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,» Ha ismered a miiltadat, tudni fogod honnan jottél.”

Bob Marley, ,,Buffalo Soldier”

El6sz6

DNS-iink négy egyszerii betiibe rejtve igazi torténeti dokumentumot hordoz
magdval, visszanyiilva az élet kezdetéig, az elso onmagdt reprodukdlo molekuldig, majd
amobaszerii Oseinken keresztiil el egészen a jelenig. Tobb mint egymillidrd éve tarto
evoliicios barkdcsolds eredményei vagyunk, és génjeink biztositjiak hozzd a szegecseket,
varratokat, amelyek feltdrjik fejlodésiink teljes torténetét. Nem maguk a gének
hordozzdk az iizenetet, sokkal inkdbb az eltérések, amelyeket két vagy tobb személy
DNS-ének oOsszehasonlitasakor ldthatunk. E kiilonbségek képezik a gének torténeti

nyelvezetét (Wells 2003).



I. Bevezetés

I.1. Nyelvében él a nemzet

A magyar nyelv az urdli nyelvcsalad tagja, a finnugor nyelvek kozé tartoz6 ugor
nyelvek egyike (Réna-Tas 1999, Szij 2005). Legkozelebbi rokonai a manysi és a hanti
nyelv. A magyar nyelv beszéldinek szdma megkozelitéleg 15 millié (ezzel az urali
nyelvcsalad legnépesebb tagja), koziilikk koriilbeliil 10 millidan élnek Magyarorszdgon
€s mintegy 3 milliéan a szomszédos orszdgok teriiletén. A Kéarpat-medencében €16
magyarul beszél0 populdciok képezik az wurdli nyelvet beszélok legnyugatibb
el6forduldsi csoportjat.

A magyar nép kialakuldsanak, torténetének kérdéseit nem lehet a magyar nyelv
torténetének ismerete nélkiil megoldani, de ez csak az egyik, bar igen fontos eszkoziink
(R6na-Tas 1996). A magyar nyelv torténete rogzitette torténelmiink szdmos fontos
eseményét, a magyar nyelv torténete a nyelvorzo tipus szerint alakult. A magyar nyelv
tobb ezer éves torténete alatt szamos nyelvvel érintkezett, az indoeurdpai, kiillonosen az
irdni, majd a torok, a szldv, a német és mas nyelvek gazdagitottdk a magyar nyelvet, de
a magyar nyelv atalakulva is megmaradt magyar nyelvnek. Itt azonban fontos
megjegyezni, hogy egy nyelv torténete kordntsem esik egybe egy nép torténetével,
azonban a magyar Ostorténet legkorabbi idoszakairél nem maradtak fenn korabeli {rdsos
forrasok, igy a koratorténet megrajzoldsa elsOsorban a nyelvészet nyujtotta ismeretek
alapjan torténik (Mende 2005).

A magyarsdg hasonléan mds népekhez tobb gyokerii volt. Kialakuldsdban egyarant
jelentds szerepet jatszottak a finnugor nyelvet besz€lOk és a torok nyelvii népek. A
sztyeppe teriiletén, majd késObb a Karpat-medence elfoglaldsat kovetden szdmos
tovabbi néptoredék is betagozddhatott a folyamatosan formalod6é magyarsagba (Mende
2005). A magyar nyelv nemcsak a kozlések kicserélésére volt alkalmas, hanem a
hagyomanyok Orzésére is ugyanigy, ahogy az dj és még ujabb ismeretek befogaddsara
és kifejezésére. Eppen a magyar nyelv kiviildlldsa, eltérése a kornyezettSl biztositotta
azt az etnikai tudatot, az Onazonossdg tudatit, a mi és ti elkiiloniilését, ami sziikséges
volt a magyar nép évezredeken at tarté fennmaraddsdhoz. (Az etnikai-népi azonossag
megorzéséhez a nyelven kiviil hozzdjarulhatott még a magyarsag tarsadalmi-gazdasagi
szerkezete, az idegenek befogaddsa, melynek kovetkeztében a magyarsag erdsebb és

gazdagabb lett, ugyanakkor a Karpat-medence lakossagdnak sajatossdga is fontos



szerepet jatszott- az elszlavosodd avarok a magyarokban felszabaditéikat, rokonaikat
lattdk (Rona-Tas 1996)). A magyarsdg kialakuldsdnak és korai, honfoglalds eldtti
torténetének rekonstrudldsaban a nyelvi forrdsok mellett az irdsos forrdsok, a régészet, a
néprajz, a biologia (példaul a modern genetika) és az ugynevezett kozvetett forrdsok
(példaul Julianus barat Utjardl sz616 feljegyzés) segithetnek.

Mai ismereteink szerint a finnugor nyelvcsalad a szamojéd nyelvekkel egyiitt az

Urél hegység és az Ob foly6 vidékén alakult ki az dskorban. A nyelvészek ezeket a
nyelveket egyiittesen az urdli nyelvcsalidhoz soroljdk, mig ezt az idészakot az urali
kornak nevezik. A Krisztus eldtti 2. évezredben a finnugor nyelvek szétvaltak. A finn-
permi agtol elvaltak az ugor nyelvek, koztilk a magyar is. Az ugor nyelvii csoportok
(magyar, vogul (manysi), osztjdk (hanti)) valésziniileg az Urdltdl keletre az Ob, Irtisz,
Iszim és a Tobol kornyékén élhettek (Mende 2005). A Krisztus eldtti 1. évezred
masodik felében (koriilbeliil Kr. e. 500-ban) két részre szakadt az ugor nyelvet beszéld
kozosség (Fodor 1996). A magyar nyelvet hasznalok egyre délebbre keriiltek, mig az
obi-ugorok az Ob mentén észak felé huzddtak. Az é€szaki ugor kozosségek utddai a
vogulok €s az osztjdkok mdig ezen a teriileten élnek. A déli irdnyba fordulé dsmagyar
nyelvli csoport az indoeurdpai €s a torok nyelvii népek kozé keriilve szamos mas
nyelvet beszéld csoporttal 6tvozodott. A magyarsdg kialakuldsaban igy egyre nagyobb
szerepet kaptak a finnugor 6rokség mellett a sztyeppei nomad kultirdk is (Mende 2005).
Oseink két évezrednyi sztyeppei vandorldst kovetden, a 9. szdzad végén telepedtek le a
Karpat-medencében (Bdlint 1996). A korai magyarok a letepedés idején finnugor
nyelvet beszéltek, de torok mddra éltek (Rona-Tas 1995, Sindbak 1999, Bélint 2006).
A magyarsag a nyelvi hdttere alapjan az urdli nyelvcsalddhoz kothetd, azonban a
torténetkutatds mai elképzelése szerint a nép etnikai Osszetevéi jelentdsen
megvaltozhattak az elmult ezer év alatt a mds torzsi és népi egységekkel torténd
keveredés kovetkeztében (Balint 2005).

A székelység korai torténetérol keveset tudunk, s ez a kombinacioknak tag teret
ad. Kialakuldsukra, eredetiikre vonatkozdan alapvetden két f6 elképzelés 1étezik (Bona
1990, Kordé 1994, Krist6 2005). Az egyik elmélet szerint a székelyek a volgai bolgarok
eszkil torzsének utddai, egy torok népesség, amely a honfoglalds sordn a magyarsaggal
egylitt érkezett a Karpat-medencébe és telepedett meg a torténelmi Magyarorszag keleti
hataran (Erdélyben) (Krist6 2005). A masik elmélet szerint a székelyek a kora Arpéd—

korban (a 12. szdzadban) a Dundantilrol a keleti hatarrészre kihelyezett magyarok voltak



(Bona 1990). A székelyek hatarvédd szolgalatot teljesitettek, nemesi kivéltsdgokkal
rendelkeztek, melynek kovetkeztében a kozépkortdl (a 12. szdzadtol) egy viszonylag
zart etnikai csoportot képeztek egészen a 19. szdzadig (Kordé 1994). Lazulds a
kotottségeikben csak a 19. szdzad méasodik felében volt, amit aztan lezart a trianoni béke
€s a teriilet elcsatoldsa, ami Gjabb, de mar mds politikai okokkal magyardzhat6 izol4ciot
eredményezett a sz€kelység korében.

Kisérletsorozatunkban egyrészt arra torekedtiink, hogy megvizsgaljuk, hogy a
honfoglalé6 magyarok Y-kromoszémadlis génkészletében tetten érhetd-e az urdli nyelvi
populdcidkkal valé rokonsdg emléke, masrészt a ma €16 magyarorszigi magyar és a
korondi székely populaci6 apai 4gi leszdrmazdsi  vonalainak  részletes
tanulmanyozdasaval tovabbi informacidkat kivantunk szerezni a két populdcié egymdssal

€s mas eurdpai populdciokkal val6 genetikai kapcsolatrendszerérol.



1.2. Populaciok eredetének vizsgalatara alkalmas genetikai rendszerek

A humén genom kozel 99%-a a sejtmag kromoszédmadiban, mig a maradék 0,5-
1%-a a mitokondriumokban taldlhat6. A mitokondridlis genom Osszesen 37 gént
hordoz, a nuklearis genomban talalhaté gének szdma koriilbeliil 30 000.
A nukledris géneket mindkét sziild egyenld mértékben hagyomdanyozza rank. Az ivaros
szaporodas f0 célja 4j genomok létrehozdsa minden elkovetkezd generdcidban. Az 1j
kombindcié nem csupdn a megtermékenyitéskor keletkezd 50-50%-os keveredésnek
koszonhetd, hanem a mér kordbban lejatszodott apai/anyai ivarsejtképzddésnek. Ezt a
preszexudlis keveredést genetikai rekombindci6 néven ismerjiik. Evolucios szemszogbol
nézve, az apai €s az anyai kromoszomdk keveredéséhez hasonléan, a rekombinécid
megnoveli az utédnemzedék genetikai diverzitasat. A magas diverzitds pedig a legjobb
hattér a fennmaradashoz egy valtozdsnak indult kornyezetben. Bar az evolucio oldalar6l
nézve a rekombindcid egy igen hatékony diverzitdsnovel6 mechanizmus, mégis
alaposan megkeseriti a molekuldris biolégusok életét, mikor el akarjdk olvasni a human
genom torténelemkonyvét. Az idé muldsaval ugyanis a polimorfizmusok szdmtalanszor
rekombindlédnak €s néhdny szdz vagy ezer generdcié utdn a kozds Os eredeti
polimorfizmus-mintdzata  6rokre elvész. Ennek megfelelden pillanatnyilag
reményteleniil bonyolult dolog a sejtmag génjeibdl és géndarabjaibdl kiolvasni az
emberiség torténetének kiilonféle egyedi véltozatait (Sykes 2002, Wells 2003).
Populacidk eredetének tanulmanyozdsdhoz olyan markereket célszeri vizsgélni,
melyeknél nem keveredik az anyai és az apai informdicié az egymadst kovetd
nemzedékekben. Ellentétben a nukledris DNS dontd hdnyaddval vannak olyan nem
rekombinal6d6é genetikai egységek, amelyek csak anyai vagy csak apai 4gon
oroklodnek. Ilyen a mitokondridlis DNS, amely a petesejtek mitokondriumai révén
kizar6lag anyai dgon oroklddik (Giles et al. 1980), vizsgédlatdval populdciok anyai 4gi
leszdrmazdsi vonalait kovethetjiik nyomon. A masik ilyen egység az apardl fidra
0oroklodé Y kromoszoma koriilbelill 95%-a (a pszeudoautoszémadlis régiok kozotti
kozbiilsé rész), melynek analizisével populdciok apai dgi leszdrmazdsi vonalait

derithetjiik fel.



I.2.1. Az Y kromoszéma, mint a populacio eredetvizsgalatok egyik sajatos

eszkoze

Az Y kromoszéma legfontosabb bioldgiai szerepe a nemiség meghatdrozasa és a
férfi fertilitds biztositdsa. Sajatos jellemzdi kovetkeztében, melyek egyedivé teszik a
kromoszomak kozott, az Y kromoszoma hatékony eszkoznek bizonyult a
populdcidgenetikusok szdmara a humdén diverzitds tanulmédnyozéasdban és az apai agi
leszarmazdsi vonalak nyomon kovetésében. Az Y kromoszéma haploid, csak a
férfiakban van jelen, apardl fidra 6roklodik és 95%-4n nem torténik rekombinécié a
meidzis sordn. A rekombindcié hidnyanak jelentdsége, hogy a haplotipusok, melyeket
az Y kromoszoman taldlhaté markerek allélikus allapotdnak kombinéciéi hatdroznak
meg, altaldban érintetleniil adédnak tovdbb generdcidrdl generdcidra. Mds szavakkal az
Y kromoszoma nem rekombindlddé régidja egyetlen 16kuszként oroklodik. Mivel csak
az idével halmoz6dé mutdcidk révén johet 1étre valtozds az autoszémalis DNS-hez
képest az Y kromoszémdk egy viszonylag egyszeriibb genetikai torténetet driznek. Az
Y kromoszéma tovédbbi sajitos jellemzdje, hogy 1:1 nemi ardny esetén a teljes
populdciéban az Y vérhaté effektiv populdciomérete negyede barmelyik
autoszomaénak, harmada az X kromoszomaénak €s egyenld méretii a mitokondridlis
DNS-ével. Ennek megfelelden az Y-kromoszomalis genetikai valtozatossagot (csakugy
mint a mtDNS-€t) nagyobb mértékben érinti a genetikai sodrédds hatdsa. A genetikai
sodrédds felgyorsitja a kiilonb6zé populdciokban az Y-kromoszomalis leszarmazdsi
vonalak csoportjai  kozotti  differencidciét  €s  hozzdjarul jelentds foldrajzi
halmozédasukhoz (Jobling és Tyler-Smith 2003) (5. édbra). Gyakorisagdban az Y
lényegesen nagyobb genetikai differencidkat mutat a populdcidk kozott, mint a legtobb
egyéb marker. Ahogy Lewontin (1972) genetikai analizise kimutatta, az emberi faj
genetikai valtozatossagdnak zomét populdcion beliil taldljuk, és csak toredékét, 10-15%-
at a populaciok kozott, azonban ugyanez az ardny az Y kromoszéma elemzéseknél mar
30-40%-nak addédott. Nagyobb genetikai kontraszt nagyobb felbontést tesz lehetdvé,
emiatt is alkalmas olyannyira az Y a migraciok nyomon kovetésére (Wells 2003). Az Y
kromoszéma populdcidk kozti nagyfoku diverzitdsat a tdrsadalmak patrilokalitasa is
magyardzza. E szerint a tarsadalmak koriilbeliil 70%-anél amikor két ember egybekel,
tobbnyire a nék véltanak lakoéhelyet, 6k koltoznek a férjilkhoz. Mds széval a férfiak

genetikusan kevésbé mozdithatok. Ennek kovetkezményeként egy joval homogénebb



mitokondridlis DNS elterjedési térkép alakult ki, mig az Y kromoszémdk egymadstol
fiiggetleniil divergalodtak a kiilonb6zd populdciokban (Seielstad et al. 1998). Ez az
eredmény is mutatja, hogy az emberi kultirdnak milyen hatalmas szerepe van/volt
fajunk genetikai mintdzatdnak kialakitisdban. A patrilokalitds mintegy ellenpontja a
nemre specifikus géndramlds, mely az elmilt 500 év sordn az eurépaiaknak Ocednidban
€s az amerikai foldrészen torténd elterjedését kisérte. A gyarmatosité tevékenység
Polinézidban (Hurles 1998), Gronlandon (Bosch et al. 2003) és Dél-Amerikdban
(Carvajal-Carmona et al. 2000, Carvalho-Silva et al. 2001) az ,,6shonos” mitokondriélis
DNS vonalak megtartdsa mellett az eurdpai Y kromoszémak nagymértékii

bedramldsdval jart egyiitt.

1.3. Az Y kromoszoma szerkezete

Az Y kromoszoma koriilbelil 60 millié bazispar (60 Mbp, 60 Mb
(megabazispar)) hossza (1. dbra). A kromoszéma hosszdnak 95%-4n nem jatszédik le
rekombindcié a meidzis sordn az X és az Y kromoszoma kozott. Ezt a szakaszt az 'Y
kromoszéma nem rekombindl6dé régiéjanak (Non-Recombining region of Y - NRY,
Non-Recombinig Portion Y - NRPY), illetve férfi-specifikus régidjanak (Male-Specific
region of Y - MSY) nevezik. Ezt a régiét mindkét oldalon a kromoszoma telomer
szakaszain elhelyezkedd pszeudoautoszomilis régiok (kevesebb, mint 3 megabazisnyi
szakasz a kromoszéma koriilbeliill 60 megabézisnyi hosszdbdl) szegélyezik, melyek
rekombindcidja az X kromoszémaval a férfi meidzis gyakori és szabdlyszerii eseménye.
Skaletsky és munkacsoportja (2003) hatdrozta meg a férfi-specifikus régié 97%-anak
szekvencidjat és jellemezte ezt a régiét. Ez a régidé nagyjdbol két kiterjedt részre
oszthat6: eukromatikus és heterokromatikus teriiletre (2. 4&bra). Skaletsky és
munkatdrsai a szatellita szekvencidkat tekintették a kromoszéma heterokromatikus és

minden egyéb szekvencidt a kromoszoma eukromatikus dllomanydnak.
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1. dbra Az Y kromoszéma ideogramja — forrds: NCBI (National Center for
Biotechnology Information) adatbazis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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2. dbra Az Y kromoszoma férfi-specifikus régiéja (Skaletsky et al. 2003)

a: Az egész kromoszoma sematikus dbrazoldsa a pszeudoautoszomadlis és a
heterokromatikus régiokkal egyiitt.

b: A férfi-specifikus régié egy 24 Mb hosszu szakaszanak kinagyitott képe a rovid kar
pszeudoautoszomalis régidjanak proximdlis hatarat6l a hosszi kar nagy méreti
heterokromatikus régidjanak proximalis hatardig az eukromatin kiilonb6z6 szekvencia
tipusainak és a heterokromatikus szekvenciak jelolésével.
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L.3.1. A férfi-specifikus régié (MSY) heterokromatikus szakaszai

Az Y kromoszoma férfi-specifikus szakasza hiarom heterokromatikus régiot
tartalmaz. Ezek koziil az egyik a centromerikus heterokromatin, amely hozzavetdleg 1
Mb nagysaga (Tyler-Smith et al. 1993). A masodik egy sokkal nagyobb (nagyjabdl 40
Mb nagysigi — azonban hossza jelentds mértékben valtozhat, nagymértéki
polimorfizmust mutat (Skaletsky et al. 2003)) heterokromatikus blokk, mely a hosszu
kar disztdlis szakaszdanak nagy részét elfoglalja (Yql2) (1. &bra). A harmadik
heterokromatikus blokk egy élesen elhatdrolt sziget a hossza kar proximalis részén az
eukromatikus szekvencidk kozott (Yql1.22). Mintegy 400 kilobazis hosszu, tobb, mint
haromezer 125 bazisparos tandem ismétlddésbdl all (Skaletsky et al. 2003).

1.3.2. A férfi-specifikus régio (MSY) eukromatikus szakaszai és jellemzo

szekvencia tipusai

Az Y kromoszoma férfi-specifikus szakaszan az eukromatikus DNS szekvencidk

kozel 23 Mb nagyséagu teriiletet foglalnak el, ebbdl 8 Mb a rovid karon, 14,5 Mb a
hosszd karon taldlhaté. Ezen a szakaszon Skaletsky és munkacsoportja (2003) 156
transzkripcids egységet azonositott, melyekbdl 78 dsszesen 27 kiilonbozd fehérjét vagy
fehérje csaladot kddol. A 78 fehérje kddold egységbdl koriilbeliil hatvan 9 kiilonbdzd
MSY-specifikus géncsaldd tagja. A maradék 18 protein kddolé gén mindegyike egy
koépidban van jelen a férfi-specifikus régidban. A 27 kiilonb6z6 fehérje kédold génbdl
vagy géncsaladbol 12 dltaldnosan, a legtobb szovetben expresszdlodik, mig 11
elsésorban vagy kizardlag a herékben fejezddik ki.
Csaknem az 0sszes eukromatikus szekvencia besorolhaté 3 osztdlyba, ezek az X-rdl
athelyezddott (X-transposed), az X-degenerdlodott (X-degenerate) és az amplikon
(Ampliconic) (az amplikonok ismétldd0, megsokszorozddott DNS szakaszok)
szekvencia osztalyok.

Az X-16l éthelyezddott szekvencidk 99%-ban azonosak az X kromoszéma
hosszd karjan (Xq21) taldlhat6 DNS szekvencidkkal. Jelenlétik a humaéan férfi-
specifikus szakaszon az X kromoszémardl az Y kromoszomaéra torténd transzpozicid
kovetkezménye, mely koriilbeliil 3-4 millié évvel ezelott ment végbe, a human €és a

csimpdnz leszarmazasi vonalak eldgazasat kovetden. Késébb az MSY szakasz rovid
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karjan egy inverzio hatasédra kett€hasadt ez a blokk két nem folyamatos szegmentumra.
Az X-10l athelyezett szekvencidk nem vesznek részt az X-Y crossing overben a meidzis
sordn, ez a tényez0 megkiilonbozteti 0ket a pszeudoautoszomadlis régioktol. Az X-rol
athelyez6dott szegmentumokban csak két gént azonositottak, ugyanakkor nagy
stiriségben fordulnak el6 kozbeiktatott ismétlodd elemek (interspersed repeat elements).

Az X-degeneralddott szegmentumokon beliil az egy képidban eléfordulé gének
€s a pszeudogének 60-96%-os nukleotid szekvencia egyezést mutatnak az X-hez
kapcsolt homoldgjaikkal. Valészintileg azon 0si autoszémak maradvanyait képviselik,
melyekbOl az X és az Y kromoszoma kialakult. A 12 &ltaldnosan kifejez6dé6 MSY
specifikus gén az X-degenerdldodott régidkon helyezkedik el. A nemiség
meghatdrozasdban fontos SRY gén is ebben a régidban taldlhaté meg (Skaletsky et al.
2003).

Az amplikon szegmentumok nagymértékben olyan szekvencidkbdl allnak,
melyek jelentds, 99,9%-os egyezést mutatnak mads, szintén a férfi-specifikus régién
elhelyezkedd szekvencidkkal. Az amplikon régidkban figyelhetd meg a legnagyobb
génstrtiség. Kilenc kiillonb6z6 MSY-specifikus fehérje kodolé géncsalad van jelen,
melyek koépiaszama kettotdl 35-ig valtozik. Mind a kilenc géncsaldd elsdsorban vagy
kizar6lagosan a herékben fejezddik ki. Az amplikon régiok legjellegzetesebb
struktdralis sajatsiga a kromoszoma hosszu karjan a 8 tiilkdorszimmetridt mutatd
palindrom, melyeknél a karok kozotti nukleotid egyezés 99,94 - 99,997%. A 8
palindrom a férfi-specifikus régié eukromatikus szakaszanak egynegyedét teszi ki. Ezek
koziil hat hordoz fehérje kédold géneket, melyek specifikusan a herékben fejezddnek ki.
Minden esetben egyez0, vagy kozel egyezd génkodpidk taldlhatok a palindrom ellentétes
karjain. A palindromokon kiviil 6t forditott ismétlodést (Inverted Repeat - IR) és
kiilonbozé hosszid tandem tomboket (long tandem arrays) is taldlunk ezekben a
régiokban (Skaletsky et al. 2003).

Az irodalom szerint (Rozen et al. 2003, Skaletsky et al. 2003) a férfi-specifikus régio
eukromatikus szakaszdnak 30%-an torténik Y-Y génkonverzié (nem reciprok
rekombinacié). A kromoszéma ezen szakaszdban, amely magdban foglalja a 8
palindromot és a forditott ismétlodések koziil az IR2 és az IR3 nagy részét, a szekvencia
parok kozotti intrakromoszémalis nukleotid egyezés >99,9%. A 9 géncsaladbdl, melyek
elsésorban vagy kizar6lagosan a herékben fejezddnek ki, 8 esetében taldlhatd génkdpia

palindromokon vagy forditott ismétlédéseken, ahol a nukleotid egyezés >99,9%. Ugy
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gondoljak, hogy a génkonverziénak fontos szerepe lehet a génfunkcié megOrzésében

crossing over hianyaban.

L.4. Az Y kromoszéma polimorf markerei

Az Y kromoszéman taldlhaté nagyszamu polimorfizmus két nagyobb csoportba
sorolhaté be. Az egyik a biallélikus markerek, a mésik a tandem ismétlodések, vagy
multi-allélikus markerek csoportja (Jobling és Tyler-Smith 2000, Hammer és Zegura
2002).

A biallélikus markerek kozé tartoznak a pontmuticiok (Single Nucleotide
Polymorphisms - SNP markerek), valamint az inszercidk €s a delécidk (indels).

Az SNP markerek esetében a muticiés rata alacsony (~2 x 10'8/bézis/generécié
(Nachman és Crowell 2000)), ennélfogva a korai demografiai események vizsgéalatat
teszik lehetové. Elnevezésiik egy betli €s egy szdm segitségével torténik. A betli a
markert felfedez6 munkacsoportra utal (példdul a P betlis markereket alapvetéen
Hammer és munkacsoportja, mig az M betlis markereket fOként Underhill és
munkacsoportja irta le), mig a szdm azt mutatja, hogy hanyadikként fedezte
fel/dokumentélta az adott munkacsoport a markert.

