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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die Verhaltnisse zwischen eisenzeitlichen reiternomadi-
schen Kulturgruppen Eurasiens rekonstruiert. Fiir die Analyse wurden 34 Individuen (9. -2.
Jh. v. Chr)) des eurasischen Steppenraums Zentralasiens und Studwest-Russlands ausge-
wahlt. Zusitzlich konnten funf bronzezeitliche Individuen aus dem westlichen Std-Ural
und aus der Wolga-Region, sowie zwei neolithische Individuen aus Novosibirsk analysiert
werden. Mit Hilfe eines Anreicherungsverfahrens (capture) auf DNA-Bibliotheken wurden
genomische Daten, bestehend aus neutralen Regionen und definierten SNP-Positionen,
gezielt isoliert und sequenziert. Fur die optimale selektive Anreicherung wurde zunichst ein
Anreicherungsverfahren unter der Bertcksichtigung der spezifischen Anforderungen von
prahistorischem Skelettmaterial getestet und optimiert. Nach einer Hochdurchsatzsequen-
zierung und anschlieBender bioinformatischer Datenauswertung konnte eine durchschnitt-
liche Abdeckung aller Zielregionen von 94,64 % und einer 5-80fachen Abdeckungstiefe
erreicht werden. Mit dem erstellten Datensatz kann nachgewiesen werden, dass sich die
Populationshistorie skythischer Reiternomaden Zentralasiens fur die jeweiligen Kultur-
gruppen signifikant unterscheidet. Basierend auf den durchgefithrten populationsgeneti-
schen Analysen konnte eine Heterogenitit der innerasiatischen Skythen identifiziert wer-
den. Individuen des kasachischen Altai (Berel), des Ukok-Plateaus (Ak-Alacha) und des
Chuya-Tals (Justyd) stellen keine homogene Gruppe dar. Fiir einzelne Individuen der Aldy-
Bel-Kultur (Region Tuva) und Pazyryk-Kultur konnten deutliche ost-asiatische Beztlige
nachgewiesen werden. Fine Sonderstellung innerhalb der kasachischen und sibirischen
Skythen weisen Vertreter der Tagar-Kultur aus dem Minusinsker Becken auf. Die Distanz
zu modernen zentral-asiatischen Populationen ldsst auf eine isolierte Population mit gerin-
gem Genfluss zu lokalen Populationen schlieSen. Eine direkte Verwandtschaft mit Vertre-
tern der zeitlich folgenden Pazyryk-Kultur kann ebenfalls nicht angenommen werden. Ein
Vertreter der Saken aus Stidost-Kasachstan belegt die Verbindung stidlicher Steppenoma-
den nach Siidwest-Asien. Fur die frithen Sarmaten der Orenburg-Region ist von einem
kontinuierlichen Genfluss mit 6stlichen Skythen Zentralasiens auszugehen, jedoch mit
starken Einflissen lokaler Populationen, was auf eine genetische Kontinuitit im Bereich
des stdlichen Urals schlieBen ldsst. Die kaukasische und osteuropiische Jager-Sammler-
Komponente in eisenzeitlichen Skythen Zentralasiens ldsst auf eine Verwandtschaft mit
Jamnaja-verwandten Populationen schlieBen. Aufgrund der hier durchgefithrten Analysen

ist von einem europdischen Ursprung der bronzezeitlichen Sintaschta-Kultur auszugehen.



Summary

This thesis aims to investigate the relationships between the various cultural groups of Iron
Age Eurasian nomads. 34 individuals originating from the Eurasian steppe and Southwest-
ern Russia were selected for the analysis. In addition, five Bronze Age individuals from the
western part of the Southern Ural means of an enrichment of DNA libraries (capture),
target genomic data consisting of neutral regions and defined SNP positions were isolated
and sequenced. To ensure optimum selective enrichment, an enrichment technique was
initially tested and optimised, taking into consideration the specific requirements of prehis-
toric skeletal material. After high-throughput sequencing and subsequent bioinformatic
data analysis, a mean target region coverage of 94.64% and a 5-80-fold sequencing depth
was achieved. With the data obtained, it could be demonstrated that the population history
of the Scythian horse nomads of Central Asia differs significantly between the various cul-
tural groups. Based on the population genetic analyses performed for this thesis, heteroge-
neity was ascertained for the Central Asian Scythians. Individuals originating from Altai
(Berel), the Ukok Plateau (Ak-Alacha) and the Chuya Valley (Justyd) do not represent a
homogeneous group. Some individuals from the Aldy-Bel and Pazyryk cultures showed
clear affinity to East Asia. Representatives of the Tagar culture from the Minusinsk Basin
occupy a distinct position within the Kazakh and Siberian Scythians groups. The distance
to modern Central Asian populations indicates an isolated group with a low level of gene
flow to local populations. Similarly, direct affinity with representatives of the chronological-
ly subsequent Pazyryk culture cannot be established. One representative of the Saka from
South-eastern Kazakhstan documents the affinity of southern Steppe nomads with South-
western Asia. With regard to the early Sarmatians from the Orenburg region, a continuous
gene flow with the eastern Scythians of Central Asia must be assumed; however, with a
strong influence through local populations, indicating a genetic continuity in the Southern
Ural area. The Caucasian and Eastern European hunter-gatherer component in all Iron Age
Scythians of Central Asia suggests genetic affinity to Jamnaja-related populations.

