covasna
(Tabelul 3.12) au fost calculate folosind metoda de numaérare a alelelor si au fost calculate
cu Microsoft Office Excel 2003.
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D8S1179 D21S11

D7S820

CSF1PO D3S1358

THOL

D13S317 D16S539 D2S1338 D19S433 VWA

TPOX

D18S51

D5S818

FGA

Tabelul 3.11: Frecventa alelica a 15 loci STR testati Tn judetul Cluj.

Alele

0.0205
0.0068

0.0616
0.0616
0.1747
0.3356
0.2090
0.1200
0.0068

0.0034

D8S1179 D21S11

0.0034

0.0034
0.0274
0.1267
0.1815
0.0034
0.2467
0.0377
0.0856
0.0993
0.0240
0.1267
0.0308
0.0034

0.0171
0.1541
0.1027

0.3356
0.2398

0.1062
0.0445

D7S820

0.0068
0.0274

0.2774
0.3253
0.3049
0.0514

0.0068

CSF1PO D3S1358

0.1164

0.2568

0.2329

0.2671
0.1164

0.0104

0.2466
0.1301
0.1267
0.1849
0.3014
0.0103

THOL

0.1267
0.0856

0.0513
0.3391
0.2946
0.0651
0.0308

0.0068

0.0103
0.0993

0.0719
0.2945
0.2877
0.1986

0.0377

0.0753

0.1883
0.0925

0.0788
0.1575
0.0240
0.0240

0.1370
0.0925

0.1130
0.0137
0.0034

0.0034

0.0172
0.0651
0.2637
0.0342
0.3253
0.0342
0.1165
0.0548
0.0548
0.0172
0.0034
0.0034
0.0068

0.0034
0.0034

0.1096

0.1267

0.2260

0.2364
0.2021

0.0616
0.0274

0.0034

D13S317 D16S539 D2S1338 D19433 VWA

0.5480
0.0891

0.0445

0.3013
0.0171

TPOX

0.0034
0.0137
0.0034
0.0103
0.0822
0.1507
0.1953
0.1541
0.1267

0.1233
0.0548

0.0480
0.0102

0.0171
0.0034

0.0034

D18S51

0.0034
0.0377

0.0788
0.3322
0.3733
0.1610
0.0068

0.0068

D5S818

0.0068

0.0719
0.1233
0.1507
0.2193
0.0068
0.1473
0.1678

0.0753
0.0274

0.0034

FGA

6
7
8
9

9.3
10
10.2
11
12

122
13

132
14

142
15

152
16

16.2
17

17.2
18

18.2
19

20
21
22
222
23
232
24
25
26
27
28
29
29.2
30
30.2
31
312
32

322

33.2

342

35.2

38

0.0126
0.0144

0.0827

0.0755
0.1440

0.2931

0.2249

0.1295

0.0198

0.0035

0.0072
0.0288
0.1331
0.2266
0.0054
0.2068
0.0575
0.0630
0.0845
0.0162
0.1205
0.0414
0.0054
0.0018
0.0018

0.0144
0.1529
0.1763
0.2716

0.2104
0.1421

0.0323

0.0018
0.0126
0.0701
0.3004

0.3040
0.2517

0.0468

0.0090

0.0036

0.0018

0.0791

0.2464

0.2985

0.2195

0.1457

0.0090

0.2086
0.1619
0.1007
0.1979
0.3273
0.0036

0.1511
0.0791

0.0576

0.3147
0.2932

0.0863

0.0180

0.0198
0.1565

0.0594

0.2481
0.2985

0.1817

0.0360

0.0018
0.0018
0.0630
0.1834
0.1295
0.0953
0.1169
0.0306
0.0486
0.1295
0.0845

0.0971
0.0180

0.0018
0.0791
0.0036
0.2301
0.0270
0.3308
0.0360
0.1511
0.0450
0.0504
0.0343
0.0054
0.0036

