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Az emberi vér minden cseppje egy-egy olyan torténelemkonyv, amelyik a
geénjeink nyelvén irodott”
Spencer Wells

ELOSZO

Ki vagyok én és honnan szarmazom? Ki ne gondolkodott volna mar ezen a
kérdésen. Gyerekként egyszerlinek tlnik a valasz; a szlleim gyereke vagyok.
Legtobben ismerjik szlleinket, nagyszlleinket és a szerencsésebbek még a
dédszulleiket is, de hol keresendbéek tavolabbi felmendink? Honnan és hogyan
szerezhetlnk informacidkat a tavoli multrél, és vajon mennyit tudhatunk meg
réegvolt 6seinkrol? Szerencsére szervezetink minden egyes sejtiében Orizzuk
elédeink emlékét, a nemzedékrdl nemzedékre 6rokl6dé DNS molekulaban.

Mai ismereteink szerint a vilagegyetem folyamatosan valtozik, zajlik az
evolucié. A valtozasokat a fizika, a kémia, a biolégia tudomanya, illetve a
tarsadalomtudomanyok sora vizsgalja. E tudomanyok szukségszerien
Osszefuggenek, kolcsonosen feltételezik, és egyben kiegészitik egymast. Sok
esetben ahhoz, hogy régészeti és torténeti kérdésekre hiteles valaszt adhassunk,
torténészeknek, régészeknek, nyelvészeknek, antropolégusoknak  és
genetikusoknak kell egységes elméletbe foglalni a kutatasi eredményeiket.
Hogyan kapcsolhatoak Ossze ezek az ismeretek a molekularis genetikai
eredményekkel és hogyan illeszkednek a jelenleg elfogadott torténelmi és
régészeti elképzelésekhez? A molekularis genetika segitséget nyujthat az egyes
népek rokonsagi viszonyainak, vandorlasi utvonalanak azonositasaban, és ezaltal
a népessegek torténetének mas forrasok altal fel nem tart idészakairol kaphatunk

Osszefuggd képet.



. BEVEZETES

1. A KARPAT-MEDENCE LAKOSSAGANAK ALAKULASA Az
OKORTOL NAPJAINKIG

Magyarorszag Eurdpa szivében, a Karpatok hegylanca, az Alpok és a
délszlav hegyek Ovezte Karpat-medencében fekszik. A vidék a civilizacié
hajnalatol fogva emberlakta hely és kulturak keveredésének szintere.

A Kr. e. 1. évezred folyaman tobbé-kevésbé megtelepedett életmddot folytatd
indoeurdpai (kelta, illir, trak) toérzsek valtottak egymast a Karpat-medencében. A
vaskorban, Kr. e. 6. szazad kozepe tajan az irani eredetl, lovas nomad szkita
torzsszovetség a Fekete-tenger északi partjardl észak-nyugati iranyba
terjeszkedett, s korulbelll egy évszazad multan birtokba vette az Alfoldet. A késé
bronzkori lakossag (Kr.e 1500-Kr. e 800) egy része tovabb élt térséglinkben. Erre
a kevert lakossagra terjesztette ki uralmat a szkita torzsszovetség. Kr. u. 9-ben a
romaiak a Dunantult Pannonia néven a Rémai Birodalom 6nallé tartomanyava
szervezték. Az Alfdldre és a Duna-Tisza kdzének északi részére a szarmatak
egyik torzse telepedett le, a Tiszantul pedig a dakok uralma ala kerult. A romai
birodalom terjeszkedésének utols6 idészakaban a Karpat-medence egy id6re a
mediterran, gorog-rémai civilizacié korébe tartozott. A 3. szazad elejétdl a vidéken
german és keletr6l tamadé nomad népek (hun és avar) jelentek meg. A 3.
szazadban a gotok eldl menekulé gepidak telepultek a Karpat-medencébe. A 4.
szazadban gotok jelentek meg e foldrajzi régioban. Roma 430 kortl a hunok
ostromainak engedve végképp feladta karpat-medencei provinciajat, Pannoniat. A
hires hun kiraly, Attila halala utan a hun birodalom szétesett és a teruleten ismét
german torzsek osztoztak. A Karpat-medence f6 hatalmava a gepidak valtak. Az
5. szazadban az osztrogotok, majd a szkirek, rugaiak, szvébek, herulok nyomultak
be a térségbe. 509-ben a longobardok legy6zték a herulokat, ezt kdvetéen a Duna
mentén és Eszak-Pannéniaban telepedtek le. Hegemoniajukat hamarosan az
avarok érkezése torte meg. 568-ban az egész Karpat-medence az avarok uralma
ala keriilt. igy megsziint a german tdrzsek hatszaz éves folyamatos bearamlasa

és masfél évszazados uralma.



Az avarokat a frank uralkodd, Nagy Karoly seregei 791-ben legydzték, de
orszagukat nem foglaltak el. Az avar birodalmat végul a dunai bolgarok tamadasai
semmisitették meg, akik a Tisza volgyébe nyomultak, majd késdbb elfoglaltak a
Szerémséget és Szlavoniat is. A 9. szazad elejére a Karpat-medence dunantuli
terllete a frank birodalom keleti tartomanyava valt. A kisalfoldi és felvidéki
részeket a morvak foglaltak el. Majd 895 és 902 kdzétt sor kerllt a magyarok
"honfoglalasara". 895-ben Arpad vezér, seregei élén, a vereckei hagon at bevonult
a magyarok Uj hazajaba. A honfoglalas utan és a magyar allamalapitas kozotti
idészakban féleg keleti nomad népelemeket fogadtak be, igy besenybket, uzokat.
A kereszténység felvétele utan féleg német lovagok jottek be, de ismeretes az
észak-irani szarmazasu kalizok és varsanyok betelepedése is. A tatarjaras utan
IV. Béla kiraly (1235-1270) a megfogyatkozott népességet a kdrnyezd orszagokbal
szarmazo betelepuldkkel prébalta pétolni (szaszok, németek, szlovakok, romanok,
ruszinok). A kunok, jaszok, racok pedig a tatarok tamadasai el6l menekiltek
Magyarorszagra. A torok hodoltsag koraban (1541-1686) a magyarorszagi
lakossag jelentésen lecsokkent, majd a masfél évszazados torok uralom
megszlnésével a visszaszerzett terlleteken spontan népmozgasok (belsé
népvandorlas) és tudatos betelepitések (svabfoldi németek, szlovakok) kezdédtek
meg. A gorog kereskedbk a 16. szazadtdl mind nagyobb szamban jelentek meg
Magyarorszagon, a 19. szazad elején pedig az askenazi zsidok nagy tdmegei
erkeztek [1-4]. A be- és kivandorlas folyamata azéta sem allt meg, sét az

orszaghatarok is megvaltoztak.

1.2. A KUNOK EREDETE, UTJA MAGYARORSZAGIG

Mint annyi keleti lovasnomad ,birodalom”, a kun torzsszovetség is
kulonb6z6 eredetld néptoredékekbdl tevddott ossze. A nyelvészek megfejtése
szerint a kuman elnevezés a torok qu, quba, azaz fehér, vilagos, sapadt, sargas,
fako jelentési szébdl ered [5]. Az orosz Polovci, bizanci Komanoi, latin Cumani
alakok a kuman népnév megfeleldi, a keleti (arab, perzsa, kinai, mongol) forrasok
Kipcsak néven emlitik 6ket. irdsos forrasok hianyaban nem koévethetd az a
hosszan tarté vandorlas, melynek soran a kunok &sei a 11. szazadra eljutottak a

dél-oroszorszagi sztyeppékre. Egyes kutatdk szerint a szovetség magvat adé qun



nép eredetileg a Hoangho folyd mentén, a mai Mongdlia és Kina hatarvidékén élt.
Innen a kitajok terjeszkedése Uzte el Gket. Ekkor kezdték meg vandorlasukat
nyugat felé, maguk el6tt nyomva az uzokat és a beseny6ket. 1054-ben tlntek fel
Eurépaban és 1068-ig uralmuk ala vontak a Fekete-tengertél északra, egészen az
Al-Dundig huzodo sztyeppevidéket [6, 7]. Feltételezhetd, hogy a Dnyeper
folyotol nyugatra terdlt el az el6kelébb ,Fehér Kumania”, mely a szovetséget
vezetd, kun-sari térzsekbdl allt. A kipcsak ,Fekete Kumania” toluk keletre eshetett,
talan a Volgan is tulnyult. A torzsek meghatarozott utvonalakhoz és teruletekhez
kotott, ciklikus téli-nyari szallasvaltd, félnomad életmodot folytattak. A kunok
rendszeresen vezettek hadjaratokat az orosz fejedelemségek és Bizanc balkani
tartomanyai ellen, olykor felkért szdvetségesként. A kunok elsé kalandozasai
Magyarorszagot sem kerulték el. Hazankat 1091-ben tamadtak el6szor kun
portyazok. Szent LaszI6 kiraly (1077-95) serege azonban megsemmisitette 6ket.
A kunok megtorl6 hadjarata az Al-Dunanal fulladt vérbe. 1099-ben viszont a kunok
vagtak vissza addigi kudarcaikért, szétverve Kalman kiraly (1096-1116) lovagi
seregét. A pogany kunok terjeszkedése egyre inkabb sértette az egész keresztény
Eurépa érdekeit, ezért még a tatarjaras el6tt tobb misszid indult a kunok
keresztény hitre téritésére [5]. A 13. szazad elején, a kdzelitd mongol hadak
hirére a kunok tomegesen menekultek nyugati iranyba, a Dnyeszteren tulra. A
mongolok el6l menekulé kunok jelentds része Koteny vezéruk vezetésével 1239-
ben telepedett be IV. Béla kiraly (1235-1270) Magyarorszagara. A betelepulék uj
lakhelye valahol az orszag belsejében lehetett. IV. Béla célja a mongolok ellen
bevethetd6 nomad ijaszsereg biztositasa volt. Az 1240-ben létrejott megegyezésuk
szerint a kunok elfogadtak a magyar vezetbséget, a keresztény, letelepult
életmddot és hadi szolgalataik fejében részben a vendégnépeket, részben a
varnépeket megilleté jogokat (részleges adoémentesség, beléletiket fuggetlendl,
sajat torvényeik szerint élhették) kaptak. A Magyarorszagra bekoltézé kunok nem
adtak fel azonnal nomadizal6 életmodjukat. Ez eleinte sulyos 6sszecsapasokhoz
vezetett a mar letelepedett, foldmivel6 magyarsaggal. 1241 tavaszan a mongol
betorés hirére elhatalmasodd panik véres leszamolashoz vezetett. Futétiizként
terjedt a rémhir, hogy a (tatarokhoz hasonldé megjelenés(i) kunok a mongolok
kémei. Ezért a pesti nép megolte Koteny vezeért és kiséretét. Koteny népe pedig,
értesulve ura halalardl, szinte mindent felégetve, pusztitva, gyilkolva kivonult az

orszagbdl, éppen mikor a legnagyobb szukség lett volna erejukre. IV. Béla 1246-
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ban ujra behivta a kunokat, akik akkor Eszak—Bngériéban, a Duna déli, part menti
siksagain taboroztak. A kunok ujra elfoglaltak korabban lakott teruleteiket és
beilleszkedéslket privilegiumokkal probaltdk meg elésegiteni. A visszakdltozott
kunok a keresztény hitre csak lassan, eleinte csak latszolag tértek at. IV. Kun
Laszl6 kiraly (1262-1290) 1279-ben két torvényben rogzitette a kunok
kotelességeit és jogait. A torvény pontosan korulirta a kunok szamara kijelolt
terlletek hatarait a Duna-Tisza kdzén, a késdbbi Kiskunsagon, a Tiszantulon, a
majdani Nagykunsagon, a Maros és a Temes folyd kozott és Fejér varmegyében.
A kunok kezdetben =zart teleplléstombjei a jarvanyok, koltdzések miatt
fokozatosan 6sszezsugorodtak. A 14. szazad folyaman a kunok beilleszkedtek a
feudalis tarsadalomba, a 15. szazadra a korabbi katonaskodasi kotelezettséguk
megszint. A 16. szazadban a kunok lakta terulet nagy része térok uralom ala
kerult [8]. A korabbi kun fuggetlenség megszint, a telepuléseken alig maradtak
lakosok. A magyarorszagi kunok nyelvi beolvadasat a torok kori pusztitasok és a
nagymértékl migracié siettette. A térok uralom utdan a kormanyzat és a kincstar
eladta a Jaszkun keruletet a Német Lovagrendnek. Ezzel az addig szabad,
kivaltsagokat élvezd kunok foldesuri fuggés ala, azaz jobbagyi sorba kerultek.
1745-ben Maria Terézia engedélyezte a Jaszkunsag foldjének és az itt él6k
szabadsagjogainak visszavaltasat, azaz a jaszkun redemptiot [9]. A torok
hodoltsag utani idékre mar igen nagy volt a kun és a nem kun lakossag
keveredése. A kun keruletekbe bekoltozottek aranya helyenként 50% folé

emelkedett. A kunok torténete végképp egybeolvadt a magyar torténelemmel.

1.3. A CSENGELEI KUNOK

Mez6gazdasagi munkak folyaman 1975-ben emberi csontmaradvanyokat
talaltak a Szegedtdél kb. 40 km-re lévdé Csengele telepulés melletti dombon. A
régészeti feltaras soran egy kozépkori templom maradvanyaira bukkantak. Az alig
10x7 méter nagysagu, patkdives alaprajzu szentéllyel épult templombdl és

kozvetlen kornyezetébdl 37 sir kerult el6 (1. abra).




1. abra A csengelei templom maradvanyai az eltemetett kunokkal. (A piros nyilak
azokat az altalunk vizsgalt leleteket jeldlik, amelyek megdrizték az archaikus DNS-
t vizsgalhato formaban.)

A temetés rendje az él6k tarsadalmaban elfoglalt helye szerint tortént. A
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legrangosabbak a szentélyben, a kevésbé tehetések a hajoban, a szegényebbek
pedig a templomon kivul kaptak helyet. A sirokban talalt leletekbdl itélve a
holttesteket a 14-15. szazad folyaman helyezték oOrok nyugalomra. Az ide
temetetteket kunoknak vélték az el6kerult sirmellékletek és torténelmi adatok
alapjan. A templom belsejében lévé sirok halottjai gazdag, Unnepi viseletben,
vellk temetett ruhadiszekkel, ékszereikkel nyugodtak (ellentétben az ebben az
id6ben egyszer(i halotti 6ltézetben temetkez6 magyarokkal). Ekszert, ruhadiszt
kislanyok és fiatal nbk viseltek (aranyozott, ezusttel bevont Ovek, bronz
diszlemezek, csatok, szijvégek, csontbdl faragott csatok, ezlst pitykékkel kivarrt
parta, gyongysor). Az egyik sirban két allatcsontot is talaltak (szarvasmarha
labkdzépcsont, halcsont). A gyaszolok a keresztény temetkezés ellenére pogany
szokas szerint ételt is adtak a masvilagi utra. A feln6tt férfiak sirjabol viszont
semmiféle targy nem Kkerult el6. A kunokra utald leletek az egyik sirban
megmaradt, a keleti, ugynevezett ,tablacskas” szovéstechnikaval készitett
szovetdarabok. Ez a szOvéstechnika a kunokkal erkezett hozzank, és tobb szaz
esztendbn at fennmaradt haziiparuk gyakorlatdban. Szintén a kunokra utal az a
bronzbdl 6ntott csillag alaku, tizenkéttiskés buzogany, amelyet a templom
kozelében talaltak. Tébb sirgddor aljat sirlin faszén, illetve hamu boritotta, amit a
tlzaldozatos pogany temetkezési szokasokkal hoztak kapcsolatba [10-12].
1999-ben folytatdédtak a feltarasi munkak az M5 autdépalya Csongrad
megyét atszel6 nyomvonalan. A templomot harmas korarok vette korul és a
kozéps6 korarokban igen értékes leletet talaltak. A kézépkori templom romjaitdl
alig 50 méternyire elbkerllt az elsé, régészek altal feltart, hiteles, magyarorszagi
kun vezéri sir. Ez a felfedezés megerfsitette a régészek feltevését a korabban
feltart leletcsoport eredetére vonatkozban. A vezeért ritka, igen értékes, arab
lovaval egyutt helyezték orok nyugalomra valamikor a 13. szazad kdzepén (1246-
1259 Kkozott), pogany szokas szerint [5]. A sirban vassisakot, nyakvéd6
sodronypancélt, vas és csont nyilhegyeket, vaskést és tobb tizezer karikabol
Osszeflizott, egybeszegecselt lanc-pancélinget is talaltak, amelyek az elhunyt

személy tekintélyes tarsadalmi helyzetét mutatjak (2. abra).




2. abra A kun vezér lovas sirja

4. A DNS KAROSODASA AZ ELHALT SEJTEKBEN, AZ OSI DNS
VIZSGALATANAK NEHEZSEGEI

Az él6 sejtekben a DNS épségét enzimatikus javitd folyamatok tartjak fenn
[13]. Az elhalalozas utan azonban a sejtekben lév6 sejtszervecskék szétesnek,
bel6lik kiszabadulnak a lebontasi enzimek (pl.: lizoszémalis nukleazok), aminek
kovetkeztében gyorsan elkezdddik a DNS enzimatikus degradacidja. A sejtekben
lévéd DNS daraboldodik, mennyisége csdkken (1. Tablazat). Tovabb karositjak a
DNS-t a degradalt makromolekulakkal taplalkozé baktériumok, gombak és rovarok
[14]. Az enzimatikus és mikrobidlis lebontasi folyamatokon tul tovabbi kémiai
degradacios hatasok érik a DNS-t, amelyek ugyan lassabban fejtik ki hatasukat az

el6z6eknél, mégis igen jelentések a DNS karositasaban.

1. Tablazat Az 6si DNS karosodasanak tipusai és a vizsgalatara alkalmazott

modszerek
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A karosodas

tipusa

Kivalté okok

DNS-re
gyakorolt hatas

Lehetséges

modszer

Szaltorések

e mikroorganizmusok
okozta karosodas

e nukleazok a sejtben
a halal utan

e egyéb kémiai

lecsokken a DNS

mennyisege,

a DNS
feldarabolédik

atfedo, rovid DNS
darabok

amplifikacioja

folyamatok
Oxidativ e bazisok karosodasa |bazisok atfedd, rovid DNS
karosodasok e dezoxyriboz szétesnek, darabok
molekula cukormolekula amplifikacioja,
karosodasa szétesik, tobb, fuggetlen
nukleotid PCR reakcio,
maddosulasok klénozas, tobb
klon szekvenalasa
DNS keresztkotések a DNS-ben, | Pl. Maillard PTB (N-fenilacil-
keresztkotések il a DNS és egyéb|termékek tiazolium-bromid)
biomolekulak kozott kezelés
Hidrolitikus > 2mind-csoport vesztés megvaltozik a|tobb, fuggetlen
karosodasok 1. adenin  hypoxantin |leolvashatd DNS |PCR reakcio,
2. citozin uracil kod klénozas, tobb

3. 5-metil-citozin
timin

4. guanin xantin

klon szekvenalasa
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Ezek hasonlé folyamatok, mint amelyek az él6 sejtekben is hatnak az
orokitbanyagra, de a halalozas utan ezeket nem javitjigk a sejt hiba javito
mechanizmusai. A DNS Ilancban a kéarosodasok felhalmozdodnak, és az
Okitdanyagban tarolt informacié elveszhet.

A nem-enzimatikus, hidrolitikus folyamatok a cukor-foszfat lancban a foszfo-
diészter kotések felbomlasat eredményezik, ezaltal egyszalu térések keletkeznek a
DNS lancon [15-17]. Ezek a kémiai folyamatok karositjak a bazisok és a cukor-
foszfat lanc kozotti glikozid kotést is, amelyek a bazisok elvesztését
eredményezik. Hidrolitikus hatasra a DNS megmaradoé bazisai kémiai atalakulason
mehetnek keresztul, mikdzben elveszithetik amino-csoportjukat, és ezaltal az
adenin- hipoxantinna, a citozin- uracilla, az 5-metilcitozin- timinné, a guanin pedig
xantinna alakulhat. Ennek kdvetkeztében megvaltozik a leolvashaté DNS kad.

A hattérsugarzas hatasara keletkez6 szabadgyokok (peroxid ( . O2),
hidrogén-peroxid (H202), és hidroxi gyokok ( . OH)) oxidalé hatasukkal szintén
karositjak a DNS molekulat. Oxidativ hatasra a purinokban, pirimidinekben és a
cukor molekulakban [év6é kotések felbomlanak, ami a molekulagyirik
széteséséhez [13], ezaltal a nukleotidok atalakulhatnak.

Az elhaldlozas utani DNS karosodasok masik lehetséges tipusa a
keresztkotések kialakulasa. A keresztkotések létrejohetnek a DNS-en belll, illetve
a DNS és egyéb biomolekulak (fehérjék) kozott. A  keresztkotések
kovetkezményeként alakulnak ki az u.n. Maillard termékek, amelyek a DNS-ben
lévé cukrok, valamint a fehériék és a nukleinsavak els6dleges amino-csoportjai
kozotti kondenzacids reakcio eredményeként képzédnek [18].

