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Tartalmi 6sszefoglalod

Az urali nyelvcsalad eredete tovabbra is vitatott kérdés a nyelvészeti szakirodalomban.
Egy nemrégiben megjelent publikacioban (Griinthal és mtsai.,, 2022) azonban — a
torténettudomany, a nyelvészet és a régészet eszkoztarat kombindlva — az uréli nyelvek
elterjedését a korai bronzkorban az Alt4) vidékérél nyugat felé vandorldé Seima-Turbino

kulturalis horizonttal hozzak 6sszefiiggésbe.

A nyelvi adatok alapjan az urdli dsnyelv a bronzkor végére gyorsan szétvalhatott
alagaira, amit valdszintileg az okozott, hogy az egyes csoportok a vandorlas soran elkiiloniiltek
egymastol. Az Ural keleti elSterét az ugor alagakhoz tartozé csoportok vehették birtokba, mivel
ezek nagy része ma is ott ¢l. A kora bronzkori Seima-Turbino vandorlast kovetden a késé
bronzkorban ezen a terlileten az Irmen és Karasuk régészeti kultGrakat taladljuk, majd a
vaskorban a Sargat és Gorokhovo kulturakat. Feltételezhetden ezek mindegyike mar valamilyen
ugor nyelven beszélhetett, €s a honfoglalo magyarok 6seit is ezek kozott kereshetjiik. (Maroti

¢s mtsai., 2022)

Az Irmen és Karasuk kultirdk embertani leletanyaganak archeogenetikai vizsgélata
lehetdséget nyujt ezek egymassal, a vaskori Sargat-Gorokhovo kulturakkal, valamint a
kutatocsoportunkban korabban elemzett korai honfoglalokkal valod dsszehasonlitdsara. Ezaltal
pedig betekintést nyerhetiink az emlitett népességek genetikai kapcsolataiba, valamint az urali

nyelvet besz¢éld csoportok kozotti kapesolati rendszerbe is.



Irodalmi attekintés

Az archaikus DNS (aDNS) vizsgélata

Az archeogenetika alapkovének tekinthetd Higuchi és munkatarsai 1984-ben megjelent
tanulmanya, melyben arrél szamoltak be, hogy egy mizeumban kiallitott, a lovak csaladjaba
tartoz6 quagga (Quagga quagga) izomszovetébdl sikeresen tudtak DNS-t kinyerni és
szekvenalni (Higuchi és mtsai., 1984). Az ujgeneracids szekvendlas felfedezése elétt nagyon
hosszu ¢s draga volt egy teljes genom szekvenaldsa, ezért akkoriban foként a révidebb
mitokondrialis DNS-re (mtDNS), valamint a genomban talalhatd6 STR (short tandem repeat)
régiokra Osszpontositottak. A mtDNS tobb szempontbdl is megfeleld valasztasnak bizonyult,
mert uniparentalisan, anyai uton 6roklédik, valamint nagy kopiaszamban van jelen a sejtekben,
igy jobban megdrzddik az archaikus mintadkban. Az mtDNS adatokbdl is kovetkeztethetiink a
vizsgalt populdciok foldrajzi szarmazéasara, genetikai keveredésére, valamint vandorldsaik
utvonalaira. Mindazonaltal, az Gjgeneracios szekvenalds megjelenése az utdbbi évtizedekben a
tudomanyag rohamos fejlodését tette lehetévé, mivel lehetdséget biztosit teljes archaikus

genomok meghatarozasara, valamint az exogén eredetli szennyezddések kiszlirésére.

Labortervezés

Az aDNS-mintdk koruk és a foldbe temetkezés gyakorlata miatt DNS-modosulasokat
¢s exogén szennyezOdéseket tartalmaznak, melyek hibas analizishez vezethetnek. Ennek
elkeriilésére a tudomanyos k6zosség szigori szabalyrendszert alakitott ki a laborok miikodésére

¢s a kezelt DNS-mintak feldolgozasara, taroldsara vonatkozdan.

A legnagobb vesz¢lyt a modern DNS-szennyezddés jelenti. Az aDNS-mintat a régészeti
feltarastol a DNS-kinyerésig tartdé folyamatok sordn a feldolgozast végzd személyek
beszennyezhetik sajat DNS-iikkel, a szennyez0 modern emberi DNS-szekvencidkat pedig
nagyon nehéz elkiiloniteni az aDNS-minta szekvenciditol. A modern szennyezés steril

laborkornyezettel keriilheto el legjobban.

2000-ben Cooper ¢és Poinar, majd 2013-ban Barnes ¢és Shapiro jelentetett meg egy-egy
értekezést az archaikus laborok optimalis kialakitasarol, hogy a munkafolyamat soran

minimalizalhat6 legyen a modern DNS-szennyezés (Barnes és mtsai., 2013; Cooper & Poinar,
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2000). Az SZTE Genetika Tanszék archeogenetikai kutatocsoportja a fenti cikkek

felhasznalasaval dolgozta ki az alabbi protokollt:

Az aDNS kivonasi és feldolgozasi helyének elkiilonitése: A kivonas sordn preciz,
elévigyazatos munkaval nagymértékben csokkenthetdk a modern emberi DNS-szennyezések.
Mindemellett az adatok analizéldsa sordn is van lehetdség elkiiloniteni az aDNS-t a kiils6
modern szennyezdé DNS-t6l megfeleld0 modszerek segitségével. Amennyiben tobb minta
feldolgozasa parhuzamosan fut, a keresztszennyezés problémaja is felmeriilhet. Ez
mindenképpen keriilendd, ezért minden aDNS-minta feldolgozasa utdn DNS-mentesiteni kell a
munkateriletet, valamint a kivonashoz hasznalt eszkdzoket. Az aDNS-labort el kell kiiloniteni
az amplifikalt aDNS-t feldolgoz6 molekularis labortol, utobbibol tilos kdzvetleniil visszamenni

az eldbbibe.