Az inszercids és delécids polimorfizmusok esetén (példaul Y Alu Polimorfizmus -YAP)
azok jelenlétét vagy hidnyat detektdljdk a vad tipushoz képest. A nagyobb
atrendezOdések, foleg az Y-specifikus géneket érint6 delécidk (példaul az Azoospermia
Faktor kiilonboz6 régidiban elhelyezkedd, a spermatogenezisben fontos szerepet jatszo
génekben bekovetkezd delécidk) karosan érinthetik a férfi fertilitdst (Fernandes et al.
2002, Krausz et al. 2000, Vogt et al. 1996, Yen 1998).

Az inszerciok és delécidk egy része nem hat a férfi fertilitdsra, ezek generacidkon at
fennmaradnak, hordozéikban nem hoznak létre detektdlhaté fenotipust és eléggé
gyakori eld6forduldst mutatnak a populédcié(k)ban, ezek alapjan polimorfizmusnak
tekinthetok. Ilyen polimorfizmus példdul a 12f2 marker 2 kb nagysdgi delécidja
(Casanova et al. 1985), mely a J és a D2 haplocsoportba tartoz6 Y kromoszémadkat
jellemzi.

A markerek masik része tandem ismétlodd szekvencidkbol épiil fel. Az
1smétlodo egységek hossza a szatellitak esetében ezer- tobb ezer bazispar, a
miniszatellitdk vagy véltoz6 szdmu tandem ismétlddések (Variable Number of Tandem

Repeats — VNTR markerek) esetében 10-100 bazispar, mig a mikroszatellitdk vagy
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rovid tandem ismétlddések (Short Tandem Repeats - STR markerek) esetében
kevesebb, mint 10 bazispar, legtobbszor 2-6 bazispar (Nakamura et al. 1987,
Charlesworth et al. 1994, Chambers és MacAvoy 2000).

A mikroszatellita markereket széles korben haszndljadk igazsagiigyi, szarmazdastani és
populdcidgenetikai vizsgélatokra (de Knijff et al. 1997, Jobling et al. 1997, Kayser et al.
1997). Mutacios ratdjuk a biallélikus markerekénél magasabb, ezért a filogenetikai
vizsgalatokban az djabb keletli demogréfiai események részleteinek tanulmanyozaséara
adnak lehetdséget. Kayser és munkatarsai (2000) 15 kiilonboz6é mikroszatellita I16kuszon
vizsgalta a mutdcidés rdta nagysagit. Di-, tri-€s tetranukleotid mikroszatellitdkat is
tanulmanyoztak apa-fit parokon. A 15 l6kuszra vonatkozdan az dtlagos mutécids rata
2,8 x 107 értékiinek adédott. Megfigyelték, hogy ez az érték nem kiilonbozik
szignifikdnsan az autoszomadlis mikroszatellitdk analizisénél kapott 4tlagos mutdcids
ratdk nagysdgatol (2,1 x 107 (Brinkmann et al. 1998), 2,7 x 10~ (Henke és Henke
1999), 0,6 x 10° (Sajantila et al. 1999)). A tetranukleotid ismétlédéseknél is hasonlé
eredmények sziilettek: Weber és Wong (1993) autoszomalis tetranukleotid ismétlodések
vizsgélatakor 2,0 x 107/generéci6 nagysagu dtlagos mutdcids ratat allapitott meg. Heyer
és munkatarsai (1997) az  Y-kromoszémalis tetranukleotid ismétlodések
tanulmanyozdasakor az dtlagos mutédcids ratat az elobbivel azonos nagysagunak taldltak.
Az irodalom szerint (Kayser et al. 2000, Jobling és Tyler-Smith 2003) az Y-
kromoszomalis €s az autoszémaélis mikroszatellitdk jellemzoéi (példaul a mutdcids ratara
vonatkozé becslések) nem kiilonboznek jelentdsen egymdstol, amely alapjan
feltételezhetd, hogy a mikroszatellitdk esetében a mutdcié mechanizmusa fiiggetlen a

rekombinaciotol.
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L.5. Az Y-kromoszémalis nevezéktan rendszer és a haplocsoportok filogenetikaja

2002-ben az Y Chromosome Consortium (YCC) egy ma is haszndlatban 1évo és
a kordbbi, egymdstol eltérd nomenklatirdkat egységesitdé nevezéktan rendszert
fejlesztett ki, valamint 245 marker genotipusanak meghatarozasaval egyetlen, 153 Y-
kromoszomalis haplocsoportot atfogd, nagy felbontdsd, hierarchikus szervezddésu
filogenetikai fat szerkesztett.

A haplocsoport kifejezés a biallélikus polimorfizmusok altal meghatarozott Y-
kromoszomalis leszarmazdsi vonalakra utal. Egy minta haplocsoportba soroldsa az Y
kromoszoman derivalt/mutans allélikus dallapotban jelenlévd biallélikus markerek
szerint torténik. A fobb haplocsoportokat az ABC nagybetiiivel jelolték. 18 nagyobb
kladot kiillonboztethetiink meg A-t6l R-ig jelolve, az Y haplocsoport magdban foglalja
az Osszes nagy klddot (A-R-ig). A filogenetikai fa belsd ndduszain taldlhaték a
potencidlisan parafiletikus csoportok (paracsoportok). Ide olyan
kromoszomak/leszarmazasi vonalak tartoznak, melyek egy adott klddba besorolhatok,
de annak egyik szubklddjdba sem, mivel nem hordozzdk az egyes szubklddokat
meghatdroz6 markerek derivalt alléljat. Ezen csoportokat * jeloléssel kiillonboztetjiik
meg a haplocsoportoktdl. A szubklddok jeloléséhez egy valtakozé alfanumerikus
rendszert haszndlnak. Ebben a rendszerben addig véltjdk egymadst a szamok az ABC
kisbetliivel, amig a filogenetikai fa 4gainak csicsan taldlhat6 haplocsoportokhoz nem
ériink. Ennek a rendszernek a haszndlatival minden egyes haplocsoport elnevezése
egyértelmiien utal a filogenetikai fan elfoglalt helyére. Az olyan esetekben, amikor egy
kladon beliill a markereknek csak egy része keriil tipizdldsra és egy adott minta a
filogenetikai fa egy belsé ndduszéara sorolhatd, a haplocsoport elnevezés egy zardjeles
rendszer segitségével torténik. A zardjelen beliil egy x (=excluding) jelzi, hogy melyik
az a marker, illetve haplocsoport, ahova az adott klddon beliil biztosan nem sorolhaté a
mintdnk. Példaul a P-M45*(xM173) azt jelzi, hogy a tipizalt minta hordozza az M45
marker derivalt alléljat, vagyis besorolhaté a P haplocsoportba, de a P klaszteren beliil
nem tartozik az M173 marker 4ltal jellemzett R1 kl4ddba.

Ebben a tanulmdnyban a haplocsoportok elnevezésénél és ennek megfelelden a mintdk
besoroldsdanal a 2002-es filogenetikai fanak egy tovéabb finomitott véaltozatat vettiik

alapul, melyet Jobling és Tyler-Smith kozoltek 2003-ban (YCC2003 Tree) (3. dbra).
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A haplotipus kifejezés a mikroszatellitdk (STR markerek) varidciéi altal
meghatdrozott Y-kromoszémadlis csoportokra utal. Az evoldciéval kapcsolatos
vizsgalatokban az STR markereket a biallélikus markerekkel kombindciéban hasznéljak
(de Knijff et al. 1997), analizisiikkel a haplocsoporton beliili diverzitds mértékét tudjuk
tanulmanyozni. A mikroszatellita varidciok vizsgdlata lehetdséget ad arra, hogy
kozelitdleg meghatdrozzuk az Y-kromoszomalis leszdrmazasi vonalak egyesiilési idejét
(mikor élt a legutols6 kozos 6s (Time to Most Recent Common Ancestor - TMRCA).
Ugyanakkor szdmos tényezd bonyolitja a kalkulaciét, melyek kovetkezményeként a
becslések tartalmaznak némi bizonytalansdgot (Jobling és Tyler-Smith 2003, Wells
2003). Ennek megfelelden az irodalomban a legutolsé kozos 6s korét a legvaldsziniibb
datum mellett a 95%-0s megbizhatésdgi tartomannyal egyiitt tiintetik fel. (95%-os
konfidencia intervallum: 95% annak a valdészinlisége, hogy a mért paraméter valddi
el6forduldsi gyakorisaga (4tlaga, stb.) a populdcion beliil a mintdban mért eléforduldsi
gyakorisdg konfidencia intervallumaba esik, és 5% annak a valdszinlisége, hogy nem
esik ebbe a tartomdnyba. Konfidencia intervallum: a mintdban végzett mérés alapjan a

teljes populaciéra vonatkozé becslés pontossaga.)
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3. dbra Az Y-kromoszémédlis haplocsoportok filogenetikai faja (Jobling és Tyler-Smith
2003)
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1.6. A modern ember afrikai eredete és elterjedése a Foldon az Y-kromoszomalis

vizsgalatok alapjan

Az Y kromoszoma tandsdga szerint az Osszes ma €l0 férfi apai
szdrmazdsvonalainak a gyokerénél egyetlen Osapat taldlunk, az ,,Y-kromoszomédlis
Adamot”. A kozos férfi 6s kordra vonatkozéan szamos becslés sziiletett. Thomson és
munkatarsai (2000) szerint a férfi, akit6l minden ma €él6 férfi Y kromoszémadja
levezethetd, 59 ezer évvel ezelott élt (95% konfidencia intervallum: 40 000-140 000 év).
Pritchard és munkacsoportja (1999) 46 000 (95% konfidencia intervallum: 16 000-
126 000 év) évben hatdrozta meg Adam korit. A kozos férfi &s kordval kapcsolatos
bizonytalansdgok ellenére elmondhatd, hogy egyetlen 200000 évnél iddsebb
leszarmazasi vonalat sem taldltak az eddigi vizsgélatok alapjan (Jobling és Tyler-Smith
2003). Fontos megjegyezni, hogy az a tény, hogy egy adott 6sbdl levezethetjiikk az
Osszes ma €l6 embert, nem azt jelenti, hogy rajta kiviil nem éltek mésok abban az
idoben. Egyszerlien az 6 leszdrmazdasi vonala fennmaradt, mig a tobbieké kihalt. A
kozos Os kora nem mutat egyebet, mint az idében visszaporgetve azt a pontot, ahol mar
nem latunk genetikai diverzitidst az Y kromoszoma vonalunkon. Nem reprezentilja
fajunk eredetének datumdt. Bar nyilvdnvaldan valés személy volt -minden ma él6 férfi
kozos 6se- az 6 6seirdl mar 1ényegében semmit sem tudunk mondani (Wells 2003).
Peter Underhill és munkatérsai (2000) 21, a vildg minden sarkdbol szarmazo, 1062 férfi
mintdjan Osszesen 166 biallélikus és egy triallélikus polimorfizmust vizsgaltak meg a
markerek hierarchikus szervezddésének megfelelden. A  szekvenciavaltozatok
mintdzatdbol leszarmazdsi fat szerkesztettek a maximaélis takarékossdg modell alapjan
(maximum parsimony). A diagram szerint Afrikdban tortént meg a legrégibb hasadds az
Y kromoszéma miultjdban, vagyis a férfiak csaladfdjanak gyokere Afrikdban eredt. A
mitokondridlis DNS analizisébdl szarmazd eredményekkel (Cann et al. 1987)
Osszhangban az Y kromoszomélis adatok is igazoltdk az anatomiailag modern ember
afrikai eredetét. Illeszkedve ehhez a képhez, mind a mitokondridlis DNS (Cann et al.
1987, Vigilant et al. 1991, Ingman et al. 2000), mind az Y kromoszémalis biallélikus és
mikroszatellita markerek (Seielstad et al. 1999, Hammer et al. 2001, Underhill et al.
2001), mind az autoszomadlis STR és SNP polimorfizmusok (Calafell et al. 1998)
analizise szerint Afrikdban taldljuk a legnagyobb szdmu polimorfizmust, sokkal tobb

valtozatot, mint barmely mds kontinensen. Fajunk genetikai polimorfizmusanak zomét
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az afrikai népek hordozzak magukban, az eurdpaiak, az dzsiaiak €s az amerikai indidnok
csupan egy aprO szeletkéjét birtokoljdk az afrikai falvakban fellelhetd rendkiviili
valtozatossagnak. Ugyanakkor minél szélesebb genetikai varianciét figyeliink meg egy
adott populédciéban, az minden bizonnyal annél iddsebb is (Wells 2003).

A két legrégebbi haplocsoport, az A és a B klaszter, melyeknél az M168 marker vad
tipusu allélja fordul eld, szinte kizar6lag csak Afrikdban van jelen. A kontinensen széles
korben elterjedtek, de a gyakorisdguk alacsony (Underhill et al. 2000).

Underhill és munkatarsai (2000) 44 000 évben hatdroztdk meg az M 168 marker korét,
mely az Afrikdbol torténd kivandorlast jelzi. Thomson és munkacsoportja (2000)
hasonl6é ditumot kapott a marker kordra vonatkozdan: 40 000 év (95% konfidencia
intervallum: 31 000-79 000 év). Az M168 marker derivalt alléljat hordoz6 Osiinket
nevezhetnénk Eurdzsiai Addmnak is, hiszen 6 minden ma é16 nem afrikai férfi utolsd
kozos 6se. Valdszinileg Eszakkelet-Afrikdban, a jelenlegi Szuddn vagy Etidpia
teriiletén élt. A fiai és unokdi altal véghezvitt utazds hatdrozta meg az emberi
torténelem elkovetkezd 1€péseit (Wells 2003). Leszarmazottai 3 nagyobb csoportba
kiiloniilnek el (3. abra, 4. abra).

Az MI130 marker 4ltal jellemzett Y-kromoszémalis vonal (C haplocsoport)
leszarmazottainak jelenkori elterjedése az afrikai kivandorlds part menti utvonalanak
hipotézisét bizonyitja. E szerint Oseink egy része koriilbeliil 50 000 évvel ezeldtt hagyta
el az afrikai kontinenst és indult el Azsia déli partjai mentén, India déli csiicskét érintve,
Délkelet-Azsiba, majd tovdbb Ausztrdlia felé (4. dbra). Ennek a véandorldsnak a
régészeti nyomai a tengerszint emelkedése kovetkeztében ma nagyrészt rejtve vannak
(6tvenezer éve mintegy 100 méterrel alacsonyabb volt a tengerszint). M130-as
kromoszomat nem taldltak Afrikdban, ami azt jelzi, hogy az M168-b6l valahol
Ausztrélia felé, utkozben keletkezhetett (4. dbra). Az M130-as marker ugyanakkor a
kelet-4dzsiai populdcidkban, koztik a kinaiakban is megtalalhatd, illetve magas
gyakorisdgban van jelen Eszakkelet-Azsidban, féképp Mongélidban és Szibéridban,
jelezve, hogy jelentSs északi iranyd expanzié is lezajlott Délkelet-Azsia feldl (5. dbra).
E mellett a genetikai adatok azt igazoljdk, hogy az M130 vonal az elmilt 10 000 év
soran elterjedt Amerikaban is. A rendelkezésre all6 adatok a partvidéki vandorlas
folytonossdgara utalnak, mely szerint 50 000 évvel ezeldtt elindult Afrikabol, kelet felé

haladva elérte Indiat, Délkelet-Azsiat, végiil Ausztraliat, majd észak felé fordulva a
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Sarkvidék €s Amerika felé vette az irdnyt. A partvidéki marker 6srégi viszonyt tér fel a
kiterjedt térségek lakoi kozt (Wells 2003).

A masodik csoportot az M89 marker jeloli (az F szuperhaplocsoportot jellemzi),
amely meghatdrozza a nem afrikaiak f6 Y kromoszéma vonalit. M89-es Y
kromoszomak nincsenek sem Ausztralidban (az 6slakosok korében!), sem Délkelet-
Azsidban, de elég magas gyakorisdggal fordulnak elé Eszakkelet-Afrikaban. Ez alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy az M89 kicsivel késobb alakult ki (koriilbelil 45 000
éves), mint az M130, egy olyan populdciéban, amely hatramaradt Afrikdban azutdn,
hogy egy csapat a tengerpartot kovetve elindult Ausztralia felé. Ezek az M130 nélkiili
emberek kolonizdltdk elsoként a Kozel-Keletet. Az M89 marker északkelet-afrikai és
levantei jelenléte, valamint Levante fels0 paleolitikus leldhelyeinek kora egyiitt azt
bizonyitjdk, hogy a madsodik kivdndorldsi hullim a Kozel-Kelet irdnydba zajlott le
(Wells 2003).
Az Y kromoszOma tanisdga szerint nagyon kevés ma él6 eurdpai tudja genetikai
eredetét kozvetleniil a 45 ezer évvel ezel6tti Levantéig visszavezetni. Ok lehetnek
azoknak a kis létszamua kozel-keleti bevandorloknak a leszarmazottai, akik elsoként
hoztak be felsd paleolit markereket Eurdpaba.
Az MB89 leszarmazdsi vonalon szdmos kiillonbozd haplocsoport (G-R) alakult ki az
azokat meghataroz6é mutdciok/markerek megjelenésével (4. dbra).
Az M89 marker éltal meghatdrozott leszdrmazdsi vonal képvisel6i kozott koriilbeliil
40 000 évvel ezelbtt valahol a mai Irdn vagy Kozép-Azsia déli teriiletein tiint fel az M9
marker, mely a K haplocsoport jellemzdje. A markert hordozé populécidkat egyiittesen
eurdzsiai klannak hivjuk. Az eurdzsiai vonalon hozzédvetdleg 35 ezer éve jelent meg
Ko6zép-Azsidban az M45 marker (P haplocsoport), mely két mésik, nagyon fontos
vandorlasi utvonalhoz vezetett. Az egyik az Eurdpa irdnyaba visszakanyarodé M173-as
vonal (R1 haplocsoport), a mésik az M242 (Q haplocsoport) és M3 (Q3 haplocsoport)
markerek altal jellemzett utvonal Szibérian keresztiil Amerikaba (4. abra).
A felsé paleolitikumi anatémiailag modern eurépaiak részben Kozép-Azsiabsl (M173
marker), részben a Kozel-Kelet teriiletérél (M170 marker) eredeztethetok. A Kozel-
Kelet teriiletérdl a neolitikum idején is tortént egy jelentds bevandorlas (M172, M201,
M35), amely hatéssal volt az eurdpai géndlloményra.

A harmadik csoportot részben az Y Alu Polimorfizmus vagy M1 néven ismert

marker jeloli, koriilbeliil 50 000 évvel ezelott alakult ki Afrikdban. Afrikan kiviil ez a
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vonal kettéhasad és 1ényegében ugyanazt az udtvonalat jarja be, mint a masik kettd
(Wells 2003). Ez a polimorfizmus filogenetikailag egyenértékii az M145 és az M203
markerekkel, mind a harom marker jelen van a D (M174 marker jellemzi) és az E (M96,
SRY4064, P29 markerek hatdrozzdk meg) haplocsoportba tartozé Y kromoszémdakon,
azok kozos eredetét jelzik (3. dbra). A D klaszter Azsidban fordul eld, mig az E
haplocsoport elsésorban Afrikaban elterjedt, de szdrmazéka az E3b-M35 klad

Eurdpdban is jelen van (5. dbra).

1.6.1. Eurépa paleolitikumi és neolitikumi leszarmazasi vonalai

Semino és munkatdrsai kozleménye alapjan (2000a) az Eurdpédban él6 férfiak
tobbsége, tobb, mint 95%-uk besorolhaté 10 Y-kromoszémélis leszarmazdasi vonal
valamelyikébe. Munkdjuk sordn 25 eurdpai és kozel-keleti helység 1007 férfi lakdjanak
Y kromoszémdjan 22 bindris markert vizsgiltak meg, elsésorban a foldmiivelés
terjedésének bizonyitéka utdn kutatva. Eredményeik szerint a neolitikus kozel-keleti
markerek altal meghatarozott leszarmazasi vonalak a modern eurépaiak kisebb részében
vannak csak jelen. Kovetkeztetéseik szerint, melyek 0Osszhangban vannak a
mitokondridlis DNS analizisébdl szdrmazé eredményekkel (Richards et al. 1998,
Torroni et al. 1998), az eurdpai férfiak Y-kromoszomalis génkészletének koriilbeliil
80%-a a paleolitikum idejére vezethetd vissza, mintegy 20%-a pedig a neolitikus kozel-
keleti bevandorloktdl szdrmazik. Semino €s munkatdrsai szerint az altaluk vizsgalt
markerek foldrajzi megoszldsa és becsiilt kora két paleolitikus és egy neolitikus
vandorldsi eseményre derit fényt, melyek hatdsa kimutathat6 a modern eurdpai
génélloményban.

A mai eurdpai férfiak koriilbeliil 50%-anak Y kromoszémdjan van jelen az
M173 mutécié (R1 haplocsoport), mely koriilbeliil 30 000 éves. Ez a marker vezet
vissza minket Kozép-Azsidba, mely az egyik kiindulépontja volt Eurépa modern
emberek dltali benépesiilési folyamatanak (Wells 2003) (4. &bra). Semino ¢és
munkacsoportja szerint (2000a) az M173 egy olyan 0Osi eurdzsiai marker, amit az
Eurépaba érkez6 Homo sapiens vagy magdval hozott, vagy érkezésekor alakulhatott ki.
A marker korat hozzdvetdleg 30 000 évben hatdroztdk meg.

Az M173 leszarmazési vonal és a késObb ebbdl egy pontmuticié (G>-) révén

1étrejott M17 vonal (Rlal haplocsoport) Eurépdban egymadssal ellentétes foldrajzi
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megoszlast mutat. Az MI17 leszarmazasi vonal Kelet-Eurépdban gyakori, majd
eléforduldsa nyugati irdnyba csokken. Az M173 (xM17) vonal (R1b haplocsoport) a
legnagyobb gyakorisdggal Nyugat-Eur6paban van jelen, ugyanakkor el6forduldsa keleti
irdnyba csokken. (Egy késObbi vizsgalat (Cruciani et al. 2002) kimutatta, hogy az M173
markert hordozé eurdpai férfiak 2 csoportba oszthaték. Az egyik csoportba tartozé
férfiak Y kromoszomdjan az M173 marker mellett az M17 marker van jelen, mig a
madsik csoportba tartozokndl az M 173 marker az M269 markerrel egyiitt fordul eld.)

Semino és munkatdrsai szerint a két leszdrmazdsi vonal kontinensen beliil
tapasztalhat6 ellentétes foldrajzi megoszlasa ugy értelmezhetd, mint a jelenlegi Ukrajna
teriiletér6l (M17 vonal) és az Ibériai félszigetrdl (M173 (xM17) vonal) (mint
jégkorszaki ,,menedékek”-bdl (refigiumokbdl) kiindul6 elszigetelt népesség-magvak
expanzidjanak bélyege az utolsé jégkorszak leghidegebb iddszakat (Last Glacial
Maximum - LGM) kovetoen. (A jégkorszak alatt (13-20 ezer évvel ezeldtt) a kiilonbdzo
humédn csoportok arra kényszeriiltek, hogy az észak-balkdni menedéket kivéve
elhagyjdk Kozép-Eurdpa teriiletét.)

A mai eurépai Y-kromoszémadlis génkészlet koriilbeliill 20%-at jellemzi az
M170-es muticié jelenléte, mely az I haplocsoportot hatirozza meg. Ez az egyetlen
olyan nagyobb Y-kromoszomalis haplocsoport, mely széles korben elterjedt Eurépaban,
de gyakorlatilag médshol nem fordul el6 (Semino et al. 2000a, Rootsi et al. 2004). Ez a
mutacié Eurdpdban alakulhatott ki a paleolitikum sordn (koriilbeliill 22 000 éve) a
Kozel-Keletrél mintegy 20-25 ezer évvel ezeldtt érkezd bevandorlok utédaiban. Az
M170 vonal (I haplocsoport) az M89 marker altal meghatdrozott leszarmazasi vonalak
(F-R haplocsoport) kozé tartozik.

Az eurdpai Y kromoszomdk koriilbeliil 22%-a sorolhaté be a neolitikus kozel-
keleti markerek dltal meghatarozott leszarmazasi vonalak valamelyikébe.

Az M35 marker (E3b haplocsoport), az M172 marker (J2 haplocsoport), az M201
marker (G haplocsoport) és az M89 marker (F haplocsoport) 4ltal jellemzett
leszarmazési vonalak el6forduldsi gyakorisdga a Kozel-Kelet feldl Eurdpa irdnydba
csokken. Semino €s munkatérsai szerint az E3b, a G és a J2 (val6jdban az egész J)
haplocsoport a neolitikum idején a Kozel-Keletrdl érkezé foldmiiveld népek genetikai
hatdsat tikrozi Eurdpa férfi génadllomanyan. Vizsgalataik alapjdn a neolitikus

gazdéilkoddk genetikai hatdsa a mediterran partvidék mentén kifejezettebb.
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A J2 (az egész J), a G és az F haplocsoportot a M89 marker egyesiti (3. dbra), mig az
E3b klaszter, illetve a csoportot meghatdroz6 M35 marker az YAP" marker altal
meghatédrozott leszarmazasi vonalak kozé tartozik. Az irodalom szerint (Semino et al.
2000a) a legtobb eurdpai férfi, akinek Y kromoszémédjan jelen van az YAP, az E3b
haplocsoportot meghatdrozé M35 mutécidt is hordozza.