A fentebb vazolt DNS moddosulasok kozul a lanctorések, oxidativ
karosodasok és keresztkotések az 6si DNS kisérletes vizsgalatakor megakasztjak
a DNS polimerazt, és gatoljak az 6si DNS felsokszorozasat. A hidrolitikus
karosodasok hatasara atalakult bazisok esetében viszont a PCR reakcié nem akad
el, hanem az amplifikacid soran az eredeti szallal nem komplementer bazisok
éplulnek be a keletkez6 DNS lancba. Ezért az 6si DNS vizsgalatakor mindig
legalabb két flggetlen PCR reakciora van szikség [19]. Ha a felsokszorozas
nagyon kevés szamu DNS szalrdl indul el és a karosodasok miatt bekdvetkezé
hibas bazisbeépllés az amplifikacid korai ciklusaban kovetkezik be, akkor a hibas

beépllés miatti kiildnbséget polimorfizmusnak észlelheti a kutaté [20].
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Az el6zbekben ismertetett hatasok miatt az 6si mintakban altalaban csekély
mennyiseégl, erésen toredezett, oxidativ és hidrolitikus hatasok altal karositott DNS
marad meg. Az 6si mintdkban megmaradé DNS minfsége és mennyisége ezért
nagyon eltéré lehet. Ez nem els6sorban a lelet koratdl, hanem a leléhely mikro- és
makrokornyezeti viszonyaitdl fugg [21]. Néha nemcsak néhany szaz, de akar 1
kilobazisos darabok is megmaradhatnak [22]. Ritkan el6fordul, hogy a szbévetek
gyorsan kiszaradnak az elhalalozas utan, ami megvédi a DNS-t az enzimatikus és
mikrobialis lebontastdl. Csontleletek esetében az &6si DNS vizsgalhatésagat
nehezitik a talajbdl, illetve a biolégiai anyag bomlasabdl szarmazd termékek,
amelyek az 6si DNS izolalasa folyaman azzal egyutt tisztithatéak, és gatldé hatasu
anyagként jelentkeznek a DNS felsokszorozasa folyaman. A kornyezetbdl
szarmazé gatlbanyagok a humuszsavak, a fulvosav, hidroxi-apatit, tannin és a lelet
kornyezetébdl szarmazé mas DNS molekulak (mikroorganizmus, gomba, rovar,
human DNS stb.). A nem-endogén DNS molekulak a leletekbél szarmazé
orokitbanyag kompetitorai lehetnek a PCR reakcioban [23].

A csont és a fog szdveteinek bomlasa soran keletkezd inhibitorok az I.
tipusu kollagén és a Maillard termékek. A nativ kollagén mellett a részlegesen

lebomlott kollagén is inhibitorként viselkedik [24].

1.5. AZ GSI DNS VIZSGALATANAK KEZDETEI, ALKALMAZHATOSAGA

A tudomanyos irodalomban tobb mint husz évvel ezel6tt jelent meg az elsé,
az 6si DNS genetikai vizsgalataval foglalkozo kozlemény.

El6szor Higuchi és munkatarsai szamoltak be arrdl, hogy mitokondridlis
DNS-t klonoztak egy muzeumban 6rzott, 140 éves zebrafaj (Equus quagga)
kiszaradt izomzatabdl. Ez a faj 1883-ban halt ki. Két szekvenalt klon alapjan a
kutatoknak sikerult egy 229 bazisparos (bp) mitokondridlis DNS darab
nukleotidsorrendjét meghatarozniuk. Ezen a szakaszon 12 nukleotid kulonbséget
talaltak a vizsgalt lelet és a hegyi zebra (Equus zebra) szekvenciaja kozott. A
vizsgalat segitségével helyezték el a quaggat a lo6félék (Equidae) csaladjanak
torzsfajan, amely egyben ramutatott az aDNS vizsgalatok Iehetséges

felhasznalasara. Tovabba megallapitottak, hogy a két fajtanak a k6zos 6se 3-4
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millié évvel ezelbttre tehetd, és ez dsszhangban van az Equus genus fossilis
leletek alapjan becslult koraval [25].

Emberi maradvanybdl legel6szér Paabo és munkatarsainak izolaltak &si
DNS-t (aDNS). A kutatécsoport egy 2400 éves egyiptomi gyerekmumia bérébél
izolalt orokitbanyagot. A tobb ezer éves mumia igen j6 DNS megtartasunak
bizonyult. Sikeresen klonoztak, majd szekvenaltak egy kozel 500 bazisparos DNS
darabot, amely 77%-0s azonossagot mutatott a human Alu konszenzus
szekvenciaval. Vizsgalataik soran megallapitottak, hogy a mumifikalt leletek
felszini szovetei a bels6knél jobban megbrzik a DNS-t, valoszinlleg a lugos
balzsamozo eljaras miatt. A testfelszin kozvetlenll érintkezik a dehidratalo
agenssel, és még azelbtt kiszarad, miel6tt a DNS-t karositd hidrolitikus folyamatok
elindulnanak [26].

Paabo és munkatarsai 1988-ban hasznaltak elséként a PCR reakciot az 6si
DNS tanulmanyozasara. Egy 7000 éves egyiptomi mumia agyabdl izolaltak DNS-t,
majd a PCR modszer segitségével sokszoroztak fel mitokondrialis DNS darabokat
[27]. Ebben a kbzleményben irtak le azt a tényt, amely a mai napig is az 6si DNS
vizsgalat egyik alapigazsaganak szamit, vagyis hogy az archaikus DNS esetében
a felsokszorozott DNS szakaszok mérete és az amplifikacié hatékonysaga kozott
forditott aranyossag van.

Golenberg és mtsai 1990-ben kozolték az azota is legrégebbinek szamito
leletet, amibdl sikerilt DNS-t izolalni. A lelet oxigéntdl elzart helyrél, egy vulkani té
mélyér6l szarmazott. Egy 17-20 milli6 éves angyalrézsa (Magnolia latahensis)
levelébdl vontak ki orokitbanyagot és sokszoroztdk a zold szintestek DNS-ének
820 bp-os darabjat [28]. A miocén koru angyalr6zsa szekvenciat hasznaltak fel a
magnodliak molekularis filogenézisének vizsgalatara.

Sykes és munkacsoportja volt az elsd, akik sikeresen izolaltak aDNS-t
emberi csontmaradvanyokbdl [21]. Tébb, mint 6tezer éves volt az a legidésebb
csontlelet, amelynek felszini részébdl nyertek orokitbanyagot, majd sokszoroztak
egy 205, illetve egy 121 bazisparos DNS darabot.

Azéta szamos kérdésre adott valaszt az aDNS vizsgalata. Osi DNS
vizsgalataval sikerult tisztazni az anatomiailag modern ember és a neandervolgyi
ember szarmazastani kapcsolatat, és kozos 6suktél, a Homo erectustdl vald

elvalas idejét [19], vagy akar az eurdpai lakossag mitokondrialis génkészletének
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paleolitikus és neolitikus szarmazastorténetét [29]. Szintén fontos szerepet
kapott az aDNS igazsagugyi alkalmazasa is, igy példaul Il. Miklés orosz car és

csaladja maradvanyainak azonositasakor [30, 31].

1.6. A MITOKONDRIUMOK ES OROKITOANYAGUK

A mitokondriumok  gombdlyl  vagy  palcikaszerlen  megnyult
sejtszervecskék, amelyek minden eukaridéta sejtben megtalalhatéak. Nem a
sejtmagban, hanem az azt korlilvevd sejtplazmaban foglalnak helyet. Feladatuk,
hogy segitsék az oxigén felhasznaldsat a sejt energiatermelésében. Atmérsjuk
0,5-1,0 ym, hosszuk tobb uym. A mitokondriumok érzékenyen reagalnak a sejtet
érd karositd hatasokra, élettartamuk atlagos felezési ideje 5-10 nap, vagyis a
sejtekben 1évé mitokondriumok fele 5-10 naponként kicserélédik [32]. Az
anyagcserében aktivabb sejtek tobb mitokondriumot tartalmaznak (ideg-, izom-,
agyszovet -akar 1000db/sejt).

A mitokondriumoknak sajat oOrokitbanyaguk van, és ezek mindegyike
hordoz 1-10 DNS molekulat, ezért a mitokondrialis DNS (mtDNS) sejtenkénti
szama a tobb ezret is elérheti. A mitokondridlis DNS kettésszalu, kor alaku
molekula, génjei a sejtlégzésben fontos enzimeket kédoljak. Az emberi genom kb.
1%-a a mitokondridlis DNS-ben mig a tobbi a sejtmagban, a kromoszémakban
talalhaté.

A mitokondridlis genom mérete ember esetében 16569 bazispar, amely egy
atlagos emberi kromoszémanak koérulbelll a nyolcezred része. A mitokondrialis
DNS két lancat (H =heavy és L = light) a guanin ill. citozin tartalmuk alapjan
valasztjak el. A nehéz szal guaninban, a konnyl szal citozinban gazdag. A
replikacios origd szalanként eltérd helyen van, a DNS szintézis az L szalrdl az
Oramutaté jarasaval egyezd, a masikrél azzal ellentétes iranyban torténik. A
mitokondrialis genom Osszesen 37 gént tartalmaz, amelyek koézil 2 rRNS, 22
tRNS és 13 polipeptid molekula kodolasaért felelds.

A génslrisége joval nagyobb, mint a sejtmagi DNS esetében. A
mitokondrium genomjanak 93%-a kodold szekvencia. Kevés ismétlddést
tartalmaz, a gének vagy folyamatosan kdvetkeznek egymas utan, vagy csak 1-2

bazis van kozottuk. A mtDNS-nek van azonban egy 1122 nukleotid hosszusagu
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szakasza, amely nem tartalmaz géneket. Ezt a szakaszt nevezik D-huroknak,
kontroll vagy hipervariabilis régionak (HVR). A hipervaribilis régio két részbél all
(HVR-1: nt 16024-16569, HVR-2: nt 1-576).

A mitokondridlis DNS megkett6z6dése folyaman a régi lanc (féként a D-
hurok région) ki van téve a mitokondrium oxidoredukcids tevékenysége soran
nagy mennyisegben keletkez6 szabadgyokoknek, amelyek elsGsorban
pontmutaciot okozhatnak [33]. A mitokondridlis genomhoz nem kapcsolédnak
védbéfehérjék, amelyek védelmet nyujtananak DNS-t érd mutagén hatasokkal
szemben. Nincs jelen a DNS-t javito, kivagasos helyreallitd rendszer, és ezért a
hibas bazisok gyakrabban megmaradnak. Ha ezek a mutaciok a pete vagy
himivarsejt képz6déshez vezetdé csirapalya kiindulasi sejtjeiben (az
Gsivarsejtekben) fordulnak eld, akkor tovabbadddnak a kdvetkezé nemzedékekbe.

Ezért a mitokondrialis DNS (féleg a HVR régid) mutacids rataja tobbszorose
a nuklearis genomnak. Azok a mutaciok, amelyek a mitokondrialis DNS kodold
régiojat érintik sulyos, nem egyszer halalos kimenetellek az egyénre nézve, ezért
csak nagyon ritkan fordulnak elé a genomban. Az ilyen mutaciok ezért altalaban a
populaciokbdl elvesznek. A D-hurok szakaszon keletkezett mutaciok azonban nem
okoznak fenotipusos valtozast, ezért nem kerul sor szelekciora és az U valtozat
“mitokondrialis DNS polimorfizmusként” kimutathaté az utédokban.

Az emberek szarmazasanak vizsgalata szempontjabol nagy a jelentésége
annak, hogy mitokondriumainkat kizar6lag édesanyanktol orokoljuk, tehat nem
jatszédik le rekombinacié az oroklédés soran az apai és az anyai genom kodzott
[34, 35]. A petesejtben tobb szazezer mitokondrium van, a spermiumban
néhany szaz. Azonban a megtermékenyulés soran az apai mitokondriumok nem
kerilnek be a petesejtbe, a zigétaban csakis a petesejtbél szarmazo, anyai
mitokondriumok vannak jelen. Ezért a mtDNS vizsgalataval az anyai 6rokl6dési
vonalakat kdvethetjik nyomon. A mitokondrialis DNS tekintetében legkdzelebbi
rokonsagban a testvérek allnak egymassal, az anya és a testvérek mitokondrialis
DNS-e kozott csak egy nemzedéknyi mutaciods kulonbség lehet.

Altalaban egy szervezetben a mitokondridlis DNS-ek tébb mint 99.9%-ban
egyforma (homoplazmia). Ha egy Uj mutacié létrejon és elterjed a mitokondrialis
DNS populacioban, akkor kétféle mitokondrialis DNS genotipusa lesz az
egyednek, és ez a heteroplazmia. A heteroplazmianak, eredete alapjan, létezik

egy sokkal ritkabb valtozata is, amikor a spermiumbdl mitokondrium marad a
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zigétaban. Ha a mutacio a petesejt érésének korai szakaszan kovetkezett be,
akkor a véletlen szegregacio, esetleg valamilyen szelekciés mechanizmussal is
megerdsitve, elvezethet ahhoz, hogy a mutans jelenléte kizarélagossa valik egy
sejtben.

A mitokondrialis DNS a fentebb vazolt tulajdonsagai miatt igen jol
hasznalhaté az emberi népességek leszarmazasanak, rokonsaganak, torténeti
keveredésének kutatasaban, igazsagugyi orvostani vizsgalatokban meég &si,
asatag leletek, st tobb ezer éves mumiak esetében is.

Archaikus leletek vizsgalata esetén nem elhanyagolhaté az a tény, hogy a
mtDNS tobb szaz, vagy ezer példanyban van jelen egyetlen sejtben. Ezért Osi
leletekben nagyobb az esélye annak, hogy épen maradt, molekularis bioldgiai
modszerekkel vizsgalhaté mitokondrialis DNS szakaszokat talaljunk, a sejtenként

csupan két példanyban jelenlévé kromoszdémalis DNS markerekkel szemben.

1.7. A MITOKONDRIALIS HAPLOCSOPORTOK

A mutaciéval kialakult DNS valtozat elterjedhet a populaciékban, ha a
hordozo6 egyén tovabborokiti azt a kdvetkezd generacidoba. Az ember torténetének
vizsgalatakor a genetikusok azt probaljak megfejteni, hogy mikor és hol alakultak
ki ,kUlonleges” mutacidk és ezek miként terjedtek el a kulonb6zé népcsoportoknal.
Az emberi populaciokban évezredek soran alakultak ki a toérzsfejlédés
szempontjabol fontos mitokondrialis mutaciok. A populaciok kézos egyuttélése
alatt kialakult mutaciék megmaradnak a genomban, mig a csoportok szétvalasa és
elszigetel6dése utan kialakult mutaciok mar csak az adott populaciéra lesznek
jellemzéek. igy minden populacié hordozza a kézdsen kialakult, 8sibb mutacidkat,
illetve a szétvalas utan kialakult Ujabb és uUjabb mutacidkat [36]. Az egyedi
szekvenciak polimorf pozicidik alapjan egy-egy haplotipust hataroznak meg. Azok
a szekvenciak megegyez6 haplotipusuak, amelyek ugyanazokat a mutaciokat
tartalmazzak.

A filogenetikai szempontbdl fontos pozicidk klasztereket, mas széval
haplocsoportokat hatdroznak meg. Egy bizonyos haplocsoportba tartozé minden
egyénre igaz, hogy meghatarozott mtDNS pozicioban ugyanolyan tipusu

nukleotidot hordoz. Ezeken kivil azonban még lehetnek, s6t vannak egyéni
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kaldénbségek, hiszen az evolucié halad (a haplocsoportok szama idében valtozik).
A kontinenseken jol behatarolhaté az egyes haplocsoportok elhelyezkedése [37-
39]. A populaciékban talalhaté haplotipusok és haplocsoportok vizsgalataval
kovetkeztethetink a népcsoportot alkoté egyének anyai vonalainak geografiai
eredetére, a populacibk mas népcsoportokkal valé rokonsagi viszonyaira,
kulonvalasuk lehetséges id6pontjara.

A mitokondrialis haplocsoportok jeldlése az ABC nagy betlivel torténik
[40].

Az egyedi szekvenciak haplocsoportokba sorolasat eredetileg egy 14
restrikciés enzimrendszeren alapuld eljaras szerint végezték [40]. Ennek a
modszernek azonban hatranya, hogy kivitelezéséhez szukséges lenne a teljes,
16,5 kilobazisos mitokondrialis genom amplifikaciéja. Egy masik alternativa az
egyedi szekvencidk haplocsoportokba sorolasahoz a D-hurok régio |.
hipervariabilis szakaszanak amplifikalasa és szekvenalasa, valamint a szekvencia
ismeretében kivalasztott, olyan tovabbi haplocsoport specifikus egyedi pozicidk
vizsgalata, amelyek feltétlenul szukségesek a kategorizalashoz, vagy megerésitik

a haplocsoportba sorolast.

8. A MODERN EMBER EREDETENEK VIZSGALATA A
MITOKONDRIALIS DNS ALAPJAN

Cann és munkatarsai (mtsai) 1987-ben a Nature hasabjain publikaltak
felfedezésiket, miszerint minden ma él6 ember legkorabbi anyai 6se 140-290 ezer
évvel ezelbtt élt az afrikai kontinensen [41]. Vizsgalataik soran 147 személy
mitokondrialis DNS-ét tanulmanyoztak restrikcids analizissel. A vizsgalatban részt
vevé személyek 5 kiildbnb6z6 kontinensrél szarmaztak (Afrika, Papua Uj-Guinea,
Azsia, Ausztralia, Eurépa). Restrikciés polimorfizmusok alapjan megbecsiilték a
nukleotid divergencia paronkénti értékét a vizsgalt személyek kozott (atlag= 0,32
mutacio/100 bp; range: 0-1,3 mutacio/100bp). A restrikcidos polimorfizmusok
adataibol ugynevezett ,U0j tipusu” evolucios fat épitettek a takarékossag
(parsimony) modell alapjan, kdzéppont moddszert alkalmazva. Az irodalomban

korabban megjelend evolucios fakkal ellentétben a fa againak végpontjain 1évé
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szimbolumok egyéneket és nem csoportokat jeldltek. A lehetséges modellek kozul
a legrovidebb aghosszakkal rendelkezd fakat valasztottak ki, vagyis ahol a
legkevesebb mutacié bekodvetkezése kellett ahhoz, hogy egy mitokondrialis
tipusbdl egy masik kialakuljon. Az dsszes lehetséges fa két elsddleges agat
tartalmazott. Az egyik ag kizarélag afrikai (afro-amerikai) egyéneket, mig a masik
f6 ag mind az 5 vizsgalt foldrészrél szarmazo egyéneket tartalmazott (3. abra). Ez
a megfigyelés az ember afrikai eredetére utal. A mitokondralis evoluciés fa nagy
again, talalhatdé egyének altalaban azonos foldrészrél szarmaztak, de voltak
kivételek, amikor afrikai vagy azsiai, eurdpaiakkal allt kdzelebbi rokonsagban és
forditva. Az eddig végzett mtDNS-t felhasznal6 vizsgalatbdl az is kidertlt, hogy
egy adott népcsoportban szamos mitokondrialis tipus el6fordul, egyes esetekben,
kUldndsen a foldrajzilag izolalt populacidokban azonban csak egy, vagy csak kevés
szamu szarmazasi aghoz tartozé egyének vannak tobbségben.

Minél régebbi egy populacid egy adott terlleten, annal tobb ideje
,halmozdédnak” a mutacidok a mitokondridlis DNS készletében. A populaciékon
belluli szekvencia divergencia értékét (dx) az afrikaiak kozott talaltéak a
legmagasabbnak (6x=0,47). Az afrikai populacio tehat variabilisabb, mint barmely,
nem-afrikai népcsoport. Kisebb a variabilitds az azsiai populaciéban (6x=0,35),
kevésbé variabilisak az ausztral és az uUj-guineai mintak (84=0,25, 64,=0,25). A
legkisebb genetikai variabilitast az eurdpai populacié mutatta (6x=0,23). Az afrikai
populaciéban megfigyelt legmagasabb divergencia érték szintén alatamasztja az
ember afrikai eredetét. A vizsgalatban szerepld populaciok koézul legfiatalabbnak
az eurodpai tekinthet6. A mitokondrialis haplotipusok jelenlegi eloszlasa alapjan
arra kovetkeztethetliink, hogy csak kevés szamu interkontinentalis migracié
kovetkezett be az afrikai és eurazsiai kontinens k6zott. A genetikai fa azt mutatja,

hogy az 0sszes nem afrikai haplotipusnak egy k6z6s 6se van.
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3. abra Evoluciés fa 147 személy mitokondrialis DNS-e alapjan [41].

A mitokondrialis szekvencia divergencia rata meghatarozasa torténhet egy
adott foldrészre specifikus klaszterek szamanak, valamint a foldrész benépesulési
idejének dsszevetésével (Uj-Guinea- legalabb 7 specifikus klaszter, benépesiilés
minimum harminc-ezer éve). Az Uj-guineai foldrész mitokondridlis markereit
vizsgalva az ember mitokondrialis DNS-ében egymillié év alatt 2-4%-os valtozas
figyelhetd meg, feltételezve azt, hogy a mitokondridlis szekvencia divergencia
konstans rata szerint akkumulalédik az emberekben. Ebbél Cann és munkatarsai
arra kovetkeztettek, hogy az oOsszes ma él6 ember kbézds anyai &se,
,mitokondridlis Eva” 140-290 ezer éve élhetett. Ez az Eva azonban nem az
egyetlen n6 volt, aki ekkor élt, de 6 volt az egyetlen szerencsés, akinek ma is
élnek utodai. (Azoknak az asszonyoknak a mtDNS 6roksége nem maradt rank,
akik terméketlenek voltak, vagy akiknek csak fiaik szulettek, vagy a szuletett
lanygyermekik utdéd nélkil halt meg). Az els6é olyan klaszter kora, amely
képviseldi elhagytak Afrikat 90-180 ezer évesre tehet6.

Bar tobben biraltak Cann és kutatdécsoportjia munkajat, azonban mas
modszerekkel is bizonyitottak az ember afrikai eredetét, valamint a kozés anyai 6s
korat szintén kb. 200 ezer évre becslulték. Vigilant és mtsai a mitokondrialis DNS
Megfigyelték, hogy a kontroll régié alapjan meghatarozott mitokondrialis tipusok
(haplotipusok) erés geografiai specifitast mutatnak. Az altaluk vizsgalt 189 egyén
adatai alapjan genetikai fat szerkesztettek egy kuls6 csoport (Pan troglodytes:
kozonséges csimpanz) alkalmazasaval. Ennél a mddszernél nem szukséges

feltétel, hogy a mtDNS evolucios rataja minden vonalon belll allandd legyen.
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Csimpanz szekvenciat hasznaltak fel ahhoz, hogy kijeldljék a k6z6s mitokondrialis
Ost a genetikai fan. Az 0sszes lehetséges modell kozul csak az afrikai eredetet
alatamaszto szerkezetl fak bizonyultak lehetségesnek, hiszen létrehozasukhoz
szignifikansan kevesebb mutacios eseménynek kellett bekdvetkeznie, mint a nem-
afrikai eredetet mutaté fak létrehozasahoz. A mitokondridlis kontroll régiéban
megfigyelt szekvencia kllénbségek szintén Afrikdban mutatjak a legnagyobb
ertékeket.