Negativ kontroll: Az aDNS-kivonas lépéseit kovetve mindig kell egy DNS-mentes
negativ kontrollt is késziteni, amit az aDNS-t tartalmaz6 mintdkkal egyiitt kell kezelni. A
negativ kontroll segitségével megallapithat6, hogy a folyamat mely részében keriilhetett

szennyezd modern DNS az aDNS-mintakba.

Megfelel6 higiénia és ovintézkedések: Egy archaikus laboratorium Iétrehozasa nagy
precizitast igényel, jol meg kell tervezni, hogy a benne zajl6 munka soran minimalizalni
lehessen az exogén DNS-szennyezést €s minél hatékonyabban lehessen haladni az aDNS-
mintak feldolgozasaval. A labornak feltétleniil egy elkiilonitett helyen kell elhelyezkednie, az
ott dolgozd személyeknek csak specialis steril ruhdzatban szabad belépniiik. A laborban az
aDNS-mintak, filkék és eszkozok UV-kezelésen (260nm) esnek at, igy a kovetkezd belépésnél
sterilizalt kornyezetben folytatodhat a feldolgozés. Emellett minden hasznalat utan az
eszkozoket hipoval és 3%-os hidrogén-peroxidos oldattal is meg kell tisztitani, ezzel biztosan
megszabadulva a kiils6 szennyezddésektdl. Mivel a laboron kiviilrdl beszallo levegd is hozhat
magaval szennyezddéseket, az aDNS-labornak steril 1égbeftjassal kell rendelkeznie, tovabba
kis mértékli tulnyomast kell létrehozni benne, hogy elkeriilhetd legyen a levegd kintrdl
bearamlasa. Az aDNS-laborban a dupla keszty(i hasznalata mellett a kesztylik gyakori cseréje

is ajanlott.

Reprodukalhatosag: Az eredményeknek laborfiiggetlennek, azaz mas helyszinen is
reprodukélhatonak kell lenniiik. A fliggetlen egyezés igazolja az aDNS szekvencidjanak

szennyezOdésmentes helyes sorrendjét. Ennek jelentdségét az Ujgeneracios szekvenalasi



technologidk hasznalata valamelyest csokkentette, mivel a vizsgalt mintdk eredetisége

szekvenciaanalizissel is igazolhato.

aDNS minosége: Az aDNS-mintdk korukbol addédoan rovidebb szekvenciakat
tartalmaznak, fragmentaltsaguk mértéke tobb kornyezeti jellemz6tdl is fligg: hdmérséklet, pH,
paratartalom. Minél idésebb a minta, annal rosszabb a DNS megdrzddése, ezért, ha az elemzett
minta tobb helyen is j6 mindségli, hosszabb szekvenciat tartalmaz, azok valoszintisithetéen

kiils6 szennyezddésbdl szarmaznak.



Az Irmen és Karasuk kultarak torténeti hattere

Az Irmen és Karasuk kultarak a kés6i bronzkor két jelentds régészeti kulturaja, amelyek
Délnyugat-Szibéria teriiletén alakultak ki (1. abra). Mindkét népcsoport alapvetd szerepet

jatszott a térség kulturalis fejlodésének alakitasaban.

1. abra: Az Irmen és Karasuk kulturdk foldrajzi elhelyezkedése
(Torok, 2023)

Az Irmen kultiura

crer

idején (i.e. 11-8. szdzad). Kbozponti teriiletének az Ob-folyd felsd szakasza tekinthetd, ahol
szamos telepiilésiiket és temetkezési helyiiket tartak fel, ennek koszonhetden egyike azon

nomad népeknek, melyek temetkezési szokasairdl sokat tudunk ebbdl az idészakbol.

A régészek olyan irmeni kurganokat, halomsirokat tartak fel, amelyek tobb sekély
mélységii (20-25 cm mélységben elhelyezked?d) sirt tartalmaztak. Az elhunytakat jobb oldali,
zsugoritott testhelyzetben temették el ugy, hogy a fejiiket déli iranyban helyezték a sirba. Ez a
temetkezési szokas a korabbi bronzkori hagyoményokat tiikrozi. Azonban a Tomsk-Ob
régioban mar a délnyugati tajolasu temetkezés dominalt, illetve hamvasztasra is volt példa,
amely soran az elhunytat részlegesen vagy teljesen elégették. A sirmellékletek kozott
legtobbszor keramiak, bronz ékszerek (fiilbevalok, medalok), valamint esetenként kések és

landzsahegyek szerepeltek (N. L. Chlenova és mtsai.,1970).



Az Irmen kultara része volt a Mezhovskaya-Irmen horizontnak, amely t6bb, egymassal
Osszefliggd kulturat foglalt magéba a Nyugat-Uraltol az Altajig. Ezen a teriileten kulturalis

keveredés ment végbe az északkeltrdl érkez6 Karasuk kultara hatdsdnak kdszonhetden.

A késdi bronzkorban a gazdasagi és technoldgiai fejlddésnek kdszonhetéen Nyugat-
Szibéridban dél és kelet felé népmozgas indult el, mely a kérnyez6 kultarak kozott fesziiltséget
eredményezhetett. Emiatt jelenhettek meg az elsd arkokkal és bastydkkal megerdsitett

telepiilések (M.F. Kosarev ¢és mtsai.,1966).

Az Irmen kultarara jelentds hatdst gyakorolt a Karasuk kultira, hiszen az anyagi
kultaréjaban, kiilondsen az 6tvosmiivészeti targyak — példaul jellegzetes hajlitott torok €s baltak
— stilusdban megfigyelhetok a Karasuk jellemvonasok. A bronzkor végével és a vaskor
kezdetével az Irmen kultira hozzéjarult a késdbb megjelend Sargat kultira kialakuldséhoz,
amely a vaskor elején Nyugat-Szibéria legjelentdsebb kulturajava valt. Ez az atmenet a
regionalis kiilonbségek fokozodasaval, valamint a meglévo €s 1) hagyomanyok keveredésével

jart. (Koryakova & Epimakhov, 2007)