A fent emlitett leszdrmazdsi vonalakon kiviil a 10 Y-kromoszémélis
leszarmazdsi vonal kozott szerepelt a Tat vagy M46 mutdcié éaltal meghatarozott
leszarmazasi vonal (N3 haplocsoport) is. Semino és munkacsoportja az altaluk vizsgalt
mintdk koziil az urdli nyelvll szdmi, udmurt és mari populdciéban detektélta szdmottevo
gyakorisdggal a Tat marker jelenlétét. Ugyanakkor azt taldltdk, hogy a szintén urdli
nyelvet besz€l0 magyar populdciéban egyéltaldn nincs jelen ez a polimorfizmus. Zerjal
és munkatdrsai szerint (1997) a marker kériilbeliil 4000 éves és egy Eszak-Eurépdra

korlatozodo ujkeletli urdli migracidra utal.
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PACIFIC

4. dbra A Fold modern emberek altali benépesitésének folyamata (kék szin: Y-kromoszomélis leszdrmazasi vonalak elterjedése, sarga szin: a
mitokondridlis leszdrmazasi vonalak elterjedése) Forrds: National Geographic Maps, Atlas of the Human Journey
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5. dbra A 18 nagyobb Y-kromoszémalis haplocsoport foldrajzi megoszldsa (Jobling és
Tyler-Smith 2003)

Az egyes kordiagrammok a kiilonbozé Y-kromoszomadlis haplocsoportok egy-egy
populdcidban detektalhato el6fordulasi gyakorisdgat mutatjak. Megfigyelhetd, hogy mig
a szomszédos populdciok Y-kromoszomadlis Osszetétele, illetve gyakorisdgi mintdzata
egymdéshoz hasonld, addig a vildg kiillonboz6é részein él6 populdcidok kozott nagy
mértékii kiilonbségek vannak.

(A feltiintetett populédciok: 1, 'Kung; 2, Biaka Pygmies; 3, Bamileke; 4, Fali; 5, Senegalese; 6,
Berbers; 7, Ethiopians; 8, Sudanese; 9, Basques; 10, Greeks; 11,Polish; 12, Saami; 13, Russians;
14, Lebanese; 15, Iranians; 16, Kazbegi (Georgia); 17, Kazaks; 18, Punjabis; 19, Uzbeks; 20,
Forest Nentsi; 21, Khants; 22, Eastern Evenks; 23, Buryats; 24, Evens; 25, Eskimos; 26,
Mongolians; 27, Evenks; 28, Northern Han; 29, Tibetans; 30, Taiwanese; 31, Japanese; 32,
Koreans; 33, Filipinos; 34, Javanese; 35, Malaysians; 36, West New Guineans (highlands); 37,
Papua New Guineans (coast); 38, Australians (Arnhem); 39, Australians (Sandy Desert); 40,
Cook Islanders; 41, Tahitians; 42, Maori; 43, Navajos; 44, Cheyenne; 45, Mixtecs; 46,
Makiritare; 47, Cayapa; 48, Greenland Inuit)



L.7. A Tat (M46) marker altal meghatarozott leszarmazasi vonal

A Tat polimorfizmus pontmuticid, T>C tranzicid, az Y kromoszoéma hosszu
karjdnak proximalis részén, az RBF5 l6kuszon helyezkedik el. A markert 1997-ben
Zerjal és munkacsoportja fedezte fel. A Tat C allél az N3 haplocsoportot hatdrozza meg,
amely széles korben elterjedt Eszak-Eurdzsia populdcidiban (6. dbra), Y-kromoszémds
génkészletiik jelentds részét képezve (Zerjal et al. 1997, 2001, Rootsi et al. 2000, 2007,
Rosser et al. 2000, Semino et al. 2000a, Tambets et al. 2001, 2004, Lell et al. 2002).
Azsidban az északi teriileteken é16 populdciékban fordul eld szdmottevé gyakorisiggal.
Eurépdban az északi €s a keleti teriileteken €16 népcsoportokban van jelen, ugyanakkor
szinte egyéltalan nem taldlhaté meg a kontinens nyugati és déli részein. Gyakorisagdban
egy éles kelet-nyugati irdnyu csokkenést mutat Skandindvidban a finnugor- (pl. szamik-
47,2%) és a german nyelvli populdciok (norvégok, svédek 4-8%) kozott, valamint

Litvania (33%) és Lengyelorszag (3,2%) populécidi kozott.

g

6. dbra A Tat leszarmazasi vonal el6fordulasi gyakorisdga (Rootsi et al. 2007)

A marker el6forduldsa az egyes populdciokban fiiggetlen attdl, hogy az adott populacié
milyen nyelvet beszél. Jelen van szdmos urdli-, indoeurdpai (keleti szlav és balti),

csukcs-kamcsatkai €s altdji nyelvet beszéld populéciéban.
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A marker kordra és kialakuldsi helyére vonatkozdan kiilonb6zd becslések
sziilettek az irodalomban. Zerjal és munkatdrsai (1997) vizsgélata alapjdn ez a
pontmutacio koriilbeliil 2000-4000 évvel ezelott keletkezett Mongolia/Kina teriiletén. A
szerzOk a Tat C allél jelenlétét Eurépaban a legnagyobb gyakorisdggal az urdli nyelvii
populdcidkban detektaltdk, amely alapjdn feltételezhetd, hogy ezek a populécidk fontos
szerepet jatszottak a mutdcié egészen Finnorszdg teriiletéig torténd nyugati irdnyud
elterjesztésében. Véleményiik szerint a marker el6forduldsa az észak-eurdpai
populdcidkban jelentds dzsiai genetikai hatds kovetkezménye.

Lahermo és munkatarsainak (1999) szdmitésai alapjan ez a pontmutacio egy viszonylag
Ujkeletli esemény, kora koriilbeliil 4440 év (95%-os konfidencia intervallum: 3140-6200
év).

Az eldbbiekkel ellentétben Rootsi és munkacsoportja (2000) a Tat C allélhoz
kapcsol6d6é mikroszatellita diverzitds értékét Kelet-Eur6paban magasabbnak taldlta, e
szerint valosziniibbnek tartottdk, hogy a mutacié Kelet-Eurépdban jelent meg és innen
terjedt el Eszak-Eurdzsidban. Ugyanakkor Rootsi és munkatdrsai egy késobbi vizsgélat
(2007) eredménye alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, miszerint a marker
val6szintileg a mai Eszak-Kina teriiletérél szarmazik, majd ezt kovetéen terjedt el
Szibéridn keresztiil Kelet-Eurépéba. (Eszakkelet-Eurépdban az N3 vonal mdsodlagosan
terjedt el.) Néhany észak-eurépai populdcidban (példdul a finneknél) magas STR
variancidt tapasztaltak. Véleményiik szerint a magas variancia érték ezekben a
hanem sokkal inkdbb a kiillonbozé N3 alapitd tipusok keveredésének kovetkezménye.
Ebben a tanulmédnyban a szerzOk a marker korat 11,8 6,8 ezer évben hataroztik meg az

Eszak-Kindban megfigyelheté N3-STR varidci6 alapjan.
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I.8. Magyar nyelvii populaciok eddigi genografiai vizsgalati eredményei a
klasszikus, a mitokondrialis és az Y-kromoszomalis SNP markerek

felhasznalasaval

Guglielmino és munkatarsai (2000) 24 klasszikus genetikai marker
(vércsoportok, vorosvérsejt enzimek, HLA-A, HLA-B gének) nyolc magyar népcsoport
(6rségiek, paldcok, matyé népcsoport, székelyek, csangdk, kiskunok és nagykunok,
jaszok), egy budapesti kevert minta, egy délnyugat-és egy észak-magyarorszagi
hasonlitottdk 0Ossze. Eredményeik alapjdn a ma él0 magyarok genetikailag kozeli
rokonsdgban vannak mds eurdpai populdcidkkal, ugyanakkor a szerzOk szerint
feltételezhetd, hogy az egyes magyar népcsoportok jobban megorizték eredeti
génkészletiiket, mint a nem specifikalt (egyik népcsoporthoz sem tartozg) magyar
populécié. Guglielmino és munkacsoportja (1990) szerint az urdli gének a teljes magyar
génkészlet koriilbeliil 13%-at adjék. Itt mindenképpen fontos megjegyezni, hogy ezen
tanulmanyok targyi tévedéseit a torténettudomany teriiletérél djabban szamos kritika
érte (Balint 2006).

Az anyai dgon 0roklodé mitokondridlis DNS markerek vizsgalata (Lahermo et
al. 2000, Bogacsi-Szabd et al. 2005, Tomory et al. 2007) szintén a modern magyar
populéciok, koztiik a székelyek és a csdngdk mds eurdpai népességekhez vald genetikai
hasonlésagat igazolta. Mindamellett a X-XI. szdzadbdl szarmazé magyar és a modern
eurdzsiai populdciok mitokondridlis DNS varidcidinak statisztikai analizise alapjan az
dsi magyar populdcié az dzsiai és az eurdpai populaciok kozé, legkdzelebb a torok-, az
ukran- és a finnugor komi populaciéhoz térképezddik (Tomory et al. 2007).

Az eldbbiekben felsorolt vizsgdlatok azt mutatjdk, hogy a ma él6 magyar
populécidk genetikailag nem kiiloniilnek el az Oket koriilvevé indoeurdpai nyelvii
populacioktol.

Rosser €s munkatédrsai (2000) 36 magyar férfi mintdjan 11 Y-kromoszdémalis
biallélikus polimorfizmust tipizaltak. Az el6zéekhez hasonldan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a modern magyarok genetikailag az Oket koriilvevé populdcidkhoz
hasonl6ak. Munkdjuk sordn Osszesen 47 eurdpai €s Eurdpdhoz kozel €16 populdcidt
analizaltak. Vizsgalataik alapjan az eurdpai populdciok apai agi rokonsigat elsédlegesen

a foldrajzi kozelség és nem a nyelvi rokonsag hatdrozza meg.
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Semino és munkacsoportja (2000a) 25 eurdpai és kozel-keleti helység 1007 férfi
lakéjdnak Y kromoszémdjan 22 Y-kromoszomadlis bindris markert vizsgédlt meg.
Eredményeik alapjan az Eurépaban €16 férfiak tobbsége, tobb, mint 95%-uk besorolhatd
10 Y-kromoszémalis leszdrmazasi vonal valamelyikébe, ahogy azt mar az el6zdekben
emlitettiik. Az altaluk vizsgdlt els@sorban paldc férfiak (45 f6) mintdiban legnagyobb
gyakorisdggal (60%) az Eul9 haplotipust detektaltik, mely a 2002-es egységesitett
nomenklatdra alapjan az R1al haplocsoportnak felel meg (az M17 marker jellemzi). Az
adatok statisztikai vizsgdlata alapjan az 4ltaluk tipizalt “magyar” csoport kozel
térképezddik a lengyel és az ukran populédcidhoz.

A Tat (M46) marker 4ltal meghatdrozott leszdrmazasi vonal kiilonds
érdeklddésre tart szamot a finnugor nyelvii populacidk vizsgalatakor (Zerjal et al. 1997).
Az irodalom alapjan a Tat C allél minden eddig vizsgélt urdli nyelvii populdcidban
megtaldlhatd, ugyanakkor a modern magyar populdcié kivételt képez ez aldl,
gyakorlatilag nem fordul eld ez az Y varidns sem a csdngd, sem a paléc, sem mds
magyarul besz€ld populdcié génkészletében (Zerjal et al. 1997, Lahermo et al. 1999,
Rootsi et al. 2000, Rosser et al. 2000, Semino et al. 2000a, 2000b, Tambets et al. 2001,
2004).

Ezen megfigyelések alapjan felvetddik a kérdés, hogy vajon a honfoglalds kori

populécidban jelen volt-e ez a muticid vagy sem.
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1.9. Az archaikus DNS jellemzai

A nukleinsavak postmortem instabilitdsa az archaikus DNS-t vizsgal6 kutatdsok
kozponti médszertani problémdja (Willerslev és Cooper 2005). A metabolikusan aktiv
szovetekben a DNS molekuldkat ér6 karosoddsok a repair folyamatokon keresztiil
gyorsan €s hatékonyan javitdsra keriilnek (Lindahl 1993). Ezzel szemben az inaktiv
sejtekben a DNS karosodasok idOvel halmozddnak, melynek kovetkeztében a régészeti
mintdk vagy mér nem tartalmaznak amplifikalhat6 endogén DNS-t vagy degradalddott,
rovid, 100-500 bp hosszisagi, DNS fragmentumok vannak jelen a mintdkban (P#idbo
1989, Handt et al. 1994, Hoss et al. 1996). A postmortem DNS degradaléoddasahoz
nagymértékben hozzdjarul a mikroorganizmusok, a talajban él6 gerinctelenek és a
cellularis nukleazok aktivitdsa, valamint az oxidacié és a hidrolizis mddositd hatasa
(Binladen et al. 2006). A postmortem DNS moédosuldsokat a kovetkezd dbrdk (7. a, b, c)

mutatjak.

() hydrolvsis

(1) ¢ (11)

few template molecules / short fragment length

contamination / short PCR products

7. abra A DNS postmortem moddosuldsai a fosszilis maradvanyokban (Willerslev és
Cooper 2005)

a, Szaltorések kialakulasa a hidrolitikus karosodas soran. (i)(A) A foszfodiészter kotés
hidrolitikus hasitdsa a cukor-foszfat ldncban. (ii) (B) A glikozidos kotés hidrolitikus
hasitdsaval abdzikus hely (AP hely) képzddik (az dbran depurinécié torténik). (C) A
cukor-foszfat lanc torése P-elimindcié kovetkeztében. (A PCR rovidités jelentése
Polymerase Chain Reaction — magyar elnevezése: polimeraz lancreakcio.)
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Ugy gondoljik, hogy nagymértékben a széltorések felelések azért, hogy a fosszilis
maradvanyok esetében a DNS nagy része elvész, illetve csak rovid fragmentumok
amplifikalhatok.

Széltorések keletkezhetnek a mikroorganizmusok kérosité hatdsdnak, illetve a
postmortem sejtekben felszabadul6 nukledzok aktivitdsdnak eredményeként is (Piibo et

al. 2004).

(b) s alkylation / Maillard reaction s
(1) g i (ii)
H ‘-f----'-- o --\-\--\--\-\-* s
interstrand crosslinks intermolecular crosslinks

IR RN

_— DNA
_"'\-\.\_\_\_‘ ‘_‘_'_,.‘-""
non-amplification

L

contamination

b, A keresztkotések kialakuldsanak kiilonb6zo tipusai. (i) A DNS szdlak kozott alkilacié
révén kialakulé keresztkotések. (ii)) A DNS és mdas biomolekuldk kozott a Maillard
reakcié eredményeként kialakul6 keresztkotések. A Maillard termékek a DNS-ben 1€vo
cukrok, valamint a fehérjék és a nukleinsavak elsOdleges aminocsoportjai kozotti
kondenzaciés reakci6 sordn képzOdnek (Pddbo et al. 2004). A keresztkotések
megakadalyozhatjdk az endogén templdt molekuldk amplifikacigjat, ily moddon
megnovelik a szennyezddés veszélyét.
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¢, A bazisok oxidativ és hidrolitikus mdédosuldsai (i) blokkolhatjdk a PCR-t vagy (ii)
hibas bazis beépiilését eredményezhetik. Néhany oxidativ karosodds olyan lézidkat
eredményez, melyek gatoljadk a polimerdz enzim mikodését és a ’jumping’ PCR
jelenségen keresztiil eldsegitik a kiméra szekvencidk képzOodését. Ebben az esetben a
sériilés helyénél mintegy ,,leugrik” a DNS polimerdz enzim a templatrél és egy masik
templatrol folytatja a szintézist, amelynek eredményeképpen az eredetitdl eltérd termék
keletkezik (Pddbo et al. 1990). (A szaltorések, az apurindlt helyek és az UV fény altal
indukdlt DNS kdrosoddsok szintén kivalté okai lehetnek a ’jumping PCR’
jelenségének.) (Az abran feltiintetett hydantoin szarmazékok a timin €s a citozin bazisok
oxidativ karosodasa soran keletkeznek.)

Az oxidativ kdrosodds sordan a jelenlevd szabadgyokok (peroxid-, hidrogén-peroxid és
hidroxi gyokok) bazisvesztéshez (AP hely), bazismdédosulashoz, illetve a dezoxiribéz
molekula fragmentédléddsdhoz vezethetnek (Burger et al. 1999, Piibo et al. 2004).

A hidrolitikus karosodds a bazisok aminocsoportjainak elvesztésével jarhat. Ennek
soran az adenin hypoxantinnd, a citozin uracilld, az 5-metil-citozin timinné, a guanin
xantinnd alakul 4t, melynek kovetkeztében az amplifikacié sordn hibds bézis épiil be az
djonnan szintetizalédé DNS szédlakba.

Az eldbb felsorolt hatdsok kovetkeztében az archaikus DNS dltaldban korlatozott
szamban, illetve er0sen fragmentélt és nagymértékben karosodott formaban van jelen a
leletekben. Archaikus leletek vizsgdlata esetén nem elhanyagolhat6 az a tény, hogy a
mtDNS tobb szdz, vagy ezer példanyban van jelen egyetlen sejtben. Ezért 6si leletekben
nagyobb az esélye annak, hogy épen maradt, molekuldris bioldgiai mddszerekkel

vizsgalhat6 mitokondridlis DNS szakaszokat taldljunk (Handt et al. 1994). Ezzel
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szemben a fosszilidkbol torténd Y tipizdlds esetén problémdt jelenthet, hogy az Y
kromoszoma egyetlen példianyban taldlhatd meg a férfiak minden egyes sejtjében.
Altaldban nukledris DNS esetén a mitokondridlis DNS vizsgélatokhoz képest révidebb
DNS fragmentumok amplifikdlhaték (Binladen et al. 2006). Ennek oka lehet egyszertien
a templat mennyisége, hiszen a mitokondridlis DNS nagyobb képiaszama megndveli a
viszonylag hosszabb intakt molekuldk jelenlétének valdszinliségét. Ugyanakkor az is
eléfordulhat, hogy a nukleoszéma mag (146 bazisparnyi nuklearis DNS hiszton fehérje
magra tekeredik fel a kromoszémalis szervezddés sordn) mintegy ,,védelmi (megdrzd)
egységet” (,,preservation unit”’) képez és a szaltorések a nukleoszémakat 6sszekotd
linker régidkon jonnek létre. Mindazondltal a kromoszomadlis fehérjék (példaul a
hisztonok) DNS-hez val6 kozelsége megnoveli a fehérje-DNS keresztkotések
kialakuldsdnak esélyét, melyek gétolhatjdk a polimerdz enzim miikodését az
amplifik4ci6 sordn (Binladen et al. 2006).

Ugyanakkor a kornyezeti tényezOk jelentésen befolydsoljdk a DNS
degradiciéjanak mértékét. A régészeti leletekben a DNS megdrzésének kedvez a
mikroorganizmusok hidnya, illetve az UV sugarzds és a radioizotopok hidnya, a
szarazsag, a DNS molekuldk kotodése dsvéanyi feliilethez, pl. hidroxiapatithoz, az
alacsony hdmérséklet, a neutrdlis vagy kissé alkalikus pH érték (Burger et al. 1999).

A DNS megodrzésében a kornyezeti tényez0k nagyobb szerepet jatszanak, mint az id6,
vagyis nincs altalanos Osszefiiggés a lelet kora és az endogén DNS degradéltsdganak
mértéke kozott (Hoss et al. 1996, Poinar et al. 1996).

A régészeti leletek gyakran nagy mennyiségii gatléanyagot tartalmaznak, melyek
az archaikus DNS-sel egyiitt tisztulnak és megakaddlyozzdk annak amplifikalasat. Ezek
a gatléanyagok szarmazhatnak a minta kornyezetébdl, ide tartoznak a humuszsavak, a
fulvosav, a hidroxiapatit, a tannin és a kontamindl6, nem endogén DNS (Kalmar et al.
2000). A bioldgiai anyag (a csont és a fog szoveteinek) degraddléddsa soran keletkezd
inhibitorok az I-es tipust kollagén és a Maillard-termékek (Scholz et al. 1998).

Kiilonféle anyagok, mddszerek léteznek, melyek alkalmazdsdval a postmortem
modosuldsok ellenére is lehetdségiink nyilik az archaikus DNS felsokszorozésara,
megbizhat6 vizsgalatara.

Az N-fenaciltiazélium bromiddal (PTB) (Vasan et al. 1996) torténd kezelés soran a

biomolekuldk kozotti keresztkotések (Maillard termékek) felhasadnak, ezaltal megnd az
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esélye az olyan archaikus DNS molekuldk amplifikdcidjanak, melyek egyébként addig
nem voltak elérhetéek a PCR szdmara.

Az uracil —N-glikozildz (UNG) enzim a citozin deamindcids termékeit tavolitja el a
DNS-bdl (Piibo et al. 2004).

A 3’-5° exonukledz (mds néven proofreading) aktivitdssal rendelkezd high fidelity
polimerdz enzimek, mint a Pfu és a TagHiFi polimerdzok, haszndlata lehetové teszi,
hogy nagyobb hiiséggel torténjen a templat DNS atirdsa, ily médon megnovelik az

amplifikacié hatékonysagat (Willerslev és Cooper 2005).
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I1. Célkitiizések

Kisérletsorozatunk egyik célja, hogy megvizsgaljuk, hogy a Tat marker derivalt
C allélja, amely széles korben elterjedt az urdli nyelvii populdcidkban, ugyanakkor az
eddigi vizsgdlatok szerint gyakorlatilag hidnyzik a ma él6 magyar nyelvi
populdciokbdl, jelen volt-e a honfoglalds kori populdcié génkészletében. A kérdés
tisztazdsahoz elsdsorban X. szdzadi mintdkon tanulmanyoztuk a Tat polimorfizmus
allélikus allapotat. A mintdk Y-kromoszomalis analiziséhez olyan modszert kellett
bevezetniink, amely amellett, hogy megnoveli a vizsgdlatok hatékonysagat,
alkalmazasédval ismételheto €s hiteles eredményeket kapunk.

Munkdnk mdsik célja, hogy a ma él6 magyar €s székely populacié apai agi
genetikai diverzitdsat részleteiben vizsgaljuk, tovdbbi adatokat nyerve a Tat C allél
eléforduldsara vonatkozdan is. Vélaszt kerestiink arra is, hogy a magyar és a székely
populécié Y-kromoszémalis genetikai Osszetételét tekintve mennyire heterogén, illetve
hogyan viszonyul egymashoz és mds eurdpai populdcidokhoz. Ennek érdekében 100,
elsOsorban az Alfold teriiletérdl szarmaz6 magyar és 97 korondi székely férfi mintdjan
22 biallélikus markert tipizaltunk, melyek az Y kromoszéma nem rekombindl6dd
régidjan lokalizdlédnak. A kapott eredményeket Osszehasonlitottuk mads eurdpai

populdcidk Semino és munkatarsainak vizsgélatabdl (2000a) szdrmaz6 adataival.
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ITI. Anyagok és médszerek

IIL. 1. A vizsgalt mintak

Munkdnk sordan 100 magyar, 97 székely és 7 (IX-)X. szdzadi csontlelet DNS
mintdjat vizsgéltuk meg.

A vizsgilatba bevont apai dgon nem rokon magyar férfiak Magyarorszag
kiilonboz6 teriiletein sziilettek, de a leginkabb reprezentalt régi6é az Alfold teriilete volt
(90/100). A székely mintdk apai d4gon nem rokon, onkéntes donoroktdl szdrmaznak,
akik Erdély teriiletén, Korondon sziilettek (8. abra). 94 magyar és 97 székely férfi
vérbol izolalt DNS mintdjat a Szegedi Tudomanyegyetem Igazsagiigyi Orvostani
Intézete bocsatotta rendelkezésiinkre. 6 magyar férfi esetében hajszalbdl izoldltunk
DNS-t a laboratériumban.

A 7 csontlelet 6 kiillonbozd, jol dokumentélt dsatdsbol szdrmazik a Kérpat-
medence teriiletérdl (8. abra). Hat lelet egyértelmiien a X. szdzadra datdlhaté. A hatbol
négy lelet (B1/3c, 13/1, 13/7, 14/B) mellett klasszikus, gazdag mellékletanyagot tartak
fel az dsatds soran, amely egyértelmiien a X. szdzadi magyar temetkezési szokdsokat
jeleniti meg (Szdke 1962, Révész 1996, Mesterhazy 1997). A négy lelet a szegényes
mellékletli T2/41 mintaval egyiitt 4 kiilonb6zd 10-11. szdzadi temetdbdl szarmazik. A
szarvas-kdkapusztai temetot elsdésorban a 9. szdzadban hasznaltdk, de 2 sir a 10.
szdzadra datdlhatd; ezek egyike a 378/B lelet sirja. A csekeji 9-11. szdzadi temetd
teriiletén feltart 48/B lelet esetében nem egyértelmii a datalas; csak a leletanyag alapjan
a sir pontos korat nem lehet megallapitani, szdrmazhat a IX. és a X. szdzadbdl is.