The population genetic analysis applied here indicate a European origin of the Bronze Age

Sintasha culture.
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1 Einleitung

Dank der Ubetlieferung antiker Schriftquellen Herodots und den spektakuliren Funden in
sibirischen Grabhtigeln (Kurgane) aus Tuva wissen wir von den Reiternomaden der eurasi-
schen Steppe, die sich seit der spiten Bronzezeit zwischen dem Nordschwarzmeerraum bis
ins Pamirgebirge verbreitet hatten. Thre kriegerische Lebensweise, die beeindruckenden
Goldfunde und eine fiir die Skythen typische Kunstform tiben eine grof3e Faszination auf
den Betrachter aus. Wer waren diese Steppenteiter, die solch ein reiches Erbe hinterlieBen
und im Laufe des 1.Jahrtausends die Geschichte Eurasiens wesentlich geprigt haben?

Trotz aller archiologischen Erkenntnisse und Studien der Populationsgenetik sind Fragen
zur Verbreitung skythischer Kulturen und deren Verwandtschaft miteinander nach wie vor
nicht eindeutig geklirt. Zahlreiche genetische Studien befassen sich mit der eurasischen
Steppe als elementare Verbindung zwischen Westeurasien und Nordost-Asien und den
moglichen Migrationsbewegungen wihrend der Bronze - und Eisenzeit. (Ricaut et al. 2004;
Lalueza-Fox et al. 2004; Keyser et al. 2009; Gonzalez-Ruiz et al. 2012; Haak et al. 2015;
Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Juras et al. 2017; Unterlinder et al. 2017; Wang
et al. 2018; Jeong et al. 2018).

Neueste Methoden der statistischen Genetik und paliogenetische Methoden erlauben es
sich diesen Fragen in ihrer ganzen Komplexitit zu widmen.

Im Zuge der neu publizierten Studien mit hoher Individuenzahl und genomischen Daten-
sdtzen ist es moglich, die Fragen zur Populationshistorie der Steppentreiter weitaus umfang-
reicher zu untersuchen als bisher. Mit statistischen Methoden wie beispielsweise der LA-
SER projizierte Hauptkomponenten-Analyse (Wang et al. 2014) im Vergleich mit weltwei-
ten modernen Datensitzen (Hellenthal et al. 2014; Busby et al. 2015) und F-Statistiken
(Patterson et al. 2012) mit einer Vielzahl an zeitgleichen Referenzindividuen kénnen Fragen
zu Verwandtschaftsverhiltnissen von Kulturgruppen und moglichen Ursprungspopulatio-
nen praziser betrachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit werden die Verhiltnisse zwischen reiternomadischen Kultur-
gruppen Eurasiens rekonstruiert. Dazu werden mit Hilfe eines Anreicherungsverfahrens
(capture oder farget enrichment) auf DNA-Bibliotheken genomische Daten gezielt isoliert und
sequenziert, um vergleichbare Positionen zwischen verschiedenen Individuen mit hoher
Abdeckung (coverage) zu erzeugen.

Fir die Analyse wurden Individuen des eurasischen Steppenraums Zentralasiens und Sid-

west-Russlands ausgewihlt. Der tberwiegende Teil analysierter Individuen konzentriert
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sich auf die Region um das Altai-Gebirge. Dieses bildet eine natiitliche Grenze zwischen
Ost- und West-Eurasien und stellt daher einen wichtigen Raum dar, um Entwicklungen in
Zentralasien nachvollziehen zu koénnen. Frihe Sarmaten aus Pokrovka der Orenburg-
Region, Skythen der Woronesch-Region (Kolbino) und Novozavedennoe im Nord-
Kaukasus stehen stellvertretend fiir die westlichen Reiternomaden des eurasischen Step-
pengiirtels.