0.0018

Tabelul 3.12; Frecventa alelicd a 15 loci STR testati Tn judetul Covasna

25

0.0018

0.1169

0.1205

0.2338

0.2428

0.2050

0.0702
0.0090

0.0018
0.0036
0.4982
0.1205

0.0594

0.2913
0.0252

0.0018

0.0180
0.0036
0.0126
0.1529
0.1259
0.0018
0.1565
0.1241
0.1474
0.0989
0.0809

0.0450
0.0288

0.0018

0.0018
0.0018
0.0431
0.0863

0.2752
0.3904

0.1906

0.0036

0.0072

0.0054

0.0108

0.0486
0.1546
0.1601
0.1690
0.0090
0.1367
0.0018
0.1601
0.0899
0.0468
0.0072
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I11.7 Comparatii statistice populationale

Compararea statisticd a parametrilor genetici pentru cele doua populatii incluse n acest
studiu s-a efectuat cu gjutorul testului pereche pentru compararea populationald (Fst) si a
testului exact pentru diferentierea populatiilor (Exact test). Rezultatele obtinute aratd, ca in
cazul locilor testati, nu exista diferente semnificative ntre populatia din Cluj si cea din
Covasna. Ambele populatii prezinta valori semnificative pentru 2 loci in comparatie cu
ceangdii din Harghita, cate un locus diferentd (D5S818) fatd de secuii din acelasi judet, si
nici o valoare semnificativa Tn comparatie cu frecventele alelice a 10 loci determinati la
populatia din Bucuresti (B-Ro).

Pentru Cluj, intr-o comparatie care a inclus un numar de 8 populatii, am Tnregistrat 5 cazuri
de diferente semnificative, dintre care doud Tn comparatia cu ceangdii din Harghita. Tn
cazul aceleiasi comparatii, pentru Covasna am Tinregistrat 15 cazuri de diferente
semnificative, dintre care sase (D21S11, CSF1PO, THO1, D16S539, D2S1338 si D18S51)
n comparatia cu populatia Vaahiei. Valorile semnificative obtinute sunt incluse in Tabelul
3.13.

Marker Test Population | CV-Sze [HR-Sze| HR-Csn | B-Ro Trs Vest |Moldova| Dobrogea | Valahia

data n=278 | n=257 | n=220 | n=243 | n=1977 |n=219| n=1321 | n=569 n=1910
D21s11 Fst CV-Szevs 0,612 | 0,104 0,730 0,863 |0455| 0,747 0,833 0,634
Exacttest | CV-Szevs 0,934 | 0,313 0,601 0,308 |0,756| 0,344 0,817 0,018
D7S820 Fst CJHuvs 0,217 | 0,200 | 0,102 nd 0,055 |0451| 0,180 0,064 0,076
Exacttest | CJHuvs 0,387 | 0,271 | 0,047 nd 0,159 |0,562| 0,442 0,232 0,287
CSF1PO Fst CV-Szevs 0,366 | 0412 nd 0,017 |0,294| 0,035 0,202 0,040
Exact test | CV-Szevs 0,326 | 0,533 nd <0,001 | 0,323 | <0,001 0,047 0,003
D351358 Fst CV-Szevs 0,886 | 0,024 0,160 0,067 |0870| 0474 0,763 0,312
Fst CJHuvs 0,368 | 0,585 | 0,031 0,220 0,014 |0,260| 0,152 0,193 0,016
Exacttest | CV-Szevs 0,870 | 0,006 0,167 0,214 0,897 | 0,627 0,876 0,402
Exacttest | CJHuvs 049 | 0,765 | 0,024 0,285 0,058 10,348| 0,231 0,472 0,065
THO1 Fst CV-Szevs 0,711 | 0,648 0,315 0,137 ]0,049| 0,250 0,047 0,034
Exacttest | CV-Szevs 0463 | 0,549 0,398 0,321 |0,020| 0,553 0,172 0,220
D16S539 Fst CV-Szevs 0,612 | 0,038 0,335 0,387 |0519| 0,312 0,355 0,011
Exacttest | CV-Szevs 0,629 | 0,010 0,532 0,270 |0542| 0,364 0,373 0,010
D2S1338 Fst CV-Szevs 0,347 | 0,660 0,127 0,088 |0573| 0,163 0,404 0,146
Exacttest | CV-Szevs 0,350 | 0,656 0,065 0,001 |0554| 0,016 0,245 0,016
D19433 Fst CV-Szevs 0,456 | 0,316 0,653 0,049 |0457| 0,613 0,103 0,171
Exacttest | CV-Szevs 0,561 | 0,429 0,749 0,135 |0,604| 0,663 0,154 0,221
D18S51 Fst CV-Szevs 0,403 | 0,494 0,321 0,242 10,839| 0,389 0,346 0,070
Exacttest | CV-Szevs 0,208 | 0,604 0,069 0,052 |0877| 0,014 0,198 0,001
D5S818 Fst CV-Szevs <0,001 | 0,959 nd 0,805 |0,814| 0,982 0,835 0,958
Fst CJHuvs 0,610 |<0,001| 0,877 nd 0,262 |0,830| 0,696 0,271 0,353
Exacttest | CV-Szevs <0,001 | 0,828 nd 0,126 |0/586| 0,221 0,849 0,327
Exacttest | CJHuvs 0,970 |<0,001| 0,895 nd 0,330 |0,693| 0,559 0,602 0,531