A csontmintdk régészeti és embertani adatait az 1. tablazat tartalmazza. A leletek

nemét az antropoldgiai vizsgélat soran férfinak hatdroztdk meg.
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LENGYELORSZAG

8. dbra A vizsgalt mintdk szarmazasi helyét szemléltetd térkép

A szamok (1-6) a csontmintdk temetkezési helyét mutatjak (1. tdblazat)

A vizsgdlatba bevont magyar férfiak (100 f6) Magyarorszdg kiilonbozd teriiletein
sziilettek, de a leginkdbb reprezentdlt régié az Alfold teriilete volt (90/100). A székely

pN 4

mintdk (97 £f6) Korondrodl, Erdély teriiletérdl szarmaznak.
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1. tablazat A vizsgdlt csontmintdk régészeti és embertani jellemzoi

Antropoldgiai jellemzdok

Csont, melybdl a Nem és elhalalozasi

Minta® Temetkezési hely” Sirszam Taxondomia Mellékletanyag tipusa
mintavétel tortént kor

B1/3c Orménykaiit (1) 3c jobb femur férfi, 61-67 éves Europo-Mongolid klasszikus

13/1 Szabadkigyos-Pélliget (2) 1 bal femur férfi, 45-50 éves - klasszikus

13/7 Szabadkigy6s-Palliget (2) 7 jobb femur férfi, 25-30 éves Europid (Cromagnoid) klasszikus
T2/41 Mo6zs-Szarazdomb (3) 41 bal femur férfi, 24-28 éves - szegényes

14/B Harta (4) 17 jobb femur férfi, 53-59 éves - klasszikus
378/B Szarvas-Kakapuszta (5) 16 jobb femur férfi, maturus - szegényes

48/B Csekej (6) 209 bal femur férfi, kozépkort - szegényes

*Az Annals of Human Genetics folyéiratban megjelent Y-chromosome analysis of ancient Hungarian and two modern Hungarian-speaking
populations from the Carpathian Basin cimii publikdciéban (Csdnyi et al. 2008) az els6 4 csontminta keriilt kozlésre. Ebben a mintdk
elnevezése: 13/7-anc4, T2/41-anc19, B1/3c—anc21, 13/1-anc28, a kordbban megjelent, a mitokondridlis DNS vizsgédlatok eredményét
publikdl6 tanulmédnyban (Tomory et al. 2007) haszndltaknak felel meg.

°A zéréjelben feltiintetett szamok az dbran jelslt temetkezési helyekre utalnak.

39



II1. 2. DNS extrakcio

II1. 2. 1. DNS extrakciéo modern mintakbol

II1. 2.1.1. DNS extrakcio vérbol

A vérmintdk esetében a DNS extrakcié kis6zdssal (Miller et al. 1988.) vagy a
Walsh és munkatérsai altal kidolgozott Chelex-alapi mddszerrel tortént (Walsh et al.
1991). A vérmintdkbdl torténd DNS izoldlast a Szegedi Tudomédnyegyetem Igazsagiligyi

Orvostani Intézetének munkatérsai végezték.

III. 2.1.1.1. DNS extrakcio vérbol kisozassal

Az EDTA-s vérbol a DNS kinyerése NaCl-os extrakcidval, Miller é&s

munkatarsai modszere alapjan tortént.

1. Vorosvértestek hemolizise:
Az EDTA-s vért 0,05 M KCI oldattal 3x mossuk. A vér és a KCL oldat ardnya
1:4. A mosés utdn hemoglobint6l mentes leukocitakat és vorosvértest membrant

tartalmazo iiledékhez jutunk.

2. Leukocitdk és leukocita sejtmagok lizise:
A folyamat sordan a DNS izolaldsa Proteindz K enzimmel torténik. A proteindz K
egyrészt a peptideket bontja szét, masrészt a nukledzok mikodését akadalyozza
meg. A Proteindz K miikodéséhez sziikséges az SDS oldat, mely a membréan
kettds lipid rétegét emulgedlja, ezdltal aktivdlja az enzim miikodését. Az
emésztés folyamata lizispuffer jelenlétében megy végbe, Osszetétele:

10mM TRIS/HCL pH:8,0

10mM NacCl

10mM EDTA-Na

A leukocitak lizisét egy éjszakan at 37 OC-os vizfiirdon 250 ul Proteindz K
enzimet (2mg/ml) és 100 ul 20% SDS-t tartalmaz6 2 ml lizispufferben torténd

inkubdcidval végezziik.
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3. Fehérje mentesités (kicsapas)
Az inkubécidt kovetden az oldatban levo fehérjéket 1 ml 6M-os NaCl oldattal
precipitdljuk, majd 20 percig 3600 fordulaton centrifugdljuk. A DNS a

feliildszoban marad.

4. DNS extrakcio

A feliilisz6t egy mésik centrifugacsdbe leszivjuk. Ehhez 96 %-os hideg etanolt
adunk. A csovet néhdanyszor 6vatosan megdontogetjilk, a DNS az etanolban
Osszecsapddva lathato.

A DNS-t kiemelve mossuk 70%-os etanolban, majd szobahdmérsékleten

szaritjuk és TE pufferban oldjuk (10mM TRIS, ImM EDTA).

II1. 2.1.1.2. DNS extrakcio vérbol Chelex modszerrel

A vérfoltmintdkbol a DNS kinyerését Walsh €s munkatarsai dltal leirt Chelex
mddszerrel végezziik.
A Chelex 100 (Biorad) iminodiacetat csoportokat tartalmazé sztirol gyanta, mely a
tobbértékli fémionokkal keldtokat képez. A fémionok (vér esetében az Fe ion) magas

héfokon katalizaljdk a DNS széttoredezését, a Chelex 100 ezeket a fémionokat koti le.

1. A vérfoltbdl egy kb. 3x3 mm-es darabot Eppendorf csébe tesziink és 1 ml
steril 1oncserélt vizben szobahdmérsékleten 30 percig inkubdljuk. Kozben
tobbszor keverjiik (vortexelés), ezzel a hordoz6é anyagrél a hemoglobin
leold6dasat eldsegitjiik.

. Az inkubdciét kovetden 5 percig 14 000 x g fordulaton centrifugédljuk.

. A feliiliszot vatosan leszivjuk az als6 50 pl kivételével.

. 150 pl 5%-o0s Chelex oldatot adunk hozza.

. Nagy sebességgel vortexeljiik 5-10 masodpercig.
. 8 percig forrasban 1év0 vizben inkubaljuk

2

3

4

5. 30 perces 56 9C-os vizfiirdon inkubéljuk.

6

7

8. Nagy sebességgel vortexeljiik 5-10 mdsodpercig.
9

. 10000-15000 x g-vel 2-3 percig centrifugéljuk.
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10. A feliiluszé 5 pl-ét adjuk templatként az 25 pl végtérfogatu PCR-hez.
11. A maradék mintat -20°C-on taroljuk.

I11. 2.1.2. DNS extrakcio hajszalbol

A hajszalbdl torténd Chelex-alapti DNS extrakcioét szintén Walsh €s munkatérsai
dolgoztak ki.

1. A hajszélat tisztitjuk steril, deionizalt vizben torténd tobbszori Oblitéses,

aztatasos mosassal.

2. A hajszdl hajhagymat tartalmazé végébol egy koriilbeliil 1 cm hosszd mintét

vesziink.

3. A hajszdl darabot 200 ul 5%-os Chelex-100 oldatba tessziik.

4. 56°C-on egy éjszakan at (legaldbb 6-8 6raig) inkubaljuk.

5. Nagy sebességgel vortexeljiik 5-10 masodpercig.

6. Ellendrizziik, hogy a hajszdldarab teljesen elmeriiljon a Chelex-oldatban,

majd 8 percig forrdsban 1év0 vizben inkubdljuk.

7. Nagy sebességgel vortexeljiik 5-10 masodpercig.

8. 10 000-15 000 x g-vel 2-3 percig centrifugaljuk.

9. A feliildszot egy 4j csObe pipettazzuk és 5 pl-t tesziink a 25 pl végtérfogati

PCR-hez.

10. A maradék mintat -20°C-on taroljuk.

IIL. 2. 2. DNS extrakcio régészeti csontleletekbél

II1. 2.2.1. A csontmintak elokészitése

A csont felszini szennyezddéseit steril, deionizélt vizzel és higitott haztartdsi
hypoval eltavolitjuk, majd 1 J/em* UV-C fénnyel 30 percig besugarazzuk steril fiilke
alatt. A combcsont diafizisének feliiletét korben UV-C fénnyel dekontamindlt

csiszolokoronggal lecsiszoljuk legaldbb 2-3 mm mélységig koriilbeliil 3-4 cm széles

hengerfeliileten, majd 30 percre ismét besugarazzuk 1 J/cm® UV-C fénnyel. Steril
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furéfejjel mintat vesziink a csont feliiletérol. A csontport eldbb steril Petri csészében

gyltjiik 6ssze, majd steril Eppendorf csébe tessziik at.

II1. 2.2.2. DNS extrakcio a csontmintakbol

A csontmintdk esetében a DNS extrakcid elsdsorban olyan metédus
alkalmazdsdval tortént, amely egyesiti a Kalmar és munkatarsai altal k6zolt (Kalmar et

al. 2000), illetve a Qiagen éaltal javasolt protokollt.

1. 450-700 mg csontport 1,6 ml extrakciés pufferben (0.1 M EDTA, 0.5% N-
laurylsarcosine-Na s6, 100 mg/ml proteindz K) oldunk fel, majd vortexelés utan
37°C-on, folyamatos vertikdlis forgatdssal egy €jszakdn at inkubdlunk.

2. A mintat 13 000 rpm-en 5-10 percig centrifugaljuk, majd 350 ul feliiliszot egy
1.5 ml-es Eppendorf cs6be tesziink.

3. A feliiliszéhoz adunk 350 pul 4M NHgs-acetitot és 700 pl 96%-os etanolt és
vortexeljiik.

4. A DNS-t -70°C-on 7-10 percig vagy -20°C-on egy éjszakdn at (vagy 1-2 6rét)
precipitaljuk.

5. Ettdl a ponttél a Qiagen DNeasy Tissue Kit-jét hasznéltuk, kovetve a gyartd
utasitdsait (Qiagen Cat. no. 69504). Ennek sordn az elegyet membranon
(DNeasy Mini spin column) sziirjiik, majd két mosasi 1épést kovetden eludljuk a
DNS-t. A javasolt protokolltdl az utolsé 1€pésben tértiink csak el, melynek soran
a DNS-t a javasolt 100-200 ul helyett 40-60 ul oldatban vettiik fel, annak

érdekében, hogy noveljiik a végsdé DNS koncentraciét az eludtumban.

I11. 3. Az archaikus DNS amplifikacidja

I11. 3. 1. Mitokondrialis DNS amplifikacié

Mivel a mitokondridlis DNS megmaradési valészintisége sokkal nagyobb (Handt

et al. 1994), minden egyes csontminta esetében eloszor a mitokondridlis DNS
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hipervaridbilis 1 régidjdnak egy 239 bp hosszisdgd szakaszat (16182-16420
nukleotidpozicid) amplifikéltuk. (A szdmozas a Cambridge-i referencia szekvencidra
utal (Andrews et al. 1999.)
A reakcidelegy 40 ul végtérfogatban tartalmaz 5-10 ul csont DNS extraktumot, 1,5 U
AmpliTaq Gold DNS Polimerazt (Applied Biosystems), 1x AmpliTaq Gold puffert, 3
mM MgCl-ot, 200 uM-t az egyes dNTP-kbdl (Fermentas), 25 pmol-t az egyes
primerekbdl (L16182-H16401 (2. tdblazat)) és 100 pg/ml BSA-t (New England
Biolabs).
A PCR 1épései: 1.94 °C 6 perc

2.93 °C 30 masodperc

3.56 °C 40 masodperc 30 ciklus

4.72 °C 40 masodperc

5.72°C 5 perc
Az amplifikalt termék 10 pl-ét megfuttattuk 8%-os nativ poliakrilamid gélen, majd

etidium-bromidos festés utdn ellendriztiik a reakcié sikerességét UV transzilluminétor

segitségével.
Primer neve Szekvencia Referencia
16182 5’-AACCCCCTCCCCATGCTTA-3 Kalmar et al. 2000
H16401 5’-TGATTTCACGGAGGATGGTG-3’ Wilson et al. 1995.

2. tablazat A mitokondridlis DNS amplifikdcidjdhoz hasznalt primerek

I1L. 3. 2. Teljes genom amplifikacio

A sikeres és szennyezOdéstdl mentes mitokondridlis DNS amplifikéciot
kovetéen probaltunk meg Y-kromoszémadlis DNS-t kinyerni a csontmintdkbdl. A
specifikus Y-kromoszémalis analizis el6tt minden esetben sziikség volt a megmaradt
teljes toredékes genom random primerekkel torténd dusitdsara. A rendelkezésiinkre 4116
archaikus DNS mennyiségének felszaporitisdhoz az tn. PEP (Primer Extension

Preamplification - PEP) mddszernek (Zhang et al. 1992) egy tovabb fejlesztett
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véltozatat hasznaltuk. Ez az un. miPEP (modified improved PEP) mdédszer (Hanson és
Ballantyne 2005), mely 2 polimerdaz enzim, Taq DNS Polimerdz és Tgo DNS
Polimeraz, elegyét (Expand High Fidelity Enzyme Mix, Roche Diagnostics) hasznalja
nagy mennyiségben (10,5 U/25 pul). A két enzim koziil az egyik (Tgo DNS Polimeraz)
3’-5" exonukledz (mdas néven proofreading) aktivitdssal rendelkezik. Kisérleteinkben a
Fermentas cég High Fidelity PCR Enzyme Mix termékét (#K0192) hasznaltuk, melyben
a proofreading aktivitdssal rendelkezé Pfu DNS Polimerdz egy rendkiviil processziv

Taq DNS Polimerazzal egyiitt van jelen.

Reakciokoriilmények: Az elegy tartalmaz 25 pl-es végtérfogatban: 40 uM PEP primert
(5’-NNNNNNNNNNNNNNN-3"), 0,8 mM }dNTP-t (Fermentas), 2,5 mM MgCl,-ot,
1x High Fidelity PCR puffert, 10,5 U High Fidelity Enzyme Mix-et (Fermentas), 100
pg/ml BSA-t (New England Biolabs) és 5-10 ul csont DNS izoldtumot. A reakcidelegy

Osszedllitdsa gyari, nukledzmentes viz (Fermentas) alkalmazdsaval tortént.

A PCR koriilmények: 1.94 °C 1 perc
2.37 °C 2 perc
3. 38-54°C 1°C/10 masodperc
4. 55 °C 4 perc

50 ciklus

Ez a médszer azaltal, hogy nagyobb hliséggel irja at a jelenlévd templat DNS-t,
lehetové teszi, hogy a lokusz specifikus amplifikdci6 sordn a DNS szakaszhoz
hatékonyabban tudjon hibridizalni az amplifikaciohoz sziikséges primerpdr. Ily médon
megno a vizsgalat érzékenysége.

Ezzel a moédszerrel amellett, hogy nagyobb pontossidggal végezhetjiik a DNS
tipizdlast, az alkalmazdsaval a specifikus reakciok sordn olyan mennyiségben
keletkezhet az archaikus DNS esetében is akdr Y-kromoszomadlis PCR termék, hogy a
detektalashoz nem feltétleniil van sziikség rendkiviil érzékeny, kis mennyiségli DNS
kimutatdsara is alkalmas rendszerre (pl. ALF-ra - Automated Laser Fluorescent DNA
Sequencer).

A tovabbi Y-kromoszomalis vizsgdlatokhoz az miPEP PCR termék 4-10 ul-ét

hasznaltuk.
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I1I. 3. 3. A Tat polimorfizmust hordozé DNS szakasz amplifikacidja

A Tat polimorfizmus vizsgalatakor egy 112 bp hosszu szakaszt amplifikdlunk,
majd restrikcids emésztéssel hatarozzuk meg az allélikus allapotot.

A PCR elegy 25 pl végtérfogatban tartalmaz 200 uM-t az egyes dNTP-kbdl
(Fermentas), 1uM-t az egyes primerekbdl (5. tablazat), 3 mM MgCl,-ot (Applied
Biosystems), 1U AmpliTaq Gold DNS Polimerazt (Applied Biosystems), 1x AmpliTaq
Gold puffert, 100 pg/ml BSA-t (New England Biolabs) és 5-10 ul miPEP PCR
terméket. A reverz primer az 5’-végén CyS5 fluoreszcens festékkel jelolt.

A PCR Iépései: 1.94 °C 6 perc

2.93 °C 30 masodperc

3.56 °C 1 perc 38 ciklus

4,72 °C 45 masodperc

5.72°C 5 perc
A PCR termék 10 pl-ét kezeltik HpyCH4 IV restrikciés enzimmel (New England
Biolabs), mely a C allél jelenléte esetén hasit, egy 27 bp és egy 85 bp hosszu hasitasi
terméket adva (5. tablazat).

Az amplifikédci6 sikerességét és a restrikcidos emésztés eredményét részben az
ALF (Automated Laser Fluorescent DNA Sequencer) rendszeren (ALFexpress II DNA
Analyser System, Amersham Biosciences), 4 %-os denaturdlé poliakrilamid gélen
ellendriztiik. Az ALF egy szdmitdégépes fragment analizdlé és szekvendld rendszer,
mely a Cy5 festékkel jelolt DNS fragmentumok Ilézerfény hatasdra keletkezd
fluoreszcencidjat érzékeli. Kis mennyiségli (fentomolnyi) DNS jelenlétében is nagy
pontossdggal miikodik. Mivel a kisérletiinkben az amplifikdcidhoz haszndlt reverz
primer az 5’-végén CyS5 festékkel volt jelolve, a keletkezd 112 bp hosszi PCR terméket,
valamint restrikcids hasitds esetén a reverz szal 5’-végi, 85 bp hosszui szakaszdt tudtuk
az ALF késziilékkel detektalni (12. abra).

A jelenlévé fragmentumok hosszat az ALFwin Fragment Analyser 1.00 szoftver
alkalmazdsdval hatdroztuk meg. A pontos méretmeghatirozds érdekében minden
futtatas sordn megfeleld molekulaméret standardokat hasznéltunk. Egy 100 bp és egy
150 bp (ALFexpress Sizer 100 bp és 150 bp) hosszu belsd standardot futtattunk a
mintdkkal egyiitt, illetve egy kiils6 standardot a mintdkt6l kiilon, amely 50-500 bp

kozott tartalmaz jelolt fragmentumokat, melyek hossza 50 bp-onként emelkedik
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(ALFexpress Sizer 50-500 bp) (12. abra). Az egyértelmil tipizdldst segitette, hogy
minden egyes vizsgalat sordn a tipizdlni kivant mintdkkal parhuzamosan ismert
genotipusti kontroll mintdkat, a vad tipusd T allélt és a C allélt hordoz6 mintat is
hasznaltunk. Az analizis sordn negativ kontrollként néi DNS-t tartalmazé mintét is
vizsgéltunk.

Az miPEP mdédszer alkalmazédsdval a jobb megtartdsi mintdk esetében lehetdség
nyilt arra, hogy a PCR, illetve a restrikciés emésztés eredményét egyszeriibben és
rovidebb idd alatt ellendrizziik a fragmentumokat 8%-os poliakrilamid gélen torténd
elvalasztasaval és etidium-bromid festéssel (13. 4bra).

Az ALF rendszeren torténd detektalds esetén 4 ul, a 8 %-os poliakrilamid gélen

10 pul mintat futtattunk meg.

I11. 4. A szennyez6dés megelozése és az eredmények hitelesitése

Annak érdekében, hogy a csontmintdk vizsgélata sordn a nem endogén DNS-sel
torténd szennyezddés veszélyét kizarjuk, szigord dvintézkedéseket tettiink.
Az Osszes felhasznalt eszkozt és a munkateriileteket (a steril fiilke és a PCR box) a

munka megkezdése elott, illetve a munka befejezésével haztartdsi hypoval sterilre

2
tisztitottuk és legalabb 60 percen keresztiil 1 J/cm UV-C fénnyel sugaraztuk be a

modern DNS elimindldsa érdekében. A DNS extrakcidhoz haszndlt vegyszereket
haszndlat el6tt atszirtiik 0,22 um pérusatmérdjli sziron (Millipore), majd (a Proteindz K
kivételével) 30 percen keresztiil 1 J/em® UV-C fénnyel besugaraztuk. Pipettdzashoz a
keresztszennyezddést kizard, szlirds, steril Universal Fit Filter Tips tippeket (Corning
Incorporated) hasznéltuk. A PCR és Eppendorf cséveket autoklavoztuk, majd 30 percen
keresztiil 1 J/em® UV-C fénnyel besugaraztuk. A minta el0készitését, a csont poritdsat,
az extrakciot €s a PCR 0Osszedllitdsdt az archaikus DNS-sel torténd munkanak
fenntartott, elkiilonitett laboratériumi helyiségekben végeztikk védofelszerelést
(védoruhazat, szajmaszk, plexi arcmaszk, hajhald, steril kesztyil) haszndlva.

A minta elokészitése, a csont poritdsa és a DNS extrakcié 254 nm germicid
lampéval felszerelt lamindris fiilke alatt tortént (DEFI). Az amplifikdcios reakciot
beépitett ultraibolya csovekkel ellatott PCR fiilkékben allitottuk 6ssze (UVC/T Cleaner
box, BioSan Ltd.). A levegot belsd UV csovel felszerelt levegd cirkuldtorokkal (UV Air
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Flow Cleaner-Recirculator UVR-M, BioSan Ltd) mentesitettiik a szennyez6déstol.

Az esetleges szennyezOdés kiszlirése érdekében negativ kontroll mintdkat
hasznaltunk. Egy csontport nem tartalmaz6 extrakcidés kontrollt, a DNS extrakci
tisztasdganak ellenOrzésére, valamint egy templat nélkiili amplifikaciés kontrollt,
mellyel a PCR reagensek és a PCR elegy 0Osszedllitdsanak tisztasiagit monitoroztuk.
Mind a Régészeti Intézet (régész, antropoldgus), mind pedig csoportunk férfi tagjainal,
akik kapcsolatba keriil(het)tek a csontmintdkkal, meghataroztuk a Tat polimorfizmus
allélikus allapotat.

Az eredmények hitelesitése érdekében minden egyes csontmintit legalabb két
fiiggetlen kisérletben csoportunk két kutatondje vizsgdlt meg. Ennek sordn a munka
minden fazisat (minta el0készitése, csont poritdsa, DNS extrakcid, amplifikécid, a PCR-
t koveto analizis) legalabb kétszer megismételtiik.

Minden egyes csontminta esetében az MTA Régészeti Intézetének
archeogenetikai laboratériumaban is sor keriilt fiiggetlen mintavételre és poritdsra. A
poritott minta egy részét a Régészeti Intézet a rendelkezésiinkre bocsatotta. A vizsgalat
tovabbi 1épéseit (DNS extrakcid, amplifikdcid, PCR-t kovetd analizis) csoportunk két
kutatondje, egymastdl fiiggetleniil végezte a laboratériumunkban.

A mintavételek a femur diafizisének kiilonb6z0 teriileteirdl torténtek.

A Tat marker allélikus allapotara kapott eredményt csak akkor fogadtuk el, ha azt
legalabb két kisérletsorozat sordn meg tudtuk ismételni és az egyidejlileg hasznalt
negativ kontrollok (extrakcids kontroll, amplifikaciés kontroll és a n6i kontroll) esetén

nem kaptunk PCR terméket.