Die Fundplitze der bronzezeitlichen Proben liegen mit Kamennyj Ambar im westlichen
Siid-Ural und Kalinovka in der Wolga-Region. Sie sind der Sintaschta-Kultur bzw.
Poltavka-Kultur zugeordnet. Fir die Anreicherung konnten ebenfalls zwei neolithische
Proben aus Novosibirsk in West-Sibirien gewonnen werden. Anhand der bronzezeitlichen
Individuen kann eine mogliche Verbindung der skythischen Verbiande aus dem zentralasia-
tischen Raum zu westlich lokalisierten vorangegangenen Kulturgruppen untersucht werden.
Im Gegenzug erlauben weiter im Osten liegende, neolithische Funde eine Nihe der unter-
suchten Proben des Altai-Gebirges zu weitaus alteren Funden nachzuweisen.

Aufgrund der geringen Individuenzahl bronzezeitlicher Proben liegt der Schwerpunkt der
Fragestellungen auf Entwicklungen wihrend der Fisenzeit. Um Riickschliisse auf Bevolke-
rungsbewegungen und mogliche Ursprungsgebiete ziehen zu kénnen, ist der Vergleich mit

Populationen vorangegangener Kulturgruppen jedoch entscheidend.

11 Ziele und Relevanz der Arbeit

Fir die optimale selektive Anreicherung wird zunachst ein Anreicherungverfahren der drei
fihrenden Hersteller (MYbait s® von MYcroarray, NimbleGen von Roche und SureSel-
ect™” von Agilent) getestet, das in einem fliissigen Hybridisierungsansatz (in-solution) durch-
gefihrt wird. Ziel ist es, am Ende der Testreihe ein Anreicherungskit auszuwihlen, das in
seiner Flexibilitit und Effizienz optimal auf prihistorisches Probenmaterial angewendet
werden kann. Durch das capture-Verfahren kénnen die ausgewihlten, neutralen Regionen
sowie gezielte Markerpositionen mit einer hohen Abdeckung und Sequenziertiefe in der
anschlieBenden populationsgenetischen Analyse eingesetzt werden.

Die dann fir diese weiterfiihrende Untersuchung ausgewihlten Proben verteilen sich iber
die zentralasiatische Steppe bis nach Studwest-Russland und umfassen verschiedene Grup-
pierungen, die mit der skythischen Kultur assoziiert werden. Im Zuge neuester Studien

wird ein multiregionaler Ursprung der skythischen Reiternomaden diskutiert (Unterlinder
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et al. 2017; Damgaard et al. 2018; Narasimhan et al. 2018; Krzewinska et al. 2018). Eine
wichtige Frage dabei ist das Ausmal3 eines méglichen Genflusses zwischen west- und ost-
eurasischen Gruppen der skythischen Kultur. Anhand von Vertretern der Tagar-, Pazyryk-
und Aldy-Bel-Kultur, Saken, Sarmaten und frithen Skythen, die einen Zeitraum vom 9. Jhd.
v. Chr — 2. Jhd. v. Chr. umfassen, kann die Verbindung der geografisch naheliegenden Kul-
turgruppen Sudsibiriens untersucht sowie ithre Nihe zu Individuen Stidwest-Russlands ana-
lysiert werden. Die vorliegende Arbeit liefert einen wichtigen Beitrag zur aktuellen Diskus-
sion um einen polyzentristischen Ursprung skythischer Reitergruppen und die Verbindung
der Ostlichen mit den westlich gelegenen Populationen tiber die Zeit. Des Weiteren konnte
in aktuellen Publikationen nachgewiesen werden, dass sich die Populationshistorie signifi-
kant unterscheidet, jenachdem welche kulturellen Gruppierungen im Einzelnen betrachtet
werden. Die Bedeutung der Saken und der Tagar-Kultur im Kontext skythischer Populati-

onsgeschichte wird in der vorliegenden Arbeit herausgearbeitet und ausfiihrlich diskutiert.