Tabelul 3.13: Rezultatele testului pereche pentru comparare populationald (Fst) si ale testului exact pentru
diferentierea populatiilor (exact test) pentru populatia din Cluj si Covasna; CJ-Hu (maghiarii non-secui din
judetul Cluj) CV-Sze (Secuii din judetul Covasna) HR-Sze (Secuii din judetul Harghita); HR-Csn (Ceangaii
din judetul Harghita); B-Ro (Romanii din Bucuresti); Trs (baza de date initiald a Transilvaniei) Vest
(populatia din vestul Roméaniei); valorile marcate cu ,,bold” reprezintd valori semnificative la nivelul de
P<0,05; n (numarul de indivizi testati); CJ-Hu si CV-Sze sunt contributii personale; HR-Csn, HR-Sze, B-Ro,
Trs, Vest Moldova, Dobrogea si Valahia sunt date din literatura.
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I11.8 Baza de date actualizata a Transilvaniei (TRS-6)
De cand studiile populationale genetice au fost incepute in Romania, au fost efectuate cinci

studii reprezentand sase populatii din Transilvania. O prima baza de date a populatiei din
Transilvania a cuprins un numar de 1977 de indivizi, exceptie facand judetele Covasna si
Salaj (Stanciu si colab. 2009). Consideram, ca prin adaugarea datelor, ce caracterizeaza
populatia din vestul Romaniei, comunitatea secuilor si ceangdilor din Harghita, secuii din
Covasna si maghiarii din Cluj, la baza de date initiald a Transilvanei, contribuim la
completarea bazei de date din Transilvania (Tabelul 3.14). Toate aceste rezultate au fost
cumulate ntr-o baza de date actualizata a Transilvaniel (TRS-6), care Tn acest moment

contine datele genetice a sase populatii din aceasta regiune (Figura 3.6).

. Numarul Procentul reprezentat in baza de date a
Nr. Populatie Lo : s
indivizilor Transilvaniel
1 TRS 1977 64
2 Cluj 146 5
3 Covasha 278 9
4 Secuii din Harghita 257 8
5 Ceangdii din Harghita 220 7
6 Populatia din vestul Roméniei 219 7
Total TRS-6 3097 100

Tabelul 3.14: Compozitia bazei de date actualizate a Transilvaniei (TRS-6)

Western
Romania
7%

Harghita Csango
%

Harghita
Szek ler
8%

Covasha
9%

Figura 3.6: Procentul populatiilor incluse in baza de date actualizata a Transilvaniei (TRS-6)

Variatiile genetice ale acestor sase populatii, exprimate in date statistice si frecvente

aelice, au fost cumulate, dar nu sunt detaliate Tn acest rezumat.