A Karasuk kultura

A Karasuk kultara a kés6i bronzkorban (i.e. 1500-800) a dél-szibériai Minuszinszki-
medencében alakult ki. Az Andronovo horizont egy késdi leszarmazottja, amely azonban
jelentds kiilsé hatdsok, kiilondsen a Seima-Turbino horizont és a keleti — valosziniileg Kindhoz
kothetd — fazekas mesterségi tradiciok befolydsa alatt fejlodott. Ezen befolyasok is
hozzajarultak a Karasuk kultara sajatos fémmivességi stilusdnak kialakuldsahoz, amely a
kiilonféle bronztargyak — példaul hajlitott kések, nyéllel rendelkezd baltak, kétéla térok és
disztargyak — eléallitdsa miatt valt hiressé. (JETTMAR, 1970)

A Karasuk fémmegmunkalas jellegzetességei szamos teriileten eldkeriiltek, befolyasuk
egészen az Urdl-hegység nyugati rész€ig ért el. A Karasuk kultara nyugati terjeszkedését jelzik
az Urdl déli részén felfedezett karakterisztikus hajlitott bronzt6érok. (Chernykh, 2008) Az Irmen
¢és Mezhovskaya kultarakra gyakorolt hatdsa emellett a temetkezési tradiciokban, keramiak és
bronz targyak formajaban mutatkozik meg, mely jellemzdk az Ob-folyo felsé szakaszan is

megfigyelhetdk, ahol a fentebb emlitett Irmen kultira kdzpontja helyezkedett el.

A Karasuk temetkezés egyik érdekessége az allati maradvanyok jelenléte, melyek

mennyisége 0sszefligésben allt az eltemetett egyén ¢€letkoraval és nemével. A csecsemOt vagy
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fiatalt tartalmazo sirokban egy, mig felndttek esetében 2—3 allataldozat volt megfigyelhetd
nemtdl fliggden. Leggyakrabban barany-, ritkdbban szarvasmarha-, esetenként pedig
lémaradvanyokat talaltak a régészek. Az altalaban négyszogletes sirok az Irmen temetkezéshez
hasonldéan a felszinhez kozel helyezkedtek el. Az elhunytat a legtobb esetben bal oldalra
fektetve, a labait kissé felhuizva helyezték a sirba, azonban a haton fekvd, nyujtott poziciora is
volt példa. Ez a temetkezési szokas a Karasuk kultara utdn is folytatddott. Az elhunyt fejéhez
kozel egy keramiaedényt helyeztek el. Emellett a ndi sirok altalaban kisebb ékszereket,
hajdiszeket és késeket, mig a férfi sirok egyszeriibb késeket, fiilbevalokat, ritkabban gytiriiket
tartalmaztak (2. édbra). (Legrand, 2006)

\\///

2. dbra: Karasuk kések
Forras: https://www.shutterstock.com/hu/image-photo/bronze-age-knives-karasuksky-culture-south-1220681254

Sargat-Gorokhovo horizont

A Sargat-Gorokhovo horizont a kora vaskorban (i.e. 5-3. szdzad) volt meghatarozé a
D¢l-Uraltol egészen az Irtis folyoig. Ezen két népcsoport biztosan keveredett egymassal, a
leletek intenziv kereskedelemrdl és vasmegmunkalasrol tantskodnak. Az ebbdl az idészakbol
feltart telepiiléseket jellemz6 moédon megerdsitették, vélhetden a kornyezd népekkel kialakult

fesziiltségek miatt.



Celkitlizés
Jelen dolgozatban az Irmen és Karasuk kultirkorbe tartozo temetkezések embertani
leletanyaganak archeogenetikai feldolgozésat tlizziik ki célul. A teljes genomok kinyerését
kovetden a szakirodalomban fellelhetd legfrissebb genomelemzé modszerek segitségével

kivanjuk megvizsgélni a kulturdk embertani leletanyaganak genetikai dsszetételét és a vaskori

Sargat-Gorokhovo populécioval mutatott esetleges kapcsolatait.

Az Irmen és Karasuk kultirak egyarant fontos szerepet jatszottak a bronzkor és a vaskor
kozotti atmenet soran Szibéridban. A Karasuk kultira a korszak technologiai fejlodésének
kulcsfontossagu szerepldje volt, mig az Irmen kultara Nyugat-Szibéria kulturalis fejlodését
formalta, mely kihatassal volt a kés6bbi Sargat kulturara. Az emliett harom népcsoport kozott
egyértelmli régészeti kapcsolat van, a megvalaszolando kérdés az, hogy volt-e genetikai
kapcsolat is ezen kulturdk kozott és ha igen, akkor az milyen mértékii lehetett. A kutatdsunk

soran ezen kérdésre kerestiik a valaszt (Koryakova & Epimakhov, 2007).

Mint emlitettiik, a Karasuk, Irmen és Sargat-Gorokhovo populéciokat azért valasztottuk
ki analizisiinkhdz, mert a rendelkezésre allo genetikai €s nyelvészeti adatok alapjan j6 okunk
van azt feltételezni, hogy genetikailag hozzajarulhattak a honfoglalé magyarok kialakulasédhoz,
igy ezen kulturak genetikai vizsgéalata hozzdjarulhat a magyarok tavoli Ostorténetének

tisztazasahoz.



Alkalmazott modszerek, felhasznalt anyagok és

eszk0zok

Felhasznalt mintak

Kakyosng
Ik

b

3.abra: Vizsgalt mintak, temetok elhelyezkedése
A mintdk a mai Oroszorszag teriiletér6l szarmaznak. Az Irmen mintakat a
Novoszibirszki teriileten aZarechnoe 1 leldhelyen tartak fel, mig a Karasuk maradvanyok a

Minuszinszki medencében talalhato Tagarsky Ostrov, leldhelyrdl szarmaznak.