1.2 Stand der Forschung

Migrationsbewegungen und Besiedlungsgeschichte der bronze- und eisenzeitli-

chen Steppe Eurasiens

Von der frihen Bronzezeit bis zur spiten Eisenzeit verbinden nomadisch und semi-
nomadisch lebende, reiternomadische Vélker aufgrund ihrer hohen (Wang et al. 2018) Mo-
bilitit Europa und Asien. Das Verbreitungsgebiet dieser eng verbundenen Kulturgruppen
erstreckt sich vom nordpontischen Raum bis ins Altai-Gebirge Sibiriens tber ein Gebiet
von 2000 — 3500 km. Welche Dimensionen die Migrationsbewegungen zwischen Europa
und Asien iiber den zentral-asiatischen Raum angenommen haben, zeigen Mumien-Funde
aus dem Tarim-Becken aus Xinijiang in West-China die deutlich kaukasische Merkmale

aufweisen (J. P. Mallory 2000, S.237).

Die genetische Bezichung dieser kulturell verbundenen Gruppen und im Speziellen der
Ursprung der als Skythen benannten Gruppen wird bis heute seitens der Archiologie und
prihistorischen Populationsgenetik diskutiert (Allentoft et al. 2015; Juras et al. 2017;
Unterldnder et al. 2017; Damgaard et al. 2018; Narasimhan et al. 2018; Krzewinska et al.

2018). Um Migrationsbewegungen eisenzeitlicher Reiternomaden der eurasischen Steppe



nachzuvollziehen, ist ein Verstindnis der kulturellen Entwicklungen in der Bronzezeit obli-

gatorisch.

Die Bronzezeit wird aufgrund jeweils prigender Kulturentwicklungen in drei zeitliche Peri-
oden unterteilt: die Frith-, Mittel-, und Spite Periode (Parzinger 20006, S.245ff). Ungefihr
3000 v. Chr. tritt die frith-bronzezeitliche Jamnaja-Kultur von der pontischen Steppe aus-
gehend grof3tenteils an die Stelle der europiischen Jager-Sammler-Kulturen (JS) in Osteu-
ropa. Im Altai-Gebirge und dem Minusinsker-Becken ist zur selben Zeit bereits die Afana-
sievo-Kultur verbreitet, deren archiologische Funde eine starke Verbindung zu Jamnaja-
Gesellschaften aufweisen. Durch diese sehr hohe genetische Ahnlichkeit zur frith-
bronzezeitlichen Afananasievo-Kultur im Minusinkser-Becken wird daher ebenso von einer
Ostwirts-Bewegung der Jamnaja-Kultur ausgegangen (Allentoft et al. 2015). In West- und
Zentralasien sind Jager-Sammler-Kulturen noch fir die frithe Bronzezeit nachweisbar. Die
Sintaschta-Kultur der Ural-Tobol-Steppe entsteht aus der Poltavka-Kultur und ist gekenn-
zeichnet durch den Bau von Streitwagen und intensiver Pferdezucht und breitet sich von
Europa Richtung Asien aus. Wahrend in der frithen Bronzezeit noch kleinere Kulturver-
binde vorherrschen (Parzinger 2000), entwickeln sich in der Mittleren Bronzezeit gro3ere
Verbinde, vor allem der Andronovo-Fedorovka-Kreis, erstreckt sich westlich des Urals bis
zum Jenissei im Osten iiber einen groBes Verbreitungsgebiet. Vertreter dieser Kultur ex-
pandieren von West- und Sudsibirien in benachbarte Gebiete. Thr Ursprung wird méglich-
erweise in Zentral-Kasachstan vermutet (Molodin et al. 2012). Migrationsbewegungen iiber
Zentralasien in der Bronzezeit werden hidufig basierend auf archiologischen Funden mit
der Verbreitung der Andronovo-Kultur in Verbindung gebracht (Parzinger 2006). Die der
Andronovo-Kultur nahestehende Srubnaja-Kultur entsteht koinzident und breitet sich vom
noérdlichen Schwarzmeerraum bis zur Nordgrenze des Kaspischen Meeres aus. Die Wolga-
Ural-Region und die Wistengebiete studlich des Aralsees scheinen Bereiche zu sein, wo
Individuen der Srubnaja-Kultur und Vertreter der Andronovo-Kultur erstmals aufeinander-

trafen (Bashilov, V.A. & Yablonsky 2000).