Az ember és a csimpanz mitokondrialis kontroll régioja kozott megfigyelhetd
atlagos nukleotid kulonbség 15,1%. Azonban ettél I1ényegesen tobb mutacios
esemeény bekovetkeztével kell szamolnunk, mert a nukleotid poziciok tobbszor
mutalodhatnak. A transzverzidk bekovetkezésének esélye 1:15 a tranziciokhoz
képest. Atlagosan 26,4 transzverzids kiilénbséget figyelhetiink meg az ember és a
csimpanz szekvenciajaban, ennek alapjan 396 tranzicidéval szamolhatunk. A két faj
mitokondrialis kontroll régidja kozott 1évé atlagos kulonbség ez alapjan 69,2%-ra
tehet6. Az ember és a csimpanz vonalanak szétvalasa 4-6 millio éve kovetkezett
be [43]. Ennek alapjan a mitokondrialis DNS hipervariabilis régiojaban korulbelul
minden tizezredik évben rogzul egy mutacio. Minden ma él6 ember k6z0s anyai
Osének kora 166-249 ezer évre tehet6. Ez bizonyitja, hogy Afrika kellett legyen a
modern emberré valas egyetlen szintere, valamint, hogy az Afrikabdl kb. 1 millié
eve kivandorolt Homo erectus késdbbi leszarmazottainak nincs nyoma a mai

ember mitokondrialis DNS-ében.

1.9. A FOLD MODERN EMBEREK ALTALI BENEPESITESE A mtDNS
ALAPJAN

Minden ma él6 ember anyai vonala ,mitokondridlis Evaban” fut 8ssze, aki
Dél-, vagy Kelet Afrikdban sziletett tdbb mint 130 ezer évvel ezelétt. Az O
leszarmazottai terjedtek el az afrikai kontinensen (L1-L3 haplocsoportok) [44] (4.
abra).
Oseink egy kis csoportja 65-80 000 évvel ezelétt elhagyta Afrikat [45]. Afrikabol
az elsé kivandorlas a Kozel-Keletre tortént. Ezek a kivandorldk legfeljebb par
ezren lehettek, ma a nem afrikai emberek mindegyike az 6 markereiket (is)

hordozza. A Kozel-Keleten korulbelul 55-60 000 évvel ezel6tt kialakult két fontos
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szuper-haplocsoport, az M és az N, melybdl az dsszes tobbi, nem afrikai klaszter
szarmaztathatd [46]. Az M szuper-haplocsoport leszarmazottai elterjedtek
Azsidban, Ausztralidban és Amerikaban, mig az N klaszter képvisel6i leginkabb
Eurdpat népesitették be. Ausztraliaba a tengerparti “gyorsuton” kb. 60 000 évvel
ezel6tt érkezett meg az anatomiailag modern ember [47]. Bar az Afrikabol
Ausztraliaba torténé vandorlasnak nem maradt kézzelfoghaté nyoma a jégkorszak
utdn megemelked6 tengerszint miatt, azonban az 6si mitokondridlis leszarmazasi
vonal az Andaman-szigetek, Malajzia és Papua Uj-Guinea egyes 6slakosainal,
valamint minden ausztral bennszulottnél follelheté [46]. A neandervolgyi emberfaj
lakta Europaba mintegy 50 000 évvel ezelbtt érkeztek meg Homo sapiens 6seink.
A neandervolgyiek mind kisebb teruletre szorultak vissza, mig kb. 26 000 éve
teljesen eltlintek. (Fosszilis leletek mitokondridlis DNS vizsgalata alapjan a
neandervolgyieknek genetikai nyomai a Homo sapiens sapiens utddaiban nem
lelheték fel. Azonban maig megvalaszolatlan kérdés, hogy a kétféle embertipus
parosodott-e egymassal, szllettek-e utddaik, és azok termékenyek voltak-e
[1917?)

Oseink a Kdzel-Keletrél induld tébb bevandorlasi hullamban vették birtokba
Eurdpa tajait, mind a paleolitikum, mind a neolitikum idején. Kozép- és Kelet
Azsidba a modern emberek elsé hullama kb. 30-50 000 évvel ezelétt érkezett
[46]. Az Ujvilagot az akkor még jarhaté Bering-szoroson keresztiil 15-25 000 éve
népesitették be [48].

Az eddigi vizsgalatok szerint az Y kromoszdéma alapvetéen ugyanazt a
torténetet hordozza, mint a mitokondrialis DNS. A férfiak genetikai torténete kisebb

eltérésekkel illeszkedik a n6k torténetével [49].
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4. abra A Fold modern emberek altali benépesitése a mitokondrialis DNS

alapjan

1.9.1 Paleolit és neolit szarmazasi vonalak Eurépaban

A jelenkori eurépaiak mtDNS vizsgalata alapjan 7 f6 (és két alacsony (1-
2%) gyakorisaggal el6forduld) haplocsoport azonosithatdé az eurdpaiak kozott (2.
Tablazat) [50]. Az egyes haplocsoportokon belil a DNS szekvenciak vagy
azonosak, vagy igen hasonldéak egymashoz. A mai eurdpaiak tébb mint 95%-a
beleilik a kilenc eurépai klaszter valamelyikébe (5. abra). Az egyes
haplocsoportok gyokerénél az alapitd szekvenciat egyetlen “né” hordozza minden
esetben. Egy klan foldrajzi eredéspontja nem szikségképpen az a hely, ahol ma
eléfordulasa a leggyakoribb, hanem ahol a haplocsoporton belll az egyes tipusok
a legnagyobb valtozatossagot mutatjak [29]. Az eurdpai lakossag igen kevert, ez
azt jelenti, hogy majdnem mind a 9 eurdpai haplocsoport képviseldi jelen vannak
Eurépa minden orszagaban, illetve populaciéjaban [50].

A haplocsoportok kora megbecsulheté a mitokondridlis mutacids rata
felhasznalasaval a csoporton belll eléforduléd haplotipusok, valamint a csoport
alapité haplotipusa ko6zott megfigyelhetd atlagos mutaciés kulonbségek alapjan
[48]. Az eurdpai haplocsoportok kora 50 000 és 10 000 év kozeé tehetd [40,
50, 51]. Az anatomiailag modern ember elsé telepllései az eurdpai kontinensen
40-50 000 évesek lehetnek. Az els6 beteleplldk az U5 haplocsoportba tartoztak.
Valdészinlleg ez a klaszter volt az egyetlen, amelynek képvisel6i az elsd
betelepedési hullamban érkeztek Europaba, valészinileg a Kozel-Keletrél. Ebbe a

haplocsoportba tartozik a mai eurdpaiak 7%-a [50].
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Az T, I, X, H, W, K haplocsoport és az U tovabbi alcsoportjai a
paleolitkumban, az utolsé jégkorszak tetSpontjanak idején mar jelen voltak
Eurépaban. A jégkorszak tetépontjan Kozép-Eurdpa elnéptelenedett, az emberek
a Pireneusok és a mai Ukrajna terllete kozott 1évé refugialis zonakba és talan a
mediterran partvidékre huzddva vészelték at az eljegesedést [46, 52]. A
modern emberi népesség szamat tekintve relativ kevés maradt egészen a 15 000
évvel ezelbtt bekdvetkezett felmelegedésig. A felmelegedést kdvetéen drasztikus
népességrobbanas kovetkezett be. Az emberek a déli melegebb vidékekrdl
elvandorolva benépesitették Eurdépa északi részeit is. A V haplocsoport
megjelenése mintegy 12 500 évvel ezelbttre tehetd. A legdfiatalabb haplocsoport
Eurépaban a J. Bearamlasa mintegy 10 000 évvel ezel6tt kezd6dott meg a Kozel-
Keletrdl érkez6 korai foldmivesekkel [50, 53].

Az eurdpai populacio génkészletének lehetséges szarmazasara harom modellt

dolgoztak ki.

1. Démikus szétterjedés modell: A ma él6 eurdpaiak elsésorban a neolitikum
idején a Kozel-Keletr6l érkezd foldmivel6k utodai. A jégkorszak utani
bevandorlassal tobbségbe kerlltek Eurépaban a neolit, Kdzel-Keletrdl
bevandorlé foldmivel6k és kiszoritottak, illetve beolvasztottak a kis szamu
vadaszo-gyljtogetd alaplakossagot. Tehat a foldmivelés a Kozel-Keletrél
Eurdpa tobbi részébe populaciok mozgasaval terjedt el [54].

2. Kulturélis diffuzi6 modell: Csak minimalis szamu bevandorlé érkezett
Eurépaba a Kozel-Keletrdl a neolitikum idején, a mez6gazdasag technikaja
kulturalis érintkezéssel terjedt el [55].

3. Uttéré gyarmatositas modell: Csak kis csoportok vandoroltak be a Koézel-
Keletrél, létszamukat tekintve nem kerultek folénybe a paleolitikumtdl

Eurépaban él6 6slakossaggal szemben [56, 57].

2. Tablazat A kilenc eurdpai mitokondrialis haplocsoport keletkezésének ideje és

gyakorisaga Europaban [40, 50, 53].

Haplocsoport |Keletkezés Gyakorisaga a mai
ideje (évvel | eurdépaikban (%)

ezel6tt)
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paleolitikum us ~ 50 000 ~7

T ~ 47 000 ~8

I ~ 35000 ~1-2

X ~ 24 000 ~2

H ~ 21000 ~ 50

W ~ 18 500 ~ 1

K ~ 16 000 ~7
mezolitikum \ ~12 500 ~4
neolitikum J ~10 000 11-20

Modern mintak vizsgalataval megallapithatd, hogy a kozel-keleti populaciok
(sziriai, iraki, torokorszagi, irani szekvenciak) tobb mint 50%-ban a J
haplocsoportra jellemzé mutaciés mintazatot hordozzak, mig az eurdpai lakossag
csupan ~20%-a tartozik a fiatal haplocsoportba, tehat valéjaban 80%-ban a
vadaszO6 gyljtogetd eurdpaiak leszarmazottai, akik csupan atvették a
mez8gazdasag technikgjat. A fiatal haplocsoport foldrajzi elhelyezkedése megfelel
az elsé gazdalkoddk régészek szerinti utvonalanak. A J haplocsoport két enyhén
kllénbdz6 mutacios készletli agra valik szét. Az egyik a Balkanrél a Karpat-
medencén at és a kdzép-eurdpai folydvolgyek mentén halad a Balti-tenger felé
(J1b).
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4. abra Az eurdpai mitokondrialis variaciok sematikus filogenetikai faja. A fa
again a HVR-1 régié mutacios pozicidi lathatéak. Szogletes zardjelben a
HVR-2 régio, illetve a kodold régiéo mutaciéi vannak feltintetve. Az L3a*
afrikai klaszter az Osszes europai klaszter (valamint azsiai, ausztral,

amerikai és az afrikai szub-klaszterek) 6sének tekinthetd.
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A masik szigorian a mediterran partvidéket kévetve Spanyolorszagig, majd a
portugal atlanti parton halad Nagy-Britannia nyugati feléig (J1a). Csak a Kozel-
Keleten él6k korében sikerllt azonositani olyan mitokondridlis tipust, amely
mindkét eurdpai tipus (J1a, J1b) 6sének tekintheté [58]. Ezek alapjan a J klaszter
a Kozel-Keletr6l eredeztethet, legalabb keét kulonbozé vonal képviseldi
vandoroltak be Eurdpaba, kialakitva a nyugat- és kdzép-eurdpai klasztereket. A J
haplocsoport gyakorisaga 2-22% kozotti Eurdpa népcsoportjaiban. Legkisebb
gyakorisagot a baszkoknal mutatja, leggyakoribb a cornwalli populacidéban
(Egyestilt Kiralysag) [58].

A vizsgalatok tehat az uttéré6 gyarmatositas modellt igazoltak. Eurdpa
genetikai torténetének f6 meghatarozéi azok a vadaszo-gyljtogetdk, akik a
paleolitikumtdl jelen vannak a kontinensen. Eurépa melegebb tajaira huzédva
tulélték a jégkorszakot (2 f6 refugium: atlanti és nyugat mediterran zéna; Ukrajna

kornyéki, jég koruli zéna [52], és ujranépesitették a foldrészt a foldmivelbk elbtt.

1.10. A FELNOTT TiPUSU LAKTOZ INTOLERANCIA

Az el6zb6ekben leirtuk hogyan rogzilnek és 0oroklédnek az egyes
populacidkra jellemzé mitokondridlis DNS valtozatok. A sejtmagi DNS
populaciokra jellemz6 valtozatai kozul kiemelkedéen érdekes néhany mutacios
jelleg genetikai szelekcioja.

Vannak olyan emberi tulajdonsagok, amelyek szisztematikus foldrajzi
eloszlast mutatnak, mint példaul a bérszin, az arcforma vagy a
taplalekemésztéssel kapcsolatos jellegzetességek. Ezek a tulajdonsagok
altalaban kornyezeti szelekcidos hatasokra alakultak ki és maradtak fennt a
kldnbdz6 populaciokban. Foldrajzi tagozédast mutat példaul a tejalapu taplalékok
emeésztésének képessége is.

A tejcukor (laktdz) a tejben és egyes tejtermékekben eléforduld természetes
Osszetett cukor, amely a tapcsatornabol nem képes kozvetlenul felszivodni. A
vékonybél bolyhainak csucsan talalhaté laktaz phlorizin hidrolaz (LPH, laktaz)
enzim katalizélja a laktéz [(1-4) glukozid koétésének hidrolizisét, aminek

eredményeként felszivodasra képes egyszerli cukrok, glikéz és galaktoz
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keletkeznek [59]. A szervezet ezeket a monoszacharidokat felszivodas utan
energiaforrasként hasznalja fel. Megfelel6 mennyiségl laktaz enzim hianyaban a
laktdéz valtozatlanul halad keresztll a tapcsatornan és a vastagbélbe jutva nagy
koncentracidja kovetkeztében, ozmozis-hatas eredményeként akadalyozza a
széklet viztartalmanak reszorpcidjat. A meg nem emésztett és fel nem szivédott
laktézt a kulonféle szimbionta bélbaktériumok erjesztik, mely soran gazok és
szerves savak keletkeznek. A savak fokozzak a bél perisztaltikgjat, a gazok
felfUvédast okoznak. A széklet hig lesz, gorcsok, hasmenés alakul ki a tejcukrot
tartalmazo taplalék elfogyasztasa utan.

A szuletést kdvetben a laktaz enzim magas szinten termelédik, majd a
populacié egy részében az eredeti funkcionalis kapacitasanak 5-10%-ara csokken
a felnétté valas soran [60]. A vilag lakossaganak nagyobb részénél a laktaz
enzim aktivitasa az életkor elére haladtaval fokozatosan csdkken, esetleg meg is
szinik [61]. Ennek a folyamatnak a molekularis mechanizmusa még nem
tisztazott. Annyi azonban mar ismeretes, hogy féként a transzkripcido szintjén
szabalyozddik [62-64].

A felnétt tipusu laktéz intolerancia széleskor( etnikai variaciot mutat. Az
laktdz intolerancia eléfordulasi gyakorisaga az eurdpai kaukazusi populaciéban 3-
70%. A felnétt tipusi laktéz emésztd képesség leggyakoribb Eszak-Nyugat
Eurépaban, legmagasabb gyakorisagot mutatva a svédeknél és a danoknal. Dél-
kelet felé haladva az alacsony laktéz emésztési képesség az altalanos allapot;
bizonyos azsiai ill. k6zép-afrikai orszagokban a tejcukor-érzékenyek aranya akar a
100%-ot is elérheti. Afrika, Azsia lakoi, valamint az észak-amerikai indianok
esetében a feln6tt lakossag donté része laktoz intoleranciaban szenved. A trépusi
Afrikaban nagy kulonbségek vannak az egyes népcsoportok kdzott a felndttkori
tejemésztés képességét illetéen. Afrika némely népcsoporjainal (tuareg, fulani és
tutsi) csak 7-22%-ban, mig masoknal (bantu) tdbb mint 90%-ban fordul el6 a
laktéz intolerancia feln6tt korban [61, 65, 66]. A tejcukorbontas képességének
hianya lehet id6szakos is, altaldban valamilyen fertézés, megbetegedés
kovetkeztében masodlagosan alakulhat ki.

Az emldsallatok felnétt korukban nem képesek a tejcukor emésztésére, erre
nincs is szukséguk, mivel az nem képezi taplalékukat. Az ember esetében csak az

allattartas elterjedése utan nyilt lehetéség a felndttkori tejfogyasztasra. A
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felndttkori laktéz emészté képesség tipikusan olyan mutacié eredménye, amely a
mezbgazdasagi kultura elterjedésével szelektalodott. Elsbésorban azoknal a
népeknél alakult ki, ahol a teljes tejtermékek adjak a taplalék fehérje forrasanak
nagyobb részét [65, 67].

A felnbttkori tejemésztésre képesek bizonyos foldrajzi tényezOk esetén
szelekcios elényhoz jutottak a laktézt nem emésztékkel szemben. A kalcium az
emberi test szamara elengedhetetlenll fontos asvanyi anyag, és tobbek kdzott
csontjaink f& alkotdja. A kalcium felszivddasahoz és a csontokba vald
beépuléseéhez D-vitamin is szukséges. A tej az egyik legfontosabb D vitamin és
kalcium forras. D vitamin napsugarzas hatasara a bérben is keletkezik
eléanyagaibdl. Eszak-Eurépaban a kevés napfény miatt gyakoribb volt a D vitamin
hiany, amely csontvaz fejl6édési zavarokhoz és az angol kérhoz vezetett, amely a
medence torzulasat okozva negativan befolyasolta a reprodukcios képességet.

Sahi és munkatarsai mar 1973-ben leirtdk a laktoz érzékenység
oroklédését, és kimutattak, hogy a laktéz érzékeny felndttek homozigétak egy
autoszémalis recessziv allélra nézve [68]. A laktoz érzékenységet betegségnek
tekintjuk, pedig a laktéz érzékenységet okozé allél valojaban a gén eredeti
formaja. A mutans allél dominans az eredeti, vad tipussal szemben, és mar
heterozigéta formaban is elegendé a megfelel6 laktaz enzim szint fenntartasahoz.
A laktaz gén a 2. kromoszoma q21-es régiojaban helyezkedik el. 17 exont
tartalmaz, amely egy 6274 nt hosszusagu mRNS-t kédol, és errél egy kozel 200
amindsav hosszu protein keletkezik.

A laktéz intolerancia kulonbozé életkorban alakul ki az egyes
népcsoportokban. Az etnikai kulonbségek hatterében all6 regulacios
mechanizmus nem ismert. A laktdz aktivitas csdokkenése az afrikai gyerekeknél
hamarabb kovetkezik be, mint a finn gyerekeknél [69].

A 60-as évek végétdl a laktdz intolerancia diagnodzisa a laktoz tolerancia
teszten és a hidrogén kilélegzési teszten alapul [70, 71]. Ezeknek a teszteknek
az eredménye olyan egyéb faktoroktdl is fugg, mint a vastagbél baktériumok
metabolizmusa, az egyén fizikai aktivitasa és gliikdz metabolizmusa [72]. Eppen
ezért a téves negativ tesztek el6fordulasi gyakorisaga elérheti a 20 %-ot is. Téves
pozitiv tesztet okozhat a masodlagos lakt6z intolerancia és kulénb6z6

gasztrointesztinalis betegségek [73]. Laktéz emésztési nehézség alakulhat ki
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gyulladas vagy a bélnyalkahartya karosodasanak kovetkeztében [74], példaul a
Crohn betegségben, bakteridlis és parazita fert6zéseknél [75], lisztérzékenység
esetén [61, 76].

A fenotipusbeli kiildnbséget okozd varianst 2002-ben sikertlt DNS szinten
azonositani. Linkage disequilibrium (kapcsolt kiegyensulyozatlansag) és
haplotipus analizissel finn csaladokban, a laktaz gén start kodonjatol 5’ iranyban
13910 bazisparnyira azonositottak egy olyan genetikai varianst (-13910C/T),
amely szoros kapcsoltsagot mutatott az 6roklott laktaz hiannyal. A laktaz génben
nem sikertlt olyan polimorfizmust kimutatni, amely 6sszefiiggésbe hozhato lett
volna a laktaz-fenotipusos kulonbséggel [77]. A —13910T mutans allél dominans
a vad tipusu C varians folott. 2003-ban két fliggetlen kisérletben bizonyitottak,
hogy a -13910 régid klénozasi kisérletekben erfs transzkripcionalis
enhanszerként viselkedik, aktivalja a riporter gén expresszidjat hely- és orientacié
fuggetlendl, valamint aktivalja az LPH prométer altal szabalyozott transzkripciét.
[63]. Mindkét varidans enhanszer aktivitdssal rendelkezik, de a —13910T varians
esetében négyszer er6sebb az erdsité hatas, mint a -13910C allél esetében [63,
78].
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Il. CELKITUZESEK

Kisérletsorozatunk egyik célja, hogy tanulmanyozzuk a kunok genetikai
eredetét, rokonsagi viszonyait. A mai magyarorszagi lakossag egy részének a
kunok az 6sei. Ez a csoport mara genetikailag és kulturalisan teljesen beolvadt a
magyarorszagi népességbe, ezért genetikai vizsgalatuk csak &asatag leletek
tanulmanyozasaval lehetséges. A csengelei temetkezésbdl szarmazoé kun leletek
csontjainak molekularis genetikai feldolgozasaval azokra a kérdésekre kivantunk
valaszt kapni, hogy

e mennyire volt genetikailag egységes a csengelei kun csoport,
e a vizsgalt mintak milyen aranyban hordoznak azsiai, eurdpai, esetleg mas
tipusu mitokondrialis genetikai elemeket
Tovabba Osszehasonlitast kivantunk végezni, hogy a mai magyar lakossag
korében megtalalhatéak-e a kunokra jellemz6 szekvenciatipusok és
haplocsoportok.