Osszesen 21 személy maradvanyait vizsgaltuk meg, 6 Irmen és 15 Karasuk kultaraba tartozé
egyént. Az Irmen mintak esetén 4, mig a Karasuk minték esetén 8 egyénbdl tudtunk sikeresen

teljes genom szekvenciakat eldallitani.

aDNS extrakcio

Poritas: Az archeogenetikai vizsgalatok szempontjabol az a szdvet a legmegfeleldbb,
amiben a legjobb mindségben ¢s legnagyobb mennyiségben 6rzédik meg a DNS (Campos ¢€s
mtsai., 2012). A kutatasok kimutattak, hogy a rendkiviil tomor, kemény csontszovetbdl lehet
kinyerni a legmegfelelobb aDNS-t, poritds utjdn. Mivel a halantékcsont (os temporale)

sziklacsonti része (pars petrosa) mar 0jsziilott korban eléri végsd tomorségét, keménységét, igy
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ez a teriilet rendelkezik a legjobb DNS-meg6rzd képességgel. Ezen kiviil elégséges mindségli
¢s mennyiségli aDNS vonhato ki a fogak gyokerét kiviilrél boritd cementrétegbdl (cementum),

valamint bizonyos esetekben a hosszu csdves csontok corticalis allomanyabol is.

Eléemésztés: A csontminta poritdsaval eldallitott csontporszemcsék felszine még

tartalmazhat szennyezddéseket, ami rovid EDTA és proteindz K eldemésztéssel tavolithato el.

Emeésztés: Az eléemésztett csontporszemcséket centrifugaldssal iilepitjiik, majd a
feloldott szennyezddéseket tartalmazo feliiliszot eltavolitjuk. Ezt kdvetden eldre elkészitett
extrakcios pufferbdl 1,5ml-t mériink a szemcsékre. A puffer megegyezik az eldemésztd oldattal,
de 1,35ml 0,5 M EDTA ¢és 18,75ul 20mg/ml proteindz K emellett még 15ul 10%-os TritonX-
100-at is tartalmaz, ami a csontporszemcsék eloszlatdsaban és szuszpenzidban tartdsaban

jatszik szerepet.

Szilika oszlophoz kotés: Az EDTA ¢és Proteinaz K teljesen feloldja a csontport, igy az
aDNS oldatba keriil. Az aDNS-oldathoz szilika szuszpenziét, valamint mintanként 3,58g
tomény GuHCl-ot, 220ul 3M natrium-acetatot, 3ml 100%-o0s izopropanolt és 3,75 ul Tween-
20-at tartalmazo kotépuffert adunk. Ebben a kozegben az aDNS szelektiven kotddik a

szilikahoz.

Mosas: A mosas DNS-mentes, 750u] 80%-os etil-alkohollal torténik, melyet kétszer

ismétliink, igy eltavolitva a felesleges, ki nem kotddott szerves tormeléket.

DNS leoldas: A szilikéra kikotott aDNS-t TE pufterrel (10 mM TRIS és ImM EDTA
elegye) oldjuk le, igy egy tisztitott aDNS-oldatot kapunk, ami szennyezddésektdl mentes.

Koncentracioellenorzés:  Ehhez  Qubit  mérdeszkézt  alkalmazunk, amivel
megallapithaté, hogy van-e DNS a kivonatban. Az aDNS pontos mennyiségét Qubit
Fluorometer segitségével hatarozzuk meg. A mérés fluorometridn alapul, mely sordn az oldaton

keresztiil atvilagitott fény intenzitdsabol kovetkeztethetiink az oldatban talalhaté DNS

crcr

Konyvtarkeszités

Részleges UDG-kezelés: A régészeti embertani leletek DNS-szekvenciai az 1d6
mulasdval megvaltoznak, mivel a talajban toltott hosszu 1d6 folyamén a kiilonb6zo fizikai,

kémiai és bioldgiai hatasok modositjak a szerkezetét. A legjelentdsebb jol dokumentalt valtozas
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a citozin bazisok deamindacioja uracilla. UDG enzimes kezeléssel a DNS egyik szalan az uracil

poziciok helyén abazikus helyek alakulnak ki, ezt a hidnyt pedig a komplementer szalrol
javitjuk ki. Az UDG kezeléshez mintanként 6ul 10x-es Tango pupffert, 0,24ul 25mM dNTP-t,
0,6l 100mM ATP-t, 1,8ul 1 U/ ul USER enzimet adtunk, majd vizzel 60ul-re egészitettiik ki.

Blunt-end repair: A DNS szekvencidk tulnyuald 3’ végeit mintanként 1,2ul SU/ulL T4

DNS polimerazzal leemészjtiik ami egyben a tulnyuld 5’ végeket is kiegésziti. Ezutan a

defoszforilalodott végeket 3ul 10 U/uLL T4 polinukleotid kindzzal foszforilaljuk, igy ligalhato

formara hozva a DNS-fragmentumokat.

Adapter ligalas: Az imméaron foszforilalt végii aDNS-re a 3. dbran lathaté modon IS1-

IS3 és IS2-IS3 univerzalis adaptereket ligalunk. Mintanként 4ul 10x-es T4 DNS ligaz puffert,
4ul 50%-0s PEG-4000-et, 1ul 50uM adapter mixet, 1ul SU/uL T4 DNS ligazt alkalmaztunk.

aDNS molekula

blunt-end repair
Pho
Pho
51 183
PS5 —_— l l P r——s
'3 adapter ligation -
Ps P7
11
adapter fill-in
PS5 Indexing oligo v P7 Indexing oligo

indexing PCR

Index read
Read 2

| —
Index read

Read 1 s sssnnnnnns

v —--
uencin
wl -----En--nn—

4. abra: Adapterligalas Iépései

Adapter fill-in: A 1étrejott

(Meyer & Kircher, 2010)

talnyuldé végeket 1,5ul 8U/uL Bst polimerdz enzim

segitségével potoljuk ki, ami az aDNS belsé szakaszain taldlhatdo hibakat is kijavitja, igy

teljesen eltiintetve az egyesszall toréseket és abazikus helyeket, emellett 4ul 10x-es ThermoPol

reakcio puffert és 0,4pul 25mM dNTP-t hasznaltunk.
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Eloamplifikalas: A mintdk csekély DNS tartalma miatt az igy eldkészitett aDNS
mennyisége nem elegendd a szekvendladshoz, ezért alacsony ciklusszami PCR-reakcioval

felamplifikaljuk.