27



Demeter Jozsef-Szabolcs Rezumatul Tezei de Doctorat

Compararea biostatistica a celor doua baze de date ale Transilvaniei

O comparatie a bazei de date initiale (TRS, n = 1977) si a celei actualizate (TRS-6, n =
3097) din Transilvania afost efectuata cu scopul de a verifica consecintele actualizarii.

Prin compararea bazei de date initiale a Transilvaniei cu baza de date actualizata, testul de
comparare a populatiilor (pairwise population comparison test, Fst) aratd o singura valoare
seminifcativd, si anume pentru locusul D21S11. Testul exact pentru diferentierea
populatiilor (exact population differentiation test) a rezultat prin valori semnificative in
cazul locilor D21S11, D13S317, D2S1338 si VWA. Tn total, cele doud teste au rezultat prin
valori seminificative pentru 4 din cei 15 loci STR testati (Tabelul 3.15).

Populatia Trs Moldova | Dobrogea | Valahia | Roménia FBI _Total
n=1977 n=1321 n=569 n=1910 | n=6897 | n=195-203 diferente
Trs6 4 4 3 5 4 3 19
Trs 1 0 1 2 3 7

Tabelul 3.15:; Valori semnificative obtinute prin compararea bazelor de date ale Transilvaniei cu datele altor
populatii; Trs (baza de date STR initiald a Transilvaniei), Trs-6 (baza de date STR actualizata a Transilvaniei),
FBI (baza de date STR a FBI-ului), n (numérul de indivizi).

Cénd datele genetice pentru TRS si TRS-6 au fost comparate cu celelate regiuni istorice ale
Romaniei (Moldova, Valahia si Dobrogea), un numar mai insemnat de valori semnificative

au fost obtinute pentru TRS-6, in comparatie cu TRS.

Diferente in valorile statistice semnificative am obtinut si in cazul in care TRS si TRS-6 au

fost comparate cu baza de date a Romaniei.
Tn comparatie cu baza de date a FBI-ului, TRS si TRS-6 au prezentat céte trei valori
seminifictive: D3S1358, FGA si D5S818 pentru TRS, respectiv D21S11, VWA si D55818

pentru TRS-6.

Prin urmare, se recomanda utilizarea bazei de date actualizate, ori de cate ori este nevoie

de compararea datelor genetice aregiunii Transilvaniei cu datele altor populatii.
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Tabelul 3.15: Compararea statistica a bazei de date initiale (TRS) si acelel actualizate (TRS-6) pentru Transilvania