Munkank masik célja, hogy meghatarozzuk a ma él6 magyarorszagi
magyar populaci6 anyai eredeti  genetikai  szerkezetét, valamint
kapcsolatrendszerét mas eurazsiai populaciokkal a mitokondridlis DNS vizsgalata
alapjan.

Terveink kozott szerepelt autoszémalis SNP marker asatag leleteken
torténé tanulmanyozasi modszerének kidolgozasa, valamint a polimorfizmus
el6fordulasi gyakorisaganak meghatarozasa a mai magyar populaciéban. Olyan
SNP markert tanulmanyoztunk, amely szisztematikus foldrajzi tagozédast mutaté
betegséggel/allapottal hozhatd 6sszefuggésbe. A felnétt tipusu laktéz intolerancia
kialakulasaért felelés génvarianst vizsgaltuk. A vizsgalatok kapcsan az SZTE
Gyermekgydgyaszati Klinika kérésére hasi panaszokkal rendelkezé gyerekek DNS
mintainak felhasznalasaval tanulmanyoztuk az altalunk kidolgozott vizsgalati
modszer alkalmazhatésagat a felnétt tipusu laktoz intolerancia diagnosztizalasara

gyermekkorban.
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Ill. ANYAGOK ES MODSZEREK

lI.1. MITOKONDRIALIS DNS VIZSGALATOK

l.1.1. A vizsgalt mintak

Az 1975-0s asatas 14 leletébdl, a kun vezér maradvanyaibdl, valamint
lovabdl kiséreltink meg DNS-t izolalni. Az 1975-0s asatas leletei kozul azokat
valasztottuk ki, amelyek makroszképos strukturajuk alapjan, el6zetes
tapasztalataink szerint, alkalmasak voltak a genetikai vizsgalat elvégzésére. Az 8si
DNS-t 11 lelet 6rizte meg vizsgalhaté formaban, melyek archaeoldgiai és
antropoldgiai adatait a 3. Tablazat tartalmazza.

A mitokondridlis DNS vizsgalatokhoz a mai magyar populaciot reprezentalo
hajszal, illetve vérmintak 74 kilénbdz6, anyai agon nem rokon, Magyarorszag

klénb6z6 foldrajzi régidiban €16, magat magyarnak vallé személytél szarmaztak.
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3. Tablazat Az archaikus DNS-t tartalmazd kun leletek archeoldgiai és

antropoldgiai adatai

ANTROPOLOGIAI TULAJDONSAGOK

MINTA CSONT NEM ES KOR TIPUS

Kun1 Jobb felkarcsont  Férfi >55 év mongolid

Kun3 Bal sipcsont Gyerek 5-6 év ?

Kun4 Jobb felkarcsont  Felnétt n6 mongolid

Kun12 Jobb combcsont  Fiatal né ?

Kun26 Jobb sipcsont Férfi >40 év mongolid

Kun27 Jobb combcsont  Gyerek 10-12 év ?

Kun28 Jobb sipcsont Feérfi >40 ev mongolid

Kun30 Bal sipcsont Feérfi >60 év mongolid

Kun31 Bal combcsont Fiatal (n6) 12-13 év ?

Kun33 Jobb felkarcsont  Fiatal (n§) 12-13 év ?

Kun112 Jobb combcsont  Férfi >30 év europid vonasokat
(vezeér) mutaté mongolid

111.1.2. DNS extrakcié modern mintakbol

A DNS preparalast hajszalbdl, vérbdl és szajuregi kenetbél Walsh és

munkatarsai altal kidolgozott mddszer alapjan hajtottuk végre [79].

1ll.1.2.1. DNS preparalas hajszalbol

¢ A mintavétel soran lehet6ség szerint a hajszal hajhagymat tartalmazé 0,5 -

1

cm hosszu szakaszat

hasznaljuk (ha a hajhagyma nem All
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rendelkezésunkre, akkor 3-4 darab kb. 1 cm-es hajszaldarabot
hasznalunk).

Az eljaras el6tt a hajszalat megtisztitjuk steril, deionizalt vizzel torténd
tobbszori oblitéses, aztatasos mosassal.

A hajszal darabot 200 pl 5%-o0os Chelex-100 oldatot tartalmazé 1,5 ml-es

cs6be helyezzik ugy, hogy hajszal darab teljesen elmeriljon az oldatban.

56°C-on egy €éjszakan at inkubaljuk.

Nagy sebesseéggel vortexeljuk 5-10 masodpercig.

Gondosan ellendrizzuk, hogy a hajszaldarab elmeruljon a Chelex-oldatban,
majd pontosan 8 percig forrasban 1évé vizben inkubaljuk.

10000-15000 x g-vel 2-3 percig centrifugaljuk.

A fellluszoét egy Uj csébe pipettazzuk és 6-10 ul-ét adjuk templatként a 40
Ml végtérfogatu PCR reakcidhoz.

A maradék minta —20°C-on 3 honapig tarolhato.

1ll.1.2.2. DNS preparalasa vérbél

A Kkisérleti személy ujjbegyét 70%-os alkohollal letisztitiuk majd 3 pl
periférias vért veszink és 1 ml steril, deionizalt desztillalt vizet tartalmazé
1,5 ml-es csObe tesszuk.

Buktatva keverjuk a csé tartalmat, majd 30 percig szobahdmeérsékleten
inkubaljuk.

10000-15000 x g-vel 2-3 percig centrifugaljuk.

A fellluszoét dvatosan eltavolitjuk az alsé 20-30 ul kivételével.

Feltoltjuk az elegyet 200 ul végtérfogatra 5%-o0s Chelex-100 oldattal.

56°C-on minimum 40 percig inkubaljuk.

Nagy sebességgel vortexeljuk 5-10 masodpercig.

Forrasban 1évé vizben inkubaljuk pontosan 8 percig.

10000-15000 x g-vel 2-3 percig centrifugaljuk.

A fellluszot egy uj csdbe rakjuk és 6-10 pl-ét hasznaljuk templatként a 40 pl

végtérfogatu PCR reakcidhoz.

A maradék minta —20°C-on 3 honapig tarolhato.
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111.1.3. A kun csontmaradvanyokbdl torténé DNS extrahalas

1ll.1.3.1. A csontmintak el6készitése, poritasa

A csont felszini szennyez6déseit steril, deionizalt vizzel és higitott haztartasi
hypoval eltavolitjuk. A csont diafizisének kb. 2 x 4 cm-es részét flrésszel kivagjuk,
majd a csontdarab dsszes felszinét UV-C fénnyel dekontaminalt csiszolokoronggal
tavolitjuk el legalabb 2-3 mm meélységig. A csiszolt csontdarabot 30 percen at 1

2

J/em” intenzitasu UV-C fénnyel megvilagitjuk az esetleges maradék modern DNS

eltavolitasa érdekében. A csontdarabot steril mozsarban porra zuzzuk.
111.1.3.2. A DNS extrahalas folyamata

Az asatag kun csontokbdl torténdé DNS izoladlast Kalmar és munkatarsai

altal kidolgozott médszer részben modositott valtozataval végeztem [80].

1. 2560 mg csontport 500 ul extrakciés pufferben [0,1 M EDTA, 0,5% N-
laurylsarcosine-Na s6, 100 mg/ml proteinaz K] oldunk fel, majd intenziv

vortexelés utan 37°C-on, folyamatos vertikalis forgatassal egy éjszakan at
inkubaljuk.

2. A mintat 12000 rpm-en 10 percig centrifugaljuk, majd 250 ul feltluszét egy 1,5
ml-es cs6be teszunk.

3. A feluluszéhoz adunk 3,5 pl 1 pg/ul-es Dextran Blue oldatot (Sigma), 250 ul 4M
NH4-acetatot, 500ul 96% etanolt és 2-3 masodpercig vortexeljuk.

4. A DNS-t precipitaljuk -70°C-on torténs 10 perces inkubalassal.

5. A képz6dott csapadékot 15 perces 4°C-on végrehajtott 18000 rpm-n torténd
centrifugalassal szeparaljuk.
6. A felUlusz6t maradéktalanul eltavolitjuk és a csapadékot 20 ul deionizalt, steril,

kétszer desztillalt vizben oldjuk vissza.
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7. Az izolalt DNS és a maradék extraktum —20°C-on tarolhaté.

lll.1.4. A mitokondrium kontroll régiéjanak amplifikacidja

A PCR reakciot minden esetben 40 ul-es végtérfogatban végeztuk 1x Ex
Taq Puffer (Takara Shuzo Co.), 250 ug/ul BSA (Boehringer), 6-6 uM primer, 200 p
M 2dNTP (Takara Shuzo Co.), 2,5 mM MgCl,, 7-11 ul csont DNS extraktum, vagy
6-10 ul haj/vér DNS extraktum, valamint 1U Takara Ex Taq Polimeraz (Takara
Shuzo Co.) felhasznalasaval. Az amplifikacio a kovetkez6 lépésekbdl allt:
denaturalas 93°C-on 90 masodpercig, amplifikacié 35 cikluson keresztil 93°C-on
45 masodpercig, 56°C-on 1 percig és 72°C-on 1,5 percig, a végsd extenzié 72°C—
on 5 percig tortént. A csontmintdk esetében 2 primer part hasznaltunk a HVR-1
régio amplifikalasara. Az 6si DNS toredezettsége miatt a csontmintak esetében
egymastol fuggetlen reakcidkban sokszoroztunk két, viszonylag rovid (266bp és
239 bp), részlegesen atfedd DNS szakaszt (L15996-H16221 és L16182-H16401
(4. Tablazat)). A haj, illetve a vér DNS extraktumok esetében a két kilsé primert
(L15996-H16401) hasznaltuk és egy reakcidban amplifikaltuk a vizsgalni kivant
DNS szakaszt. (A szamozas a Cambridge-i referencia szekvenciara (CRS) utal
[81].

A PCR termék 10 ul-ét megfutattuk 8%-os nativ poliakrilamid gélen és
ethidium-bromid festés utan ellenériztik a reakci6 sikerességét UV
transzilluminator segitségével. A PCR termékek méreteit GelBase gél
dokumentacios rendszer felhasznalasaval hataroztuk meg (UVP). Csak abban az
esetben vetettik ala tovabbi vizsgalatnak a csontmintakbdl szarmazé PCR
terméket, ha a vartnak megfelel6 volt a fragmentméret, valamint a hasznalt

amplifikacios és extrakcios kontroll mintakban nem volt termék lathato.
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4. Tablazat A mitokondrialis HVR-1 amplifikalasahoz hasznalt primerek

Primer neve Szekvencia

L15996 5-CTCCACCATTAGCACCCAAAGC-3
L16182 5-AACCCCCTCCCCATGCTTAC-3’
H16221 5-TTGATGTGTGATAGTTGAGGG-3
H16401 5-TGATTTCACGGAGGATGGTG-3’

111.1.5. Célzott haplocsoport specifikus pozicidk vizsgalata

Azokban az esetekben, amikor a HVR-1 szekvencia nem tartalmaz
diagnosztikus haplocsoport meghatarozé motivumokat (U* és H klaszterek),
ahhoz, hogy haplocsoportokba tudjuk sorolni a DNS szekvenciakat, szukség van a
HVR-2, illetve a kodold régié bizonyos, filogenetikai szempontbdl fontos
polimorfikus pozicidinak vizsgalatara is [82-84]. Nyolc PCR primerpart
terveztink és alkalmaztunk a vizsgalni kivant polimorf régiok amplifikalasara, majd
hat esetben restrikciés analizissel, két esetben pedig direkt szekvenalassal
hataroztuk meg a haplocsoport specifikus poziciok allélikus allapotat (5. Tablazat).
A 10873. polimorf nukleotid poziciét minden minta esetében megvizsgaltuk, hogy
elkUlonitsik az N és az M szuper-haplocsoportokat (N szuper-haplocsoport
+10871 Mnll). Az analizis soran a kovetkez6 haplocsoportokat meghatarozé
polimorf pozicidkat vizsgaltuk: H haplocsoport (-73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -
14766Msel (a szamok a restrikcios enzim felismerdhelyének elsé nulkeotidjara
utalnak; +/- jeldlés: van/nincs felismerd helye a feltlintetett restrikcios enzimnek a
szekvenciaban)), HV haplocsoport (-73ApaLl, +4580Nhel, +7025Alul, +10871Mnll,
-14766Msel), V haplocsoport (-73ApalLl, -4580Nhel, +10871Mnll, -14766Msel), U*
és K haplocsoport (+10871 Mnll, 12308G-direkt szekvenalassal), D haplocsoport
(-10871 Mnll, -5178 Alul és 10400T direkt szekvenalassal).
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111.1.6. Az amplifikalt termékek tisztitasa és szekvenalasa

Az amplifikacié utan 20 ul PCR terméket futtattunk 1,5%-o0s agaroz gélen,
80 V feszultségen, 90 percig, 1 x Tris-acetat-EDTA bufferben (40 mM Tris, 4 mM
natrium-acetat, 1 mM EDTA pH=7,7-8). A megfeleld méretli terméket kivagtuk a
gélbél. A DNS visszanyerésére GenElute Agar6z Centrifuga oszlopokat
hasznaltunk kovetve a gyartd utasitasait (Supelco Inc). A pelletet 20-30 ul
deionizalt, desztillalt vizben oldottuk fel.

A PCR terméket mindkét iranybdl direkt szekvenaltuk ABI Prism 310
szekvenatorral (Perkin Elmer) az “ABl Prism BigDye Terminator v. 3.0 Cycle
Sequencing Ready Reaction” kit felhasznalasaval. A szekvenalashoz és az
amplifikaciohoz hasznalt primerek megegyeztek. A szekvenal6 reakciot 20 ul-es
végtérfogatban végeztik 90-120 ng PCR termék, 15 pmol primer és 8 ul reakcid
kit mix felhasznalasaval. A szekvenald reakcid lépései a kovetkez6k voltak:
denaturalas 93°C-on 45 masodpercig, amplifikaciéo 1 cikluson keresztil 96°C-on
15 masodpercig, 52°C-on 15 masodpercig, 60°C-on 4 percig, majd amplifikacié 30
cikluson keresztul 93°C-on 15 masodpercig, 52°C-on 15 masodpercig, 60°C-on 4
percig. A szekvenald reakcidelegybdl a be nem épult fluoreszcensen jeldlt
nukleotidokat eltavolitottuk. A tisztitas Iépései a kovetkez6k:

e 20 ul reakcioelegyhez adunk 2,0 ul 3M Na-acetatot (pH 4.6) és 50 ul 95%
etanolt

e 5-10 masodpercig vortexeljuk

e 1-2 6raig allni hagyjuk szobahémeérseékleten

e 20 percig centrifugaljuk 14000 rpm-en

e a teljes fellluszot eltavolitjuk

e 250 pul 70% -os etanollal mossuk a pelletet

e Ovatosan vortexeljuk 2-3 masodpercig

e 5 percig centrifugaljuk 12000 rpm-en

e eltavolitjuk a feluluszot és a DNS-t szaritjuk 3-5 percig

A mintak kapillaris gél elektroforézisét a szekvenald labor végezte.
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11.1.7. Az amplifikalt termékek klonozasa

Ahhoz, hogy minimalizalni tudjuk az esetleges kontaminaciébdl adédé téves
eredmény el6fordulasat, 4 csontleletbél szarmazdé PCR terméket klénoztunk. A
kldbnozasi reakciohoz az “Invitrogen PCR 2.1 Topo” klénozé kit-et hasznaltuk
mindenben kovetve a gyartd utasitasait. A klonozott csontleletek esetében a direkt
szekvenalason tul (mintak: Kun 1, Kun12, Kun 26, Kun 112) 8-8 kldnt
szekvenaltunk a rovidebb és a hosszabb kontroll régidos fragmentbél is az
el6z6ekben ismertetett modszer alkalmazasaval. A négy archaikus minta kozul
kett6t véletlenszerlien valasztottunk ki klébnozasra (mintak: Kun1 és Kun12). A kun
vezérbél szarmazé (Kun112 minta) PCR terméket azért klonoztuk, mert ennek a
leletnek a haplotipusa kulondsen érdekes archaeoldgiai szempontbdl. A Kun26-o0s
minta klénozasat az indokolta, hogy a direkt szekvenalas eredménye szerint a
hosszabb HVR-1 fragment mutaciot tartalmaz a 16223 nukleotid pozicidban,
azonban ez a pozicid6 nem vizsgalhatdo a rovid fragment esetében, mert ez a
pozicio a H16221 primer felismerd szekvencigjaban talalhaté. Tovabba a direkt
szekvenalas eredménye szerint a Kun26 asatag minta az egyetlen, ami azsiai

haplotipust hordozott.

111.1.8. A kontaminacio lehet6ségének kizarasa

Annak érdekében, hogy a modern DNS-sel valé kontaminaci6 minden
lehetbségét kizarjuk, fizikailag elkulonitettik az “6si DNS” és “modern DNS”
laboratériumokat, valamint a “pre- és post-PCR” munkahelyeket. Minden vizsgalati
lépés, a munka minden fazisa steril kérilmények kozott zajlott, steril kesztyd,
véddruhazat, szajmaszk, hajhald és plexi arcmaszk hasznalata mellett. Az 6sszes
felhasznalt eszkozt, a taroldeszkozoket és a munkateruleteket (a laminaris fulke
és a PCR flulke) a munka megkezdése elétt, illetve a munka befejezésével sterilre
tisztitottuk 50%-0s haztartasi hypo felhasznalasaval és legaldbb 60 percen

keresztul 1 J/cm2 UV-C fénnyel sugaraztuk be a modern DNS eliminalasa

érdekében.

A DNS extrakcidhoz és precipitaciohoz hasznalt vegyszereket 0,22 um Millex
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GS Filter Unit (Millipore) felhasznalasaval atsz(rtik és 30 percig besugaraztuk 1.0

.J/cm2 UV-C fénnyel (a proteinaz-K kivételével). Pipettazashoz a kereszt-

kontaminaciot kizard, szlrds, steril Universal Fit Filter mikrotippeket (Corning Inc.)
hasznaltuk. A csont Orlése és az extrakcio lépései 254 nm germicid lampaval
ellatott laminaris fllke alatt torténtek (DEFI). Az amplifikacios reakciot beépitett
ultraibolya csovekkel ellatott PCR flilkékben allitottuk 6ssze (UVC/T Cleaner box,
BioSan Ltd.). Az “6si DNS” laboratériumok levegéjét bels6 UV csével felszerelt
levegd cirkulatorokkal (UV Air Flow Cleaner-Recirculator UVR-M (BioSan Ltd))
kontaminacié mentesitettuk.

Mind a DNS extrakcios, mind pedig az amplifikaciés Iépésnél negativ kontroll
mintakat alkalmaztunk, amelyek nem tartalmaztak csontport, illetve templatot.

Minden csontlelet esetében legalabb két extrakciot és extrakcionként két
amplifikaciot hajtottunk végre mind a hosszabb, mind a révidebb kontroll régios
fragment esetében. Az amplifikaciot akkor értékeltik sikeresnek és
ismételhetbnek, ha legalabb harom esetben kaptunk terméket az amplifikacios
reakcié eredményekeént és az alkalmazott negativ kontrollokban termék nem volt
lathatd. A PCR termékeket direkt szekvenaltuk mindkét iranybdl. Ahhoz, hogy a
HVR-2 és a kodolo régié haplocsoport specifikus pozicidit vizsgaljuk, ujabb
extrakcios reakciokat veégeztunk. Minden vizsgalt marker esetében egy PCR
terméket analizaltunk restrikciés emésztéssel, vagy direkt szekvenalassal.

A kontaminaci6 kizarasa érdekében meghataroztuk minden olyan személy
mitokondrialis HVR-1 szekvenciajat, aki érintkezésbe kerult a csontleletekkel.

Ahhoz, hogy teszteljuk az aDNS megmaradasat a csontokban, minden lelet
esetében megprobaltuk a kulsé HVR-1 primerekkel (L15996-H16401) is elvégezni
az amplifikaciot.

Annak érdekében, hogy informaciokat szerezhesslink az aDNS
megmaradasarol a leletek temetkezési helyén, DNS-t izolaltunk a kun vezérrel
kOz0s sirba temetett |6 ugrécsontjabdl. A mitokondrialis kontroll régié részlegesen
atfedé darabjait sokszoroztuk (nt 15717-15893 és nt 15539-15763), majd
szekvenaltuk az amplifikacidohoz is hasznalt primerek felhasznalasaval (L15736:
5-ACAGCCCATGTTCCACGAGC-3’, H15875: 5-AAAGAATGGGCGAGGTTGG-
3 és L15560: 5-CACCATACCCACCTGACATGCA-3- H15742: 5-
GCTGATTTCCCGCGGCTTGGTG-3’). A nukleotid pozicidok szamozasakor Xu és
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Arnason szamozasat kovettik [85]. Elkulonitett reakciokban human HVR-1
specifikus primereket is hasznaltunk az asatag 16 DNS templat tisztasaganak

vizsgalatara.

111.1.9. Genetikai tavolsag becslése a DNS szekvenciak kozott

A DNS szekvenciak kozoétti genetikai tavolsagon az egy nukleotidra esé
atlagos eltérések szamat eértjuk. Minél nagyobb a két egyéni szekvencia
(populacio) kozotti genetikai tavolsag, 6seik annal régebben valtak el a fejlédés
soran. Ez az érték csak a teljes vizsgalt DNS szakaszon bekdvetkezett mutaciok
szamatdl és a szakasz hosszatdl fligg. Egy adott szakaszon megfigyelhet6
mutaciok szama nem egyenl6 az ezen a szakaszon bekovetkezett 6sszes mutacio
szamaval. Ennek oka, hogy a vizsgalt DNS szakaszok kulénb6z6 tipusu
nukleotidjainak gyakorisaga, G+C tartalma, purin- és pirimidin bazisokon
bekovetkezvé transzverzidk/tranziciok aranya rendszerint nem egyenlé. Nagyon
gyakran a tranzicionalis szubsztituciok rataja magasabb, mint a transzverzionalis
szubsztitucidké. Ez az eset all fenn a magasabbrendi allatok és az ember
mMtDNS-ének esetében is.