Indexdlas: A rovid univerzalis adapterekkel rendelkezd szekvencidkra még egy
alacsony ciklusszamu PCR reakcié segitségével egyedi P5-P7 ,,vonalkod” szekvencidkat
ligalunk, melyek mintanként egyedi, 6—7 nukleotid hosszisagu indexalo oligot tartalmaznak.
Ehhez pedig mintanként 19,5ul Accuprime Pfx Supermix-et, valamint 1ul 10mg/ml BSA-t
hasznaltunk.
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Szekvenalas

Az aDNS-mintdk bazissorrendjét jellemz6 modon az llumina platform alapu
ujgeneracios szekvendatorral hatarozzdk meg. A folyamat alapjat a szintézis kozbeni szekvenalas
adja, mely parhuzamosan torténik a flow cellen (4. abra). A flow cell az [llumina szekvenator
esetében egy kisméretli liveglap, melynek feliiletén a konyvtarkészités 1épésében hasznalt
adapterekkel komplementert képez6 oligok helyezkednek el nagy siiriségben. A minta oldatot
higitast kovetden viszik fel a flow cellre, majd a kotddést kovetden lokalisan felamplifikaljak,
igy klasztereket kialakitva a flow cellen. Minden klaszter egy meghatarozott szekvencidju
DNS-darabot tartalmaz. A szekvenalas ciklusokban torténik, melyek soran a mintdkhoz
hozzaadott 4 kiilonb6zé fluoreszcens pigmenttel jelolt nukleotid ciklusonként beépiil a
szekvenciaba, ami egy adott hullamhosszon fényt bocsat ki. Ezeket a specifikus
fényvillanasokat egy nagy felbontast CCD kameraval detektaljuk, igy ciklusonként kovetni
tudjuk a beépiild nukleotidokat, ezaltal pedig kovetkeztetni tudunk a DNS szekvencidjara.

3l

Sample preparation Template dNTPs
DNA(Spg) and polymerase

\ ) ) k’]]\ . ’ Cluster growth
i I
| %“ LT

b €

Wash, four-colo Cleave dye and terminating

al four 3
each label with a diferent dye imaging groups, vash

6
@ @
. % o

cQ A0

@O
Top: CATCGT
Bottom: caccee

5. dbra: Illumina szekvenalas folyamata flow cellen

(Aydin, 2016)



PCA

PCA, maésnéven fokomponens-analizis egy tobbvaltozos adatredukcids statisztikai
eljards, mely egy sokvaltozos mintakészlet dimenzioit csokkenti. Ehhez linedris

transzformécioval olyan 1j szintetikus valtozokat (fékomponenseket) hoz 1étre, melyek az

crer

crer

koordinatarendszerbe, melyben az adatpontokbdl nyerhetd legnagyobb variancia az elsd
tengelyen jelenik meg (els6 fékomponens, PC1), mig a masodik legnagyobb variancia a
masodik tengelyen (PC2) jelenik meg és igy tovabb. A transzformacio célja kettds,. Egyrészt,
az 0j szintetikus valtozok sokkal egyértelmiibb adatot szolgaltatnak. A genomok kozotti
szisztematikus kiilonbségek vizsgalata sokkal informativabb, mint az eredeti allélfrekvencia-
adatok vizsgalata. Masrészt, az adatpontok kozott magyardzott variancia mértékének csokkend
voltabol fakaddan a sokdimenzids adathalmazt csak az elsé két vagy els6¢ harom fokomponense
mentén abrazolva is vissza tudjuk adni az adathalmaz teljes variancidjanak jelentds részét akar

szabad szemmel is értelmezhetd formaban.

A genomi fékomponens-analizis egyik igen érdekes tulajdonsdga, hogy a megjelenitett
genomok eloszlasa nem véletlenszerli. Az elsé két fOkomponens mentén abrazolt
a jelenségnek egyszeriien az az oka, hogy az egyes emberek kozott mért genetikai tavolsag
els6sorban a foldrajzi tdvolsagukkal aranyos, igy a genomok kozott mért legnagyobb variancia

1s ezt tikrozi.
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6. abra: Modern eurazsiai egyének fékomponens-analizisének eredménye (a genomok eloszlasat az elso és

masodik fékomponens (PC1 és PC2) alapjan abrazoltuk).

Ha modern eurazsiai embereket abrazolunk az elsé két fokomponensiik mentén, akkor
egy karakterisztikus eloszlast kapunk (6. abra). Az egymdashoz hasonldé genomok egymas
kozelébe kertilnek, és ezek tobbnyire kozeli foldrajzi lokdcidbol szarmaznak. Ezért az dsszes
genom veégso eloszlasa szinte leképezi az eurazsiai kontinenst. Az elsé fokomponens (PC1) a
kelet-nyugati foldrajzi iranynak, mig a masodik fékomponens az ¢észak-déli iranynak
feleltethetd meg. Ennek oka, hogy Eurazsia hosszabb, mint szélesebb, igy a legnagyobb
genetikai variancia a hossza mentén, a méasodik legnagyobb pedig a szélessége mentén fog
kialakulni. Az 6. abran tehat az eurdpai populaciok a kép bal oldalan (,,nyugaton”), a kelet-
azsiai populaciok pedig a kép jobb oldalan (,keleten”) csoportosulnak. A két véglet kozott
genetikai értelemben is atmenetet képezé kdzép-azsiai populaciok vannak, melyek a szé€lso

populéciok stabil keverékét hordozo egyéneket tartalmaznak.

A fékomponens-analizis a gyakorlatban a kovetkezoképpen torténik. Elso 1épésben egy

n*m-es matrixot hozunk létre, melyben n vizsgalt ember és m marker taldlhatd. Esetiinkben
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tobb szazezer markert vizsgalunk, ezért n <<m. Ebben a matrixban legyen C(i,j) egy érték,

melynél 1 az ember, j az adott marker.
Kiszamoljuk, majd kivonjuk a C(i,j) oszlopaibdl az oszlopok atlagat (u(j)), illetvep(j) = %,

egy becslése a hattérben 1évo allélfrekvencianak.