Im Laufe der mittleren bis spiten Bronzezeit werden Vertreter der Andronovo-Kultur von
lokalen Gruppierungen, wie der Karasuk-Kultur, abgelost (Abb. 1). Die Karasuk-Kultur
wird der spiaten Bronzezeit zugeordnet und folgt der Andronovo-Kultur in Stdsibirien
(Abb. 1). Als ihr Verbreitungsgebiet gilt die Region Tuva, das mittlere Jenissei-Gebiet bis
zur Mongolei. Die eisenzeitliche Tagar-Kultur 16st diese Verbinde in der folgenden Zeit

ab.
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Abbildung 1: Geografische Verteilung und Zeitstrahl der eisen — und bronzezeitlichen Kultugruppen
aus (Allentoft et al. 2015)

Eine der bekanntesten Gruppen der Eisenzeit, die Skythen, wird in Schriften Herodots
erstmals erwihnt (Parzinger 2007). Die Namensgebung basiert auf Uberlieferungen der
Griechen, die diese Bezeichnung einer Vielzahl von nomadischen lebenden Reitervélkern,
die von der nordpontischen Steppe bis Zentralasien verbreitet waren, gegeben hatten. Ver-
binde des Nordschwarzmeerraums bezeichnet Herodot als Skythen, die weiter 6stlich be-
heimateten Gruppierungen als Sauromaten. Der Begriff der Saken wurde von den Persern
geprigt, die damit Reiterstimme Mittelasiens mit einer den Skythen nahestehenden Sach-
kultur bezeichneten (Parzinger 2006, S. 542) (Abb. 1). Vom Ubergang der Spitbronze bis
zur Friheisenzeit begannen sich Merkmale einer skythischen Kultur herauszubilden. Mobi-
le Reiterverbinde verbreiteten sich in grolen Teilen des eurasischen Steppenraums (Abb.
2) und es koénnen die Anfinge des Reiterkriegernomadentums beobachtet werden
(Parzinger 20006, S. 541ff). Dieser kulturelle Wandel und die Entstehung skythischer Grup-
pierungen ist gekennzeichnet durch besondere Lebens- und Wirtschaftsformen, dem cha-
rakteristischen skytho-sibirischen Tierstil, kunstvollen Goldobjekten als Grabbeigaben und

monumentalen Grabhiigeln (Kurgane) als verbindende Kulturelemente der Massageten,
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Sauromaten, Saken und Skythen. Diese eisenzeitlichen Reiternomaden sind Teil der ,,s¢yzho-
sibirischen Welt* mit ihrer skythisch geprigte Sachkultur als verbindendes Element, zeigen
jedoch eine Vielzahl lokaler Variationen entsprechend ihrer geografischen Verbereitung.
Lebens - und Wirtschaftsweise verindern sich mit dem Beginn der Skythenzeit erheblich
und Vorliufer dieses Strukturwandels fiihren bis nach Tuva in Stdsibirien an den 6stlichen

Rand der eurasischen Steppe (Parzinger 2007).

Die idltere Eisenzeit vom 9./8. bis 3./2. Jh. v. Chr. ist durch die skythische Kultur zwischen
der Pontischen Steppe und Kaspischem Meer geprigt. Im frihen 7. Jh. v. Chr. kénnen
Skythen erstmals im Nordschwarzmeerraum nachgewiesen werden und wenige Jahrzehnte
spater belegen Funde einer ,,skythisch gepriagten Sachkultur in Ungarn und der Slowakei
den westlichsten Rand ihres Verbreitungsgebietes. Wihrend die Skythen die Kimmerer aus
dem nordpontischen Raum vertreiben, fithren ihre Kriegsziige durch den Kaukasus bis an
die nordwestliche Grenze Vorderasiens im Iran. Im frihen 6. Jh. v. Chr. bewegen sich sky-
thische Reitergruppen wieder Richtung Westen in den Nordschwarzmeerraum zurtick.
Antike Schriftquellen legen nahe, dass der osteurasische Raum bis nach Sibirien fir die
Bevolkerungsverschiebungen der skythischen Periode eine wesentliche Rolle spielte. Die
Verbindung des Nordschwarzmeerraums mit dem Gebiet Ostlich des Urals bis nach Tuva
blieb nach Aussagen Herodots kontinuierlich bestehen. In Stdsibirien kénnen die idltesten
Funde skythisch geprigter Kultur nachgewiesen werden (Parzinger 2007).

Der Skythenbegriff bezeichnet fritheisenzeitliche Reiterkriegernomaden und ist nach Par-
zinger nicht im ethnischen Sinne zu verstehen, sondern dient der chronologischen Einord-

nung verschiedenster Steppenvélker und deren kultureller Zuordnung (Parzinger 2007).