Ezért kell megbecsiilni az adott DNS szakaszon lezajlott 6sszes nukleotid
szubsztitucié szamat a megfigyelheté nukleotid szubsztituciok szama alapjan. A
humam mitokondridlis DNS hipervariabilis régiojanak evolucios folyamatat
legjobban a Tamura-Nei modell irja le [86], ezért mitokondrialis szekvenciak

genetikai tavolsaganak szamitasara ez a modell a legalkalmasabb.

111.1.9.1. Tamura-Nei modell

Ez a matematikai modell korrigalja a transzverzi6 és a tranzicio rataja kozotti
klldnbséget, de figyelembe veszi a purin és pirimidin bazisok eltérdé tranzicids
ratajat is. A Tamura-Nei modell hasznalata esetében szikség van egy Gamma
paraméterrel valé korrekciora, mert a HVS | région belul az egyes poziciok kozott
igen nagy a mutacios rata heterogenitasa. Ezt a heterogenitast a Gamma

disztribucié o alaki paramétere adja meg. Az a paraméter értéke forditottan
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aranyos az egyes poziciok kozotti heterogenitasi rata nagysagaval (a=0,26 az
emberi mitokondrialis DNS HVR-1 régitja esetében) [86].

111.1.9.2. Statisztikai analizis

Az NCBI adatbazisbdl 06sszegyljtottink 2615 el6zdleg publikalt
mitokondrialis HVR-1 adatot. A szekvencia adatok 34 modern eurazsiai
populaciobdl szarmaztak (10 populacio -3 kulonb6zd azsiai geografiai régiobadl, 1
Eurépa-Azsia hataran él6 populécio, 2 populécié az urali régidbdl és 21 populacio
5 Kkulénb6zb eurdpai foldrajzi régiobol) (6. Tablazat). A DNS szekvenciakat
nukleotid pozicidk szerint illesztettik és 360 bp-os szakaszaikat (nt 16024-16383;
ez a szakasz tartalmazza a filogenetikai szempontbdl fontos polimorf pozicidkat)
hasznaltuk az 0sszehasonlitd elemzéshez. Az adatbazisunkba beillesztettuk az
altalunk vizsgalt 74 modern magyar és 11 kdzépkori kun minta szekvenciait is.

Az adatbazis szekvenciainak dsszehasonlitasara az Arlequin szoftver 2.001
verzidjat hasznaltuk [87]. Tamura-Nei modellt és y=0.26 Gamma paraméter
értéket hasznalva hataroztuk meg a populaciok kozotti genetikai tavolsagot (Fst
érték). A szekvenciak k6zott paronkénti dsszehasonlitast végeztink, tehat minden
szekvenciat 0Osszehasonlitottunk minden szekvenciaval. Az egyes populaciok
kozotti genetikai tavolsag értékeit egy tavolsag matrixban kaptuk meg. A
populaciok kozotti paronkénti genetikai tavolsag értékeit tartalmazé matrix adatait
kétdimenzios térben abrazoltuk sokdimenzios skalazas (multidimensional scaling-

MDS) eljarassal, XLSTAT 7,1 program felhasznalasaval (Microsoft Office).
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6. Tablazat Az altalunk 6sszeallitott adatbazisban szerepld populaciok

Régid Népcsoport/ Orszag Esetszam |Irodalom
Kelet-Azsia burjat/ Oroszorszag 134 Shimada és mtsai.’
koreai/ Korea 290 [88]
mongol/ Mongdlia 103 [89]
Kézép-Azsia kazah/ Kazahsztan 55 [90]
kirgiz (hegyvidéki)/ Kirgizsztan 47 [90]
kirgiz (alféldi)/ Kirgizsztan 48 [90]
ujgur/ Kazahsztan 55 [90]
Nyugat-Azsia gruz/ Grazia 45 [91]
kurd/ Gruzia 29 [91]
torok/ Torokorszag 74 [92, 93]
EurépalAzsia | orosz/ Oroszorszag 50 [94]
Urali komi/ Oroszorszag 16 Voevoda és mtsai.’
moksa/ Oroszorszag 21 [95]
Kozép-Kelet bolgar/ Bulgaria 30 [92]
Eurépa székely/ Romania 25 Kalmar és mtsai.’
szlovak/ Szlovakia 129 Metspalu és mtsai."
ukran/ Ukrajna 18 [94]
Nyugat-Eurépa |osztrak/ Ausztria 101 [96]
boszko-gurin/ Svajc 14 [97]
rétoroman/ Svéjc 16 [97]
Eszak-Nyugat | brit/ Nagy-Britannia 100 [98]
Eurépa
Eszak-Eurépa |észt/ Esztorszag 48 [95, 99]
finn/ Finnorszag 50 [95]
izlandi/ Izland 39 [95]
karéli/ Oroszorszag 83 [95]
lapp/ Norvégia 176 [95, 100]
sved/ Svédorszag 32 [99]
Dél-Eurépa baszk/ Spanyolorszag 151 [101-103]
bosnyak/ Bosznia 180 Harvey és mtsai.’
ganéri szgk-i{ Tenerife- 54 [103]
panyolorszag
horvat/ Horvatorszag 64 Harvey és mtsai.’
g6rdg/ Kréta- Goérbgorszag 186 Villems és mtsai.’
szardiniai/ Olaszorszag 69 [104]
szerb/ Szerbia 67 Harvey és mtsai.’

Megjegyzés: 'A szekvenciaadatok a génbankban érhetdk el

(http://www.ncbi.nim.nih.gov)

46




ll.2. LAKTOZ INTOLERANCIA VIZSGALATOK

l1l.2.1. A vizsgalt mintak

A laktaz genotipus magyarorszagi gyakorisagi adatainak megallapitasahoz
szajkaparékot gydjtottink 110, kalénb6zé nemd, anonim magyar felnéttdl, akik
dél-kelet Magyarorszagon élnek.

A laktaz genotipus vizsgalatat (csoportunkban jelenleg folyd honfoglalas
kori leletek vizsgalata kapcsan) a balatonujlaki temetébél szarmazd 6t csontlelet
(sirszam 6, 9, 14, 15, 17) esetében kiséreltlk meg elvégezni. A leletek a 10.
szazadbol szarmaznak, régészeti interpretaciéo alapjan ,klasszikus” honfoglalé
leletanyaggal voltak eltemetve.

A magyarorszagi populacioban a laktéz intolerancia életkor szerinti
kialakulasi idejét 149, 2-22 éves gyerek, illetve fiatal felnétt egyén szajkaparék
vagy hajszal mintgja alapjan hataroztuk meg, akiknél a hidrogén kilégzeési tesztet
el6zbleg elvégezték. A vizsgalt egyének emésztési zavaroktdl szenvedtek. A
mintakat az SZTE, Gyermekgyodgyaszati Klinika és Gyermekegészségugyi

Kozpont bocsatotta rendelkezésunkre.

11l.2.2. Lakt6z hidrogén kilélegzési teszt

A vizsgalatot az SZTE Gyermekgyogyaszati Klinikan, kora reggel, Ures
gyomorra veégezték, 1,5 g laktdz/ testsuly kilogramm (max. 50 g) szajon at torténé,
10%-0s vizes oldatban val6o elfogyasztasa utan. A kilélegzett levegdmintakat
kozvetlenul a vizsgalat el6tt, majd 30-60-90 és 120 perccel a laktéz adasa utan
analizaltak gazkromatografiaval. A teszt eredmeényét 5%-os alveolaris szén-dioxid
koncentraciéra normalizaltak, ha a szén-dioxid koncentracio ettél alacsonyabb volt
[105]. Laktéz intoleranciara utalo pozitiv tesztként fogadtak el, ha a kilélegzett
leveg6 hidrogénkoncentracioja legalabb 20 ppm-mel emelkedett 120 perccel a

laktdz bevitel utan.
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l11.2.3. DNS izolalas a 10. szazadi csontmintakbadl

A csontmintak el6készitése, poritasa a I11.1.3.1. fejezetben leirtak szerint

tortént.

N o g bk~ w D=

8.
9.

Dekalcifikalas:
2 gramm csontport 50 ml-es Greiner csébe teszunk.
Hozzaadunk 20 ml 0,5 M EDTA-t (pH=7,5).
Intenziven vortexeljuk az elegyet.
Folyamatos vertikalis forgatas mellett egy napon keresztll inkubaljuk 4°C-on.
Centrifugaljuk a mintat 2000x g-vel 15 percig.
A fellluszot eltavolitjuk.
Ellendrizzik a dekalcifikalast a kovetkezd modon:
e A fellluszé 10 mil-éhez 500 ul NH4-oxalat (pH=3,0) tultelitett oldatat
adjuk.
e Amennyiben a fellluszéban csapadék képzdodik, ugy a dekalcifikalast
ismételjuk a 2. Iépéstél.
A pellethez 20 ml steril desztillalt vizet adunk.

Roviden vortexeljuk.

10. Centrifugaljuk a mintat 2000g-n 15 percig.
11. A felUluszot kidobjuk.

12. A vizes mosast 3% ismételjuk.

A 10. szazadi csontmintakbol torténé DNS izolalast a Qiagen DNeasy Tissue Kit

felhasznalasaval végeztem 25 mg dekalcifikalt csontporbdl kiindulva, kovetve a

gyarto utasitasait (Quiagen Cat. no. 69504).

lll.2.4. DNS preparalas szajiregi kenetbol

A Kkisérleti személyek a mintavétel el6tt legalabb 1 6raig tartézkodtak a

taplalkozastol, valamint a vizen kivuli barmilyen folyadék fogyasztasatol.

o Steril mintavevd palcaval a szajlreg belsejét tdbbszor kérbetordljuk.

e 1 ml steril, deionizalt, desztillalt vizet 2 ml-es cs6be teszink.
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A mintavev$ palca kenetet tartalmazo végét belemeritjuk a vizbe, abban
tobbszor megforgatjuk és szobahémeérsékleten inkubaljuk 40 percig.

e A csoveket becsukjuk és nagy sebességgel vortexeljik 5-10 masodpercig.

e A mintat 10000-15000 x g-vel 2-3 percig centrifugaljuk.

o Eltavolitjuk a fellluszot a maradék 20-30 pl kivételével.

e Az elegyhez adunk 180 pl 5%-os Chelex-100 oldatot.

¢ Nagy sebességgel vortexeljuk 5-10 masodpercig.

e 56°C-on minimum 40 percig inkubaljuk.

e Nagy sebességgel vortexeljuk 5-10 masodpercig.

e Forrasban lévé vizben inkubaljuk pontosan 8 percig.

e 10000-15000 x g-vel 2-3 percig centrifugaljuk.

o A felUluszét atpipettazzuk egy tiszta csébe és 6-10 pl-ét hasznaljuk DNS

templatként a 40 ul végtérfogatu PCR reakciéhoz.

o A maradék minta —20°C-on 3 honapig tarolhato.

11l.2.5. Teljes genom eléamplifikacié

A laktéz intoleranciara utald6 —-13910C/T polimorfizmus vizsgalatat
megel6z6en a tanulmanyozott csontmintakbdl szarmazo DNS kivonatokon teljes
genom elbéamplifikaciét végeztink (PEP-Primer extension preamplification
method) random primerek felhasznalasaval. A mddszer mintegy 30-szorosara
emelheti a kiindulasi DNS mennyiségét [106].

A reakciot 60 pl végtérfogatban végeztuk 1x Ex Taq puffer (Takara Shuzo
Co.), 1,9 mM MgCl,, 33 uM 15 nukleotid hosszusagu random primer, 390 uM
dNTP, 5 ul csont DNS extraktum és 5 U Takara Ex Taq Polimeraz enzim (Takara
Shuzo Co.) felhasznalasaval. Az amplifikacid a kovetkezd lépésekbdl allt: 50
cikluson keresztil 90°C 1 perc, 37°C 2 perc, majd 38°C-t6l 55°C-ig, 10
masodpercenként 1°C-kal emelve a hédmérsékletet 6sszesen 3 perc, 55°C 4 perc.
Negativ és pozitiv kontrollokat is alkalmaztunk. Az eléamplifikalt minta 10 pl-ét

hasznaltuk a specifikus PCR amplifikaciohoz.
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Annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk, hogy a PEP mddszer milyen
mértékben torzitja a DNS nukleotid sorrendet, a PEP elGkezelésen atesett és
elékezelés nélkuli DNS templatot hasznalva sokszoroztuk a mitokondrialis HVR-1
régio 266 bp-os szakaszat (nt 15975-16241 régid). (Az amplifikaciohoz hasznalt
primerek szekvenciait a 4. Tablazat tartalmazza). A PCR termékeket klonoztuk a
11.1.7 fejezetben leirtak szerint. Nyolc klont szekvenaltunk mind a PEP
el6kezelésen atesett, mind pedig a PEP el6kezelés nélkuli mintabol. Az
el6kezelésen atesett klonok nem tartalmaztak szignifikansan tobb eltéré bazist a

kezeletlen mintahoz viszonyitva, a konszenzus szekvencia megeggyezett.

111.2.6. A —13910C/T polimorf régié amplifikacioja

A vizsgalni kivant SNP markert hordozé6 DNS szakasz tanulmanyozasara
dCAPS (derived cleaved amplified polymorphic sequence) mddszert hasznaltunk.
A dCAPS Finder 2.0 program alkalmazasaval a PCR reakciétermék forward
primerének egy nukleotidjat kicseréltik az eredeti DNS szallal nem komplementer
nukleotidra [107, 108] (forward primer: 5-
GGCAATACAGATAAGATAATGGAG-3; reverz primer: 5'-
CCTATCCTCGTGGAATGCAGG-3' (a nem komplementer nukleotidot alahuztuk)).
Csontmintak esetében az 5 végen Cyber5 fluoroforral jelolt reverz primert
alkalmaztunk.

Az SNP beépitésével két uj restrikcidés enzim felismerd helyet generaltunk a
PCR termék szekvenciajaba, amely segitségével a PCR reakcioé utan flggetlen
emesztési reakciokban detektalni tudtuk mind a vad tipusu, mind pedig a mutans
allél jelenlétét. A mddszer alkalmazasara azért volt szukség, mert a vad tipusu
szekvenciat felismer§ enzim az altalunk detektalni kivant genotipus kdzvetlen
kozelében is rendelkezik felismerd, illetve hasitd hellyel, ezért az emésztés
eredményeként keletkez6 DNS darabok alapjan a genotipus elkildnitése
nehézségekbe Utkdzne.

A PCR reakciot 40 pl-es végtérfogatban, 1x Ampli Taq Gold puffer (Applied
Biosystems), 6-6 yM primer, 200 yM dNTP, 2,5 mM MgCl, (Applied Biosystems),
6-10 ul haj/szajkaparék DNS extraktum vagy 10 ul random el6amplifikalt csont
DNS extraktum és 1 egység Ampli Tag Gold Polimeraz enzim (Applied
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Biosystems) felhasznalasaval végeztik. Az amplifikaciés protokoll a koévetkezb
volt: 94°C 6 perc; 35 ciklus: 93°C 45 masodperc, 54°C 45 masodperc, 72°C 1

perc; és a veégsd extenzid 72°C 5 perc.

111.2.7. A laktaz genotipusok megallapitasa restrikciés emésztéssel

A PCR terméket olyan restrikcios enzimekkel kezeltik, amelyek
allélspecifikusan hasitjiagk a DNS fragmentet. igy az emésztés utan kapott
fragmentek méretébdl a hordozott SNP allélek azonosithatok (7. Tablazat). A
keletkezett 119 bazispar hosszusagu, modositott PCR terméket NlalV
(Fermentas) és Hinfl (Fermentas) restrikcids enzimmel emésztettik, hogy
kimutassuk a vad tipusu C és a mutans T allél variansokat. 7 pyl PCR terméket
emeésztettink 5 egység restrikcios enzimmel 1x reakcié pufferben, 20 pl
Ossztérfogatban. Az NlalV emésztéssel, a C allél jelenléte esetén egy 96 és egy
23 bazispar hosszu emésztési terméket kaptunk, mig a T allél megléte esetén az
enzim nem hasitott, de a Hinfl emésztés egy 97 és egy 22 bazispar hosszu
fragmentumot eredményezett. A C allél esetén a Hinfl enzim nem emésztette a
PCR terméket. Minden vizsgalatnal templat DNS-t nem tartalmaz6 negativ
kontrollt és harom kulonféle pozitiv kontrollt (CC, CT, TT) is alkalmaztunk. Az
Osszes vizsgalt PCR terméket mindkét restrikcios enzimmel emésztettik,
elkulonitett reakciokban.

Modern mintak esetén 10 pl emésztés utani terméket 8%-os nativ
poliakrilamid gélben futtattunk, majd etidium-bromiddal torténé festés utan UV fény
alatt vizsgaltuk az eredményt. A fragmentumok méretét GelBase
géldokumentacioés rendszeren (UVP) hataroztuk meg.

A csontmintak esetében az emésztés utan a DNS fragmentek detektalasara
az ALF (Automated Laser Fluorescent DNA Sequencer) automatizalt
szamitogépes fragment analizal6é és szekvenald rendszert hasznaltuk, amely igen
kis mennyiségl (fentomol nagysagrendii) DNS jelenlétét is képes érzékelni. A
detektald rendszer lézer indukalt fluoreszcencian alapul. Az 5° végen fluoroforral
jelolt reverz oligonukleotid-primer alkalmazasaval végrehajtott PCR reakcioban a
keletkez6 PCR termék a reverz szalanak 5 végén fluoreszcens jeldlést hordoz.

Ezaltal a kapott termék |ézer fénnyel megvilagitva a detektald rendszer szamara
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érzékelhet6 jelet bocsat ki. A PCR termék 6 ul-ét, valamint az emésztések utan
kapott termékek 6 pl-ét futtattuk ALF detektaldo rendszeren, 6%-os denaturalo
poliakrilamid gél felhasznalasaval. A fragmentek méreteit kulsé standardként
alkalmazott, 50-500 bazisparos molekulamarker Iétra alkalmazasaval
azonositottuk. A kapott fragmentek méretébél megallapitottuk a hordozott SNP
allélt/allélokat (7. Tablazat). Minden esetben alkalmaztunk negativ kontrollt és
harom kulonféle pozitiv kontrollt (CC, CT, TT) is.

7. Tablazat A restrikcids emésztés utan detektalhatd fragment méretek a

genotipus fluggvényében

Restrikcidés enzim Allél ®Restrikcio utani
fragmentméret
NlalV. C 96bp*, 23bp
T 119bp*
Hinfl. C 119bp*
T 97bp*, 22bp

Megjegyzés: °Az ALF rendszerrel detektalva a *-gal megjelolt méretli fragmenteket

azonosithatjuk.
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IV. EREDMENYEK

IV.1 MITOKONDRIALIS DNS VIZSGALATOK

IV.1.1. Az eredmények hitelességének vizsgalata

Annak érdekében, hogy megallapithassuk a Ilehetséges aDNS
szennyez6deést, minden olyan személy mintajabol DNS-t izolaltunk, aki kezelte a
csontleleteket a muzeumi vagy a laboratériumi vizsgalatok soran. Amplifikaltuk
majd szekvenaltuk e személyek esetén a mitokondridlis HVR-1 régiot. Egy
esetben sem talaltunk a vizsgalatot végz6 személyek és a leletek kozott
haplotipus egyezést (8. Tablazat).

A leletek tanulmanyozasa soran minden esetben megprobalkoztunk a
hosszabb, 446 bazispar méretl régiot felsokszorozni a HVR-1 kilsé primerek
(L15996-H16401) hasznalataval. Osi DNS esetében az amplifikalt DNS szakaszok
mérete és az amplifikacidé hatékonysaga kozott forditott aranyossag van [27]. Az
amplifikalas egy esetben sem vezetett eredményre, ami alatamasztja azt a
megallapitast, hogy a rovidebb, sikerrel amplifikalt DNS darabok az asatag
csontleletekbdl szarmaznak.

DNS-t izolaltunk a kun vezér sirjaba temettet 16 maradvanyaibdl. A lovak
mitokondrialis DNS-ére specifikus primerekkel sikeresen meghataroztuk az asatag
|6 szekvencigjat a vizsgalt szakaszon. A 16 szekvencidja megegyezett az Equus
caballus referencia szekvenciaval (GenBank X79547) [85]. Human specifikus
primereket alkalmazva nem kaptunk terméket az asatag 16 DNS-ének vizsgalata
soran, ami azt jelenti, hogy az archaikus 16 DNS izolatum nem tartalmazott human

DNS kontaminaciot.
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8. Tablazat A csontleleteket tanulmanyoz6 személyek HVR-1 és RFLP

haplotipusa
klaszter kutaté HVR-1 haplotipus RFLP Haplotipus?
Usb régész 189 192 270 +73ApalLl, +10871Mnll, *12308G
Jla antropologus 69 126 145 231 +10871Mnll

261
\Y kutatol 240 298 -73ApalLl, -4580Nhel, +10871Mnll, -14766Msel
H kutat62 274 -73ApalLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel
H kutat6 3 93 311 -73ApalLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel
J kutato4 69 126 +10871Mnli
K technikusl 176 192 224 311 +73Apall, +10871Mnll, *12308G

Megjegyzések: A szamozas a Cambridge-i referencia szekvenciara (CRS) utal
[81]. A specifikus bazis jeldlése hianyaban a feltiintetett pozicidk tranzicidk. A
szamok a restrikciés enzim felismerd helyének elsé nukleotidpozicidjat jeldlik. A
plusz (+) jel a felismerd hely meglétét, a minusz (-) jel a felismeré hely hianyat
jeloli

*a polimorf poziciét direkt szekvenalassal detektaltuk

IV.1.2. A direkt szekvenalas és a klénozas utani szekvenalas

eredményeinek 6sszehasonlitasa

Annak érdekében, hogy kizarjuk az 6si DNS modern DNS-sel valo
szennyez6désének lehetségét 4 minta esetében a rdvidebb, illetve a hosszabb
mitokondrialis HVR-1 fragment PCR termékeit klonoztuk, majd 8-8 egyedi klont
szekvenaltunk. A direkt szekvenalas és az egyedi klonok szekvenalasa

ugyanahhoz a konszenzus szekvenciahoz vezetett mind a négy esetben (9.
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Tablazat). Az egyedi klonok szekvenciaiban talaltunk néhany bazist, amely nem
egyezett meg a konszenzus szekvenciaval, azonban a tdbbi 7 egyedi klon,
valamint a direkt szekvenalasbol szarmazé eredmény a konszenzus

szekvenciaval megegyez6 nukleotidot tartalmazott az adott nukleotid poziciéban.