II1. 5. A modern DNS mintak Y-kromoszomalis analizise

A ma él6 magyar és székely populdcidban, 6sszesen 197 egyénnél, 22 (M96,
M89, M9, M45, M35, M78, M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172,
M102, M67, M92, Tat, M173, M17, M269) Y-kromoszomélis biallélikus markert
vizsgdltunk meg az Y-kromoszomdlis filogenetikai fan elfoglalt hierarchikus
szervezOdésiik szerint (Y Chromosome Consortium 2002, Jobling és Tyler-Smith,
2003). A vizsgalt markerek lokaliz4cigjat az Y kromoszéma mentén a 3. tablazat és a 9.

abra mutatja.
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A MARKER A MARKER HELYE AZ Y Aﬁ@ﬁ‘éﬁﬁ%ﬁ A
NEVE KROMOSZOMAN (REFSNP ID)
P37 13 001 692 bp -
M170 13 357 186 bp 1s2032597
M46 (Tat) 13 431 977 bp 134442126
M172 13 479 028 bp 1s2032604
M253 13532 101 bp 1$9341296
M173 13535 818 bp 152032624
M201 13 536 923 bp 1s2032636
M9 20 189 645 bp rs3900
M17 20 192 556 bp rs3908
M35 20201 091 bp -
M96 20 238 386 bp 1$9306841
M26 20 325 209 bp 1s2032629
M45 20327 175 bp 1s2032631
M67 20338 197 bp 152032628
M78 20352 691 bp -

M92 20363 411 bp 152032648
M89 20376 701 bp 1s2032652
M102 20 385 500 bp rs2032608
M269 21 148 755 bp 1s9786153
M267 21 151 206 bp rs9341313
M304 21 159 241 bp rs13447352

P15 21653 414 bp -

3. tablazat A vizsgalt markerek lokalizaci6ja az NCBI referencia Y kromoszéma
mentén, valamint a markerek azonosit6ja az NCBI adatbazisban

Ideogran
Yella3 _-
Yella2 =
i e
I« P37.M170.M46,M172,M253,M173.M201
R e M9.M17.M35,M96.M26 . M45.M67.M78,M92,
: MB89.M102,M269.M267.M304.P15

9. dbra A vizsgdlt markerek lokalizdciéjanak szimbolikus jelolése az Y kromoszéma
mentén az NCBI adatbézis alapjan
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Minden minta esetében el0szor az M96, az M89, az M9 és az M45 SNP
markereket analizdltuk. A markereket multiplex reakcidban vizsgaltuk, tipizaldsukhoz a
SNaPshot technikat hasznéltuk. A 4 SNP marker vizsgalatdval minden egyes mintat el
tudtunk helyezni a filogenetikai fa valamelyik nagyobb 4gan. Ily médon, a markerek
hierarchikus szervezddésének megfelelden, tudtuk azt, hogy az egyes mintdkndl milyen
tovabbi markereket kell megvizsgdlnunk az egyértelmii haplocsoportba sorolds
érdekében. Osszesen tovdbbi, a filogenetikai fa megfeleld részén elhelyezkedd, 18
marker (M35, M78, M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172, M102,
M67, M92, Tat, M173, M17, M269) allélikus allapotat hatdroztuk meg PCR-RFLP
vizsgalattal (az RFLP rovidités jelentése Restriction Fragment Length Polymorphism —
magyar elnevezése: restrikcids fragmenthossz polimorfizmus) (5. tdblazat). Azokban az
esetekben, amikor a DNS szakaszon sem a vad, sem a derivalt allél jelenlétében nem
talaltunk a vizsgdlni kivant markert magaban foglalo restrikcids enzim felismerd helyet,
a dCAPS (derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) moddszert (Neff et al.
2002) haszndaltuk. A dCAPS Finder 2. 0 program alkalmazdsdval a PCR-ben olyan
forward vagy reverz primert haszndltunk, melynek szekvencidja egy nukleotidnyi
eltérést hordoz a templat DNS szakaszhoz képest. Ezéltal a PCR terméken 1étrehoztunk
egy, a kérdéses markert hordoz6 restrikcids enzim felismerd helyet (5. tabl4zat).

Annak érdekében, hogy a jovOben a fent emlitett polimorfizmusokat az
archaikus mintdk esetében is analizdlni tudjuk, az amplifikdcibhoz olyan primereket
terveztiink vagy valasztottunk az irodalombdl, melyek rovid (170 bp alatti) PCR
terméket adnak (a vizsgélt markerek tobbségénél mi terveztiik meg az amplifikdcidhoz
sziikséges primereket) (4. és 5. tdblazat).

Minden egyes marker analizisénél hasznaltunk olyan kontroll mintdkat, melyek
koziil az egyik a vad tipusu allélt, mig a masik a marker derivalt alléljat hordozza.

A haplocsoportok elnevezésénél és ennek megfelelden a mintdk besoroldsandl a Jobling

és Tyler-Smith szerzdk altal 2003-ban k6z0lt filogenetikai fat vettiik alapul (3. dbra).
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III.5.1. Multiplex PCR (az M96, M89, M9, M45S SNP markerek

amplifikalasa)

A multiplex reakci6 kivitelezése sordn a Belgrader és munkatérsai (1996), illetve
a Paracchini és munkacsoportja (2002) &ltal kozolt protokoll részben modositott
véltozatat hasznaltuk. Az analizis sordn két 1épésbdl allo PCR-t végziink (10. dbra). Az
elsd reakcidban olyan primerekkel amplifikdlunk, melyeknek a 3 része (19-22
nukleotid) specifikus arra a DNS szakaszra, amely a kérdéses markert hordozza. A
primerek kozos 5 -végi szakaszdnak szekvencidja megegyezik a 22 bp (ZIP1 primer)
vagy 21 bp (ZIP2 primer) hosszi ZIP kéd primerek szekvencidjaval, ugyanakkor nem
komplementer a templdat DNS szekvencidval, igy ahhoz nem hibridizal. Ezen hibrid
primerek alkalmazdsdval az els6é multiplex PCR utan a kiilonbozé SNP markert hordozé
amplifikdtumok 5°-végi szekvencidja azonos lesz. Ennek kovetkeztében a madsodik
reakcioban a ZIP koéd primerekkel nagyjabdl ugyanolyan mennyiségben tudjuk
felsokszorozni a kiilonb6z6 polimorfizmusokat tartalmazé DNS fragmentumokat.

Az archaikus DNS toredezettségét figyelembe véve az elsé reakcidé primereit
ugy terveztiik meg, hogy a keletkezd PCR termékek ne legyenek hosszuak. Ily mdédon
egy 106 bp (M45 marker esetén), egy 121 bp (M9), egy 137 bp (M89) és egy 157 bp
(M96) hosszisagu specifikus terméket kapunk. Ezek a PCR termékek ugyanakkor a
primerek kozos 5°-végi ZIP szekvencidi miatt rendre 43 nukleotiddal hosszabbak és igy
a DNS fragmentumok tényleges hossza: 149 bp, 164 bp, 180 bp, 200 bp (4. tablazat).

Az els6 PCR koriilményei: A reakcidelegy 12,5 ul végtérfogatban tartalmaz 2,5

ul vérbdl vagy hajbdl izoldlt DNS templatot, 1,5 U AmpliTag Gold DNS Polimerazt
(Applied Biosystems), 1x AmpliTaq Gold puffert (Applied Biosystems), 4 mM MgCl,-
ot, 400 uM-t az egyes dNTP-kbdl és 0,32 uM-t az egyes hibrid primerekbdl (4.
tablazat).
A PCR 1épései: 1.94 °C 9 perc

2.94 °C 30 masodperc

3.63 °C 30 masodperc } 15 ciklus

4,72 °C 1 perc

5.72°C 3 perc

A mdsodik PCR koriilményei: A reakcidelegy 12,5 ul végtérfogatban tartalmaz

1 uM-t a ZIP kéd primerekbdl (4. tablazat), 4 mM MgCl,-ot, 1,5 U AmpliTaq Gold

51



DNS Polimerazt (Applied Biosystems) és 1x AmpliTaqg Gold puffert (Applied
Biosystems). Ezt az elegyet adjuk az el6z0 reakcié 12,5 ul-hez.
A PCR 1épései: 1.94°C 9 perc

2. 94 °C 30 masodperc

3.59 °C 30 masodperc } 30 ciklus

4,72 °C 1 perc

5.72°C 3 perc
A PCR termék 4 pl-ét futtattuk meg 8%-os nativ poliakrilamid gélen, majd etidium-
bromid festés utdn ellendriztiik a reakcié sikerességét UV transzilluminator
segitségével. A PCR termékek méreteit GelBase gél dokumentdciés rendszer
felhaszndlasdval hataroztuk meg (UVP).

A reakcidk sordn olyan negativ kontrollokat alkalmaztunk, ahol templatként ndi

DNS-t, illetve vizet tettiink a csovekbe. Pozitiv kontrollnak olyan mintdt hasznaltunk,
melynél eldzetesen direkt szekvendldssal mind a 4 marker esetében meghataroztuk az

allélikus éllapotot.

IIL5.2. Az M96, M89, M9, M45 SNP markerek genotipusianak

meghatarozasa

A multiplex PCR-t kovetden elOkészitettik a PCR termékeket a SNaPshot
reakciohoz. Ennek sordn a 4 PCR terméket magédban foglal6 elegy 3 pl-hez Exonukledz
I és Shrimp Alkaline Foszfatdz enzimet tartalmazo, 1,2 ul ExoSAP-IT (USB) reagenst
adtunk, melynek segitségével 37 “C-on 15 perces reakcidban eltavolitottuk az elegybdl a
fel nem hasznélt primereket és a be nem épiilt nukleotidokat. Ezt kdvetden a reagenst
inaktivaltuk 80 “C-on 15 perces reakcioban. A megtisztitott multiplex PCR elegy 3 ul-ét
hasznaltuk a SNaPshot reakcioban, melyet a gyarté utasitdsai szerint végeztiink
(Applied Biosystems Protocol P/N 4323357) ABI PRISM SNaPshot ddNTP Primer
Extension Kit (Applied Biosystems) alkalmazasdval. A Kit kiilonboz6 fluoreszcens
festékekkel jelolt dideoxi nukleotidokat tartalmaz. A reakcidhoz a 4 kiilonb6z6 SNP
marker egyértelmii tipizdlasa érdekében 4 eltérd hosszisdgi miniszekvendld primert
terveztiink (4. tdblazat) a gyart6 javaslatait kovetve. A primerek ugy hibridizalnak az
egyes DNS templdtokhoz, hogy a 3’-végi szakaszuk kozvetleniil a vizsgalni kivant SNP

marker eldtt, upstream irdnyban végzddik. A SNaPshot reakcié sordan a jeldletlen
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oligonukleotid primerek kotddnek a velik komplementer templdt DNS szakaszhoz
fluoreszcensen jelolt dideoxi ANTP-k és AmpliTaq DNS Polimeraz jelenlétében. Mivel
csak dideoxi nukleotidok vannak a reakcidelegyben a primerek 3’-végi szakaszdhoz
egyetlen, a kérdéses SNP markerrel komplementer nukleotid tud kapcsolédni, majd az
extenzié termindlodik és a keletkez0 fragment (miniszekvenalé primer + 1 ddNTP=
SNaPshot termék) fluoreszcens jelolést kap. A reakcié utdn Shrimp Alkaline Foszfataz
kezeléssel eltavolitottuk a be nem épiilt dideoxi nukleotidokat, majd a fluoreszcensen
jelolt dideoxi termindlt fragmentumokat (0,25 ul-t) kapillaris elektroforézissel ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) rendszeren elvélasztottuk. A
genotipus meghatdrozdséhoz a Genotyper szoftver 3.7-es verzidjat (Applied
Biosystems) hasznaltuk.

Mivel a 4 SNP marker vizsgalatdhoz 4 kiilonb6z6 hosszisagi primert terveztiink
a mintdk elektroforetikus képén a SNaPshot termékek hossza alapjan tudjuk
azonositani, hogy melyik termék melyik markerhez tartozik, mig a nukleotidok eltérd
fluoreszcens jelolése alapjan, a gorbe szinébdl, az adott marker genotipusat tudjuk
leolvasni (17. &bra). Minden futtatdsndl megfeleld0 molekulaméret standardot
(GeneScan-120 LIZ Size Standard, Applied Biosystems) haszndltunk.

A miniszekvendld primerek koncentracidja a reakcidoban rendre a kovetkezo
volt: 0,1 uM az M96, 0,6 uM az M89, 0,1 uM az M9 és 0,3 uM az M45 marker
esetében. A primerek hossza kozott legaldbb 5 nukleotid kiilonbség van (4. tdblazat)
annak érdekében, hogy a SNaPshot termékeket a futtatds sordn egyértelmiien el tudjuk
valasztani. A fluoreszcens festékek ugyanis a DNS fragmentumok mobilitasbeli
eltoléddsat okozzdk az elektroforézis sordn és igy a SNaPshot termékek tényleges
hossza és a futdsndl kapott hosszuk néhany nukleotiddal eltér. A termékek
elvdlasztasandl tapasztaltunk ilyen eltéréseket, azonban ezek egydltaldn nem zavartdk a
mintdk genotipizdldsat. A primerek hosszat a masodlagos struktirak elkeriilése végett
5’-végi nem homoldg polinukleotidok (poliT)(M89, M45 marker), illetve az M96
markerhez tartozé primer esetében "taat’ szakasz hozzdadasédval alakitottuk ki.

A fent leirt standard eljarast (Multiplex PCR+Genotipus meghatdrozésa) sikerrel
alkalmaztuk a modern mintdk vizsgalatakor, illetve részben, degraddlt DNS esetében is.
A T2/41-es csontminta analizisekor a 4 kiillonboz6 SNP marker koziil az M45 és az M9
markert hordozo, 2 rovidebb (a specifikus fragmentumok hossza: 106 bp és 121 bp)

DNS fragmentumot tudtuk a multiplex reakcidoban amplifikalni. A csontminta vizsgalata
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abban kiilonbozott a leirt stratégiatol, hogy a multiplex reakcidelegyhez templatként

miPEP amplifikécids terméket (4 pl) adtunk, majd a multiplex PCR termék 10 upl-ét

futtattuk meg poliakrilamid gélen.

5’
1. reakcié
SNP ¥ e
5, D 3’
3’ > D 5
5° 7’
15 ciklus
primer cc.:0,32 uM
2. reakcio 3 5
5 — <4———71P2 primer
L ¥
K { ] 5
ZIP1 primer ——p
5 3 30 ciklus, primer cc.:1uM
SNaPshot reakcié PCR fragment
1
LI
3’
— >l ddGTP
miniszekvenalé primer
B adrrP
[ ] ddATP
[ | ddCTP

+ 1 fluoreszcensen jelolt dANTP

10. abra Az M96, M89, M9, M45 SNP markerek tipizdlasdhoz hasznalt 2 1épéses PCR

€s a SNaPshot reakci6 sémadja
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4. tablazat Az M96, M89, M9 és az M45 SNP markerek PCR/SNaPshot tipizdldsdhoz haszndlt primerek

Primerek
PCR SNaPshot reakci6
Marker/Mutici6 Szekvencia* a PCR termék Szekvencia Hosszusag
hossza® (mer)
M96 G—»C 5’- ggagcacgctatccegttagacGTTGCCCTCTCACAGAGCAC -3° 200 bp 5’-taatGAAAACAGGTCTCTCATAATA- 3 25
5’ —cgctgecaactaccgcacatgGAAGAGATTCACCCACCCAC -3’ (157 bp)
M&89 C—»T 5’- ggagcacgctatcccgttagacTCCTATGAGGTGCCATGAAA -3’ 180 bp 5 tittttttittttt CTCAGGCAAAGTGAGAGAT-3' 35
5’- cgctgecaactaccgcacatgGGATCACCAGCAAAGGTAGC -3° (137 bp)
M9 C—G 5’- ggagcacgctatccegttagacTGCAAAGAAACGGCCTAAG -3’ 164 bp 5’ ~ACGGCCTAAGATGGTTGAAT -3 20
5’- cgctgecaactaccgcacatgGCATAATGAAGTAAGCGCTACC-3° (121 bp)
M45 G—»A 5’ — ggagcacgctatcecgttagacGTGGACTTTACGAACCAACCT -3° 149 bp 5’- ttittttttt CCTCAGAAGGAGCTTTTTGC -3 30

5’ — cgctgecaactaccgcacatgCCTGGACCTCAGAAGGAGCT -3° (106 bp)

*A genomidlis szekvencidt félkovér betiivel, a zip szekvenciat kisbetiivel jeloltiik.
* A zéréjelben feltiintetett szamok a specifikus PCR termék hosszat mutatjak.

A zip kéd primerek szekvencidjat Belgrader és munkatarsai (1996) kozolték.

Az M9 és az M45 markerek esetében a PCR-hez hasznélt forward és reverz primerek, az M96 marker esetében a reverz primer 16kusz
specifikus 3’-részét ez a tanulmdny kozli.
Az M89 marker vizsgélatdhoz hasznalt PCR primereket Paracchini és munkatdrsai (2002), az M96 marker amplifikdldsdhoz hasznalt forward
primer szekvencidjat Underhill és munkatarsai kozolték (2000).
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IIL. 5. 3. PCR-RFLP analizis

Az M35, M78, M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172,
M102, M67, M92, Tat, M173, M17, M269 biallélikus markerek allélikus allapotdt PCR-
RFLP vizsgalattal hatdroztuk meg.

A amplifikdciés reakcidelegy 25 ul végtérfogatban tartalmazott 1 U AmpliTaq
Gold DNS Polimerazt (Applied Biosystems), 1x AmpliTaq Gold DNS puffert (Applied
Biosystems), 3 mM MgCl,-ot, 200 uM-t az egyes dNTP-kbdl, 1-1 uM primert (5.
tdblazat) és 5 ul DNS templatot.

A PCR Iépései:

1.94 °C 6 perc

2.93 °C 20 masodperc

3. primer specifikus annealing hdmérséklet (50-67 °C) 20 masodperc 33 ciklus
4.72 °C 30 masodperc

5.72°C 5 perc

A fent leirt standard amplifikdciés koriilményeket néhdny marker esetében
modositani kellett annak érdekében, hogy a PCR-t specifikusabbd tegyiik. Az M170 és
az M267 markerek esetében a 33 ciklust megel6zOen 10 magasabb annealing
homérsékleten végbemend ciklusra volt sziikség. A 10 ciklus a kovetkezd 1épésekbdl
allt: denaturaci6: 93 °C 20 mdasodperc, annealing: M170 marker-64 °C, M267 marker-
54°C 20 masodperc, elongéacio: 72 °C 30 masodperc. A P37 polimorfizmus
amplifikdlasahoz 0,5 uM-t hasznéltunk az egyes primerekbdl és 3 ul DNS templéatot.

A PCR termék 3 pl-ét hasznéltuk a megfeleld restrikciés enzimmel (5. tablazat)
végzett hasitasi reakcioban. Az egyes mintdk genotipusdnak megéllapitdsdhoz a
restrikcids fragmentumokat 8%-os poliakrilamid gélen elvdalasztottuk, majd etidium-
bromid festést kovetden a fragmentumok méretét GelBase gél dokumentacios rendszer

(UVP) felhaszndlasdval meghataroztuk.
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5. tdblazat M35, M78, M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172, M102, M67, M92, Tat, M173, M17 és az M269 biallélikus

271 2 2

Markerek IPrimerek RFLP
. . . a . Annealing . vad derivalt

Név Mut. Referencia Szekvencia Referencia hémérséklet Enzim (bp) (bp)

M35 G>C Underhill et al. 2000 -, gAgagggcatggteccttte ¢z a tanulmany 57 °C Bts I 88 60428
5’-tttcggagtetetgectgtg

M78 C>T  Underhill etal, 2000 2, \cgacagaacacaaaiigatacactt  Onofri et al. 2006 58 °C Acil  45+46 91
5’-aaagcaagtactatgaccagc ez a tanulmény

MI70  A>SC Underhill etal, 2000 2, catatictgtgcattatacaaat ¢z a tanulmany 60 °C Nla 11 57420 77
5 —acacaacccacactgaaaaaga

M253  C>T Cinniogluetal, 2004 >, ‘ccatitagetgatetgtitc ez a tanulmany 58°C HincII 117434 151
5’-caaggactcattcaatgaaga

P37 T>C Karafetetal 2001 2 Scalagtgatagsgizgzatigy ez a tanulmdny 67°C  HpyCH4TI 95 29+66
5'-cctggeaaaggegggaatee

M26 G>A Underhill et al. 2000 >, gacagetgecttaccagtggt ¢z a tanulmany 59°C Aci 81429 110
5’-gaatttcataggccattcagtgttctceg

M201  G>T Underhill etal. 2001 2, tatgcattigtigagtatatgtcanat Onofri et al. 2006 55°C BbsI 129434 163
5’-tccaacactaagtacctattacgaaga ez a tanulmény

P15 C>T Hammeretal, 2000 2 cctcacatgaatagagecaa ¢z a tanulmany 50°C Milu I 41421 62
S'-actttcatctgecttcacge

M304  A>C Cinniogluetal. 2004 > ‘glaacasacagiaigiggga ez a tanulmany 56°C NmuC I 81 54427
5’-ataccaaaatatcaccagttg

M267  T>G Cinniogluetal 2004 >, talaccaagiciggatagegga ez a tanulmany 50°C Mnl I 71 41430
5’-cttccacacaaaatactgaacct

MI72  T>G Underhill etal, 2000 >, ctecctetcagtatcaacag ¢z a tanulmany 58°C Hinf I 91 68+23
5’-taataattgaagaccttttgagt

MI02  G>C Underhill etal, 2000 2, 2gataaaaticacatagtgea ¢z a tanulmdny 54°C NmuC I 106 24482

5’-tccttaatctctaggggt

n
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5. tablazat folytatds

Markerek IPrimerek RFLP
. . a . Annealing . vad derivalt

Név Mut. Referencia Szekvencia Referencia hémérséklet Enzim (bp) (bp)

M67 A>T Underhill et al. 2000 . -daaggctetatcticaagtacgtgtecta - Onofri et al. 2006 59°C Nde I 130 104426
5’-cacttgttcgtggacccctctacat ez a tanulméany

. 5’-ttggacttaaaggtggcttg ez a tanulmény o

M92 T>C Underhill eral. 2000 2, B8 eee B A 54°C HpyCH4IV 161 30+131

Tat T>C Zerjal et al. 1997 > -gactetgagiglagaciiglga Zerjal et al. 1997 56°C  HpyCH4IV 112 27+85
5’-gaaggtgccgtaaaagtgtgaa

MI73  ASC Underhill et al. 2000 . tlcttacaaticaagggcatitggaac ¢z & tanulmény 67°C Nla IV 98 25473
5’-gctgcagttttcccagatect Onofri et al. 2006

M17 G>-  Underhill etal. 1997 -, 2gagtitgtggttgetggtigtiacgeg ¢z a tanulmény 56°C Milu I 117 24492
5’-tgatgtagagacatctgaaacccac

M269  T>C Crucianietal, 2002 -, 88ggaaigatcagggtitgg €z & tanulmény 57°C ScrF I 88 27+61

5’-acttcttttgtgtgccttctgag

n

A target DNS szekvencidval nem komplementer nukleotidot aldhiztuk és félkovér betiivel jeloltiik.
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I11. 5. 4. Statisztikai analizis

Az E3b-M35 (E3b*, E3bl), G-M201, I-M170 (I*, I1a, [1b*), J1-M267, J2-M172
(J2%, J2el, J2f*, J2fl), N3-Tat, Rlal-M17 és az R1b3-M269 haplocsoportok
gyakorisagi értékei alapjan (18. dbra) az Arlequin szoftver 2. 000 (Schneider et al. 2000)
verzidjdnak alkalmazdsdval meghatdroztuk az 4ltalunk vizsgdlt magyar és székely
populdcié genetikai diverzitdsdnak mértékét (H) (Nei, 1987), valamint paronkénti
genetikai tavolsdgot (Fst) (Reynolds et al. 1983) szamoltunk a magyar és a székely
populdcid, illetve a Semino és munkatérsai altal analizalt (2000a) tovabbi 20 eurdpai
populdci6  kozott (vagyis minden egyes populdci6  gyakorisagi  értékeit
paronkénti genetikai tavolsag értékeket matrix formaban kaptuk meg, melynek adataibdl
tobbdimenziés skdlazdsi (Multidimensional Scaling - MDS) eljardssal 2 dimenzids
térben 4brazoltuk az egyes populédcidk kozotti tdvolsdgviszonyokat. Az MDS analizist

az SPSS szoftver 5.0 verziéjanak (SPSS, Inc.) felhasznaldsaval hajtottuk végre.

59



IV. Eredmények

IV. 1. A Tat polimorfizmus vizsgilata

A munkénk sordn 100 magyar, 97 székely €s 7 csontminta esetében hatdroztuk
meg a Tat marker allélikus dllapotét. A tipizalds sordn egy 112 bp hosszi DNS szakaszt
amplifikdltunk, mely a 28. poziciéban hordozza a Tat markert. A DNS fragmentum
HpyCH4 1V restrikcids enzimmel torténd kezelését (5. tablazat) kovetden hatdroztuk
meg a minta genotipusat. A HpyCH4 IV enzim a C allél jelenléte esetén hasit, egy 27
bp és egy 85 bp hosszu emésztési terméket ad.

Az Altalunk analizdlt modern magyar és székely férfiak koziil csupan egyetlen
székely férfi esetében mutattuk ki a Tat C allélt (1/197). A mutans C allélt hordozo
modern minta segitségével sikeriilt bedllitanunk ugy az emésztési reakcidt, hogy
ugyanolyan mennyiségli templédtok esetében egyszerre tobb (8) modern mintat tudtunk
egylitt emészteni ugy, hogy még biztonsdggal detektdlni tudtuk, ha a vad tipusd mintdk

kozott akar csak egyetlen, mutdns allélt hordoz6 minta is jelen volt (11. dbra).

112bp — S --
85bp —» .