Die Jungere Eisenzeit beginnt mit der sogenannten hunno-sarmatischen Periode (Parzinger
2000, S. 542). Mit der Verbreitung der Wusun in Kasachstan und den Sarmaten im
Nordschwarzmeerraum finden prigende Bevolkerungsverschiebungen in Inner-Asien statt.
Es wird angenommen, dass gegen Ende des 3.Jhs. v. Chr. frihe Reiternomaden wie
Skythen, Sauromaten und Saken durch Vertreter dieser hunno-sarmatischen Periode abge-

16st wurden (Parzinger 2004).
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Abbildung 2: A) Skythische Kulturgruppen und ihre Verbreitung in Eurasien B) Detailierte Ansicht
der 6stlichen Fundplitze, Karte aus (van Geel et al. 2004)

Die Frage nach dem Ursprungsgebiet skythischer Kultur und die genetische Verbindung
verschiedener Gruppen,die mit dem Skythentum assoziiert werden, wird bis heute disku-
tiert (Juras et al. 2017; Unterlinder et al. 2017; Damgaard et al. 2018; Krzewinska et al.
2018). Seitens der Archdologie zeigen sich charakteristische Kulturelemente in Funden des
Nordschwarzmeerraums ebenso wie im Norden Chinas des spiten 9. Jahrhundert v. Chr.
Die ost-asiatischen Funde gelten als die éltesten bislang bekannten skythischen Funde Eu-
rasiens (Parzinger 2002).

Zunichst wird ein Ursprung im Nordschwarzmeerraum aufgrund archiologischer Funde
und eine genetische Verbindung zu vorangegangenen, lokalen, bronzezeitlichen Individuen
angenommen (Bashilov, V.A. & Yablonsky 2000; Parzinger 20006). Vieles deutet jedoch auf
einen moglichen Ursprung 6stlich des Ural-Gebirges hin. Die Hypothese eines asiatischen

bzw. sibirischen Ursprungs basiert auf der Ausgrabung des Kurgan Arzan 1 im russisch-
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mongolischen Grenzgebiet in Tuva, der als der ilteste Kurgan skythischer Kultur gilt und
Teil der grofiten skythischen Grabnekropolen Eurasiens ist. Dieser Fund bekriftigt die
Annahme, dass skythische Kulturgruppen weitaus frither 6stlich des Schwarzen Meeres
verbreitet waren. Charakteristische Elemente des skythischen Tierstils konnten zudem
nicht in bronzezeitlichen Gruppen im Schwarzmeerraum nachgewiesen werden, jedoch fiir
Nomaden entlang des Jenissei der spaten Bronzezeit (Bashilov, V.A. & Yablonsky 2000).

Im Zuge neuester Erkenntnisse eines multiregionalen Ursprungs skythischer Reiternoma-
den (Unterlinder et al. 2017) ist die auf archidologischen Funden basierende dritte Hypo-
these des skythischen Ursprungs besonders interessant: Archidologen postulieren demnach
eine polyzentristische Herkunft skythisch geprigter Kulturen. Durch den kontinuierlichen
Austausch benachbarter, nomadischer Gruppen tber ihr Verbreitungsgebiet hinaus kénn-
ten sich Formen des Tierstils unabhingig entwickelt haben und ausgetauscht worden sein

(Bashilov, V.A. & Yablonsky 2000)

Studien basierend auf mitochondrialen Daten

Lange basierten alle genetischen Studien ausschlieBlich auf autosomalen STR-Analysen und
der Bestimmung mitochondrialer oder Y-chromosomaler Haplogruppen.

Ein Grof3teil der Studien, die im Folgenden vorgestellt werden, konzentriert sich auf Funde
des Altai-Gebirges und beruht zumeist auf einer geringen Individuenzahl.
Zusammenfassend ldsst sich jedoch feststellen, dass fiir eisenzeitliche Funde ein nahezu
ausgeglichenes Verhiltnis an west- und osteurasischen Linien bestimmt werden konnte. So
zeigt die Analyse von 36 Individuen aus Kasachstan, von der Bronze- bis zur frithen Eisen-
zeit bis zum 7. Jh. v. Chr., ausschlieflich europdische Linien in Kasachstan (Lalueza-Fox et
al. 2004). Eine Aufteilung der Haplotypen in westeurasische und osteurasische Linien tritt
dann in der Eisenzeit auf.