IV.1.3. A haplocsoportok azonositasa

A vizsgalt 11 csontminta esetén az altalunk vizsgalni kivant mitokondrialis
HVR-1 szakaszt (nt 15975-16420) két, részlegesen atfed6 DNS szekvencia
Osszeillesztésébdl kaptuk meg. A mintdk szekvenciai nyolc kulonbozé
haplotipusba tartoztak. A szekvenciaadatok, valamint az RFLP mintazatok alapjan
a mintak hat haplocsoportot képviselnek (10. Tablazat). Ot haplocsoport nyugat-
eurazsiai kialakulasu és elterjedést (H, V, U, U3 és JT). Ez az 6t klan az N
szuper-haplocsoport tagja, amelyet meghatarozé mutacié kozel-keleti kialakulasu.
Az N szuper-haplocsoport a legtobb eurdpai eredetl és elterjedési haplocsoport
O6sének, gyokerének tekinthet6. A kun leleteknél egy kelet-azsiai haplocsoport
fordul el6 (D), amely az M szuper-haplocsoport tagja. Az M szuper-haplocsoport
kozel-keleti eredetll és a legtdbb azsiai haplocsoport gyokerének tekinthetd (6.
abra).

A Kun26 minta mutaciéi alapjan a D haplocsoportba tartozik. Ez a
haplocsoport nagy gyakorisaggal fordul el az észak-kinai populaciékban (mongol
33%, orogen 31,8%, koreai 22,9%, evenk 25,25%, daur 15,6%) [109], kdzép
azsiai népcsoportokban (kazah 29%, kirgiz (hegyvidéki) 29,7%, kirgiz (alfoldi)
41,6%, ujgur 25,4%) [90] és a szibériai népcsoportokban (sojot 46,7%, burjat
33% [110]; nganasan 37%, jukagir 33%, nivk 28%, eszkim6 20%, csukcs 17%
[111]. A D haplocsoport elé6fordulasa az eurdpai népcsoportokban nagyon ritka.
Kivételt képez ez aldl a lapp népcsoport, ahol a D haplocsoport 5,11%-0s
eléfordulasu [112]. Az altalunk tanulmanyozott modern magyar mintak kézoétt a D

haplocsoport nem fordul el6.
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Osszehasonlitva a Kun26 lelet mutacios mintazatat az altalunk szerkesztett
eurazsiai modern adatbazis adataival 3 olyan egyént tudtunk azonositani, akinek
HVR-1 haplotipusa megegyezik a Kun26 leletével. Egy egyén a modern burjat,
egy a kirgiz (alféldi) és egy a kirgiz (hegyvidéki) populacié tagja.

A Kun1 és Kun30 mintak kulonb6zé haplotipusuak, azonban mindkét minta
hordozza a V haplocsoportot meghatarozé mutaciokat. A V haplocsoport
leggyakoribb el6fordulasi terllete Eurdpa dél-nyugati és észak-nyugati része,
azonban szinte minden eurdpai népcsoportban megtalalhaté. Ez a haplocsoport
legnagyobb gyakorisaggal a lappok kozott fordul elé (39,8%) [113], aminek oka a
lapp populaciét érintd genetikai sodrédasban keresendé. (Genetikai sodrodas
alakul ki, amikor egy populacioban a szaporodd egyedek szama jelent6sen
csOkken, és a populacié egyre tavolabb kertl a Hardy—Weinberg féle egyensulyi
allapottdl, és a géngyakorisag alakulasat véletlen események modositjak. A
ritkabb allélok kozul egyesek végleg ki is veszhetnek a populacidbdl, vagy masok
véglegesen megmaradhatnak. A finn populacié esetén valdszinlileg az aranylag
kis szamu alapité egyed, a foldrajzi és kulturalis izolacié jatszott szerepet a
genetikai sodrédas kialakulasaban.) A V haplocsoport a modern magyar mintak
kozott is megfigyelhetd. Ot magyar egyén tartozik a V csoportba, akik kézil 4
mutacios mintazata azonos, egy egyénnek pedig az el6z6ektél egy mutacios
pontban tér el a haplotipusa. Osszehasonlitva az &satag mintak HVR-1
szekvenciait a modern adatbazissal a kdvetkezéket figyelhetjlk meg. A Kun1
mintara jellemzé mutaciés mintazat leggyakrabban a lappok kérében fordul el6,
de jelen van 4 altalunk tanulmanyozott magyar mintaban is. A Kun30 lelet
haplotipusat eddig csupan egy ma él6, szerb egyénnél azonositottak.

A Kun27 minta haplotipusa alapjan nem sorolhaté be egyik f6 eurdpai
klaszterbe sem. A minta altal hordozott szekvenciatipus a JT* haplocsoportba
tartozik, amelyet a 16126 nukleotid pozicioban bekovetkezett tranzicio hataroz
meg. Ennek a haplocsoportnak a jelenlétét Europa kdzép- €s nyugat-mediterran
részén irtak le [50]. Adatbazisunkban 4 népcsoportnal figyeltik meg a JT*
haplocsoport jelenlétét. A finn, a karéli és a mongol populacidoban egy-egy, mig az
altalunk vizsgalt magyaroknal két személyre volt jellemzé. A Kun27 mintaval

megegyezd haplotipust nem talaltunk az adatbazisunkban.
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Négy lelet mutaciés mintazata megegyezett a Cambridge-i referencia
szekvenciaéval. Ezek a mintdk a H haplocsoportba tartoznak, amely a
leggyakoribb klaszter Eurépaban, valamint nagy gyakorisaggal fordul el a Kozel-
Keleten is [114]. A H haplocsoport a leggyakoribb haplocsoport a modern
magyarok kozott is (36%). A CRS-sel megegyez6 haplotipus 5 modern magyar

mintanal talalhaté meg.

N
Ol
[10400]
[10873] | = 5
16208 AV )& Kun30
(R) [731 __[4580] |
[1476‘1'\ un1
16126 [7028] o
/16343 16362\ [ 4B ) -
: Kun3 | |
| Kunt1z/  152¢ / ' Kun33 |

— Kun31

6. abra A kun mintak mitokondrialis filogenetikai halézata a HVR-1 szekvenciak
és a kodolo régio, valamint a HVR-2 régidé haplocsoport specifikus mutacioi
alapjan. (Szogletes zarojelben a HVR-2 régio, illetve a kdédold régié mutacioi

vannak feltintetve.)

A Kun3 és Kun31 minta az U* haplocsoportba tartozik. Ez a haplocsoport
Dél-Kelet Europaban elterjedt, legnagyobb gyakorisagat Bulgaria kornyekén éri el
[50]. Az U* klaszter jelenléte a modern magyar populaciora is jellemz6, azonban
nem talaltunk szekvencia szinten egyezést az asatag €s a modern mintak kozott.

A Kun3 mintara jellemzd haplotipus adatbazisunkban az urali komi populacidban
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fordul elé nagy gyakorisaggal, azonban megfigyelhetdé szamos észak- és dél-
eurdpai populacidban is. A Kun31 mintaval megegyez6 haplotipust nem talaltunk
az adatbazisunkban.

A kun vezér (Kun112) az U3 haplocsoportba sorolhaté mutacioi alapjan. Ez
a haplocsoport egész Eurdpaban elterjedt [82], azonban a magyar mintak kozott
nem talalhaté meg. A kun vezér haplotipusanak eléfordulasa a balkani régidoban

gyakori, leggyakoribb a krétai gorogok, a bolgarok és a bosnyakok kozott.
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10.Tablazat A modern magyar és kun mintak haplotipusai a HVR-1 szekvencidk,

valamint a kodolo régié és a HVR-2 RFLP és szekvencia adatai alapjan

klaszter kun magyar HVS I haplotipus

RFLP haplotipus®

(-16000)

H 4 5 CRS -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 4 93311 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 2 274 -73ApalLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 2 311 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 93Y 169 311 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 129 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 114 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 93221 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 261 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 60 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 239 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 66 239 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 278293 311 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 354 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1 51 162 -73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel

H 1*  CRS +73ApalLl, -7025Alul, +10871Mnll, -14766Msel,
*12308A

H 2° 51162304 +73ApaLl, -7025Alul, +10871Mnll, -
14766Msel, *12308A

HV 1 311 -73ApaLl, +4580Nhel, +7025Alul, +10871Mnll,
-14766Msel

HV 1 79311 -73ApaLl, +4580Nhel, +7025Alul, +10871Mnll,
-14766Msel

Y 1 4 298 -73ApalLl, -4580Nhel, +10871Mnll, -14766Msel

v 1 298 311 -73ApaLl, -4580Nhel, +10871Mnll, -14766Msel

v 1 240 298 -73ApalLl, -4580Nhel, +10871Mnll, -14766Msel

u* 1 362 +73Apall, +10871Mnll, *12308G

u=* 1 221 224 362 +73ApalLl, +10871Mnll, *12308G

u* 1 192 311 319 +10871Mnll, *12308G

U3 1 343 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

U4 2 134 356 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

us 1 51270 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

USa 1 192 270 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

U5al 1 192 256 270 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

U5al 1 192 256 270 291 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

USala 1 256 270 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

U5ala 1 256 270 294 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

USb 1 189 192 270 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

K 2 224 311 +73Apall, +10871Mnll, *12308G

K 1 93224 311 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

K 1 214 224 311 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

K 1 176 192 224 311 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

K 1 278 298 311 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308G

10. Tablazat (folytatas)

klaszter kun magyar HVS I haplotipus
(-16000)

RFLP haplotipus”




JT 1 48 126 +10871Mnll

JT 1 126366 +10871Mnll

JT 1 126192 +10871Mnll

J 5 69126 +10871Mnll

Jla 1 69126145 231 261 +10871Mnll

T 1 126294 +10871Mnll

T 1 126294296 362 +10871Mnll

T1 1 126163186 189 274 294 +10871Mnll

T1 1°  126163186189294C  +10871Mnll

T2 2 126 294 296 304 305 +10871Mnll

T2 1 126294304 +10871Mnll

w 2 223292 +10871Mnll

w 2 223292295 +10871Mnll

w 1 223292295362 +10871Mnll, +5176Alul

w 1 223292362 +10871Mnll, +5176Alul

F 2 294304 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308A
F 1 304355 +73ApaLl, +10871Mnll, *12308A
D 1 171 223 311 362 *10400T, -10871Mnll, -5176Alul

Megjegyzések: A szamozas a Cambridge-i referencia szekvenciara (CRS) utal
[81]. A specifikus bazis jeldlése hianyaban a feltintetett poziciok tranziciok. Az Y
jelzés T-C heteroplazmikus helyet jelez. Az kun és magyar populaciékban
elé6fordul6 egyez6 haplotipusok arnyalva vannak.

4A mintaban tobbszorés mutacids esemény lejatszodasa valdszinisitheté

°A poziciok a restrikcids enzim felismerd helyének elsé pozicisjat. A plusz (+) jel a
felismerd hely meglétét, a minusz (-) jel a felismer hely hianyat jeldlik

*a polimorf poziciot direkt szekvenalassal detektaltuk

A vizsgalt 74 modern magyarorszagi minta 51 kulonb6z6 haplotipusba
sorolhatd. Ezek a tipusok 15 haplocsoportot képviselnek (10. Tablazat). Mindegyik

haplocsoport az N szuper-haplocsoportba tartozik. Egy kivételével az Osszes
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haplocsoport nyugat-eurazsiai, azonban egy kelet-azsiai kialakulasu és
elterjedésu (F).

Négy klaszter (H, V, U*, JT), megtalalhaté mind az asatag mintak, mind pedig a
modern magyar mintak koézott, azonban a leleteknél el6fordulé U3 és a D
haplocsoport jelenléte a modern magyar népcsoportban nem volt kimutathato.
Mind az asatag, mind a modern magyarorszagi mintak esetében az Eurdpaban
leggyakoribb H klaszter fordult el legnagyobb gyakorisaggal (~36% mindkét
vizsgalt csoportban).

Tizenegy olyan haplocsoportot talaltunk (HV, U4, U5, K, J, J1a, T, T1, T2,

W és F), amely csak a mai populaciéra volt jellemz6. A mai magyar
népcsoportban megfigyelheté haplocsoportok gyakorisagi adatait a 11. Tablazat
mutatja.
Az F haplocsoport 4,1%-0s gyakorisaga a mai magyaroknal igen érdekes, hiszen
ez a haplocsoport szinte teljesen hianyzik a mai eurdpai lakossag mitokondrialis
tipusabol. Ennek a haplocsoportnak a jelenléte a mai magyarok génallomanyaban
a népcsoport multbéli azsiai kapcsolataira utalhat. Az F haplocsoport 5,4%-0s
gyakorisaggal fordul el6 a dél-szibériai populacidban, a burjatoknal viszonylag
ritka, de a kakassiai és altaji népcsoportoknal magas gyakorisagot ér el (22,6%,
9,1%) [110]. Az F haplocsoport (beleértve az alhaplocsoportjait is) 8,4%-0s
gyakorisaggal fordul el6 a Kina déli részén él6 mongol populacidban [109].

A magyaroknal el6forduld T, T1, U4 és K haplocsoportok széles korben
elterjedtek Eurdpa szerte. A J haplocsoport féként Eurdpa mediterran, kdzép és
nyugati részére jellemz6. A J1a alcsoport jelenlétét az alpesi régioban és Kozép-
Eurdépa északi részén irtak le [50]. Az U5 haplocsoport jelenléte féként Dél-
Eurdpara korlatozodik, azonban az ebbdél a klaszterbél szarmaztathatdé Uba1
alhaplocsoport észak-nyugat europai elterjedésl, az U5a1a alhaplocsoport pedig
féként Eszak-Nyugat és Eszak-Kdzép Eurépara jellemzé [50]. Egy magyar
személy az USb haplocsoportba sorolhaté [50, 115]. A haplocsoportot
meghatarozé mutaciés mintazatnak az eléfordulasat az alpesi terileteken és
finnorszagi mintakban irtak le [50]. A W és a T2 klaszterek csak nagyon kis
gyakorisaggal talalhatéak meg Eurépaban. A W csoport eléfordulasi aranya az
eurdpai populacidkban 2,5% alatt van (kivéve az 6sszevontan vizsgalt finn-észt

mintaban, ahol 5,45%, és a bolgar-torok csoportban, ahol 3,92% gyakorisagi
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ertéket mutatott) [112]. A T2 haplocsoport gyakorisaga Eurdpa szerte 1% alatt
van (kivételt képez az Oroszorszag eurdpai részén €lé népcsoport (1,86%) és az
izlandi népcsoport (2,57%)) [112]. A magyaroknal a W haplocsoport 8,1%-0s, a
T2 pedig 4,1%-0s gyakorisaggal van jelen.

11. Tablazat A mitokondrialis haplocsoportok megoszlasa a modern magyar

populaciéban

Haplocsoport mintaszam gyakorisag

(74) (%)
H 27 36.5
HV 2 2.7
\Y 5 6.8
u* 1 1.4
U4 2 2.7
us 1 1.4
Uba 1 1.4
USa1 2 2.7
UbSala 2 2.7
USb 1 1.4
K 6 8.1
JT 2 2.7
J 5 6.8
J1a 1 1.4
T 2 2.7
T1 2 2.7
12 3 4.1
w 6 8.1
F 3 4.1

IV.1.4. Statisztikai analizis

Az adatbazisunk 2700 szekvenciajanak paronkénti dsszehasonlitasaval

hataroztuk meg a populaciok kozotti genetikai tavolsagot (Fst values). A tavolsag
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matrixban két populacio kozotti genetikai tavolsag értéke 0 és 1 kdzé eshet. A
genetikai tavolsag meghatarozasa soran két populacio kozott negativ
tavolsagértéket kaptunk minden olyan esetben, amikor az egyik populacio
szekvenciai kozott tapasztalhatd atlagos genetikai tavolsag meghaladta a két
populacié kdzott szamitott értéket. Ha a tavolsag értéke 5% alatt van, akkor a
vizsgalt populaciok szekvenciai kozott nincs szignifikans kulonbség, tehat
genetikailag nem tekinthet6k kulon populacioknak a vizsgalt marker/ genetikai
régio alapjan. Minél nagyobb a genetikai tavolsag értéke, annal ,tavolabbi
rokonok” a vizsgalt populacidk, annal régebben valtak el a fejlédés soran.

A tavolsag matrix adatai alapjan a vizsgalt eurdpai populaciok kozott
(kivéve a lapp és a boszko-gurin) nem mutathatd ki szignifikans genetikai tavolsag
a mitokondrialis HVR-1 vizsgalata alapjan. A boszko-gurin népcsoport szignifikans
genetikai tavolsagot mutat 10 eurdpai (izlandi, észt, finn, lapp, karéli, baszk,
szardiniai, kanari-szgk-i, rétoroman, székely) népcsoporttal. A lapp populacié
minden vizsgalt népcsoporttol szignifikans genetikai tavolsagra helyezkedik el. A
magyar populacié szignifikans genetikai tavolsagot mutat az 6sszes vizsgalt kelet-
€s kdzép- azsiai népcsoporttal, valamint a lapp populaciéval. A kunok szignifikans
genetikai tavolsagra helyezkedtek el a két kelet-azsiai (burjat, koreai), egy kdzép
azsiai (kirgiz (alfoldi)), valamint két eurdpai populaciotol (lapp, boszko-gurin).

A tavolsag matrix adatait kétdimenzios térben abrazoltuk
sokdimenzids skalazas eljarassal, ahol a populacidkat jelz6 szimbdlumok kozotti
linearis tavolsag egyenesen aranyos a népcsoportok kozotti genetikai tavolsaggal
(7. abra).

A szimbolumok alapjan a grafikonon két f6 csoport kulonithetd el. Az egyik
csoport az dsszes kelet- és kdzép-azsiai populaciot tartalmazza és két kisebb
alcsoportra oszthaté. Az egyik alcsoport féként kelet-azsiai (burjat, koreai, kirgiz
(alféldi)), a masik leginkabb kozép-azsiai (mongol, kazah, ujgur, Kkirgiz
(hegyvidéki)) népcsoportokat tartalmaz. A masik csoport a lappok és a boszko-

gurinok kivételével az 6sszes tobbi populaciot tartalmazza.
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7. abra Kétdimenzios skalazas grafikon 35 eurazsiai populacio és a kunok HVR-1

szekvenciainak paronkénti genetikai tavolsaga alapjan

A lapp és a boszko-gurin populacié -valdszinlleg a genetikai sodrddas
miatt- az 0sszes tobbi eurazsiai populaciétdl tavolabb helyezkedik el a grafikonon.
A masodik csoporton belll bar bels6 struktura nem mutathaté ki a mitokondrialis
HVR-1 motivumok alapjan, azonban a legtdbb eurdpai populacié egymashoz

nagyon kozeli rokonsagot mutat. Ezen a halmazon belul talalhaté a modern
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magyar populacio is. Az dsi kun populacio ezen a halmazon kivul helyezkedik el, a
legkisebb genetikai tavolsagot a mai finn, komi és a torok népcsoporttél mutatja.
Ebben a fécsoportban az ési kun populacié van a legkisebb genetikai tavolsagra a
masik fécsoportba tartozé populacioktdl, nevezetesen a kozép-és kelet-azsiai

népcsoportoktol.

Iv.2. A LAKTOZ INTOLERANCIARA UTALO POLIMORFIZMUS
VIZSGALATA

A random kivalasztott, anonim 110 magyar felnétt egyéntdl szarmazo
mintaban 37% volt a feln6tt tipusu laktéz intoleranciara utald6 CC genotipus
el6fordulasi gyakorisaga. A vizsgalt személyek 48%-a mutatott CT és 15%-a TT,
laktdz toleranciara utald genotipusokat.

A vizsgalt csontleletek kozul 2 minta esetében sikerult a laktaz genotipust
meghataroznunk. A 15. sirszamu csontminta a felnétt tipusu laktoz intoleranciara
hajlamosité CC, a 17. sirszamu csontminta a magyar populacidban legritkdbb TT
genotipust hordozta.

A vizsgalt 149, hasi panaszokkal rendelkezé gyerek, illetve fiatal kdzul 100
CC, 46 CT és 3 TT genotipust hordozott. Az 8. abra a CC genotipusu gyerekek
adatait tartalmazza korcsoportok szerint, 6sszehasonlitva a H, kilégzési teszt
eredményével.

Ot éves kor alatt mind a tiz CC genotipusu gyerek laktéz H, tesztje negativ
volt. A 6-11 év kozotti korcsoportba 52 CC genotipusu gyerek tartozott. Hét
gyereknek (13%) negativ és 45 gyereknek (87%) pozitiv volt a H, kilégzési tesztje.
Tizenkét éves kor folott a 38 vizsgalt egyén kozul 4 esetben (11%) volt negativ és
34 esetben (89%) pozitiv a H, teszt (12. Tablazat). A négy negativ H, teszt
eredményt mutatd beteg kozul kettd 12 éves, egy 13 és egy 16 éves volt. A harom
fiatalabb gyerek lisztérzékenységben, a 16 éves gyerek gyulladasos

bélbetegségben szenved.
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BesuoyeAb

M pozitiv hidrogén teszt
O negativ hidrogén teszt

0-5 év

6-11 év

12 év
folott

korcsoportok

8. abra A CC genotipusu gyerekek korcsoportok szerinti abrazolasa a H; kilégzési
teszt eredményének szazalékos megoszlasa szerint. (Az oszlopokon feltlintettik

az esetszamokat.)