11. abra Hasitasi kép HpyCH4 IV restrikcios enzimmel (C allél jelenléte esetén hasit)
végzett reakciot kovetden- a nyolcas mintacsoport esetében is latszik a 85 bp hosszu
hasitési termék

1. nyolcas mintacsoport; 2. hetes mintacsoport; 3. pBR322 DNS marker

A 7 sikeresen tipizalt (IX-)X. szdzadi csontminta koziil 2 esetben is igazoltuk a
mutans C allél jelenlétét (2/7), mig 5 leletnél a vad tipusi T allél el6forduldsat (6.
tablazat).
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minta Tat T/C allél lel6hely

B1/3c C Orménykiit (Békés megye)
13/1 C Szabadkigyds-Palliget (Békés)
13/7 T Szabadkigyds-Palliget (Békés)

378/B T Szarvas-Kakapuszta (Békés)

T2/41 T Mo6zs-Szarazdomb (Tolna)
14/B T Harta (Bacs-Kiskun)
48/B T Csekej-Szlovékia

6. tablazat A vizsgdlt mintak allélikus allapota és lelohelye

A specifikus Y-kromoszémalis analizis el6tt minden esetben sziikség volt a
megmaradt teljes toredékes genom random primerekkel torténd dusitdsdara. A
rendelkezésiinkre 4116 archaikus DNS mennyiségének felszaporitdsahoz az un. PEP
(Primer Extension Preamplification) mddszernek egy tovédbb fejlesztett valtozatat
(modified improved PEP - miPEP) alkalmaztuk. Az utébbi médszer 2 polimerdz enzim
elegyét haszndlja, melyek koziil az egyik 3’-5" exonukledz (mds néven proofreading)
aktivitassal rendelkezik. Ily médon lehetdvé teszi, hogy nagyobb hiliséggel torténjen a
templdt DNS atirasa.

A Tat polimorfizmust hordoz6é 112 bp-os DNS szakasz amplifikdcidjanak
sikerességét és a restrikcids emésztés eredményét részben az ALF rendszeren (12. dbra),
részben, a jobb megtartdsi mintdk esetében, a fragmentumok 8%-os poliakrilamid gélen

torténd elvalasztasaval és etidium-bromid festéssel ellendriztiik (13. abra).
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12. abra A Tat polimorfizmus archaikus DNS-en tortén6 PCR-RFLP vizsgdlata ALF
rendszer segitségével

A csicsok a Cy5 festékkel jelolt DNS fragmentumok fluoreszcencia intenzitdsat
reprezentdljdk (a PCR reverz primerét jeloltiik Cy5 festékkel). A PCR és a restrikcids
emésztés soran kapott termékek mérete az X tengely mentén olvashato le.

20. sav: ALFexpress Sizer 50-500 bp (100 bp-t61 450 bp-ig)

22, 26. sav: a 112 bp hosszi PCR termékek a 13/1 (22. sdv) és a T2/41 (26. sav)
csontminta esetén és a 100 bp és 150 bp hosszi belsé molekulaméret standardok

24, 28. sav: a HpyCH4 IV enzimmel végzett restrikcids hasitds eredménye: a 85 bp
hosszd emésztési termék jelenléte alapjan (24. sdv) a 13/1 minta hordozza a Tat C allélt,
mig a termék hidnya a 28. sdvban arra utal, hogy a T2/41 minta Y kromoszém4jan a T
allél fordul eld.

A 21, 23, 25, 27 és a 29. savokba nem futtattunk mintat annak érdekében, hogy
elkeriiljiik a mintak szomszédos sdvokbdl torténd szennyezddését.
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13. dbra A Tat polimorfizmus archaikus DNS-en torténd PCR-RFLP vizsgélata
8%-o0s poliakrilamid gélen és etidium-bromid festéssel

1. férfi pozitiv kontroll 9. B1/3c (Tat C allél)

2. pBR322 DNS marker 10. 14/B (Tat T allél)

3. B1/3c csontminta 11. pBR322 DNS marker

4-8. negativ kontrollok 12-13. férfi pozitiv kontroll (C)

14-15. férfi pozitiv kontroll (T)

A T2/41 csontminta esetében a PCR-RFLP vizsgélat eredményét az M9 és az
M45 SNP marker multiplex vizsgalatdval is sikeriilt megerdsiteniink. Az analizis sordn
a modern mintdkon sikerrel beéllitott multiplex PCR alkalmazisaval az M96, M89, M9
€s az M45 markerek koziil az M45 és az M9 markert hordozd, 2 rovidebb (a specifikus
fragmentumok hossza: 106 bp és 121 bp) DNS fragmentumot tudtuk amplifikdlni,
melyek koziil a legrovidebb, az M45 markert hordoz6 PRC termék (és ennek
megfeleléen a SNaPshot termék is) er0sebb jelet adott (14., 15. dbra). (A PCR termékek
a primerek kozos 5°-végi ZIP szekvencidi miatt rendre 43 nukleotiddal hosszabbak, igy
a DNS fragmentumok tényleges hossza: 149 bp (M45), 164 bp (M9)).
Vizsgdlataink hitelességét tdmasztja ala az amplifikicié hatékonysaga és az amplifikalt
termék hossza kozotti inverz kapcsolat, mely az archaikus DNS kédrosoddsanak,
degradicidjanak kovetkezménye (Pddbo et al. 2004, Handt et al. 1994). Az M89 és az
MO6 16kuszokat nem sikeriilt amplifikdlnunk, valdsziniileg a magasabb molekulaméret

tartomany miatt.
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pa—l
— 164bp (M9)
<“— 149 bp (M45)

14. dbra Az M9 és az M45 marker multiplex amplifikdldsa csontmintdn
A poliakrilamid gélelektroforézis a T2/41 csontminta esetében csak a legrovidebb, az
M45 markernek megfeleld fragmentum jelenlétét mutatta egyértelmiien.

1.n61 DNS kontroll 5.Csont B1/3¢
2.neg.kontroll (viztemplat) 6.Csont T2/41

3.extrakcids kontroll —Csont B1/3¢ 7.férfi pozitiv kontroll
4.extrakcios kontroll —Csont T2/41 8.pBR322 DNS marker

A kapilléris rendszeren torténd genotipus meghatdrozas ugyanakkor 2 jelet adott
(15. abra). E szerint az M9 markert tartalmazé DNS szakaszt is sikeriilt amplifikalnunk.
A tipizélés szerint mindkét marker esetében egy-egy C allél van jelen, mely a markerek
vad tipusét jeloli. A markerek hierarchikus szervezddésének (YCC 2002, Jobling és
Tyler-Smith 2003) megfelelden a csontmintabdl izolalt Y kromoszémén nem lehet jelen
a Tat C allél, hiszen akkor az M9 marker derivalt G alléljat kellett volna kimutatnunk.
(A Tat C alléllal rendelkezd Y kromoszomdk egy részhalmazét képezik azoknak az Y
kromoszémadknak, ahol jelen van az M9 marker derivélt G allélja, vagyis a Tat C allél

egy olyan genetikai héttéren jelent meg, ahol az M9 marker derivalt allélja volt jelen.)
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File Edit Analysis Category Table Views Macro Window Help

Genotyper 3.7

(B)(¥Y)[ 1--4-7-05-12-08 PM.fsa 12 Blue
1--4-7-05-12-08 PY. fsa 12 Green

1-—4-7-05-12-08 PM.fsa
I I I I I I A LR I I I I I I
5 10 15 I 25 3 3% 4 4 0 55 60 65 70
MA45
M9
M\

15. abra Az M9 és az M45 marker multiplex tipizdldsa a T2/41 csontminta esetében

A két csontminta esetében is detektdlt Tat C allél egyben eredményeink

hitelességét 1s igazolja, hiszen sem a Régészeti Intézet munkatarsai (régész,

antropoldgus), sem csoportunk férfi tagjai, akik kapcsolatba keriiltek a csontmintakkal,

nem hordozzak a Tat C mutaciét.

65



IV.2. A modern DNS mintak Y-kromoszomalis analizise

A ma él6 magyar és székely populdcioban, Osszesen 197 egyénnél, 22 Y-
kromoszomalis biallélikus markert vizsgaltunk meg (M96, M89, M9, M45, M35, M78,
M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172, M102, M67, M92, Tat,
M173, M17, M269). A vizsgédlatba bevont magyar férfiak (100 f6) Magyarorszag
kiilonboz6 teriiletein sziilettek, de a leginkdbb reprezentdlt régi6é az Alfold teriilete volt
(90/100). A székely mintak (97 £f6) Korondrdl, Erdély teriiletérdl szarmaznak (8. abra).
Minden minta esetében el0szor az M96, az M9, az M9 és az M45 SNP markereket
analizdltuk, melyek gyors és hatékony vizsgdlatihoz sikeriilt bedllitanunk egy két
1épésbal 4ll6 multiplex reakciot. Az archaikus DNS toredezettségét figyelembe véve az
elsé reakcid primereit ugy terveztilk meg, hogy a keletkez6 PCR termékek ne legyenek
hosszdak. Ily médon egy 106 bp (M45-6s marker esetén), egy 121 bp (M9), egy 137 bp
(M89) és egy 157 bp (M96) hosszusagu specifikus terméket kaptunk. Ezek a PCR
termékek ugyanakkor a primerek kozds 5°-végi ZIP szekvencidi miatt rendre 43
nukleotiddal hosszabbak és igy a DNS fragmentumok tényleges hossza: 149 bp, 164 bp,
180 bp, 200 bp (16. dbra). A poliakrilamid gélen a 164 bp és a 180 bp hosszui termék

kozel fut egymashoz, de egymastdl jol elkiilonithetoek.
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16. dbra Az M96, M89, M9 és az M45 SNP marker multiplex amplifikdlasa

1. negativ kontroll (viztemplat)

2. negativ kontroll (n6i DNS)

3,9. pBR322 DNS marker

4-8. ma €16 magyar és székely férfiak mintdi

A genotipus meghatdrozdsdhoz a SNaPshot technikat hasznéltuk, amely a
kapillaris gélelektroforézis rendszer alkalmazdsiaval egyiitt lehetové tette, hogy a 4
kiilonbozé marker esetében egyidejlileg, ugyanakkor egyértelmiien azonositsuk az

egyes markerek alléljeit (17. 4bra).
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17. dbra 2 magyar minta genotipusdnak meghatdrozdsa ABI Prism 310 Genetic
Analyzer rendszeren

A negativ kontroll futtatdsakor csak a molekulaméret standard (GeneScan-120 LIZ Size
Standard) narancs szinnel lathaté fragmentumai voltak jelen.

A 4 SNP marker tipizdldsa alapjan minden egyes modern mintat el tudtunk
helyezni a filogenetikai fa valamelyik nagyobb &agan, illetve tudtuk azt, a markerek
hierarchikus szervezddésének megfeleléen, hogy milyen tovdbbi markereket kell még
vizsgdlnunk a pontos kategorizalds érdekében. Osszesen tovabbi 18 marker (M35, M78,
M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172, M102, M67, M92, Tat,
M173, M17, M269) allélikus éllapotat hatdroztuk meg PCR-RFLP vizsgilattal (5.
tdblazat).

Annak érdekében, hogy a jovoben a fentebb felsorolt Y-kromoszomalis
markereket az archaikus mintdkon is vizsgdlni tudjuk, minden marker analiziséhez,
melyet a modern mintdkon tanulmdnyoztunk, olyan primerpdrokat terveztiink, vagy

valasztottunk az irodalombdl, melyek rovid (170 bp alatti) PCR terméket adnak. A
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markerek amplifikdlasahoz sziikséges PCR kortilményeket a modern mintdkon
optimalizaltuk, igy tulajdonképpen minden sziikséges 1épést megtettiink azért, hogy Osi
DNS-en is vizsgéljuk azokat.

A vizsgalt markerek segitségével a modern magyar és székely mintdkat az E, F*,
G, I, J, K*¥ N3, P* és az R1 Y-kromoszémalis haplocsoportokba soroltuk be (18. dbra).
A haplocsoportok meghatarozasanal €s ennek megfelelden a mintak kategorizalasanal a
Jobling és Tyler-Smith szerzék altal 2003-ban kozolt filogenetikai fat vettiik alapul (3.
abra). A 18. dbra a 3. dbran lathat6, 2003-ban kozolt filogenetikai fa egyszertisitett
véaltozatat mutatja, melyen szinte kizarélag a vizsgalt markerek genealdgidjat és az
altaluk meghatdrozott Y-kromoszémalis haplocsoportokat tiintettiik fel. 4 olyan marker
szerepel az egyszerlsitett dbran, melyek a 2003-ban kozolt filogenetikai fan nincsenek
jelolve. A C haplocsoportot meghataroz6 M130 marker a 2003-as fan szerepld
RPS4Y7;; markerrel azonos, ugyanazon marker két kiilonboz6 elnevezéssel szerepel az
irodalomban. Az M253, az M304 és az M267 SNP markereket Cinnioglu és
munkacsoportja 2004-ben kozolte. Az Ila klasztert jellemz6 M253 marker
filogenetikailag egyenértékii a 2003-ban kozolt fan szerepld, ugyanazon haplocsoportot
meghatdroz6 P30 markerrel. Az M304 marker a 2003-as fan jelolt 1212 markerrel egyiitt
a J haplocsoportot hatdrozza meg. A J1 haplocsoportot mar nem a 2003-as filogenetikai
fan jelolt M62 polimorfizmus, hanem a 2004-ben felfedezett M267 marker hatdrozza
meg (Cinnioglu et al. 2004) (az M62 marker a J1 haplocsoport egyik szubklaszterét
jeloli).
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MI30 [y VAP g 1 ] 89 K
MI74 Mos M201 ML170 M304 M9
M35 E3b Pls | N P
M78 M253 P M7 MIT2 LLY22g M4s R
M26 MI02  M67 Tat M[3 R1
M|92 MI7 - M269
populdci6 (m) | E3b* E3bl G2 Ila I* Ib* 1 2% Jel  Jaf* J2fl  F* N3 K*  P* Rlal RIb3

mi?iéf’k 10 | 90 | 30 [ 80 | 30 |130 | 30 | 80 [ 40 | 1.0 | 00 | 1,0 [ 00 | 1.0 | 00 | 300 | 150

székelyek (97)| 1,0 82 52 1165 | 0,0 52 1103 | 3,1 72 0,0 1,0 0,0 1,0 | 0,0 31 | 18,6 | 19,6

18. abra A vizsgélt Y-kromoszémalis haplocsoportok genealdgidja és el6forduldsi
gyakorisdga (%) a magyar €s a székely populaciéban

A dolt betlivel feltiintetett markereket nem tipizéltuk, de az allélikus &llapotukra
kovetkeztetni lehet a YCC 2003-as filogenetikai fa alapjan (Jobling és Tyler-Smith
2003).

A megfigyelt haplocsoportok altaldnosan jellemzik a kiilonbozd eurdpai
populdciokat, egyetlen kivételt képez ez al6l a székely populdciéban felbukkand P-
M45%(xM173) klaszter (3,1%), mely Kozép-Azsidban gyakori és csak nagyon ritkdn
fordul el6 Eur6paban (Wells et al. 2001).

Mindkét vizsgalt populdcioban az M 173 marker derivélt C allélja altal jellemzett
R1 haplocsoport fordul eld a legnagyobb gyakorisdggal (magyarok: 45%, székelyek: 38,
2%). Ez a marker koriilbeliil 30 000 évvel ezel6tt, a felso paleolitikum idején terjedt el
Eurépdban Kozép-Azsia irdnyabél (Semino et al. 2000a, Underhill et al. 2001, Wells et
al. 2001). A mai eurépai férfiak koriilbeliil 50%-anak Y kromoszémdjan van jelen ez az
SNP marker (Semino et al. 2000a). Az irodalom szerint (Cruciani et al. 2002) a
markerrel rendelkez6 eurdpai férfiak alapvetdéen 2 szubklad valamelyikébe sorolhatdk
be. Az egyik az M17 marker 4dltal jellemzett Rlal haplocsoport, a masik az M269
mutacid dltal meghatdrozott R1b3 klaszter.

Az Rlal-M17 haplocsoport a magyar populdcioban kozel kétszer olyan gyakran
fordul eld, mint a székely mintdban (30,0% vs. 18,6%), ugyanakkor a magyar Y
kromoszomaknak csak 15%-a sorolhaté be az RIb3-M269 leszdrmazési vonalba. A
szé€kelyeknél a két haplocsoport gyakorisdga kozel egyenld (Rlal-M17: 18,6%, RI1b3-
M269: 19,6%).
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A P-M45%(xM173) haplocsoport jelenléte a székely populdcidban meglepd,
mivel ez a klad szinte egydltalan nem fordul el6 Eurépdban (Semino et al. 2000a, Wells
et al. 2001).

A masodik leggyakoribb haplocsoport mindkét tipizalt populdcidéban az I-M170
klaszter, a magyar populédcié 24%-4t, a szé€kely populdcid 21,7%-ét jellemzi. Bar ez a
haplocsoport széles korben elterjedt egész Eurdpdban, gyakorlatilag mashol nem fordul
eld. A haplocsoportot meghatarozé M 170 mutacié valdsziniileg Eurépaban alakult ki az
utolsé jégkorszak leghidegebb iddszakat (LGM) megeldzden, koriilbeliil 22 000 éve
(Semino et al. 2000a). A fébb szubkladjai koziil az 11a-M253 Eszak-Eurépaban fordul
eld a leggyakrabban, mig az 11b-P37 Kelet-Europaban és a Balkdnon elterjedt (Rootsi et
al. 2004). Ez a két leszarmazdsi vonal ellentétes megoszldsi mintdzatot mutat a 2
vizsgalt népcsoportban. Mig a székely Y kromoszomak 16,5%-a sorolhaté be az Ila-
M253 haplocsoportba, addig a magyar populdciéban ez a klaszter csak 8%-o0s
gyakorisaggal fordul eld. Az I1b-P37 haplocsoport a magyar mintdk 13%-at jellemzi, a
székely populdciéban azonban csak 5,2%-o0s gyakorisdgot mutat.

A jelen vizsgélatban az irodalmi adatokhoz képest a J (12f2/M304) haplocsoport
meglepden gyakori eloforduldsat tapasztaltuk a magyar (16%) és a székely (21,6%)
populdcidban. A J-12f2 (M304) klaszter az E3b-M35 és a G-M201 haplocsoportokkal
egyiitt a neolitikum idején terjedt el eldszor Eurépaban a Kozel-Kelet irdnydbol
(Semino et al. 2000a). El6fordulasi gyakorisdguk a Kozel-Kelet feldl Eurépa irdnydba
csokken. Eurépaban a mediterrdn partvidék mentén fordulnak eld szdmottevd
gyakorisdggal (Semino et al. 2000a, 2004).

A fentebb emlitett haplocsoportokon kiviil 5%-nédl nagyobb gyakorisiaggal van
jelen a magyar és a székely populdciéban az E3b-M35 klaszter (magyarok: 10%,
székelyek: 9,2%), valamint a székely populdcidoban a G2-P15 haplocsoport (5,2%). Az
M35 marker altal meghatarozott E3b kladba tartozé Y kromoszomék tobbsége (89%;
90%) az M78 marker éltal jellemzett E3b1 szubklaszterbe sorolhato.
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IV. 3. A modern mintak Y-kromoszomalis adatainak statisztikai vizsgalata

A modern mintdk vizsgalatdval kapott eredményeinket statisztikai alapon is
kiértékeltiik. Az E3b-M35, G-M201, I-M170, J1-M267, J2-M172, N3-Tat, Rlal-M17
€s az R1b3-M269 haplocsoportok gyakorisdgi értékei alapjan meghataroztuk az altalunk
vizsgdlt magyar és székely populdcié genetikai diverzitdsdnak mértékét (Nei-féle
géndiverzitds (H)), valamint paronkénti genetikai tdvolsdgot (paronkénti Fst (fixacios
index) értékek) szamoltunk a magyar €s a székely populécid, illetve tovabbi 20 eurdpai
populéci6 kozott.

A genetikai tdvolsag értéke 0 és 1 kozé es6 szam. A 0-hoz kozel esd értékek
alacsony szinti differencidltsdgot tiikkroznek a vizsgalt egységek kozott, mig az 1-hez
kozeli értékek a genetikai differencidltsig magas szintjét mutatjdk. Ha értéke 0,05-nél
kisebb, a differencialtsagot csekély mértékiinek itélhetjiik, ekkor a vizsgalt populaciok
kozott nincs szignifikdns kiilonbség. Minél nagyobb a genetikai tavolsag értéke, anndl
,tavolabbi rokonok™ a vizsgalt populdciok, anndl régebben valtak el a fejlodés soran.

A péaronkénti genetikai tavolsag értékek (Fst) szerint a magyar és a székely
populécié kozeli rokonsdgban all egymassal (Fst<0,05; Fst=0,00348), valamint mas
kozép-eurdpai (pl. cseh és szlovak) €s balkani populdciokkal (7. tdblazat, 19. dbra). A
populéciok kozotti tdvolsdgviszonyokat Multidimensional Scaling analizist haszndlva
egy 2 dimenzids térben abrazoltuk, ahol az egyes populdcidknak megfelelé pontok
kozotti linedris tdvolsag egyenesen aranyos a populdciok kozotti genetikai tdvolsaggal.
A populicién beliili diverzitdsi értékek (H) alapjdn az éltalunk vizsgédlt magyar és
sz€kely populacid genetikailag heterogén Osszetételli (magyarok H=0,8089, székelyek
H=0,8533).
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MAGYAR | SZEKELY
székely 0,00348 0,00000
makedon -0,02375 -0,00178
horvat 0,02161 0,04260
cseh és szlovak 0,02206 0,01622
alban 0,02714 0,01152
ukran 0,04514 0,09266
lengyel 0,04727 0,09274
gorog 0,04821 0,02836
magyar_Semino 0,06189 0,10830
udmurt 0,07366 0,08250
torok 0,08853 0,07070
német 0,09492 0,05992
kalabriai 0,09856 0,04930
francia 0,11197 0,06300
griz 0,12494 0,09795
szami 0,13803 0,12275
olasz 0,17406 0,12687
andaliz 0,20057 0,14650
holland 0,20148 0,15481
katalan 0,26739 0,21399
mari 0,29971 0,27993

7. tédblazat A magyar és a székely populdcié tovdbbi 20 eurdpai populdcidhoz
viszonyitott genetikai (Fst) tdvolsag értékei

A sziirke szinnel kiemelt értékek 0,05-nél kisebbek, ennek megfeleléen a kérdéses
populaciok kozott nincs szignifikans kiilonbség.
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19. dbra 2 dimenziés MDS grafikon az altalunk vizsgalt magyar és székely populdcio,
valamint a Semino és munkatarsai altal (2000a) tipizalt tovabbi 20 eurdpai populacid
paronkénti (Fst) genetikai tavolsag értékei alapjan
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V. DiszKkusszio
V. 1. A Tat polimorfizmus vizsgalata

A Tat polimorfizmus egy olyan T>C pontmuticié az Y kromoszoma RBF5
I6kuszan (Zerjal et al. 1997), mely kiilonods érdeklddésre tart szdmot a finnugor nyelvii
populéciok vizsgélatakor. A Tat C allél az N3 haplocsoportot hatirozza meg, amely
széles korben elterjedt Eurdpa északi €s keleti teriiletein, ugyanakkor gyakorlatilag nem
fordul elé a kontinens nyugati és déli részein é16 populdcidkban. Azsidban az északi
teriileteken €16 népcsoportokban fordul el6 szamottevd gyakorisaggal (Zerjal et al.
1997, Rootsi et al. 2000, Rosser et al. 2000, Semino et al. 2000a, Zerjal et al. 2001,
Tambets et al. 2004). Az irodalom alapjan ez az Y-kromoszémalis leszarmazasi vonal
jelen van a legtobb urali nyelvii populdcidban, koztiik a magyar nép legkdzelebbi nyelvi
rokonaindl is (Rédei 2005), a vogul és az osztjdk népcsoportban, ugyanakkor nem
jellemzi a modern magyar populdcidkat, ezen beliil a csdngd és a paléc népcsoportot
sem (Lahermo et al. 1999, Rootsi et al. 2000, Semino 2000b, Tambets et al. 2001,
2004).

Az irodalomban sokféle magyardzat sziiletett arra vonatkozdan, hogy vajon
miért nincs jelen a Tat C allél az urdli nyelvii modern magyar populédciéban (Rootsi et
al. 2000, Semino et al. 2000b). Az egyik felvetés szerint a vogulok és az osztjdkok,
valamint tobb mads szibériai populdcié azutin tettek szert erre az Y-kromoszOomaélis
leszdrmazdsi vonalra, amikor a magyarok Osei mar maguk mogott hagytdk a szibériai
erdoséget és elindultak az eurdzsiai sztyeppe felé. Egy madsik lehetdség, hogy a
magyarok és a szibériai ugor nyelvii populdciok csak nyelviikben rokonok, genetikailag
mindig is eltértek egymastdl. Egy harmadik lehet0ség szerint jelen volt a Tat C allél az
dsi magyar populédcié génkészletében, majd a vandorldsok sordn, vagy a letelepedést
kovetden veszett el a genetikai sodrédas kovetkeztében.

Ezen megfigyelések alapjan felvetddik a kérdés, hogy vajon a 9. szdzad végén a
Kérpat-medencében letelepiilt (Kovacs 2005, Langd 2005) és urdli nyelvet beszélo
honfoglalas kori populacidban jelen volt-e a Tat C allél vagy sem.