Fir eisenzeitliche Proben aus dem kasachischen Altai konnten eine der beiden typisierten
Proben cher einem asiatischen Haplotyp zugeordnet werden (Clisson et al. 2002). Die
Haplotypen Ubal und HV2 dreier Individuen der Pazyryk-Kultur aus dem Altai-Gebirge
der nordwestlichen Mongolei zeigen westeurasische Linien und unterstiitzen die These
eines Austausches zwischen dem Altai und angrenzenden Gebieten in der frihen Eisenzeit
(Pilipenko et al. 2010). Weitere Studien zu Individuen aus dem russischen, kasachischen
und mongolischen Altai weisen ebenfalls west- sowie osteurasische Linien in der Eisenzeit
nach (Clisson et al. 2002; Ricaut et al. 2004; Chikisheva et al. 2007; Gonzalez-Ruiz et al.
2012).
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Das Verhiltnis von west- zu osteurasischen Linien scheint deutlich mit dem Ubergang der
Bronze- zur Fisenzeit in Verbindung zu stehen. Aus dem Krasnoyarsk-Gebiet Std - und
Zentral-Sibiriens wurden 32 Individuen der Andronovo, Karasuk, Tagar und Tachtyk-
Kultur analysiert. Hier liegt der Anteil an nachgewiesenen, westeurasischen Linien in der
Bronzezeit bei 90 % und sinkt auf unter 70 % in der folgenden Eisenzeit, was fiir einen
deutlichen Anstieg ost-asiatischer Linien nach dem 7. Jhd. v. Chr spricht. (Keyser et al.
2009).

Ein Fehlen osteurasischer Linien in der Bronzezeit Kasachstans verbunden mit einem
sprunghaften Anstieg in der Eisenzeit (Lalueza-Fox et al. 2004) wurde ebenfalls in einer
Studie von Comas und Kollegen fiir das Gorny-Altai festgestellt (Comas et al. 2004).

In Bezug auf die Ergebnisse der Bronzezeit konnte dies jedoch in einer spiteren Studie von
Moldin und Kollegen widerlegt werden, die bereits osteurasische Linien in der westsibiri-
schen Waldsteppe der frithen bis mittleren Bronzezeit nachweisen konnten (Molodin et al.
2012). Fir 19 Individuen der eisenzeitlichen Pazyryk-Kultur und drei bronzezeitliche Indi-
viduen des mongolischen Altai wurden hingegen westeurasische Linien erst mit dem Uber-
gang zur Eisenzeit nachgewiesen (Gonzalez-Ruiz et al. 2012) im Gegensatz zur westlichen
Seite des Altais (Lalueza-Fox et al. 2004; Chikisheva et al. 2007).

Aus dem Rostov-on-Don Gebiets in Russland wurden 16 Skythen auf mitochondrialer
Ebene analysiert und zeigen zu 31% ost-asiatische Linien und eine hohere Vielfalt ost-
asiatischer Haplotypen im Vergleich zu den vorhergehenden Epochen in diesem Bereich.
Die Autorin schlieBt auf einen genetischen Einfluss auf skythische Verbinde aus Sibirien
und SW-Asien, der durch eine Westwirts-Bewegung aus Osteurasien, wihrend oder vor
der Eisenzeit, entstanden sein kénnte (Sarkissian 2011). Wohingegen ein signifikanter Zu-
strom an westeurasischen Linien nach Sibirien vom Beginn der Bronzezeit fiir eine Ost-
warts-Bewegung Kurgan assoziierter Kulturgruppen aus Europa spricht (Keyser et al. 2009;

Gonzalez-Ruiz et al. 2012).

Der groite Datensatz Haplotypen-basierter, mitochondrialer Daten von 96 Reprisentanten
skythischer Kultur der zentralasiatischen Steppe der Eisenzeit wurde von Unterlinder und
Kollegen publiziert (Unterlinder et al. 2017). Basierend auf den mitochondrialen Daten
konnte nur eine geringe genetische Distanz der 6stlichen Skythen untereinander festgestellt
werden, ebenso zwischen der westlichen und 6stlichen Gruppe der Skythen. Die 6stlichen
Skythen zeigen eine nahezu ausgeglichene Verteilung heutiger mitochondrialer Linien
West- und Ost-Eurasiens und prihistorische Jdger-Sammler-Linien bereits in der frithen
Eisenzeit. Der Anteil osteurasischer Linien ist bei den West-Skythen deutlich geringer bzw.

konnte fir Individuen der frih-skythischen Phase nicht detektiert werden. Der Nachweis
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osteurasischer Linien in der Eisenzeit der Westlichen Skythen indiziert einen Genfluss bzw.

Migrationsbewegungen aus Ost-Asien bis in die Don-Volga-Region Stidrusslands.