Majd egy kovetkezd 1épéssel normalizéljuk az oszlopok variancidjat, mert egy SNP

frekvenciavaltozasa genetikai sodrodas miatt generacionként \/ p(N(A — p(j))-vel torténik. —
igy az adat oszlopai azonos varianciajiak lesznek (Patterson és mtsai., 2006). A kovetkezo
matrixot kapva:
. C(,j) — nQ)
M@, j) = _ _
Vp(H (A = p())

Az M (i,)) métrixon szingularis értékfelbontast alkalmazva kapunk egy olyan n*n-es

kovariancia matrixot (K (i,j)), mely megegyezik a vizsgalt egyének szamaval.

Majd az eigenvektor felbontds segitségével a matrixot sajatvektoraira (v) és

sajatértékeire (1) bontjuk fel.
K(@,j)-v=Av

ahol v irdnya nem valtozik, A viszont megadja, hogy a sajatvektor hossza mennyiben tér
el, mikor a kovariancia matrixxal szorozzuk. Minél nagyobb A, anndl tadvolabb helyezkednek el
a fokomponensekre vetitett pontjaink az origdtol. Ennek segitségével megtalalhatjuk azt az

egyenest az adatszettiinkben, amire a pontjaink legjobban illeszkednek.

Kromoszomalis (genetikai) nem meghatarozasa

Skoglund eljarasat alkalmaztuk, mely az'Y és X kromoszomahoz tartozé szekvenciak
aranyabol kovetkeztet a genetikai nemre (Skoglund és mtsai., 2013). Ha ez az érték 0,77
feletti, akkor az alany férfi, ha 0,016 és 0,77 kozotti, akkor nem meghatarozhat6, ha pedig
0,016 alatti, akkor no.
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F-statisztika

Az F-statisztikak genomok allélfrekvencidinak statisztikai Osszehasonlitasaval
kovetkeztetnek egyének vagy populédciok leszarmazasi kapcsolatara, kozés genomtorténetére.
A modszer azon a feltevésen alapul, hogy a szaporodési kozdsségben allo egyének/populaciok
evolicids multjuk soran — a kozos genetikai sodrodas révén (,,shared drift”) - azonos allélokat
halmoznak fel. Az azonos allélok ardnya statisztikailag szignifikans médon meghatarozhato, és

igy kovetkeztethetiink a vizsgalt alanyok genetikai tdvolsagara.

Fontos megjegyezni azonban, hogy az emberi populdciok leszdrmazasi tdrténete igen
bonyolult, vandorlasokkal és keveredésekkel tarkitott. A populaciok allélfrekvenciainak
viszonya sok mindent6l fligghet, igy az F-statisztikak minden esetben hipotézis vizsgald
analizisek, melyek egy feltételezett leszarmazasi modell helyességét erdsitik meg vagy vetik el.
létezik F2, F3 ¢és F4 statisztika. A vizsgalt populaciok szdmanak fliggvényében, pedig
megbizonyosodhatunk fa-szerli leszarmazasi viszonyok helyességérol (,,treeness test”),
populacidk evolucids tavolsagarol vagy akar lehetséges keveredési események szamarol,

keveredési hozzéjarulasok ardnyardl is.(Lipson, 2020)

A dolgozatban 4 populéacié kozotti leszarmazasi kapcsolatokat vizsgaljuk, tehat az F4-
statisztikat alkalmaztuk. Az F4-statisztika segitségével 4 populacio (A, B, C, D)
allélfrekvencidinak kovariancidjat vizsgaljuk, melyeket egy hipotetikus gyokértelen
leszarmazasi fa segitségével képzelhetiink el (7. abra). A statisztika F4(A, B; C, D) értékét a

kovetkez6 modon szamithatjuk ki:

]
1
F4(A,B;C,D) = YZ(aj —b)(¢ — d))
j=0
, ahol a;, bj, ¢cj és dj az A, B, C és D populéciok j 10kuszan mért allélfrekvencidi. Konnyen

belathatd, hogy a vizsgélt négy populacido 3 féle mddon viszonyulhat egymashoz egy

gyokértelen leszarmazasi fan (7. dbra).
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7. abra: Lehetséges filogenetikai fak nem keveredett populaciok esetén

Az F4-statisztika 1ényege, hogy a szamités 0-t eredményez, ha a kiindulasi hipotézisiink helyes
populéciok leszarmazasa valoban A-B és C-D populaciok talalhatok egy agon, ugy az F4(A, B;

C, D) miveleti sorrendii szamités sziikségszertien 0-t fog eredményezni (Reich és mtsai., 2009).

Az F4-statisztikanak egy tovabbi fontos tulajdonsaga, hogy 0-t6] szignifikansan kiilonb6z6
eredményt produkal, ha a vizsgalt populaciok valds leszarmazasi viszonya eltér a muveleti
sorrendben felirt topologiatol. Ez a tény felhasznéalhato keveredési események azonositasara,
sOt a keveredés iranyanak meghatdrozasara is, ha olyan leszdrmazasi topoldgiat vizsgalunk,
mely részben ismert (pl. egy szimmetrikus kiilcsoport alkalmazéasaval). Ezt a megkozelitést
Greene ¢s mtsai 2010 alkalmazta eldszor, ahol eredetileg D-statisztikanak nevezték el és
egyének leszdrmazési viszonyainak vizsgalatara hasznaltak (Green és mtsai., 2010). Patterson
¢és mtsai. 2012 azonban bebizonyitottak, hogy ez a megkdzelités alapjaiban véve azonos az F4-
statisztikdval, igy a gyakorlatban ma mar nem tesznek kiilonbséget a kettd kozott (Patterson és

mtsai., 2012).