. Trs Moldova |Dobrogeal Valahia | Romania FBI . Trs Moldova |Dobrogea] Valahia | Romania FBI
Marker | Test |Populatia | o | 000 PO200% 21010 | mepsor | netomo0s |Marker | Test | Populatia | i | 1 01on® [PI26007 netodo | meesor | n=195-203
Fst Trs-6 vs 0,496 0,801 0,597 0,450 0,917 0,423 Fst Trs6vs | 0,319 0,313 0,347 0,797 0,985 nd
D8S1179 Fst Trsvs 0,434 0,954 0,960 0,753 0,199 D195433 Fst Trsvs 0,016 0,515 0,915 0,192 nd
Exacttest | Trs-6vs 0,768 0,593 0,594 0,647 0,989 0,380 Exacttest | Trs6vs | 0,949 0,835 0,410 0,865 0,999 nd
Exacttest | Trsvs 0,295 0,927 0,901 0,864 0,148 Exacttest | Trsvs 0,290 0,788 0,780 0,873 nd
Fst Trs6vs | 0,002* 0,007 0,115 <0,001 0,055 0,245 Fst Trs6vs | 0,332 0,306 0,782 0,107 0,319 0,851
D21S11 Fst Trsvs 0,579 0,945 0,228 0,170 0,203 VWA Fst Trsvs 0,682 0,982 0,883 0,959 0,574
Exacttest | Trs-6vs | <0,001* | <0,001 | <0,001 [ <0,001 <0,001 0,013 Exacttest | Trs-6vs | <0,001* | <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 0,035
Exacttest | Trsvs 0,251 0,726 0,631 <0,001 0,079 Exacttest | Trsvs 0,691 0,948 0,616 0,869 0,694
Fst Trs-6 vs 0,592 0,869 0,930 0,055 0,708 0,792 Fst Trs6vs | 0,909 0,433 0,498 0,546 0,952 0,290
D7820 Fst Trsvs 0,796 0,994 0,533 0,867 0,400 TPOX Fst Trsvs 0,255 0,733 0,901 0,918 0,247
Exact test | Trs-6vs 0,935 0,978 0,972 0,137 0,970 0,194 Exacttest | Trs6vs | 0,986 0,527 0,453 0,967 0,983 0,405
Exacttest | Trsvs 0,894 0,995 0,387 0,868 0,156 Exacttest | Trsvs 0,451 0,333 0,940 0,888 0,214
Fst Trs-6 vs 0,596 0,531 0,499 0,627 0,993 0,922 Fst Trs6vs | 0,846 0,952 0,207 0,080 0,584 0,442
CSF1PO Fst Trsvs 0,423 0,329 0,686 0,585 0,922 D18S51 Fst Trsvs 0,938 0,604 0,582 0,917 0,312
Exact test | Trs-6 vs 0,807 0,541 0,641 0,457 0,931 0,118 Exacttest | Trs6vs | 0,994 0,606 0,560 0,139 <0,001 0,715
Exacttest | Trsvs 0,693 0,438 0,737 0,646 0,161 Exacttest | Trsvs 0,757 0,846 0,729 0,064 0,635
Fst Trs-6 vs 0,297 0,640 0,938 0,256 0,959 0,161 Fst Trs6vs | 0,662 0,457 0,753 0,589 0,894 <0,001
D3S1358 Fst Trsvs 0,163 0,304 0,210 0,140 0,0437 D5S818 Fst Trsvs 0,134 0,943 0,522 0,410 0,003
Exact test | Trs-6vs 0,649 0,775 0,790 0,331 0,997 0,144 Exacttest | Trs6vs | 0,977 0,663 0,816 0,926 0,996 0,016
Exacttest | Trsvs 0,410 0,523 0,586 0,364 0,0417 Exacttest | Trsvs 0,610 0,758 0,925 0,970 0,002
Fst Trs-6 vs 0,789 0,896 0,485 0,146 0,733 0,477 Fst Trs6vs | 0,746 0,992 0,828 0,682 0,987 0,554
THOL Fst Trsvs 0,680 0,865 0,449 0,850 0,383 FGA Fst Trsvs 0,976 0,964 0,631 0,799 0,218
Exact test | Trs-6 vs 0,925 0,886 0,204 0,290 0,941 0,177 Exacttest | Trs6vs | 0,943 0,989 0,735 0,680 0,998 0,193
Exacttest | Trsvs 0,734 0,425 0,564 0,895 0,201 Exacttest | Trsvs 0,956 0,925 0,627 0,814 0,027
Fst Trs-6vs 0,074 0,111 0,449 0,043 0,379 0,208
st Trsvs 0.628 0760 0767 0501 0.208 n = numarul de indivizi; vs = versus, Trs-6 = baza de date adaptata a Transilvaniei; Trs = baza de date
D13S3YY e et | Trs6vs <0007 | 20001 <0001 | 2000T <0001 | 0.187 initiald a Transilvaniei; FBI = baza de date FBI (Budowle si colab. 2001); nd = valori nedeterminate;
Exacttest | Trsvs : 0,1753 01677 0'504 <O:001 0:342 valorile marcate cu simboIL_JI . reprezinti vglori se_mnif_icative TnFre cele doud baze de date (Trs—6_§i
= Trs6vs 0.757 0462 0878 20,001 0394 0.505 Trs); valonle_marcate cTu “|taI|cs"v arata valorl_semn|f|<_:at|ye Tn_té_l(ute Tr! ambgle baze de Qa_te; yalorllg
== Trsvs 0472 0983 0,034 0816 0417 marcate cu S|mbc_)lul “ ne arata cum valori se[nnlflcatlve |n|E|aIe si-au pl_erdut semr}lflc_a[la dupa
D16S539 Exaciies | Trs6vs 0945 0'655 01926 0’005 0’795 0’404 ac’(ua!l_zare_a bazav de da_te; valorile prezentaFe_ |n_ “bold” aratd cum valori nesemnificative devin
Exacttes | Trsvs ! 0’694 0’985 0’012 01958 0’368 semnificative dupa actualizare; pragul de semnificatie este de P<0,05.
Fst Trs-6 vs 0,478 0,720 0,865 0,658 0,974 nd
D2S1338 Fst Trsvs 0,938 0,706 0,960 0,767 nd
Exact test | Trs-6vs | <0,001* 0,005 0,334 <0,001 0,265 nd
Exacttest | Trsvs 0,972 0,586 0,971 0,151 nd
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I111.9 Baza de date STR a Romaniei