12. Tablazat A 12 év feletti CC genotipusu gyerekek és fiatalok H, kilégzési teszt

eredménye szerinti megoszlasa (n-esetszam)

osszes
negativ H; teszt (n) | pozitiv H, teszt (n) eset
szama
212 év 4 34 38
12-13 év 3 12 15
14-15 év 0 9 9
216 év 1 13 14

A CT, illetve a TT genotipussal rendelkezd betegek korcsoport szerinti
eloszlasat a 9. abra tartalmazza a H; kilégzési teszt eredményének szazalékos
megoszlasa szerint. Az 5 éves kor alatti korosztalyba tartozé gyerekek kozul 8
negativ, 1 pedig pozitiv Hy kilégzési teszt eredménnyel rendelkezett. Az utobbi

paciens 2 éves és lisztérzékenységben szenved. A 6-11 év kozotti korcsoportban
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a 17 vizsgalt egyén kozul 11 esetben negativ, 6 esetben pedig pozitiv volt a laktoz
H, teszt eredménye. Az utdbbi 6 gyerek kozul 5-nek a laktdz intolerancia tunetein
tul egyéb betegsége is volt: egy 6 éves és egy 7,5 éves lisztérzékenységben, két 7
éves és egy 8,5 éves gyerek pedig féregfertézésben szenved. Egy hét éves
gyereknek azonban nincs mas ismert betegsége. A 12 év folotti korosztalyba 23
egyen tartozott. Kozuluk 20-nak negativ, 3-nak pozitiv volt a H, teszt eredménye.
Az utébbi harom gyerek kozul ketté 12 éves, egy pedig 13 éves. Az egyik 12 éves
és a 13 éves gyerek lisztérzékenységben szenved, azonban a masik 12 éves

gyereknek nincs mas ismert betegsége.
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9. abra A CT és TT genotipusu betegek korcsoport szerinti eloszlasa a H;
kilégzési teszt eredményének szazalékos megoszlasa szerint. (Az oszlopokon az
esetszamokat feltuntettuk.)

V. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE, DISZKUSSZIO

Munkank els6é részében a kdzépkori kun csoport, valamint a mai magyar
populacié genetikai eredetét és anyai rokonsagi viszonyait tanulmanyoztuk
mitokondrialis markerek vizsgalataval. DNS-t izolaltunk két, régészetileg jol

dokumentalt temetkezési helyr6l szarmazé emberi csontmaradvanyokbol.

69



Tovabba az orszag kulonb6zé régioibol 74 magat magyarnak vallo személy
periférias ver, illetve hajszal mintgja alapjan tanulmanyoztuk a mai modern magyar
populacié mitokondrialis genetikai markereit.

Az emberi maradvanyok a 14-15. szazadbdl szarmaztak. Az elékerult, sok
esetben jellegzetesen kunokra wutalé leletanyag alapjan a maradvanyok
egyertelmlen elkulonithetéek voltak a korabeli magyar népcsoport leletanyagatol.
A vizsgalt 15 lelet kozul 11 6rizte meg az aDNS-t vizsgalhaté formaban.

A mitokondrialis DNS mutacioéi alapjan nyomon kovethetjuk az anyai
vonalak foldrajzi elterjedését, az emberi vandorlasi vonalakat. A mtDNS vizsgalata
alapjan a populaciok rokonsagi viszonyaira kovetkeztethetink [42].

Az aDNS vizsgalata hozzajarulhat ahhoz, hogy tanulmanyozzuk az egyedi
temetkezési helyek leleteit, és eredményeink alapjan tovabbi informacidkkal
szogalhassunk a régi populaciok torténetét illetéen. Feltehetjik a kérdést, hogy az
emberiség eredetének, rokonsagi viszonyainak megismerésére iranyuld
tudomanyos megkdzelitésben mikor van feltétlendl szikség -a joval
bonyolultabban kivitelezhet6- asatag leletek vizsgalatara? Olyan esetekben,
amikor a modern populacié vizsgalata nem adhat eredményt, mert a vizsgalt
csoport a letelepedése Ota eltelt id6 alatt genetikailag keveredhetett mas
népcsoporttal (népcsoportokkal). Ezért valaszra csak az 8si leletek vizsgalata
adhat lehet6séget.

Vizsgalataink soran elséként tanulmanyoztuk aDNS alapjan az egyik olyan
keleti lovas nomad népcsoportot, amely tobb, mas pasztor nomad népcsoporthoz
hasonléan a 13. szazad folyaman érkezett Eurdpaba —jelen esetben a Karpat-
medencébe.  Magyarorszagon  els6ként alkalmaztunk  archaeogenetikai
vizsgalatokat régészeti csontleletek tanulmanyozasara. A kun mintdk hat
klldnbdz6 haplocsoportba tartoznak. A tizenegy minta koézul négy tartozik a H
csoportba, ketté az U* haplocsoport, kettd a V klaszter, egy-egy pedig a JT, U3 és
a D haplocsoport képviseloje. A D haplocsoport a M szuper-haplocsoport egyik
vonala. Jellegzetesen kelet-azsiai elterjedési, valamint a masodik leggyakrabban
eléforduld haplocsoport a dél-szibériai népcsoportokban is. A D haplocsoport
el6fordulasa az eurdpai népcsoportokban (a lappok kivételével) nagyon ritka
[112]. Az altalunk tanulmanyozott modern magyar mintak k6zott nem fordul elé.

Az Gsszes tobbi haplocsoport (H, V, U*, U3, JT), amely el6fordul a kun leletek
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esetében az N szuper-haplocsoport része és nyugat-eurazsiai kialakulasu és
elterjedésa.

Osszegezve tehat elmondhato, hogy a csengelei kun populacié genetikailag
nem volt egységes. Alapvetden két fajta genetikai elemet lehet elklldniteni ebben
a populacioban. Egyrészt azsiai eredetl elemet, amely nagy valészinliséggel a
kunok genetikai szarmazasara utal, masrészt eurdpai eredetll genetikai elemeket,
amelyek a vandorlasaik soran olvadhattak a populacioba. Eredményeink alapjan
elmondhato, hogy a vizsgalt csengelei kunok mitokondridlis mintazata leginkabb a
kun populacid6 mas populaciokkal valé keveredését tlkrozi, és csak egy lelet
esetében (Kun26) talaltunk olyan markert, amely a kun népcsoport genetikai
eredetére utalhat. A vizsgalt populaciok genetikai tavolsagat tekintve a csengelei
kunok legkisebb genetikai tavolsagot a mai finn, komi és torok népcsoportokkal
mutatjak. A kun csoport anyai vonala az eurdpai népcsoportokhoz kézelebb all,
mint az azsiaiakhoz. Azonban a csengelei kunok a vizsgalt eurdpai
népcsoportokhoz  viszonyitva kisebb genetikai tavolsagot mutatnak a
tanulmanyozott kelet- és kozép-azsiai népcsoportokkal.

A nagy mértékd anyai agi keveredés okait talan a kunok szokasaiban
kereshetjuk. A sztyeppe lovasai az anyai leszarmazastol vagy nyelvuktdl
fuggetlenll alkottak politikai egységet, vagyis torzsszdvetséget [116].

A mondak szerint a kunok gyakran raboltak asszonyokat a meghdditott
teriiletekrdl. igy tehat a kunok anyai vonalaiban azon populéciok anyai vonalai is
tukrozédhetnek, akikkel foldrajzi kapcsolatba kerlltek vandorlasaik soran. A kun
vezér antropoldgiai vizsgalata alapjan az europo-mongolid embertani tipusba
sorolhatd. A genetikai vizsgalatokbadl kiderul, hogy a vezér anyai vonala eurdpai,
pontosabban balkani eredetl volt, mig mongolid vonasait apjatdl orokolhette. A
kun népcsoport Magyarorszagra valdé betelepedésének idejére szamos nyugat-
europai mitokondridlis genetikai elem olvadt génallomanyukba. Torténelmi
feljegyzések szerint a kunok a 10. szazadban a Volga és az Ural folyé kozott
telepedtek meg. A 10. szazadban a szlav népek az Elbatdl a Volga felsé folyasaig
terjedd teruletet foglaltak el, t6luk északra finnugor népek, délre pedig torok népek
éltek. A Volga és a Kama folyo taladlkozasanal terult el az akkori Nagy-
Bolgarorszag. A 12. szazadig a kunok atvandoroltak e népcsoportok lakta
terlleten, és egészen a Fekete-tengert6l északra, a Karpatokig nyomultak, majd a

tatarjarast kovetéen telepedtek le Magyarorszag tertletén [117]. Hazankba valo
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betelepedésiiket megel6z6 idékben tehat valdszinlileg szlav, finnugor és torok
nyelvet beszél6 népcsoportokkal keveredtek.

A csengelei templomban és a korulotte feltart 37 sir kdzul meglehetésen
sok a gyereksir (22), ami arrdl arulkodik, hogy a korszakban a
gyermekhalandosag igen magas lehetett. A régészet a 11 és 12 sir leletei kozott
rokonsagot feltételez. Egy fiatal lany olében legfeljebb masfél éves kislany
nyugodott. Feltételezések szerint testvérek lehettek és valamilyen jarvany egydutt
ragadta el 6ket. Sajnos a gyerekek csontvazainak megmaradasa rosszabb a
felnéttekénél. Vékonyabb a kortikalis réteg, ami az aDNS izolalast megneheziti,
sokszor lehetetlenné teszi. Sajnos a feltételezett testvérpar csupan egyik leletébdl
(Kun12) tudtunk aDNS-t izolalni, igy nem tudtuk cafolni, vagy meger6siteni az
anyai agi rokoni kapcsolatot.

A kunok csupan az egyik olyan keleti, lovas nomad népcsoport, akik a
Karpat-medence terlletén telepedtek le. Ilyen csoportok a kunok elétti id6kben
erkez6 hunok, avarok, a 10. szazadi magyarok, vagy a kunokat kovetd alanok is
[118-122]. Lehetséges, hogy a kunokhoz hasonldéan, mas betelepulld, esetleg
politikai dominanciat is gyakorld népcsoportok az alap lakossagara erételjesebb
kulturalis hatas gyakoroltak, mint genetikai hatast. Ezért ugy gondoljuk, hogy
érdemes az 6si DNS vizsgalatokat a fentebb emlitett népcsoportokra is
kiterjeszteni. Csoportunkban mar jelenleg folyik a magyarorszagi késé avar Kori,
honfoglalas kori, és kora Arpad-kori temeték leleteinek genetikai vizsgalata.

A modern magyar mintdk 15 kulonb6z6 haplocsoportba tartoznak.
Mindegyik jelenlévé haplocsoport a N szuper-haplocsoport része. A modern
mintakban el6fordulé F haplocsoport kelet-azsiai, mig az 6sszes tobbi megfigyelt
klaszter nyugat-eurazsiai kialakulasu és elterjedési. Négy olyan haplocsoportot
talaltunk (H, V, U* JT), amely mind az archaikus, mind a modern magyar
mintakban jelen volt. Azonban csak a H és a V haplocsoportok esetén talaltunk
megegyezd haplotipusu szekvenciakat. Az U3 és a D haplocsoport csak az asatag
mintakban fordult elé, 11 haplocsoport (HV, U4, U5, K, J, J1A, T, T1, T2, W és F)
pedig csak a modern magyar mintakra volt jellemzé.

Az eurdpai populaciok genetikai elemzése nem konnyl feladat, mivel a
foldrészen bellli migraciéo miatt ez a kontinens mutatja genetikailag a legnagyobb

keveredést.

72



A modern magyar populacidoban megfigyelheté haplocsoport gyakorisagi
adatok nagyon hasonlo képet mutatnak a legtobb kozép-eurdpai népcsoport
esetében megfigyelt adatokkal. Az eurdpai népcsoportok mitokondrialis markereik
alapjan, igen kevés kivételtdl eltekintve (az izolalt lapp és boszko-gurin
népcsoport) nem tekintheték kildén populacioknak. Az eurdpai populaciokon beldli
genetikai tavolsag értéke szamos esetben nagyobb, mint a populacidk kozott
mérhetd genetikai tavolsag. igy van ez a magyarok esetében is. A magyar
populacié csupan a lapp populacioval mutat szignifikdns genetikai tavolsagot, az
Osszes tobbi eurdpai populaciéval nem.

Az F haplocsoport 4,1%-0s gyakorisaga mindenképpen figyelemre mélté a
mai magyarok kozott, hiszen ez a klaszter szinte teljesen hianyzik az europai
kontinens népcsoportjai esetében. A kelet-azsiai F haplocsoport jelenléte a mai
magyar populacidban az azsiai genetikai rokonsagra utalhat.

A haplocsoport gyakorisagi adatok alapjan elmondhatd, hogy az altalunk
vizsgalt magyar mintak legnagyobb részének anyai agi gyokerei azokra a vadasz-
gyljtogetbkre vezethetbk vissza, akik mar az utols6 jégkorszak idején, a
paleolitikumban Eurdopaban éltek. Az altalunk vizsgalt magyar mintdkban 8,2% a
kozel-keleti, neolit foldmivesekkel érkez6 J klaszter aranya, valamit 4,1% az
azsiai eredetl anyai vonal jelenléte.

A magyarsag valoszinlleg azoknak a népeknek az Otvozete, amelyek a
paleolitikumtdl napjainkig telepedtek le a Karpat-medencében.

Munkank masodik részében a felndtt tipusu laktoz
toleranciara/intoleranciara utalo, a sejtmagi DNS-ben talalhatdé, olyan egy
nukleinsav bazis polimorfizmust vizsgaltunk, amely eredményeképpen kialakult
allapot szisztematikus foldrajzi tagozédast mutat. A felnétt tipusu laktoz
intolerancia egy autoszémalis, recessziven 6rokl6dé allapot, amelynek eléfordulasi
gyakorisaga nagy variabilitast mutat az eurOpai orszagokban, illetve
népcsoportokban. Amig az észak-eurdpai lakossag korében csupan 2-3% a felnétt
tipusu laktéz intolarancia eléfordulasi aranya, addig a dél-italiai népcsoportban
megkozelitbleg 70% [65]. Dél-kelet felé haladva az alacsony laktéz emésztési
képesség az altalanos allapot; szinte 100% Kelet- és Dél-Kelet Azsidban és
Amerika Gslakossagaban. Afrika némely népcsoporjainal (tuareg, fulani és tutsi)
csak 7-22%-ban, mig masoknal (bantu) tébb mint 95%-ban fordul el a a lakt6z

intolerancia felnétt korban [61, 65, 66]. Amig a tejcukor lebontasat végzd enzimek

73



megtalalhatok Kelet- és Nyugat-Afrika pasztornépeinél felnétt korban is, addig
azok szinte teljesen hianyoznak Afrika azon részein, ahol a cecelegyek
gyakorlatilag lehetetlenné teszik a szarvasmarhatartast, és igy a tejfogyasztas
minimalis.

Asatag leletek esetén az izolalhatdé DNS csekély mennyiségén, valamint
rossz minéségén tul az autoszémalis markerek tanulmanyozasat bonyolultabba
teszi a mitokondrialis DNS-hez képest, hogy a sejtmagi kromoszémakon
elhelyezkedd autoszémalis markerekbdl csupan 2 képiat hordoz egy sejt, mig a
mitokondrialis DNS szama sejtenként tobb ezer is lehet. Ezért olyan vizsgalati
modszer beallitasara volt szikség, amely igen kevés kiindulasi DNS templat
felhasznalasaval is kivitelezhetd.

A —-13910C/T polimorfizmus vizsgalatat megel6z6en a tanulmanyozott
csontmintakbdl szarmazé DNS extraktumokon teljes genom el6amplifikaciot
végeztink, amely eljaras mintegy 30-szorosara emelheti a kiindulasi DNS
mennyiségét [106]. A specifikus PCR reakcidé, majd az emésztési reakcidok
elvégzése utan az archaikus mintaknal az ALF fluoreszcens detektalasi rendszert
hasznaltuk a genotipusok megallapitasara, amely igen kis mennyiségi DNS
jelenlétét is képes érzékelni.

A vizsgalt 5 csontlelet kdzll, amelyek esetén elézbleg sikerrel amplifikaltuk
a mitokondrialis DNS 238 bazisparos darabjat (a vizsgalat nem képezi a dolgozat
anyagat), 2 csontminta esetében sikerult a laktaz genotipust is meghataroznunk. A
15. sirszamu csontminta a felnétt tipusu laktéz intoleranciara hajlamosité CC, a
17. sirszamu csontminta pedig a mai magyar populacidoban legritkdbb TT
genotipust hordozta. A honfoglalok régészeti elemzések és torténelmi
feljegyzések szerint azsiai eredetlek. A laktaz genotipus tovabbi vizsgalata
indikaciot adhat a honfoglalé magyar populacié 6sszetételére vonatkozdan.

Egy korabbi tanulmanyban Czeizel és mtsai 535 magyarorszagi felnétt
laktéz abszorpcios kapacitasat vizsgaltak [123]. Tanulmanyuk alapjan a laktéz
intolerancia atlagos gyakorisaga a magyar populacidoban 37%-nak bizonyult. A -
13910C/C genotipus el6fordulasi gyakorisagat- amely a felnétt tipusu laktoz
intoleranciara utal- 37%-nak talaltuk az altalunk vizsgalt, random mddon
kivalasztott feln6tt csoportban. A genetikai vizsgalat eredménye egyezést mutat a

korabbi tanulmany eredményével.
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A laktéz intolerancia kulonb6zé életkorban manifesztalédik az egyes
népcsoportokban [69, 124-127]. Az etnikai kllonbségek hatterében alloé
regulacios mechanizmus nem ismert. Egy finn tanulmany szerint a laktaz aktivitas
csOkkenése a fekete populacioban hamarabb kévetkezik be (1-8 éves kor kozott),
mint a finn populacidoban, azonban 12 éves kor utan a -13910C/C genotipusu
gyerekeknél mindkét csoportban lecsdkken a laktaz enzim aktivitas [69]. Ebben a
tanulmanyban a szerz6k megallapitottak, hogy a —13910C/T genetikai varians
vizsgalata 12 eéves kor fOlott alkalmas a feln6tt tipusu laktéz intolerancia
diagnosztizalasara.

Az altalunk vizsgalt gyerekek kdzll 100 a laktéz intoleranciara utalé CC, 49
pedig a laktéz toleranciara utald CT, illetve TT genotipussal rendelkezett. Mind a
149 gyerek, illetve fiatal egyén emésztési zavaroktdl szenvedett, ami a klinikai
kivizsgalast indokolta.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a felnétt tipusu laktdz intolerancia 5 éves
kor alatt nem nyilvanul meg. Amennyiben 5 éves kor alatt a lakt6z intolerancia
tineteit tapasztaljuk a —13910 genotipustdl, illetve a H; teszt eredményétdl
fuggetlenll egyéb okot kell keresni a tinetek hatterében. A 6-11 éves
korcsoportban a CC genotipusu gyerekek 87%-anak pozitiv volt a laktéz H;
tesztje. A vizsgalt CC genotipusu gyerekek koézul 38 tartozott a 12-13 éves
korosztalyba. Kozuluk négynek a H; tesztje negativ volt. 13 éves kor folott egy
kivétellel (16 éves) az Osszes vizsgalt CC genotipusu személy H, tesztje pozitiv
volt.

Eredményeink alatamasztjak, hogy a laktaz —13910C/T polimorfizmus
vizsgalata alkalmas a felnétt tipusu laktoz intolerancia klinikai szirésére, bizonyos
életkor folott. Az altalunk vizsgalt mintak alapjan a magyar populacioban 13 éves
kor folott kozel 99%-os pontossaggal alkalmazhaté a genetikai teszt a laktdéz
intolerancia klinikai diagnosztizalasara.

Két, nemrég megjelent tanulmany eredményei szerint a -13910C/T
varianson Kkivul létezhetnek még mas, olyan polimorfizmusok a laktaz gén
szabalyozd régidiban, amelyek hatassal lehetnek a laktdz gén expresszidjara
[63, 128]. Lehetséges, hogy ez az eset all fenn, abban a négy 12-13 éves koru,
illetve 16 éves gyerek esetében, akik CC genotipusuak és negativ H, teszttel
rendelkeznek. Masik lehetséges magyarazat, hogy esetikben a ,betegség”

késébbi életkorban fog kialakulni.
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A 49 vizsgalt CT, illetve TT genotipussal rendelkezé egyén koézil 10
esetben volt pozitiv a H, teszt eredménye. A pozitiv H, teszttel rendelkez6
gyerekek kozul 5 lisztérzékenységben, 3 pedig féregfertézésben szenvedett.
Ezekben az esetekben a pozitiv H, teszt eredményét egyéb betegség miatt
kialakul6 masodlagos laktéz deficiencia okozhatta. Masodlagos laktéz intolerancia
alakulhat ki olyan betegségek hatasara, amelyek a vékonybél nyalkahartyajanak
kiterjedt részét érintik. Két esetben azonban ellentmondast talaltunk, amikor a
betegek CT genotipussal, pozitiv H, kilégzési teszttel rendelkeztek, és kizardlag a
laktéz intolerancia tlneteit mutattak. Egy nemrégi tanulmany szerint kivalo
Osszefuggés figyelhetdé meg a CC genotipus és a pozitiv laktéz H, teszt kdzott,
azonban a CT, illetve TT genotipus el6fordulasa és a negativ Hy teszt kozotti
korrelacio kevésbé szoros [129].

Tanulmanyunkban egy gyors és alacsony koltségl modszert alkalmaztunk
a felnétt tipusu laktoz intoleranciara utald —13910 polimorfizmus vizsgalatara.
dCAPs technikat alkalmazva két uj restrikcios felismeré helyet hoztunk létre a
PCR termékbe, amelyek segitségével lehetéséglnk nyilt, hogy kulénb6z6
restrikcids enzimeket hasznalva, elkulonitett reakcidkban azonositsuk mindkét
allélt.