Ennek a kérdésnek a tisztdzasdhoz (IX-) X. szdzadi mintdkon vizsgdltuk a Tat marker
allélikus allapotat. A vizsgalt leletek 6 kiilonb6zd, a Karpat-medence teriiletén fekvo
leldhelyrdl szarmaznak. A sikeres és szennyezOdéstdl mentes mitokondridlis DNS

amplifikdciét kovetéen probaltunk meg Y-kromoszomalis DNS-t kinyerni a
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csontmintdkbdl. A specifikus Y-kromoszémalis analizis el6tt minden esetben sziikség
volt a megmaradt teljes toredékes genom random primerekkel torténd dusitdsdra. A 7
sikeresen tipizalt 9-10. szdzadi csontminta koziil 2 esetben igazoltuk a mutans C allél
jelenlétét, mig 5 leletnél a vad tipusu T allél eléforduldsat. A Tat mutéaciét hordozé 2 X.
szdzadi minta egy régiobol, Békés megyébdl szarmazik. A 13/1 minta a szabadkigyds-
palligeti, a B1/3c lelet az 6rménykuti temetd leletanyagat képezi. Mindkét lelet mellett
klasszikus, gazdag mellékletanyagot tartak fel az dsatds soran (13/1 minta: 16, kengyel,
szablya, karperec; B1/3c minta: 16, kengyel, tegez). A T2/41 csontminta esetében kapott
eredményt, mely szerint a vad tipusu Tat T allél van jelen a mintdban, sikeriilt
megerdsiteniink az M9 marker vad tipusu C alléljanak tipizalasaval (YCC 2002, Jobling
€s Tyler-Smith 2003). A tény, hogy 7 csontminta koziil kettd is hordozza a Tat C allélt,
tobb mint érdekes, tekintve, hogy a 197 modern minta koziil csak egyetlen székely férfi
Y kromoszomdjan detektaltuk az allél jelenlétét.

A Tat mutdci6 ritka el6fordulédsa az édltalunk tanulméanyozott modern magyar
€s székely populdciéban Osszhangban van a Kkordbbi vizsgdlatok eredményeivel
(Lahermo et al. 1999, Rootsi et al. 2000, Rosser et al. 2000, Semino et al. 2000a, 2000b,
Tambets et al. 2004) és tovéabbi adatot szolgdltat ahhoz a felismeréshez, miszerint a Tat
C allél gyakorlatilag hidnyzik a modern magyarul beszél6 populacidkbol.

A Tat mutacié altal meghatarozott N3 leszarmazdsi vonal eléforduldsa a
székely csoportban taldn valamilyen multbeli esemény genetikai hatdsat tiikrozi.
Természetesen néhdny vizsgdlt minta €s egy marker alapjdn nem vonhatunk Ie
messzemend kovetkeztetéseket, mégis elmondhatd, hogy a Tat mutécid jelenléte az Osi
magyar populdciéban utalhat keveredésre vagy kozos apai dgi felmendre mds urali
nyelvi populdcidkkal.

Az eredményeink szerint a Tat C allél jelen volt a honfoglalds kori populdcioban, illetve
a Tat polimorfizmus egy megfelel6 marker az 6si magyar populacié Y-kromoszémaélis
genetikai Osszetételének analiziséhez. A C allél jelenléte egyben aldtdmasztja
eredményeink hitelességét is, hiszen sem a Régészeti Intézet munkatirsai (régész,
antropolégus), sem csoportunk férfi tagjai, akik kapcsolatba keriiltek a csontmintakkal,
nem hordozzak ezt a mutaciot.

A jovoben szeretnénk megvizsgalni, hogy a mutécié lokélis jelenlétii-e, vagy eléfordul
mds X-XI. szdzadi temet6bdl szarmazd csontleletek Y kromoszomdjan is. Arra a

kérdésre is szeretnénk vélaszt kapni, hogy mikor keriilt a Karpat-medencébe ez a
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mutdcié. Eppen ezért olyan temeték leletanyagdnak tanulmédnyozdsdba kezdtiink,
melyek haszndlatdban megfigyelhetd a torténeti kontinuités. Ilyen temetd pl. a csekeji
leléhely, ahova a 9. szdzadtdl a 11. szazadig temetkeztek. Ezt a temetot az elképzelések
szerint olyan szldv népesség haszndlta, melyre hatdssal volt a X. szdzadi honfoglalés
kori magyar kultira. A szarvas-kdkapusztai temetdt olyan alapnépesség haszndlta
elsOsorban a 9. szdzadban (de 2 sir a 10. szdzadra datdlhat6), melynek emlékanyaga nem
kapcsolédik a X. szdzadi honfoglalé magyarokra jellemzé kultirdhoz. Eddigi
vizsgalataink soran mindkét temetobdl 1-1 leletet vizsgaltunk meg (48/B minta -Csekej,
378/B minta -Szarvas-Kdkapuszta), egyikiik sem hordozza a Tat mutaciét. A 378/B lelet
sirjat tartjdk a szarvasi-kdkapusztai temetd egyik X. szdzadi sirjdnak. A csekeji 48/B
lelet a IX., illetve a X. szdzadbdl is szarmazhat; a leletanyag alapjan nem egyértelmi a

sir pontos kora.

V. 2. A ma él6 magyar és székely populacié Y-kromoszéomalis genetikai

osszetételének vizsgalata

A ma €él0 magyar és székely populdcioban, Osszesen 197 egyénnél, 22 Y
kromoszémalis biallélikus markert vizsgdltunk meg (18. dbra). A megfigyelt
haplocsoportok 4ltaldnosan jellemzik a kiilonb6z0 eurdpai populédcidkat, egyetlen
kivételt képez ez aldl a székely populdcidban felbukkané P-M45%(xM173) klaszter
(3,1%), mely Kozép-Azsidban gyakori és csak nagyon ritkdn fordul eld Eurépdban
(Wells et al. 2001).

Az Rlal-M17 haplocsoport a leggyakoribb Y-kromoszémadlis klaszter a
vizsgalt magyar populdcioban (30%), mig a székelyek esetében 18,6%-0s gyakorisaggal
van jelen.

Az MI17 marker kordt 10-15000 évben hatdroztdk meg, valdsziniileg az utolsé
jégkorszak idején az ukrajnai refigiumban alakult ki. A haplocsoport gyakori (30-60%)
Kelet-Eurépdban, Kozép-Azsidban és Eszaknyugat-Indidban (Semino et al. 2000a,
Wells et al 2001, 2003, Passarino et al. 2001, Kivisild et al. 2003). Eurépaban a klaszter
gyakorisdga és variancidja nyugat feldl keleti irdnyba nd, a legmagasabb értékeket a
finnugor és a szlav nyelvii populdcidkban veszi fel (PeriCi¢ et al. 2005 és az ott idézett

referencidk). Az irodalmi adatok szerint a haplocsoport elterjedésében legaldbb hiarom
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jelentds géndramldsi esemény jatszott szerepet: 1. Eurdpa rekolonizdcidja az utolséd
jégkorszak leghidegebb idOszakat (LGM) kovetden a mai Ukrajna teriiletén 1€vo
refigiumbdl (Semino et al. 2000a), ahol valdésziniileg ez a muticié kialakult; 2.
vandorlasok az északi Pontus-vidék teriiletérol Kr. e. 3000 és 1000 kozott; 3. a szlav
migricié Kr. u. 5-7. szdzad kozott (Brather 2001, Fusek 2005) kozott (Pericic et al.
2005, Brather 2001, Fusek 2004).

Az Rlal-M17 haplocsoport eldforduldsi gyakorisidga a vizsgédlt magyar
(30%) és székely (18,6%) populdcioban a szomszédos teriileteken €16 (példaul: csehek
€s szlovakok, Horvétorszdg szarazfoldi részén €16 horvatok, bosnydkok, romdnok,
szerbek), illetve néhany urdli nyelvli populacié (példaul: észtek, komik, mordvinok)
a benne feltiintetett referenciak) hasonlo.

Az RIb3-M269 haplocsoport az Rlal-M17 klaszterrel ellentétben Nyugat-
Eurépaban fordul eld a legnagyobb gyakorisdggal (40-80%). Variancidja a legmagasabb
értékeket Nyugat-Eurépdban és Kis-Azsidban veszi fel (Semino et al. 2000a, Peri¢i¢ et
al. 2005). Az irodalom szerint a haplocsoport elterjedési mintdzata az eurépai kontinens
Ibéria, illetve Kis-Azsia teriiletérdl valé benépesitését tiikrozi a felsé paleolitikum és a
holocén idején (Cinnioglu et al. 2004).

Az altalunk vizsgdlt magyar férfiak 15%-a, a székely férfiak 19,6%-a tartozik
ebbe a klaszterbe. A haplocsoport hasonlé gyakorisdggal van jelen néhdny szlav
(Horvatorszag szarazfoldi részén €16 horvatok, szlovének, lengyelek, bolgarok) és egyes
urdli (komik, osztjdkok, mordvinok) nyelvii, valamint a romén €s a torok populdcidban
(Tambets et al. 2004, PeriCi¢ et al. 2005).

A kozép-dzsiai P-M45*%(xM173) haplocsoport jelenléte a székely mintdban
szokatlan, mivel ez a klaszter szinte egyaltalan nem fordul el Eurépdban (Wells et al.
2001). A haplocsoport eloforduldsa valdszinlileg némi dzsiai genetikai hatdst tiikkroz,
mely a székely populaci6 génkészletét akar az Erdélyben valo letelepedés elott akar azt
kovetden érhette.

Az I-M170 haplocsoport az egyetlen olyan Y-kromoszomadlis klaszter, amely
szinte kizarolag csak az eurdpai kontinensen van jelen (Semino et al. 2000a, Rootsi et
al. 2004). Mivel ez a kldd gyakorlatilag mas teriileteken nem fordul eld, igy a Kozel-

Keleten sem, feltételezhetd, hogy a haplocsoportot meghatiroz6 M170 marker
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Eurépaban alakult ki az utolsé jégkorszak leghidegebb idészakat (LGM) megel6zden
(Semino et al. 2000a).
Semino és munkacsoportja (2000a), illetve Bara¢ és munkatarsai (2003) feltevése
szerint a Balkan északi része az LGM ideje alatt refiagiumként szolgalhatott és az M170
marker altal meghatdrozott leszdrmazasi vonalnak menedéket nyujthatott. Rootsi €és
munkatarsai (2004) szerint a fobb szubklddok, az Ila, az Ilb és az Ilc a felso
paleolitikum/mezolitikum peridédusban valtak el az I* leszdrmazasi vonaltdl. Az Ila-
M253 szubkldd Eszak-Eurépdban gyakori, Skandindvidban az I haplocsoportba tartozé
Y kromoszémak 88-100 %-a ebbe a szubklddba sorolhatd, majd gyakorisdga gyorsan
csokken mind a Kelet-eurdpai-siksdg, mind pedig az atlanti peremteriilet felé. A
mikoszatellita diverzitds alapjan az Ila és a kevésbé gyakori Ilc szubklddok korai
szétterjedése a franko-kantdbriai refigiumbdl torténhetett. Az I1b-P37 leszarmazési
vonal az I haplocsoport leggyakoribb szubklddja Kelet-Eur6pdban és a Balkdnon
(Rootsi et al. 2004). Perici¢ és munkatarsai (2005) szerint az [1b* (xM26) leszarmazasi
vonalak Délkelet-Eur6pabol terjedhettek el Kozép-, Kelet- és Dél-Eurépa felé
valészintileg a Younger Dryas holocén dtmenet €s a korai neolitikum kozotti
idészakban. (A Younger Dryas stadidlis (rovidebb iddtartamu lehiilés) 12 800 évvel
ezelott kezdodott és 11 600 évvel ezelott végzodott.) Kozép- €s Kelet-Eurdpédban az I1a
€s az I1b szubklddok 4tfedd gyakorisdagi gradienst mutatnak (Rootsi et al. 2004).

Vizsgalatunkban az I haplocsoport kozel azonos gyakorisdggal fordul eld a
magyar (24%) és a székely (21,7%) populaciéban. Ugyanakkor az I1a-M253 és az
[1b*(xM26) szubkldd ellentétes megoszldsi mintdzatot mutat a két tipizalt
népcsoportban. Mig ugyanis az Ilb szubkldd el6forduldsi gyakorisdga tobb mint
kétszeres a magyar férfiak esetében (13%) a székely mintdhoz (5,2%) viszonyitva,
addig az Ila kétszeres gyakorisdggal fordul el6 a székely populaciéban (16,5%) a
magyar csoporthoz (8%) képest. A megfigyelt gyakorisagi értékek a Kozép- és Kelet-
Eurépéban jellemz6 értéktartomdnyon beliil vannak (Rootsi et al. 2004, Perici¢ et al.
2005). Elképzelhetd, hogy az Ila, illetve a fentebb emlitett R1b3 haplocsoport
magasabb gyakorisdga a székely populédcidban, legalabb is részben, a 12. szdzadtdl
Erdély teriiletére betelepiild germdn eredeti szdszok (Makkai 1990, Kristé 2002)
genetikai hatdsét tiikkrozi.

A J, az E és a G haplocsoportok eurdpai elterjedését a neolitikum sordn a Kozel-

Keletrdl érkezd folmiiveldé népek expanzidjdhoz kototték (Semino et al. 2000a,
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Underhill et al. 2000). A J és az E haplocsoport ujabb filogeografiai analizisének
eredményei azt mutatjdk, hogy a neolitikum sordn és azt kovetéen még szdmos
migracids esemény jarult hozzd ezeknek a leszdrmazasi vonalaknak az elterjedéséhez
(Cruciani et al. 2004, Di Giacomo et al. 2004, Semino et al. 2004).

A jelen vizsgdalatban az irodalmi adatokhoz képest a J haplocsoport meglepden
gyakori el6forduldsat tapasztaltuk a magyar (16%) €s a székely (21,6%) populédciéban.

A J klaszter, melyet a 12f2 polimorfizmus, illetve az azzal filogenetikailag
egyenértékii M304 marker (Cinnioglu et al. 2004) jellemez, a Kozel-Keleten alakult ki
(Semino et al. 2004). Gyakorisdga a Kozel-Kelet irdnydbol Eurdpa felé csokken.
Eurépéban a déli-délkeleti (a mediterrdn teriiletek kozépso régidjaig) teriileteken fordul
eld nagyobb gyakorisdggal (>20%). Az irodalmi adatok szerint ez a haplocsoport ritkdn
fordul el a Balkan északi részén, illetve Kozép-Eurépaban (Di Giacomo et al. 2004 és
az ott feltiintetett referencidk). A J haplocsoporton beliil két nagyobb kladot
kiilonboztethetiink meg, ezek a J1-M267 és a J2-M172 (Cinnioglu et al. 2004).

A JI-M267 kldd nagy gyakorisiggal van jelen a Kozel-Keleten, Eszak-
Afrikdban és Etidpidban (10-30%), mig Eurépaban ritkdn fordul el6 (0-6%).
Elterjedésében fontos szerepet tulajdonitanak a fOként a 7. szdzadtdl torténd arab
diffiziénak (Nebel et al. 2002, Semino et al. 2004).

A J1-M267 leszarmazdsi vonal 3%-os gyakorisdggal fordul el6 a magyar
értéktartomanyba (0-6%) (Semino et al. 2000a, 2004, Di Giacomo et al. 2004),
ugyanakkor a székelyeknél detektdlt 10,3% -os gyakorisdg érték ennél szamottevOen
magasabb.

A J2-M172 haplocsoport sokkal elterjedtebb Eurépaban, mint a J1-M267 klad.
Szubkladjai koziil a J2e-M12 és a J2f-M67, valamint az elébbiek szarmazékai
Eurépaban és Azsidban is jelen vannak (Semino et al. 2004). A J2e-M12 klasztert szinte
teljes mértékben a J2el-M102 szubklaszter reprezentdlja, amely a legnagyobb
gyakorisdggal a Balkdn déli részén és Eszakkozép Olaszorszdgban fordul eld.
Val6szintileg a Balkdn déli részérdl terjedt el Eurdpa tobbi teriiletére (Semino et al.
2004).

A J2f-M67* klad széles korben elterjedt, a Kaukdzus teriiletén €16 populdcidkban fordul
eld a leggyakrabban. A J2f1-M92 klaszter Anatélia és Dél-Olaszorszag kozott jelez

rokoni kapcsolatot; els6sorban a mediterran teriiletek északi részén van jelen,
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Torokorszagtdl nyugatra (Di Giacomo et al. 2004, Semino et al. 2004). A J2{-M67* és a
J2f1-M92 leszdrmazdsi vonalak a Boszporuszon keresztiil érkezhettek Anat6lidbol
Eurdépaba, valamint a tengerjard neolitikus populdciok révén, melyek talan elérték DéEl-
Olaszorszagot (Semino et al. 2004).

A J2-M172* leszarmazési vonal csokkend gyakorisdgi gradienst mutat a Kozel-Kelet
felol Nyugat-Eurdpa irdnydba. Habér a kontinentalis Eur6pédban és Indidban a legtobb
M172 markert hordoz6é Y kromoszéma a J2-M172* klaszterbe sorolhatd, rokonsiaguk
mértéke és kozos torténetiik eziddig bizonytalan maradt (Semino et al. 2004).

Az irodalom alapjan (Semino et al. 2004) a J2-M172 (xM12) haplocsoport megoszlasi
mintdzata a klaszter levantei/anatdliai folyosén keresztiil torténd eurdpai elterjedését
mutatja.

Semino és munkatarsai (2004), valamint Di Giacomo és munkacsoportja (2004) szerint
Eurépaban a J haplocsoporton beliil megfigyelhetd diverzitds valdsziniileg Torokorszag
és az Egeikum teriiletére vezethet6 vissza.

Vizsgdlatainkban a J2-M172 szubklddok koziil a J2e1-M102 nagyobb

gyakorisdgot mutat a székely populacidéban (7,2%, a magyarokndl 4%), mig a J2-M172*
Y kromoszémak gyakoribb eloforduldst mutatnak a magyar populédcidéban (8%,
szé€kelyeknél 3,1%). A J2f-M67* szubklddba egy magyar, a J2f1-M92 szubklaszterbe
egy székely férfi mintdjat tudtuk besorolni.
A J2-M172 haplocsoport teljes gyakorisdga a vizsgalt magyar (13%) és székely (11,3%)
populdcioban nagysagrendjében hasonld a csehek és szlovdkok (Semino et al. 2000a),
illetve a romdnok, bolgirok (Di Giacomo et al. 2004) és az ukrdnok (Semino et al.
2004) esetében tapasztalt értékekhez.

A korabbi vizsgdlatok (Rosser et al. 2000, Semino et al. 2000 a,b, 2004) azt
mutattdk, hogy a J haplocsoport ritkan (2-3%) fordul elé6 a magyar nyelvi
populdcidkban, habdr a Rootsi és munkatérsai (2000) altal tipizélt magyar csoportban
14%-0s gyakorisdggal volt jelen. Valdszinlileg a mintavételben valo -eltérés
eredményezte, hogy az altalunk nyert gyakorisdgi adatok eltérnek a korabbi irodalmi
értékektdl. Az Altalunk vizsgdlt magyar mintdk Magyarorszag kiilonbozé teriileteirdl
szarmaznak, de a leginkdbb reprezentalt régi6 az Alfold teriilete volt (100 vizsgélt
férfibol 90 sziiletési helye az Alfoldon taldlhatd). Ugyanakkor Semino és munkatarsai
(2000a) Budapestrol, Egerbdl és Matraderecskérdl gytijtottek mintdkat; Semino

professzor leirdsa szerint elsdsorban palécokat vizsgéltak.
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A J haplocsoport nagyobb gyakorisdga az éltalunk vizsgilt populdcidkban
(magyarok:16%, székelyek: 21,6%) egyrészt utalhat anatdliai, illetve dél-balkani
genetikai hatdsra, ugyanakkor, foként a székely népcsoport esetében, genetikai sodrodas
kovetkezménye is lehet, hiszen a székelyek zart kozossége politikai okok miatt sokdig
fennmaradt (Makkai 1990, Kristé 2002).

Mis részrdl kiilonbozd torténelmi események is hozzdjarulhattak a J haplocsoport
magasabb gyakorisdgdhoz. Ilyen esemény lehetett példdul az Ottomdn Birodalom
terjeszkedése, illetve ennek hatdsdra a balkdni régiobol Magyarorszag teriiletére
menekiild népek letelepedése (Pallfy 2000).

Elképzelhetd, hogy az Osi magyar populdcionak is szerepe lehetett a J haplocsoport
Karpat-medencében val6 elterjesztésében. A mitokondridlis DNS vizsgalataink szerint
(Tomory et al. 2007) mindazok a populaciok, melyek kapcsolatba keriiltek az urali
régiobol a Kdérpat-medence teriiletére vandorlé korai magyar népcsoporttal, nyomot
hagytak azok génkészletében. Az Osi magyar és a modern eurdzsiai populaciok mtDNS
varidcidinak statisztikai analizise azt mutatta, hogy az 6si magyar populacié a legkisebb
genetikai tdvolsdgra helyezkedik el nemcsak néhdny kozép-dzsiai és eurdpai
népcsoporttél, hanem néhdny kozel-keleti populdciotdl (szir, palesztin, torok) is. A
Kozel-Kelet teriiletén a J haplocsoport nagy gyakorisdggal van jelen (Semino et al.
2000a, 2004, Cinnioglu et al. 2004, Di Giacomo et al. 2004, Flores et al. 2005).
Ugyanakkor annak a lehetdsége, hogy a J klaszter jelen volt az 6si magyar populaciéban
és detektdlhaté nyomot hagyott a modern magyar és székely apai agi génkészletben
természetesen tovabbi vizsgdlatokat igényel. Az analizis jelen 4llapotdban mas
magyardzatok, mint a genetikai sodrédds, vagy egy ujabb keleti géndramlas,
valészintiibbnek/elfogadhatébbnak tiinnek.

Az Altalunk vizsgdlt, illetve a Semino és munkatdrsai altal tipizalt (2000a)
populdcidk adataibdl nyert genetikai tdvolsidg értékeket tobbdimenzids skaldzasi
(Multidimensional Scaling) eljarassal kétdimenzids térben dabrazoltuk. Az MDS
grafikonon (19. dbra) az egyes populdcidknak megfeleld pontok kozotti linearis tavolsag
egyenesen aranyos a populdcidok kozotti genetikai tdvolsdggal. A statisztikai vizsgalat
szerint az Altalunk vizsgalt magyar és székely populacié genetikailag kozeli
rokonsdgban 4ll egymassal, illetve mas kozép-eurdpai és balkani populédcidkkal.
Ugyanakkor a 2. dimenzi6 egyértelmiien elkiiloniti egymadstdl az altalunk analizalt és a

Semino és munkatdrsai altal tipizalt magyar csoportot. Az utébbi kozel térképezddik a
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lengyel és az ukrdan populédcidhoz. Egy lehetséges magyarazat lehet erre az eltérésre,
hogy Semino és munkatarsai elsdsorban észak-magyarorszdgi mintdkat vizsgéltak, ahol
a 19. szdzadban jelentds volt a szomszédos északi teriiletek mds anyanyelvi
népességeivel valé diffizié (Kdsa 1998). Valdszinlileg ez az esemény felelds az dltaluk
tapasztalt kiugréan magas Rlal-M17 haplocsoport gyakorisdgért is (60%-mig az
altalunk vizsgalt mintanal 30%).

Eredményeink alapjan kimondhatd, hogy Semino és munkacsoportjanak adatai (2000a)
nem reprezentativak a jelenkori magyar populdcié vonatkozasédban.

Az E3b-M35 haplocsoport 10%-os gyakorisaggal fordul eld a vizsgélt magyar és
9,2%-0s gyakorisdggal a székely populdciéban (E3b* + E3bl szubklaszterek egyiittes
gyakorisdga — 18. dbra). Mind a két népcsoportban csaknem az 6sszes minta (~90%) az
M78 marker altal meghatarozott E3b1 szubklaszterbe sorolhat6. Az E haplocsoport
foleg Afrikaban elterjedt, de szdrmazéka az E3b-M35 kldd Eurdpéban is jelen van, ahol
a neolitikum idején, illetve azt kdvetden terjedt el. Mind az M35, mind pedig az M78
marker valdszinlileg Kelet-Afrikdban alakult ki (Semino et al. 2004, Cruciani et al.
2004).

Az E3bI1-M78 haplocsoport széles korben elterjedt, jelen van Eszak-és Kelet-
Afrikdban, a Kozel-Keleten és Eurdpdban is, ahol a leggyakrabban el6fordulé E3b
szubklasztert reprezentélja (Semino et al. 2004, Cruciani et al. 2004). Ez a leszarmazasi
vonal a legnagyobb gyakorisdggal Dél- és Délkelet-Eur6paban fordul el6, majd
csokkend gyakorisagi gradienst mutat Nyugat-, Kozép-és Kelet-Eurépa irdnydba
(Perici¢ et al. 2005).

Gyakorisdga az éltalunk vizsgdlt magyar (9%) és székely (8,2%) populdciéban
illeszkedik a Kozép-és Kelet-Eurépaban megfigyelt értékekhez (Perici¢ et al. 2005).