Az F4-statisztika eredményének statisztikai szignifikancidjat Z-érték szamitassal ellendrizziik

a genom vizsgalo analiziseknél rendszeresen hasznalt ,,block-jackknife” modszer segitségével.
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Eredmenyek

Szekvenalt adatok

8. abra: A vizsgalt lel6helyek foldrajzi elhelyezkedése
(Torok, 2023)

ZAR-3239 | Zarechmoe I, Novoszibirsziterllet, | 11 ¢ ) gverred XY ASal Qlaa~ 0,51 3 11
Togucsin korzet
ZAR-3240 | Zarechmoe I, Novoszibirszktertllet, |y oy o gvepred Xy Usalil  |Rlalalb2a2ad~| 148 1 17
Togucsin korzet
ZAR-34¢7| Zerechnoe I Novoszbirszdtertiet | 1o |y ¢ 5 gvesred XX 14b - 093 1 -
Togucsin korzet
ZAR-3412 | Zarechnoe 1, Novoszbirszkdteriilet, | |y ed XY Udblala Rlalalb2a~ 193 1 L1
Togucsin kérzet
TAG-1369 Tagarsky Osfrov, Il(ra?mqarszkl Karasuk Le. 2: évezred vc:ége - XX U2e2 : 096 1 R
hatarteriilet, 1. évezred eleje
TAG-1370|  22sky Ostrov, K‘afz“‘“amk' Karasuk| 1 & 2 Evemed vége o) oy Kla+195 . 0,19 1 -
hatarteriilet, M e 1. évezred eleje
TAG-1371| Togarsky Ostrov, Kraszojarsad |, o 1. 2 dvezred vége ) oy U2el Rlalalb 052 2 14
hatarteriilet, 1. évezred eleje
TAG-1372 Tagarsky Ostrov I.(:a?znqarszkl Karasuk Le. 2: évezred v#ge - XX U2elh ; 077 4 B
hatarterilet, M - e 1. évezred eleje
TAG-1375| Tagarsky Ostrov, Kraszojarsad |, o 1. 2 dvezed vége ) oy RIbl Rlalalb2a~ 068 1 14
hatarteriilet, 1. évezred eleje
TAG-1379 Tagarsky Ostrov I.(:a?znqarszkl Karasuk Le. 2: évezred v#ge - XX Cala3 ; 070 1 B
hatarteriilet, M e 1. évezred eleje
TAG-1382| Tagarsky Ostrov, Krasznojarsd |, o 1. 2 dvezred vége )y Cse Rlalalb2 1,04 1 07
hatarteriilet, 1. évezred eleje
TAG-1383| 1agarsky Ostrov, K‘ajm"’aﬁsﬂ“ Karasuk| - & 2 évemed vége - oy USala2a | Rlalalb2al~ 116 1 09
hatarterilet, Mi e 1. évezred eleje

1.tablazat: Megszekvenalt Karasuk és Irmen mintak adatai

A nemek meghatarozdsdhoz Skoglund modszerét alkalmaztuk, mely alapjan 5 nét és 7

férfit tudtunk beazonositani.
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A vizsgalt férfiak koziil harombol 2 Irmen és mind a 4 Karasuk egyén ugyanazt a

jellegzetes R1alalb2 Y haplocsoportot hordozta (1. tablazat, sziirkével kiemelve).

Egy Irmen férfi tartalmazta a Qla2a Y haplocsoportot, ami egy kelet-azsidban elterjedt
haplocsoport.

A kapott atlagos genomlefedettség értéke 0,91, majdnem eléri az 1x-es lefedettséget,
ami azt jelenti, hogy atlagosan majdnem minden pozicidban egyszer volt egy olvashato
nukleotid a szekvencidn belill. Egyik mintanak a lefedettségi értéke sem kevesebb, mint 0,5 —

ezen kiiszobérték felett alkalmasak a genomok statisztikai analizis elvégzésére.
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PCA

Az analizist lefuttatva a megkapott PC1 és PC2 fékomponenseket (2. tdblazat) R

programozasi nyelv segitségével dbrazoltam (7. dbra).

MasterID| POP (populacid) Adatok eredete PC1 PC2

TAG-1369 | Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,0092 0,0148
TAG-1370 | Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,0029 0,016
TAG-1371| Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,0104 0,0155
TAG-1372]| Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,0134 0,0143
TAG-1375]| Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,0065 0,0124
TAG-1379]| Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,0111 0,0161
TAG-1382| Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,01 0,0137
TAG-1383| Russia_LBA_Karasuk Sargat-Gorokhovo_project -0,0169 0,0139
ZAR-3239 | Russia_MLBA_Irmen Sargat-Gorokhovo_project 0,0178 0,0331
ZAR-3240 | Russia_MLBA_Irmen Sargat-Gorokhovo_project -0,024 0,0141
ZAR-3407 | Russia_MLBA_Irmen Sargat-Gorokhovo_project -0,009 0,0255
ZAR-3412 | Russia_MLBA_Irmen Sargat-Gorokhovo_project -0,0094 0,0254

2. tablazat: Karasuk és Irmen kultarak PCA-adatai
PCA Analizis

0.05

-0.025

9. abra: A PCA-analizis eredménye

POP

A Russia_LBA_Karasuk

@ Russia_MLBA_Imen
Russia IA Sargat
Russia_lA_Gorokhovo

1 Russia_MLBA_Sintashta

0.000 0.025

PC1
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A Karasuk ¢és Irmen kulturak genetikai viszonyait Allentoft €s munkatarsai 2015-ben a
Nature folyodiratban (Allentoft és mtsai., 2015) és Narasimhan és munkatarsai 2019-ben a
Science folyoiratban (Narasimhan és mtsai., 2019) lek6zolt Sargat-Gorokhovo, valamint
Sintashta adataival hasonlitottam Ossze , a hatteret képezd modern genomok listdjat pedig
fliggelékként a dolgozatomhoz csatoltam (1.fliggelék). A Sintashta populacidt azért vettem be
az elemzésekbe, mert Narasimhan és munkatarsai 2019-ben publikalt cikke (Narasimhan és
mtsai., 2019) alapjén ez a kultdra is nagyban hozzéjarult a bronzkori népességek genetikai és

kulturalis alakulasahoz.

A PCA éabran (7. és 10. abra) az Irmen mintdk egymadstdl tdvol vannak, vagyis
genetikailag nagyon heterogének, nem mutatnak szignifikdns hasonldosdgot mas ismert
populéciokkal. Habar a Karasuk minték is heterogének, egy jobban koriilirhat6, homogénebb
csoportba térképezddnek, és atfedésben vannak a Sargat és Gorokhovo mintakkal. Erdsebb
nagyitasban (8. és 9. dbra) jobban lathaté a mintak eloszlasa, melyek kisebb-nagyobb genetikai

klaszterekbe csoportosulnak.