Datele actualizate pentru Transilvania au fost cumulate cu datele celorlalte regiuni istorice
ale Roméaniei (Moldova, Dobrogea si Vaahia), ceea ce a dus la aparitia primei baze de date

cuprinzatoare a 15 loci STR pentru Roméania (Tabelul 3.16).

Procentul reprezentat in baza dedate a

Nr. Regiunea Numarul indivizilor .
Romaniei
1 Trs-6 3097 45
2 Moldova 1321 19
3 Valahia 1910 28
4 Dobrogea 569 8
Total 6897 100

Tabelul 3.16: Compozitia bazei de date STR a Roméniei, Trs-6 (baza de date STR actualizatd a
Transilvaniei).

. Dobruja; Cland CV,
Wallachig; n=569; 8% n=424; 6%

n=1910; 28%

HR;

/ N=477; 7%

West;
n=219; 3%

Moldavia;
n=1321; 19%

& Moldavia @ Wallachia m Dobruja @ CJand CV @ HR m West @ Trs

Figura 3.7: Structura bazei de date STR a Roméniei. Trs (baza de date STR initiald a Transilvaniei), Trs-6
(baza de date STR actualizatd a Transilvaniei), CJ (populatia din judetul Cluj), CV (populatia din judetul
Covasna), HR (populatiile din judetul Harghita), West (populatia din Vestul Romaniei).

Baza de date STR a Romaniei contine datele genetice pentru toate cele patru regiuni
istorice ale Romaniei: Transilvania, Valahia, Moldova si Dobrogea. Variatiile genetice ale
acestora exprimate Tn date statistice si frecvente alelice nu sunt detaliate Th acest rezumat.

Tezainclude, de asemenea, informatii despre baza de date a FBI-ului.
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Compar area bazelor de date STR aleregiunilor istorice din Romania.

Baza de date STR a Roméniel afost comparata cu datele celor patru regiuni istorice
ale tarii, si au fost identificate diferente semnificative pentru loci D21S11, D13S317 si
VWA fatd de baza de date actualizata a Transilvaniei (TRS-6) si pentru locii D21S11,
D13S317 si D16S539 fata de baza de date STR a Valahiei. Rezultatele testelor arata lipsa
valorilor semnificative in compartia efectuatd cu baza de date a Dobrogei, si prezinta
diferente semnificative pentru un singur locus (D5S818) in comparatia cu baza de date a
FBI-ului.

Bazele de date STR ae regiunilor istorice de Roméniel au fost de asemenea
comparate cu baza de date a FBI-ului. Prin urmare, cinci loci au prezentat diferente
semnificative: D21S11 (FBI versus TRS-6 si Valahia), D3S1358 (FBI versus TRS si
Valahia) VWA (FBI versus TRS-6), D5S818 (FBI versus toate cele patru regiuni) si FGA
(FBI versus TRS). Tn concluzie, locii D21S11, D13S317, D3S1358 si D5S818 par a fi cei
mai polimorfici markeri STR pentru regiunile istorice ale Romaniei (Tabelul 3.17).

Efectul populatiilor de etnie maghiara asupra bazei de date a Roméniei afost studiat
prin excluderea datelor genetice ale populatiilor de nationalitate maghiarad din baza de date
a Roménie (Roménia*). Aceasta exludere nu a modificat valorile semnificative
identificate in comparatia efectuatd cu baza de date STR a regiunii Dobrogei si a FBI-ului,

si a anulat toate valorile semificative inregistrate in comparatia cu Trs, Moldova si Valahia.