Az Altalunk kidolgozott vizsgalati mddszer alkalmasnak bizonyult
autoszémalis SNP marker tanulmanyozasara asatag leletek esetében.
Meghataroztuk a felnétt tipusu laktoz intolerancia kialakulasaért felelés genotipus
gyakorisagat a mai magyar populaciéban. Tanulmanyunkban igazoltuk, hogy a —
13910 polimorfizmus genetikai vizsgalata alkalmazhaté a felnétt tipusu laktoz
intolerancia diagnosztizalasara, illetve a primer és a szekunder tipusu laktaz

deficiencia elkulonitésére 13 éves kor folott.
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OSSZEFOGLALAS

Magyarorszag Eurdpa szivében, a Karpat-medencében fekszik. A vidék a

civilizacio hajnalatol fogva emberlakta hely és kulturak keveredésének szintere. A
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magyarsag sok népnek az otvozete, amelyek az 6skdkortdl napjainkig telepedtek
le a Karpat-medencében. Egy ilyen csoportot alkottak a kunok is. A kunokrdl
folyamatos torténelmi feljegyzések a 11. szazadtdl vannak. Ennek oka az lehet,
hogy nagyjabdl ebben az idében érték el Eurdopa hatarat. A kunok a 13.
szazadban telepedtek le Magyarorszagon. Régészeti elemzések szerint ez a
népcsoport valészinlleg azsiai eredetl, antropoldgiai jellegeik alapjan a kunok
foként a mongolid embertani tipusba sorolhatok, azonban genetikai eredetik
mindezidaig nem ismert.

Populacidk eredetének vizsgalatara kétféle lehetéség van. Egyrészt, a ma
elé populaciok genetikai szerkezetének tanulmanyozasa, masrészt torténelmi
populaciok maradvanyainak genetikai analizise. A kunok mara genetikailag és
kulturalisan teljesen beolvadtak a magyarorszagi népességbe, ezért ha genetikai
eredetlket, rokonsagi viszonyaikat akarjuk tanulmanyozni, az csakis archaikus
leletek vizsgalataval lehetséges. Olyan 6si kun leletek vizsgalatara van szikség,
akik a Magyarorszagra valo betelepedés utan még azel6tt halaloztak el, miel6tt
genetikailag beolvadhattak volna a korai magyarorszagi népességbe.

Munkank elsé részében egy kdzépkori kun csoport, valamint a mai magyar
populacido genetikai eredetét és anyai rokonsagi viszonyait tanulmanyoztuk
mitokondrialis DNS markerek vizsgalataval. DNS-t izolaltunk két, régészetileg jol
dokumentalt temetkezési helyr6l szarmazo6, 11 emberi csontmaradvanybol
(aDNS). A leletek a 13-15. szdzadbdl szarmaztak. Tovabba az orszag kiulénb6z6
régioibdl 74 magat magyarnak vallé személy periférias vér, illetve hajszal mintaja
alapjan tanulmanyoztuk a mai modern magyar populacié mitokondrialis genetikai
markereit.

A mitokondridlis genom anyai agon o6roklédik. A hisztonok vagy mas
fehérjék altal nem védett mtDNS-ben a mitokondrium mikoédése soran képz6dott
nagy mennyiségl szabad oxigén-gyok oxidativ karosodasokat idéz el6. A
mitokondrialis genom mutacios rataja koézel 10-szerese a nuklearis genomra
jellemzd értéknek. A filogenetikai szempontbdl fontos pozicidk klasztereket,
haplocsoportokat hataroznak meg. A haplocsoportok jellegzetes féldrajzi
megoszlast mutatnak. Ezért a mtDNS mutacidi alapjan nyomon kovethetjuk az
anyai vonalak foldrajzi elterjedését, az emberi vandorlasi utvonalakat. A mtDNS
vizsgalataval populaciok rokonsagi viszonyaira kovetkeztethetunk[42]. A mtDNS

tobb szaz, vagy ezer kopiaban van jelen egyetlen sejtben, ezért Gsi leletekben

86



nagyobb az esélye annak, hogy épen maradt, molekularis bioldégiai moédszerekkel
vizsgalhaté mitokondrialis DNS szakaszokat talaljunk, a sejtenként csupan két
kopiaban jelenlévé kromoszémalis markerekkel szemben.

Az 6si DNS vizsgalatokhoz szikséges DNS-t csdves csontokbdl nyertlk.
Asatag biolégiai csontmaradvanyokban altalaban csekély mennyiségl, erésen
toredezett DNS marad meg, bazisai gyakran oxidativ vagy hidrolitikus
karosodasokat szenvednek. Eredményeink hitelességének érdekében nagy
gondot kell forditanunk arra, hogy elkerlljuk a nem endogén DNS-sel vald
kontaminaciot. Ezért a vizsgalatokat erre a célra elkulonitett laboratériumi
helyiségekben végeztik. A csontleleteket DNS mentes korilmények kozott
dolgozzuk fel, minden kisérleti Iépésnél a szikséges kontrollok felhasznalasaval.

Vizsgalataink soran elséként tanulmanyoztuk az egyik olyan keleti lovas
nomad népcsoportot az aDNS alapjan, amely tobb, mas pasztor nomad
népcsoporthoz hasonléan a 13. szazad folyaman érkezett Eurdopaba —jelen
esetben a Karpat-medencébe. Magyarorszagon elséként alkalmaztunk
archaeogenetikai vizsgalatokat régészeti csontleletek tanulmanyozasara. A kun
mintak hat kdlénb6z6 haplocsoportba tartoznak. A tizenegy minta kozul négy
tartozik a H haplocsoportba, ketté az U* haplocsoport, ketté a V klaszter, egy-egy
pedig a JT, U3 és a D haplocsoport képviselje. A D haplocsoport jellegzetesen
kelet-azsiai elterjedés, el6fordulasa az eurdpai népcsoportokban nagyon ritka. Az
altalunk tanulmanyozott modern magyar mintak kézott nem fordul elé. Az 6sszes
tébbi haplocsoport (H, V, U*, U3, JT), amely el6fordul a kun leletek esetében
nyugat-eurazsiai kialakulasu és elterjedésu.

Osszegezve tehat elmondhato, hogy a csengelei kun populacié genetikailag
nem volt egységes. Alapvetden két fajta genetikai elemet lehet elklldniteni ebben
a csoportban. Egyrészt azsiai eredetld elemet, amely nagy valoszinlséggel a
kunok genetikai szarmazasara utal, masrészt eurdpai eredetl genetikai elemeket,
amelyek a vandorlasaik soran olvadhattak a populacioba. Eredményeink alapjan
elmondhatd, hogy a vizsgalt csengelei kunok mitokondridlis mintazata leginkabb a
kun populacid mas populacidkkal valéo keveredését tukrozi, és csak egy lelet
esetében (Kun26) talaltunk olyan markert, amely a kun népcsoport genetikai
eredetére utalhat. A vizsgalt populacidk genetikai tavolsagat tekintve a csengelei
kunok legkisebb genetikai tavolsagot a mai finn, komi és a térok népcsoportokkal

mutatjak.
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A vizsgalt 74 modern magyar minta 15 kulonb6z6 haplocsoportba tartozik.
A modern mintakban el6fordulé F haplocsoport kelet-azsiai, mig az 6sszes tobbi
megfigyelt klaszter nyugat-eurazsiai kialakulasu és elterjedésit. Az F haplocsoport
szinte teljesen hianyzik a mai eurdpai lakossag mitokondrialis tipusabdl. Négy
olyan haplocsoportot talaltunk (H, V, U*, JT), amely mind az archaikus, mind a
modern magyar mintakban jelen volt. Azonban csak a H és a V haplocsoportok
esetén talaltunk megegyez6 haplotipusu szekvenciakat. Az U3 és a D
haplocsoport csak az asatag mintakban fordult elé, 11 haplocsoport (HV, U4, U5,
K, J,J1A, T, T1, T2, W és F) pedig csak a modern magyar mintakra volt jellemzé.

A modern magyar populacidoban megfigyelheté haplocsoport gyakorisagi
adatok nagyon hasonlé képet mutatnak a legtobb kdzép-eurdpai népcsoportban
megfigyelt adatokkal. A kelet-azsiai F haplocsoport jelenléte a mai magyar
populacié multbéli azsiai genetikai kapcsolatait tikrozheti. A haplocsoport
gyakorisagi adatok alapjan elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt magyar mintak
legnagyobb részének anyai agi gyokerei azokra a vadasz-gyljtogetdkre
vezethetbk vissza, akik mar az utolsé jégkorszak idején, a paleolitikumban
Eurdpaban éltek. Az altalunk vizsgalt magyar mintdkban 8,2% a kdzel-keleti, neolit
foldmUvesekkel érkez6é J klaszter aranya, valamit 4,1% az azsiai eredetli anyai

vonal jelenléte.

Munkank masodik részében egy autoszémalis SNP marker asatag
leleteken torténé vizsgalati moddszerét dolgoztuk ki. Olyan SNP markert
tanulmanyoztunk, amely szisztematikus fOldrajzi tagozodast mutatd allapottal
hozhatd Osszefluggésbe. Linkage disequilibrium és haplotipus analizissel finn
csaladokban egy, a laktaz géntdél 5 iranyban 13910 bazisparnyira azonositottak
egy olyan genetikai varianst, amely szoros kapcsoltsagot mutatott az oroklott
laktaz hiannyal/perzisztenciaval. A felnétt tipusu laktoz intolerancia kialakulasaért
felel6s génvarianst vizsgaltuk (—13910C/T polimorfizmus).

A laktoz érzékeny felnéttek homozigotak egy autoszémalis recessziv allélra
nézve. A —13910T mutans allél dominans a vad tipusu C varians fol6tt. A felnétt
tipusu laktéz intolerancia széleskori etnikai variaciot mutat, el6fordulasi
gyakorisaga az eurdpai populacidban 3-70%; Kelet- és Dél-Kelet Azsaban kozel
100%. A laktéz intolerancia kulénb6z6 életkorban alakul ki az egyes

népcsoportokban.
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A laktaz perzisztenciaval kapcsoltsagot mutaté varians (-13910C/T)
vizsgalatat a balatonujlaki temet6b6l szarmazé Ot csontlelet esetében kiséreltik
meg. A leletek a 10. szazadbdl szarmaznak, régészeti adatok alapjan ,klasszikus”
honfoglal6 leletanyaggal voltak eltemetve. Ezzel parhuzamosan meghataroztuk a
polimorfizmus el6fordulasi gyakorisagat a mai magyar populacioban, 110
véletlenul kivalasztott egyén mintaja alapjan.

Az SZTE Gyermekgyogyaszati Klinikaval egyuttmikodve tanulmanyoztuk
az altalunk kidolgozott vizsgalati mddszer alkalmazhatdésagat a felnétt tipusu
laktdz intolerancia gyermekkori diagnosztizalasara. A klinikai kivizsgalast kovetéen
149 hasi panaszokkal rendelkezé gyerek DNS mintaja alapjan meghataroztuk a
feln6tt tipusu laktdz intolerancia életkor szerinti kialakulasi idejét a magyar
populacidban.

A polimorfizmus vizsgalatara dCAPs technikat alkalmaztunk. Két Uuj
restrikcids felismeré helyet hoztunk létre a PCR termékben, amelyek segitségével
lehet6seéglnk nyilt, hogy azonositsuk mindkét allélt, kulonbozé restrikcids
enzimeket hasznalva, elkilonitett reakciokban.

A csontmintakbdél szarmazé DNS extraktumokon teljes genom
eléamplifikaciot végeztink. A specifikus PCR reakcio, majd az emésztési reakciok
elvégzése utan az archaikus mintak esetében az ALF fluoreszcens detektalasi
rendszert hasznaltuk a genotipusok megallapitasara, amely igen kis mennyiségu
DNS jelenlétét is képes érzékelni. A vizsgalt 5 csontlelet kdzll 2 esetben sikerult a
laktaz genotipust meghataroznunk.

A felnétt tipusu laktoz intoleranciara utal6é -13910CC genotipus el6fordulasi
gyakorisaga 37%-nak bizonyult az altalunk vizsgalt, véletlenszerlien kivalasztott
felnétt magyar csoportban.

A vizsgalt, emésztési zavaroktdl szenvedd betegek kozul 100 a laktoz
intoleranciara utald6 CC, 49 pedig a laktoz toleranciara utalé CT, illetve TT
genotipussal rendelkezett. Eredményeinket a klinikai kivizsgalasok eredményeivel
Osszevetve megallapithatd, hogy a felnétt tipusu laktéz intolerancia 5 éves kor
alatt nem jelentkezik. A 6-11 éves korcsoportban a CC genotipusu gyerekek 87%-
aban, 12 éves kor folott 90%-aban alakult ki a betegség. 13 éves kor folott egy
kivétellel (16 éves) az dsszes vizsgalt CC genotipusu beteg laktoz intolerans volt.

A 49 vizsgalt CT, illetve TT genotipussal rendelkezé egyén koézul 10 a

laktéz intolerancia tlUneteit mutatta. Nyolc esetben az egyéneknek mas, a
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vekonybél nyalkahartyajat érinté betegségik is volt. Ezekben az esetekben a
tejcukorbontas képességének hianya mas megbetegedés kovetkeztében
fejlédhetett ki, masodlagosan.

Az Altalunk kidolgozott vizsgalati mddszer alkalmasnak bizonyult
autoszémalis SNP marker tanulmanyozasara asatag leletek esetében.
Meghataroztuk a felnétt tipusu laktoéz intolerancia kialakulasaért felelés genotipus
gyakorisagat a mai magyar populaciéban. Tanulmanyunkban igazoltuk, hogy a —
13910 polimorfizmus genetikai vizsgalata alkalmazhato a felnétt tipusu laktoz
intolerancia diagnosztizalasara, illetve a primer és a szekunder tipusu laktaz

deficiencia elkulonitésére 13 éves kor folott.

SUMMARY

Hungary is located in the heart of Europe, in the Carpathian Basin. Since
the dawn of civilization this area has been inhabited by human beings, a meeting

point where cultures blended together. Hungarians represent an amalgamation of
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populations, which settled down into the Carpatian basin since the palaeolithic age
to present time. Cumanians formed one of the settled groups. The name of
Cumanians appears in Byzantine written history in the 11" century. According to
historical data after the ravage of Hungary by Tartar hordes (1241-42) the
Cumanians settled down on the area of the early Hungary. The ethnic origins of
the Cumanians are uncertain, although their anthropological characteristics
suggest that their geographical origin might be in Inner-Asia, or South-Siberia.

There are two possibilities to examine the origin of populations. First, to
study the genetic structure of the recent populations and second, to examine the
ancient genetic trace. Cumanians completely assimilated, both genetically and
culturally into Hungarians. Analysis of ancient DNA from the remains of such a
group of early settlers is the only reliable mean of study the genetic affinities and
relationships of the Cumanians in Hungary.

In the first part of our study we examined a mediaeval Cumanian group and
the modern Hungarian population in order to determine the genetic origin and
relationships of these populations. We extracted DNA from 11 bone remains of
two archeologically well-documented Hungarian excavations, representing
members of a local population dating from the 13" to early 15" century. We also
examined DNA extracted from single hairs or blood of 74 modern Hungarian.

The mitochondrial genome is maternally inherited. The high flux of oxygen
radicals could cause substantial oxidative damage to mtDNA which is not
protected by histones (or other proteins). The mutation rate of mtDNA is about 10
times higher than in the nuclear genome. Human mtDNA mutations have
accumulated sequentially along radiating maternal lineages during and after the
process of human colonization of different geographical regions of the world.
Hence, groups of mitochondrial DNA types often show geographic specificity.
Analysis of mtDNA in populations therefore allows reconstruction of their maternal
lineages, making it possible to study the genetic traces of migration and admixture
of different human communities, helping to estimate the degree of relationships
within and between populations. Mitochondrial DNA is commonly used in aDNA
studies, on account of its high copy number (up to 5,000-10,000 times that of
single-copy nuclear sequences). In the first part of our study we concentrated on

the analysis of mtDNA.
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The quality and quantity of aDNA in fossils is usually very poor. The most
obvious archaic DNA damage types are stand breaks, oxidative and hidrolythic
lesions.

To prevent contamination from modern DNA drastic laboratory precautions
and systematic controls were used. We applied rigorous physical separation of
modern and ancient DNA laboratories and pre-and post-PCR laboratories.

Our paper is the first aDNA characterization of one of the many historically
attested Eastern pastoral nomad populations that migrated into Europe; in this
case, into the Carpathian basin during the 13" century.

Cumanian samples belong to 6 haplogroups. From the 11 ancient samples
4 belonged to H, 2 to U, 2 to V and one each to the JT, U3 and D haplogroups,
respectively. Haplogroup D is characteristic for Eastern Asia. All of the others are
West Eurasian haplogroups (H, V, U, U3 and JT).

Our results suggest that the Cumanians, as seen in the excavation at
Csengele, were very far from genetic homogeneity. We conclude therefore that the
mitochondrial motifs of Cumanians from Csengele show the genetic admixtures of
the Cumanians with other populations rather than the ultimate genetic origins of
the founders of Cumanian culture. So the maternal lineages of a large part of the
group would reflect the maternal lineage of those populations that had geographic
connection with Cumanians during their migrations. Nevertheless, the Asian
mitochondrial haplotype in Kun26 may still reflect the Asian origins of the
Cumanians of Csengele. Considering genetic distances Cumanians are nearest to
the Finnish, Komi and Turkish populations.

Modern Hungarian samples represent 15 haplogroups. All but one is West
Eurasian haplogroup, the remaining one is East Asian (F). Haplogroup F is almost
absent in continental Europe. Four haplogroups, present in the ancient samples
(H, V, U* JT), can also be found in the modern Hungarians, but identical
haplotypes only in the case of haplogroup H and V were found. U3 and D clades
occur exclusively in ancient group and 11 haplogroups (HV, U4, U5, K, J, J1a, T,
T1, T2, W and F) occur only in the modern Hungarian population.

Haplogroup frequency in the modern Hungarian population is very similar to
other European populations. Although the presence of F haplogroup in the modern
Hungarian population is interesting and can reflect some past contribution.

According to haplogroup frequencies of Hungarians we concluded that the
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ancestors of the majority of modern Hungarians are those paleolithic hunter—
gatherers, who lived in Europe before the Last Glacial Maximum of Ice Age. The
presence of Asian maternal lineage is 4.1% among the studied modern
Hungarians. The neolithic source haplogroup J —associated with the spread of

agriculture- occurs with 8.2% frequency.

In the second part of our work an autosomal SNP marker detecting method
for ancient DNA analyses was established. The studied SNP marker is associated
with a trait, which shows characteristic geographic pattern. Using linkage
disequilibrium and haplotype analysis of Finnish families a genetic variant located
—13,910 bp upstream of the start codon of the human lactase gene was identified
which is strongly associated with hereditary lactase persistence/non-persistence.
These genetic variants of this site (—13910C/T variant) were studied.

The adult-type lactose intolerance is inherited as an autosomal recessive

trait.
The mutant —13910T allele is dominant. The adult-type hypolactasia varies widely
among populations, both ethnically and geographically, the prevalence in adults is
3-70% among Caucasian population in Europe and it reaches approximately 100%
in Asians. Wide ethnic variation in the age of onset has been reported in adult-type
hypolactasia.

We tried to execute the —13910C/T genetic variant analyses in case of 5
ancient bone samples. Samples derived from the 10th century, cemetery of
Balatonujlak. According to archaeological interpretation, remains were buried
with grave artifacts typical to ,classic” Hungarian conquerors.

We evaluated the prevalence of different lactase genotypes in the recent
Hungarian population with random sampling. 110 anonymous Hungarian adults
were tested.

In co-operation with Clinic of Pediatrics, University of Szeged we studied
the applicability of our molecular genetic screening method for the -13910C/T
variant detection as a diagnostic test for adult-type hypolactasia during childhood
in Hungarian children. After clinical checkup the age of manifestation of adult-type
hypolactasia in Hungarian population was determined based on DNA samples of
149 children and adolescents. The examined subjects suffered in abdominal

complaints.

93



dCAPS method was used to analyse the -13910C/T polymorphic site. Two
new restriction recognition sites were generated into the PCR products, which
contained the 13,910 polymorphic site, hereby give the ability to detect the two
different genotypes with different enzyme cleavages in separate reactions.

Prior specific PCR reaction, whole genom preamplification PCR was
executed on aDNA samples. After restriction cleavages ALF (Automated Laser
Fluorescent fragment analyser) system were used to determine different
genotypes of ancient samples. This system can detect very small amount of DNA.

Out of the examined 5 ancient samples the lactase genotype determination
was succesfully executed in two cases.

The prevalence of -13910CC genotype associated with lactose intolerance
in the recent Hungarian population proved to be 37%.

Out of the 149 examined children and adolescents, who suffered in
abdominal complains, 100 had CC genotype connected to lactose intolerance and
49 had CT or TT genotypes associated with lactose tolerance.

Our results suggest that the adult-type hypolactasia does not manifest
under the age of five. The lactose intolerance has been manifested between the
age of 6-11 years in 87%, above 12 years in 90% of the examined children with
CC genotype. Over the age of 13 years all but one subjects with CC were lactose
intolerant.

Ten of the 49 examined young persons with CT or TT genotype had lactose
intolerance symptoms. In 8 cases the subjects suffered in other diseases affecting
large areas of the small intestinal mucosa, which can cause secondary lactose
malabsorption.

In our study the invented examination method is proved to be suitable for
the analysis of autosomal SNP markers in case of ancient samples. We
established the prevalence of different lactase genotypes in the recent
Hungarian population. We confirmed that the genetic screening for the —
13,910 polymorphic variant could be a useful tool to diagnose the adult-type
hypolactasia, especially over the age of 13 and to distinguish the primary and

secondary lactase deficiency.
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