PCA Analizis

0.05
POP

A Russia_LBA_Karasuk

@ Russia MLBA Irmen
Russia_|A_Sargat
Russia_|A_Gorokhovo

0.04 ~ ¥ Russia_MLBA_Sintashta

0.03

PC2
]

0.02

0.01

0.00

-0.03 -0.02 -0.01 0.00 .01 0.02
PC1

10. abra: Karasuk és Sargat kalszterek 6sszehasonlitasa
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PCA Analizis
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11.abra: Karasuk és Gorokhovo klaszterek dsszehasonlitasa
PCA Analizis
0.05
o POP
ob A Russia LBA Karasuk
1
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12.abra: PCA az Irmen mintak feltiintetésével
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F4-statisztika

Ot fiiggetlen F4-statisztikat futtattunk az Irmen és Karasuk egyéneken, valamint azon
Sintashta egyéneken, akik a PCA-n az Irmenhez hasonld poziciot foglaltak el. A vizsgalat a
kovetkezd F4 Osszeallitason alapult: F4(Ethiopia 4500BP, Referencia;
Russia MLBA Sintashta, Test). Az Ethiopia 4500BP egy szimmetrikus kiilcsoport, mely
minden Afrikan kiviili populdcidhoz azonos modon viszonyult. Erre a populécidra azért volt
sziikség, mivel egyszeriisiti a leszarmazasi fank topologidjat €s lehetévé teszi, hogy a statisztika
eredményébdl (pozitiv vagy negativ) kovetkeztessiink a genetikai affinitds irdnyara. A
Referencia helyén kiilonb6z6 Ospopuldciokat cserélgettiink. Ezek egymastol fiiggetlen Osi
genetikai komponenseket reprezentalnak, melyekrdl ismert, hogy nagyban hozzajarultak az
eurazsiai népességek kialakulasahoz ¢€s jellegzetes foldrajzi elterjedéssel rendelkeznek. Ezek a
kovetkezd voltak: WHG — Western Hunter Gatherer, 0si europai haldsz-vadaszok; ANA —
Ancient North Asian, kelet-azsiai halasz-vadaszok; ANE — Ancient North Eurasian, Eszak és
Ko6zép-Eurazsidban elterjed haldsz-vadaszok; IRAN N — Iran Neolitic, Dé¢l-Eurdzsiaban
elterjed 0Osi  foldmiivesek; ANAT N — FEurépdban elterjed 06si  foldmiivesek. A
Russia MLBA Sintashta a régié alaplakossagat reprezentalja, melybdl a vizsgalt egyének

génkészletiik jelentds részét merithették, mig a Test helyén a vizsgalt egyének szerepeltek.

A kapott eredményeket egy matrixba dsszevontuk és FOkomponens Analizist futtattunk rajtuk,
majd ezt abrazoltuk (13.4bra), igy egyszerre vizsgalni lehet az Irmen és Karasuk populaciok

viszonyait. A populaciokhoz tartozé vektorok a PCA soran szamolt sajatvektorok.
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13.4bra: PCA abra az 4 statisztika eredményeibdl

Az abrazolasbol latszik, hogy a korabbi PCA analizishez képest az Irmen egyének jobban
elkiilonlilnek a kilégd Sintashta mintaktol, hasonld mértékii atfedés mar nem lathaté a
klaszterek kozott. A Karasuk mintdk megmaradtak az el6z6 analizishez hasonldéan egy homogén

klasztert alkotva.
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Diszkusszi6

A szekvenalasi adatok kozott az Y kromoszomahoz tartozo R1alalb2 haplocsoport az
Irmen ¢és Karasuk mintaknal egyarant a leggyakoribbnak mutatkozott. Ezen haplocsoport a
Sargat és Gorokhovo populédciokban is gyakori volt (A.S. Pilipenko és mtsai, 2017), mely arra
enged kovetkeztetni, hogy az Irmen és Karasuk kultirdk hozzajarultak a Sargat populécid
genetikai Osszetételéhez. Ez egy jellegzetes azsiai Y haplocsoport, amely a kora bronzkori

sztyeppén terjedt el, és a vaskori azsiai szkita csoportokra is jellemzd volt.

Egy Irmen férfi (ZAR-3240) tartalmazta a Qla2a Y haplocsoportot, mely egy kelet-

azsiai haplocsoport, ezért a PCA-n ez az egyén a jobb oldalra térképezddott.

A PCA ébrakon azt latjuk, hogy atfedés van a Karasuk és Sargat kozott, valamint kisebb
atfedés van a Karasuk ¢és a Gorokhovo kozott is, tehat a Karasuk minték genetikailag hasonloak
a Sargathoz és a Gorokhovoval is vannak k6zos motivumaik. Ez alapjan genetikai kapcsolat

feltételezhetd a két csoport kozott, de ennek bizonyitasa még tovabbi elemzéseket igényel.

Az Irmen genomok sokkal heterogénebbek, kevésbé megfigyelhetd olyan homogén
klaszter, mint a Karasuknal, azonban egy minta (ZAR-3240) kozel helyezkedik el a Sintashta
genomokhoz, és masik 2 minta (mintdk azonositdja) is a Sintashta halmazbol kinyulo,
ugynevezett ,,outlierek” kozelébe esik. Ez alapjan az Irmen népesség Sintashta szdrmazasa
tlinik legvalosziniibbnek, de ez is tovabbi vizsgalatokat igényel. Eddigi adataink arra utalnak,

hogy az Irmen népesség jelentdsen kiilonbozott a Karasuktol.

Az F4 statisztikak 6sszevonasaval futtatott PCA alapjan a korabban valdszintinek tartott
Irmen — Sintashta szarmazas kevésbé¢ latszik elfogadhatonak, mert a vizsgalt klaszterek iranya
kevésb¢ fedett egymadssal. Feltehetdleg egy eddig nem vizsgélt populdciohoz kothetd az

Irmenek szarmazasa.
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