. FBI TRS-6 Trs Moldova Dobrogea Valahia

Marker | Populaia Test n=195203 | n=3007 n=1977 n=1321 n=569 N=1910
Romania* vs. Fst 0,1475 <0,001 0,9297 0,5391 0,9785 0,4619
Romaniavs. [ Exact test 0,0519 <0,001 <0,001 0,0004 0,1302 <0,001

D21S11 | Romania* vs.| Exacttest 0,0744 <0,001 0,9948 0,4741 0,5488 0,9145
EBI vs. Fst 0,2637 0,1865 0,3428 0,2305 0,0420

Exact test 0,0160 0,0682 0,4616 0,2086 0,0177

Fst 0,1611 0,0430 0,1719 0,4160 0,0391

D3SIE | FBlvs Exact tet 0,1437 0,0407 0,0805 05541 0,0417
Romania* vs. Fst 0,1719 0,0127 0,9404 0,7041 0,8848 0,8555

D13S317 | Romaniavs. | Exact test 0,4446 <0,001 <0,001 0,0018 0,2099 <0,001
Romania* vs.| Exact test 0,2493 <0,001 0,9294 0,8546 0,6545 0,9731

D2S1338 | Romania* vs. | Exact test nd <0,001 0,9997 0,9917 0,6191 0,9972
D16S539 | Romaniavs. Fst 0,4199 0,3936 0,8164 0,4346 0,9922 0,0147
Romaniavs. [ Exact test 0,7692 <0,001 0,8692 0,7465 0,9472 0,5346

VWA Romania* vs.| Exact test 0,6506 <0,001 0,9803 0,6449 0,9426 0,7279
FBI vs. Exact test 0,0351 0,6944 0,8750 0,8595 0,4253

Romania vs. Fst <0,001 0,8936 0,4102 0,5361 0,7305 0,8848

Romania* vs. Fst 0,0029 0,8057 0,6309 0,3447 0,8711 0,9297

D5S818 Romania VS. Exact test 0,0106 0,9963 0,9703 0,6677 0,7798 0,9946
Romania* vs.| Exact test 0,0037 0,9243 0,9943 0,7005 0,7138 0,9930

EBI vs. Fst <0,001 0,0029 0,0068 0,0029 0,0020

Exact test 0,0164 0,0017 0,0115 0,0157 0,0164

FGA FBI vs. Exact test 0,1933 0,0275 0,2079 0,1219 0,1620

Tabelul 3.17: Rezultatele testului de comparare populationald (Fst) si a testului exact pentru diferentierea
populatiilor (Exact test) pentru baza de date a Romaniei; n (numarul de indivizi); vs (versus) nd
(nedeterminat); Trs-6 (baza de date actualizata a Transilvaniei); Trs (baza de date initiald a Transilvaniei);
FBI (baza de date FBI, Budowle si colab. 2001); valorile prezentate n “bold” aratd valori semnificative la
pragul de P<0,05.
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Partea a | V-a: Discutii
Tn cazul populatiei din Cluj, valoarea medie a heterozigotiei preconizate (Hexp) a fost mai