Az irodalom alapjan (Peri¢i¢ et al. 2005) az E3b1-M78 haplocsoport
elterjedésének egyik legfontosabb irdnya (~7300 évvel ezeldtt) Eurdpa déli, délkeleti
része feldl vezetett a Vardar—Morava—Duna vonalon keresztiil a kontinentédlis teriiletek
irdnydba. Cruciani és munkatérsai szerint (2004) az E3b leszarmazdsi vonalak jelenlegi
eurépai megoszlasi mintdzatanak kialakitdsaban fontos szerepe volt a koriilbeliil 7 800
éve a Balkdn teriiletérdl Nyugat-Eurépa €és Kozép-Eurépa déli része felé irdnyuld

expanzidnak.
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VI. Kovetkeztetések

Az eredményeink szerint a Tat C allél, amely széles korben elterjedt az uréli
nyelvli populdcidkban, jelen volt az 6si magyar populdcidé génkészletében a Karpat-
medence teriiletén torténd letelepedéskor. Ugyanakkor eredményeink Osszhangban
vannak a korabbi irodalmi adatokkal, miszerint ez a mutacié gyakorlatilag hidanyzik a
ma él6 magyarul besz€él0 populdcidok génkészletébdl; egyetlen székely férfi Y
kromoszémadjan tudtuk csak a C allélt detektdlni.

A modern magyar és székely populacidé Y-kromoszomalis mintdzata alapvetden jol
illeszkedik az Eurépaban megfigyelhetd genetikai jellemzOkhoz. M4s eurdpai
populdciokhoz hasonléan a magyar és a székely népcsoportban is nagyobb részt a
kontinensen a paleolitikum 6ta jelen 1év0 korai leszarmazasi vonalak fordulnak eld, mig
a neolitikus és az azt kovetd vandorlisi események hatdsa kisebb mértékben érzékelhetd
génkészletiikben.

A kordbbi vizsgilatok eredményeivel Osszhangban az é&ltalunk vizsgalt magyarul
beszél6 populécidk genetikailag kozeli rokonsdgban vannak a foldrajzi szomszédaikkal.
A magyar és a székely populiacié kozel térképezddik néhdny egyéb kozép-eurdpai
(példdul csehek €s szlovdkok), de fOként a balkdni populdcidkhoz.

Ugyanakkor a jelenlegi vizsgalatban a P-M45*%(xM173) haplocsoport jelenlétét
detektaltuk a székely populdciéban. Ez a klaszter csak nagyon ritkdn fordul eld
Eurépéban. Jelenléte a sz€kely mintaban a kozép-azsiai populdcidkkal valé genetikai
kapcsolatra utalhat.

A magyar és a székely populdciéban az irodalmi adatokhoz képest magasabb
gyakorisdgban detektaltuk a J haplocsoport eléforduldsat. A J haplocsoport nagyobb
gyakorisdga az altalunk vizsgalt populdciokban egyrészt anatdliai €s dél-balkdni
genetikai hatds kovetkezménye lehet. Mas részr0l a torténelmi adatok és az 0si magyar
populécio anyai leszarmazasi vonalainak 6sszehasonlito vizsgélata alapjan elképzelhetd,
hogy a korai magyar populdcidénak is szerepe lehetett a J haplocsoport Karpat-

medencében torténd elterjedésében.
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Osszefoglalas

A magyar nyelv az urdli nyelvcsalad tagja, a finnugor nyelvek kozé tartozé ugor
nyelvek egyike.

Oseink koriilbeliil Krisztus elétt 500-ban véltak el a legkozelebbi nyelvrokonaink, a
vogulok és az osztjdkok Oseitdl, majd két évezrednyi sztyeppei vandorlast kovetden, a 9.
szazad végén telepedtek le a Karpat-medencében. Az irodalom szerint a korai magyarok
a letepedés idején finnugor nyelvet beszéltek, de torok modra éltek.

A magyarsag a nyelvi hdttere alapjan az urédli nyelvcsalddhoz kothetd, azonban a
torténetkutatds mai elképzelése szerint a nép etnikai OsszetevOi jelentdsen
megvaltozhattak az elmult ezer év alatt a mas torzsi és népi egységekkel torténd
keveredés kovetkeztében.

Az Y kromoszéma legfontosabb bioldgiai szerepe a nemiség meghatdrozasa és a
férfi fertilitds biztositdsa. Sajatos jellemzdi kovetkeztében, melyek egyedivé teszik a
kromoszomak kozott, az Y kromoszoma hatékony eszkoznek bizonyult a
populdcidgenetikusok szdmara a humdén diverzitds tanulmédnyozéasdban €és az apai agi
leszarmazdsi vonalak nyomon kovetésében. Az Y kromoszéma haploid, csak a
férfiakban van jelen, apardl fidra 6roklodik és 95%-4n nem torténik rekombinécié a
meiozis sordn. A biallélikus markerek kozé tartozé pontmutaciok, illetve inszercids és
deléciés polimorfizmusok hatdrozzdk meg az Y-kromoszémadlis haplocsoportokat,
melyek jellegzetes foldrajzi eloszlast mutatnak. Egy minta haplocsoportba soroldsa az Y
kromoszéman derivalt/mutdns allélikus &llapotban jelenlévd biallélikus markerek
szerint torténik.

A Tat polimorfizmus egy olyan T>C pontmuticié az Y kromoszéma RBF5
I6kuszan, mely kiilonos érdeklddésre tart szamot a finnugor nyelvii populicidk
vizsgalatakor. A Tat C allél az N3 haplocsoportot hatdrozza meg, amely széles korben
elterjedt Eurdpa északi €s keleti teriiletein, ugyanakkor gyakorlatilag nem fordul el6 a
kontinens nyugati és déli részein é16 populdciékban. Azsidban az északi teriileteken €16
népcsoportokban fordul eld szdmottevd gyakorisdggal. Az irodalom alapjan a Tat C
allél minden eddig vizsgalt uréli nyelvli populdciéban megtaldlhatd, ugyanakkor nem
jellemzi a modern magyar népcsoportot. Ezen megfigyelések alapjan felvetddik a

kérdés, hogy vajon a honfoglalés kori populdciéban jelen volt-e ez a muticié vagy sem.
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Ennek a kérdésnek a tisztdzdsdhoz (IX-)X. szdzadi mintdkon vizsgdltuk a Tat marker
allélikus allapotdt. A vizsgdlt leletek 6 kiilonbozd, a Karpat-medence teriiletén fekvo
lel6helyrdl szarmaznak.

A sikeres és szennyezddést6l mentes mitokondridlis DNS amplifikciot
kovetdéen probdltunk meg Y-kromoszémalis DNS-t kinyerni a csontmintdkbdl. A
specifikus Y-kromoszomalis analizis el6tt minden esetben sziikség volt a megmaradt
teljes toredékes genom random primerekkel torténd dusitdsara. A rendelkezésiinkre all6
archaikus DNS mennyiségének felszaporitiséhoz a PEP (Primer Extension
Preamplification) médszernek egy tovabb fejlesztett valtozatit (modified improved PEP
- miPEP) alkalmaztuk. Az utébbi mddszer 2 polimerdz enzim elegyét haszndlja, melyek
koziil az egyik 3’-5° exonukledz (mds néven proofreading) aktivitdssal rendelkezik. Ily
modon lehetdvé teszi, hogy nagyobb hiiséggel torténjen a templat DNS 4tirdsa.

A Tat polimorfizmus vizsgalatakor egy 112 bp-os szakaszt amplifikdlunk,
majd ezt kovetden restrikciés emésztéssel (HpyCH4 IV enzim) hatdrozzuk meg az
allélikus allapotot. A 7 sikeresen tipizalt (9-) 10. szdzadi csontminta koziil 2 esetben
igazoltuk a mutdns C allél jelenlétét (13/1, B1/3c mintdk), mig 5 leletnél a vad tipusd T
allél el6fordulasat. A Tat mutéaciét hordozd 2 X. szdzadi minta egy régiobol, Békés
megyébOl szdrmazik. A 13/1 minta a szabadkigyds-pélligeti, a B1/3c lelet az
orménykuti temetd leletanyagit képezi. Mindkét lelet mellett klasszikus, gazdag
mellékletanyagot tartak fel az &4satds sordn. A T2/41 csontminta esetében kapott
eredményt, mely szerint a vad tipusi Tat T allél van jelen a mintdban, sikeriilt
megerdsiteniink az M9 marker vad tipust C alléljdnak tipizalasdval.

A tény, hogy 7 csontminta koziil kettd is hordozza a Tat C allélt, tobb mint érdekes,
tekintve, hogy a 197 modern minta koziil csak egyetlen székely férfi Y kromoszéméjin
detektaltuk az allél jelenlétét. A Tat mutdcié ritka el6forduldsa az dltalunk
tanulmanyozott modern magyar és székely populdcidban Osszhangban van a kordbbi
vizsgélatok eredményeivel és tovabbi adatot szolgaltat ahhoz a felismeréshez, miszerint
a Tat C allél gyakorlatilag hidnyzik a modern magyarul beszélé populaciokbol. A Tat
muticié altal meghatarozott N3 leszarmazasi vonal eléforduldsa a székely csoportban
talan valamilyen multbeli esemény genetikai hatdsat tiikrozi.

Természetesen néhdny vizsgédlt minta és egy marker alapjdn nem vonhatunk le

messzemenO kovetkeztetéseket, mégis elmondhatd, hogy a Tat muticio jelenléte az Osi
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magyar populdciéban utalhat keveredésre vagy kozos apai dgi felmendre mds urali
nyelvili populdcidkkal.

Az eredményeink szerint a Tat C allél, amely széles korben elterjedt az urdli nyelvi
populdcidkban, jelen volt az 6si magyar populdcié génkészletében a Karpat-medence
teriiletén torténd letelepedéskor, illetve a Tat polimorfizmus egy megfelel6 marker az
dsi magyar populdcié Y-kromoszomalis genetikai dsszetételének analiziséhez.

A C allél jelenléte egyben aldtdmasztja eredményeink hitelességét is, hiszen sem a
Régészeti Intézet munkatérsai (régész, antropoldgus), sem csoportunk férfi tagjai, akik
kapcsolatba keriiltek a csontmintdkkal, nem hordozzak ezt a mutaciot.

Annak érdekében, hogy a jovOben tovabbi Y-kromoszOomadlis markereket tudjunk
vizsgdlni az archaikus mintdkon, minden marker (6sszesen tovabbi 21) analiziséhez,
melyet a modern mintdkon tanulmdnyoztunk, olyan primerpdrokat terveztiink, vagy
véalasztottunk az irodalombdl, melyek révid (170 bp alatti) PCR terméket adnak. A
markerek amplifikdlasahoz sziikséges PCR kortilményeket a modern mintdkon
optimalizaltuk, igy tulajdonképpen minden sziikséges 1épést megtettiink azért, hogy Osi
DNS-en is vizsgéljuk azokat.

A ma él6 magyar és székely populdcidban, Osszesen 197 egyénnél, 22 (M96,
MS89, M9, M45, M35, M78, M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172,
M102, M67, M92, Tat, M173, M17, M269) Y-kromoszomalis biallélikus markert
vizsgdltunk meg az Y-kromoszomdlis filogenetikai fan elfoglalt hierarchikus
szervezddésiik szerint (Y Chromosome Consortium 2002, Jobling és Tyler-Smith,
2003). A vizsgalatba bevont magyar férfiak (100 £f0) Magyarorszag kiilonb6z0 teriiletein
sziilettek, de a leginkdbb reprezentdlt régié az Alfold teriilete volt (90/100). A székely
mintdk (97 £f6) Korondrdl, Erdély teriiletérél szarmaznak.

Minden minta esetében el0szor az M96, az M89, az M9 és az M45 SNP markereket
analizdltuk. A markereket multiplex reakcidban vizsgdltuk, tipizdldsukhoz a SNaPshot
technikat hasznaltuk. A 4 SNP marker vizsgdlatdval minden egyes mintat el tudtunk
helyezni a filogenetikai fa valamelyik nagyobb &gan. Ily mddon, a markerek
hierarchikus szervezddésének megfelelden, tudtuk azt, hogy az egyes mintdknal milyen
tovabbi markereket kell megvizsgdlnunk az egyértelmii haplocsoportba sorolds
érdekében. Osszesen tovébbi, a filogenetikai fa megfeleld részén elhelyezkedd, 18

marker (M35, M78, M170, M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172, M102,

100



M67, M92, Tat, M173, M17, M269) allélikus allapotat hatidroztuk meg PCR-RFLP
vizsgélattal.

Az M96, az M89, az M9 és az M45 SNP markerek multiplex vizsgalatit részben a
T2/41-es jelti csontmintan is sikeriilt elvégezniink. Az analizis sordn az M45 és az M9
markert hordozd, 2 rovidebb (a specifikus fragmentumok hossza: 106 bp és 121 bp)
DNS fragmentumot tudtuk amplifikdlni. A kapilldris rendszeren torténd genotipus
meghatdrozds szerint mind az M45, mind az M9 marker esetében egy-egy C allél van
jelen, mely a markerek vad tipusat jeloli. Ily mddon, a markerek hierarchikus
szervezddése miatt, a csontmintdban nem lehet jelen a Tat mutédcid, hiszen akkor az M9-
es marker mutdns/derivdlt G alléljat kellett volna kimutatnunk. Ez az eredmény
0sszhangban van a Tat marker PCR-RFLP vizsgélata sordn kapott eredményiinkkel.

A vizsgalt markerek segitségével a modern magyar és székely mintdkat az E, F*,
G, L, J, K* N3, P* és az R1 Y-kromoszémalis haplocsoportokba soroltuk be.
A megfigyelt haplocsoportok altalanosan jellemzik a kiilonboz6 eurdpai populéacidkat,
egyetlen kivételt képez ez aldl a székely populacioban felbukkané (3,1%) P-
M45%(xM173) klaszter. A kozép-azsiai P-M45%(xM173) haplocsoport jelenléte a
sz€kely mintdban szokatlan, mivel ez a klaszter szinte egyaltalin nem fordul el6
Eurépédban. Elképzelhetd, hogy a haplocsoport jelenléte némi dzsiai genetikai hatdst
tilkroz.
A jelen vizsgalatban az irodalmi adatokhoz képest a J haplocsoport meglepden gyakori
el6forduldsat tapasztaltuk a magyar (16%) és a székely (21,6%) populdciéban.
A J haplocsoport nagyobb gyakorisiga az &ltalunk vizsgélt populdcidkban egyrészt
utalhat anatdliai, illetve dél-balkdni genetikai hatasra, ugyanakkor, foként a székely
népcsoport esetében, genetikai sodrodas kovetkezménye is lehet, hiszen a székelyek zart
kozossége politikai okok miatt sokdig fennmaradt. Mds részrél kiilonboz6 torténelmi
események is hozzdjarulhattak a J haplocsoport magasabb gyakorisagdhoz. Ilyen
esemény lehetett példaul az Ottoman Birodalom terjeszkedése, illetve ennek hatdsira a
balkani régiobol Magyarorszag teriiletére menekiild népek letelepedése.
A torténelmi adatok és az Osi magyar populdcié anyai leszdrmazasi vonalainak
Osszehasonlitd vizsgalata alapjan elképzelhetd, hogy a korai magyar populacionak is
szerepe lehetett a J haplocsoport Kéarpat-medencében torténd elterjedésében.

A modern mintdk vizsgdlatdval kapott eredményeinket statisztikai alapon is

kiértékeltik. Az E3b-M35, G-M201, I-M170, J1-M267, J2-M172, N3-Tat, R1al-M17
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€s az R1b3-M269 haplocsoportok gyakorisdgi értékei alapjdn az Arlequin 2.000
program felhaszndldsdval meghatdroztuk az A4ltalunk vizsgdlt magyar és székely
populdcié genetikai diverzitdsdnak mértékét, valamint paronkénti genetikai tavolsagot
szamoltunk az daltalunk vizsgélt magyar és székely populécid, illetve a Semino és
munkatérsai altal tipizalt (2000a) tovabbi 20 eurdpai populacié kozott. A populaciok
kozotti tadvolsdgviszonyokat tobbdimenzids skdldzdsi (Multidimensional Scaling -
MDS) eljarassal 2 dimenzids térben dbrazoltuk.

A statisztikai vizsgdlat szerint az altalunk vizsgalt magyar és székely populécid
genetikailag heterogén Osszetételli, kozeli rokonsdgban 4ll egymassal, illetve mds
kozép-eurdpai és balkdni populdciokkal. Ugyanakkor a 2. dimenzié egyértelmiien
elkiiloniti egymdstdl az dltalunk analizdlt és a Semino és munkatdrsai altal tipizalt
magyar csoportot. Az utébbi kozel térképezddik a lengyel és az ukréan populdciéhoz.
Egy lehetséges magyardzat lehet erre az eltérésre, hogy Semino és munkatarsai
elsdsorban észak-magyarorszagi mintdkat vizsgaltak, ahol a 19. szdzadban jelentds volt
a szomszédos északi teriiletek mas anyanyelvii népességeivel valé diffizio.
Eredményeink alapjan kimondhatd, hogy Semino és munkacsoportjanak adatai (2000a)

nem reprezentativak a jelenkori magyar populdcié vonatkozasédban.
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Summary

The Hungarian population belongs linguistically to the Finno-Ugric branch of
the Uralic family.

The Hungarian nation traces its history to the early Magyars (ancient Hungarians), who
settled in the Carpathian Basin at the end of the 9™ century after two millenia of
migration from the steppe zone. At the time of settlement the ancient Hungarians were a
people who spoke a Finno-Ugric language, but had a Turkic way of life. Our ancestors
appear to have separated from their closest linguistic relatives, the Voguls and the
Ostyaks who now live in the forested areas beside the river Ob in western Siberia,
around 500 BC.

Though Hungarians linguistically belong to the Finno-Ugric language family, the ethnic
components of the ancient Hungarians' population, according to recent hypothesis,
could have changed significantly during the last 1000 years due to admixture with other
tribes and peoples.

The main biological importance of Y chromosome is its role in sex
determination and male fertility. The singular characteristics of the Y chromosome,
which include haploid state, male specificity, paternal inheritance and absence of
recombination through most of its length (95%), make this chromosome a powerful tool
for tracing and comparing paternal lineages and studying genetic diversity of human
populations. Biallelic markers include point mutations, insertions and deletions. These
binary polymorphisms define the Y-chromosomal haplogroups, which show
geographical clustering. Haplogroup assignment of a sample is based on derived states
of biallelic markers.

One specific Y-chromosomal base substitution, the T—C point mutation in the
RBFS5 locus, called the Tat C allele, is of interest in the Finno-Ugric context. It defines
the Y chromosome haplogroup N3, which is present in northern and eastern Europe, but
is virtually absent in the west and south. It is also frequent in northern Asia. The C allele
of the Tat polymorphism is widespread in all Uralic-speaking populations studied so far,
except that it is absent or extremely rare among modern Hungarian-speaking
populations. These data raise the question of whether the ancient Hungarians, who
spoke a Uralic language, possessed this polymorphism or not. To answer this question

we attempted to screen for the Tat polymorphism in ancient DNA from skeletal remains
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from the (IX)-X™ century. The samples were derived from 6 different well-documented
archaeological excavations from the Carpathian Basin.

After successful and contamination-free mitochondrial DNA amplification from
the archaeological samples, Y-chromosomal DNA recovery was attempted. In order to
enhance the efficiency random primers and the modified improved PEP (Primer
Extension Preamplification) method were used. In this way we tried to increase the
effective number of starting templates. This whole genome amplification method
utilizes a mixture of two polymerases among which one possesses a 3°-5" exonuclease
or “proofreading” activity, allowing for a more accurate amplification of the genomic
sequence.

Screening for Tat polymorphism was carried out by amplifying a 112 bp
fragment and a subsequent digestion with HpyCH4 IV restriction enzyme. Out of the 7
successfully typed 9-10" century skeletal remains two possess (samples 13/1, B1/3c)
the mutation, while the others carry the ancestral T allele. The samples 13/1 and B1/3c
were from two burial sites (13/1-Szabadkigy6s-Palliget, B1/3c-Orménykiit) in the same
county (Békés), they were excavated with rich grave goods, unambiguously typical of
burial practices of Hungarian conquerors. In case of the sample T2/41 the presence of
the ancestral Tat T allele was confirmed by typing the ancestral state (C allele) of the
marker M9 (C—G). The fact that two of seven ancient samples possessed the Tat C
allele, is more than intriguing, considering that from the 197 modern Hungarian-
speaking males only one had this polymorphism. This latter finding is consistent with
previous studies and gives further evidence for the fact that this polymorphism is
practically absent in modern Hungarian-speaking populations. The single observation of
this particular lineage in the Szekler group may reflect some past contribution.
On the other hand, the low number of ancient samples has to be taken into
consideration. However the occurrence of this genetic variation in ancient Magyars
could be the result of admixture or sharing a common male ancestor with other Uralic-
speaking populations.
Our data suggest that the Tat C allele, which is widespread in Uralic-speaking
populations, was present in the ancient Magyar population when they crossed the
Carpathians and settled in the Carpathian Basin and the Tat polymorphism is an

appropriate marker to investigate the ancient Hungarian gene pool.
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No one from the Archaeological Institute (excavator, anthropologist) who has handled
the bones and nobody from our group has the Tat C mutation, which strongly supports

the authenticity of the ancient DNA.

In order to additional Y-chromosomal markers will be examined on ancient
remains in future studies the primer pairs for all studied markers in case of recent
samples were redesigned or chosen from literature, resulting in shorter PCR products
(below 170 bp), to serve the special needs of amplification of ancient DNA. We
optimized and checked the PCR conditions of these primer pairs, so they are ready to
use on ancient DNA.

In case of the modern Hungarian and Szekler populations (in 197

individuals) twenty-two biallelic markers (M96, M89, M9, M45, M35, M78, M170,
M253, P37, M26, M201, P15, M304, M267, M172, M102, M67, M92, Tat, M173,
M17, M269) were examined in hierarchical order in agreement with the Y-chromosome
phylogeny (Y Chromosome Consortium 2002, Jobling & Tyler-Smith 2003). All the
Hungarian males selected for the analysis had a birthplace in different parts of Hungary,
but the most represented area (90 samples) was the Great Hungarian Plain. The Szekler
sample consists of 97 Szekler volunteer donors born and living in Corund,
Transylvania, Romania.
All samples were surveyed for the M96, M89, M9 and M45 markers. These markers
were typed by multiplex PCR followed by SNaPshot technique. Additional genotyping
of samples was restricted to markers on the appropriate branch of the YCC haplogroup
tree (Jobling & Tyler-Smith 2003). Markers M35, M78, M170, M253, P37, M26,
M201, P15, M304, M267, M172, M102, M67, M92, Tat, M173, M17 and M269 were
analysed by the PCR-RFLP assay.

In case of the ancient sample T2/41 out of four Y-chromosomal DNA fragments,
containing the four basal markers (M96, M89, M9 and M45), the two shorter fragments
(106 bp (marker M45) and 121 bp (marker M9) long specific PCR products) were
successfully amplified. In case of these markers the ancestral C allele was typed. The
ancestral state at marker M9 indicates that this sample could not carry the derived Tat C
allele in accordance with Y-chromosome phylogeny (YCC 2002, Jobling & Tyler-Smith
2003). This finding confirms the result of the PCR-RFLP analysis of this sample.

The markers used allowed the classification of the modern samples into the E,

F* G, I, J, K*, N3, P* and R1 haplogroups.
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The modern Hungarian and Szekler populations share similar components described for
other Europeans, except for P-M45*(xM173) in Szekler samples. The presence of
central-Asian haplogroup P-M45*(xM173) in Szeklers is unusual for a European
population, since it is almost absent in continental Europe and presumably reflects some
Asian contribution.

In the present study, haplogroup J was unexpectedly common in the Hungarian-
speaking populations (Hungarians: 16%, Szeklers: 21.6%).

The elevated frequency of haplogroup J may reflect Anatolian and southern Balkan
contributions to the gene pools of Hungarians and Szeklers, however in the Szekler
samples it might be partially attributed to genetic drift, since they lived in relative
isolation for a long time. On the other hand, the elevated frequency of J in both groups
could also be due to a range of historical events.

One is the expansion of the Ottoman Empire from the 16™ century AD; refugees from
the Balkan area fled to Hungarian territory. Historical data and the comparative analyses
of maternal lineages of ancient Hungarian population suggest that the earlier migrations
of the Magyars may also have contributed to the presence of this lineage in the
Carpathian Basin.

Statistical analyses of Y chromosome data of two modern Hungarian-speaking
populations were also performed. Based on haplogroup frequencies population genetic
diversity and pairwise Fst genetic distances (between the examined Hungarian and
Szekler groups and other European populations studied by Semino et al. (2000a)) were
calculated by using the Arlequin package, version 2.000. Pairwise values of Fst were
visualized in two dimensions by the use of multidimensional scaling (MDS) analysis.
According to statistical analyses the Hungarian and Szekler populations are genetically
heterogeneous, closely related, and close also to other populations from Central Europe
and the Balkans. However, the second dimension clearly separates our samples from
those Hungarians studied by Semino et al. (2000a). The latter group has closer genetic
relationships with Polish and Ukrainian populations. A possible explanation might be
that Hungarian samples analyzed by Semino et al. (2000a) primarily originated from
subjects from northern regions in Hungary, where in the 19" century extensive
admixture occurred with inhabitants of neighbouring northern regions.

According to our results the Y chromosome data of Semino et al. (2000a) are not

representing the modern Hungarian population.
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