mica decat valoarea obtinutd pentru heteorozigotia observatd (Hexp = 0,7857; Hobs =
0,7941). La populatia din Covasna am remarcat contrariul (Hexp = 0,7965; Hobs =
0,7890). Daca acceptam valoarea Hexp ca un potential semnal pentru endogamie in cazul
populatiei din Covasna, putem motiva de ce CV-Sze prezintd mai multe diferente
semnificative decét CJ-Hu, in comparatiile efectuate cu mai multe populatii din Romania.
Daca se considera ca ar trebui sa existe o corelatie pozitiva intre distanta genetica si cea
geografica, atunci testele statistice comparative ne indica cateva rezultate neasteptate. Ne-
am fi asteptat s& identificam mai multe diferente semnificative pentru populatia CV-Sze, in
comparatie cu CJ-Hu si B-Ro, decét cu comunitatea HR-Sze. Rezultatele noastre nu
prezintd diferente semnificative pentru CV-Sze fata de CJ-Hu si B-Ro, dar comparativ cu
populatia Tnvecinata HR-Sze, un locus a prezentat valoari seminficative. Avand in vedere
ca rezultatele comparationale sunt influentate de numarul locilor comparati (doar 10 loci au
fost disponibile pentru populatia B-Ro), vafi nevoie de investigatii viitoare, care sa includa
toti cei 15 loci n testele de comparatie populationald. Definirea caracterisiticilor genetici
ale celorlalte populatii istorice maghiare (din Ungaria, Serbia, Slovacia, Ucraina si
Austria) ne-ar gjutain aclarifica caracteristicile genetice ale celor doua populatii incluse Tn
acest studiu.

Referitor la compararea bazelor de date din Romania, ne-am fi asteptat sa existe o corelatie

negativa intre numarul de indivizi genotipati/regiune si distanta genetica pe care regiunea

respectiva o prezinta in comparatie cu baza de date a Romaniei. Cu alte cuvinte,
Transilvania (n = 3097; 44,9%) si Valahia (n = 1910; 27,7%) ar fi trebuit s& prezinte
diferente mai putin semnificative decat Dobrogea (n = 569; 8,25%), in comparatie cu baza
de date a Roméaniei (n=6897). Rezultatele nu ne-au confirmat acest lucru, fapt pentru care
am efectuat céateva teste suplimentare cu o baza de date a Romaniei, din care populatiile
maghiare au fost excluse. Compararea acestel baze de date cu datele regiunilor istorice ale
Roméniei arezultat prin scaderea valorilor semnificative de la trei la zero, fata de Valahia
si de la doi la zero fatd de Moldova. Modificarea bazei de date a marit numarul locilor care
prezinta valori semnificative de la trei la patru fatd de TRS-6, dar nu a influentat Tn mod

semnificativ valorile obtinute pentru regiunea Dobrogei.
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Partea a V-a: Concluzii

Populatiile incluse in acest studiu pot fi utilizate atat in studii de micro-diferentiere

populationala cat si in diverse aplicatii ce implica identificarea umana. Rezultatele care vin
Tn sprijinul acestei aptitudini sunt:

» Vaorile PDcomb (0,99999999999999992 — 0,999999999999999997) si

valorile PEcomb (09999998 — 0,999998) obtinute pentru cei 15 loci sunt

semnificativ deridicate;

»  Procentul de heterozigotie observata si preconizata a atins valori medii de

78%, depasind astfel pragul minim de 70%

* Cu exceptia locusului CSF1PO pentru Covasna, nu am identificat abateri de
la echilibrul Hardy-Weinberg.

Testele comparative statistice nu au evidentiat diferente semnificative Tntre maghiarii

non-secui din judetul Cluj (CJ-Hu) si secuii din judetul Covasna (CV-Sze).

Tn comparatie cu secuii din judetul Harghita (HR-Sze), ambele populatii (CJ-Hu si

CV-Sze) prezinta diferente semnificative pentru un singur locus (D5S818)

Intr-o comparatie statisticd cu romanii din Bucuresti (B-RO), comparatie, care a
inclus doar 10 din cei 15 loci STR testati pentu populatiile incluse in acest studiu (CJ-Hu si

CV-Sze), am remarcat lipsa valorilor semnificative.

Cea mai mare distanta geneticd, exprimata prin valori semnificative obtinute pentru
4 loci STR, a fost Tnregistrata pentru populatia din Covasna intr-o comparatia cu baza de
date a Valahiei.

Testele comparationale statistice au definit locii D21S11, D13S317, D3S1358 si
D5S818 ca fiind cei ma polimorfici markeri STR ai celor patru regiuni istorice ae
Romaniei.

Acest studiu indica faptul ca trebuie tinut cont de originea etnica a indivizilor in

cazul Tn care se doreste crearea de baze de date genetice cuprinzatoare.
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