Das erste vollstindige mitochondriale Genom einer skythischen Probe des studlichen Urals
wurde von Mathieson und Kollegen publiziert (Mathieson et al. 2015). Der mitochondriale
Haplotyp wird ebenfalls einer osteurasischen Linie zugeordnet und tuber die Bestimmung
der Y-chromosomale Linie kann eine Nihe zu Vertretern der Srubnaja-Kultur festgestellt
werden.

Weitere 19 mitochondriale Genome aus der nord-pontischen Steppe (Moldawien und Uk-
raine) konnten durch ein capture-Verfahren gewonnen und erfolgreich sequenziert werden
(Juras et al. 2017). Die Ergebnisse der Zusammensetzung der mitochondrialen Haplogrup-
pen zeigen im Vergleich mit parallel existierenden Saken und Individuen der Pazyryk-
Kultur eine groBe Ahnlichkeit. Der Anteil westeurasischer Linien nimmt in 6stlicher Rich-
tung ab. Der Anteil osteurasischer Linien liegt insgesamt bei 26,3 %. Zudem zeigt sich eine
groBe genetische Ubereinstimmung mit Vertretern der Srubnaja-Kultur aus dem
Nordschwarzmeer-Raum. Nach Ansicht der Autoren bestitigt dieses Ergebnis die These,
dass die Srubnaja-Kultur die Vorginger-Kultur der nord-pontischen Skythen ist. Die
Haplogruppenverteilung teilt sich in drei Cluster moglicher Vorgingerpopulationen auf:
Zum einen ist eine Nihe zu westlichen Jiger-Sammler-Kulturen basierend auf dem detek-
tierten Haplotyp H5 erkennbar. Das zweite und dritte Cluster bilden frithe, neolithische
Farmer und Linien osteurasischen Ursprungs. Hervorzuheben ist auBlerdem, dass fir die
Skythen Moldawiens eine Haplogruppe (M10) bestimmt wurde, die in prahistorischen Po-

pulationen Ost-Asiens und modernen Populationen des Altais zu finden ist.

Studien basierend auf genomischen Datensitzen

Die ersten genomweiten Daten einer eisenzeitlichen, skythischen Probe der Wolga-Steppe
wurde im Jahr 2015 von Mathieson publiziert (Mathieson et al. 2015) und konnte durch ein
Anreicherungsverfahren (1240k capture, (Haak et al. 2015)) gewonnen werden. Basierend
auf ihrer Lokalisation in einer Hauptkomponenten-Analyse mit 777 modernen eurasischen
Populationen und 221 prahistorischen Vergleichsindividuen und einer ADMIXTURE-
Analyse kann eine Nihe zu bronzezeitlichen Steppenpopulationen (z. B Russia_EBA,
Poltavka, Jamnaja und Afanasievo) angenommen werden. Der mitochondriale Haplotyp
der Probe wird einer osteurasischen Linie zugeordnet. Im Zuge dieser Studie wurden 37

weitere Vertreter bronzezeitlicher Kulturgruppen der frihen bis spiten Bronzezeit Russ-
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lands (Jamnaja, Poltavka, Potapovka und Srubnaja-Kultur) und 6stlichen Jager-Sammlern
analysiert (EHG), die in der vorliegenden Arbeit ebenfalls in einer PCA dargestellt und in
den F-Statistiken mit weiteren Proben der Studie als Teil des Referenzdatensatzes
(Lazaridis et al. 2016) mit einbezogen werden. Die Jamnaja der Samara - und Kalmykia-
Region, Afanasievo des Altai-Gebirges und Vertreter der Poltavka-Kultur umspannen ei-
nen Zeitrahmen von 3300 — 2200 v. Chr. und kénnen aufgrund ihrer genetischen Ahnlich-
keit als bronzezeitliche Steppe-Individuen zusammengefasst werden. Diese Gruppe zeigt
eine eindeutige, genetische Verwandtschaft in Richtung des Nahen Ostens. Fur die Indivi-
duen der spitbronzezeitlichen Srubnaja-Kultur konnte zudem eine Verwandtschaft zu fri-
hen, europdischen Farmern und neolithischen Proben Anatoliens nachgewiesen werden.
Ostlich des Urals konnte die Verbindung bereits fiir die Sintaschta-Kultur festgestellt wer-
den und steht moglicherweise fiir eine ostwirts gerichtete Migration von Vertretern der
schnurkeramischen Kultur.

Von acht eisenzeitlichen Individuen aus Russland und Kasachstan konnten mittels s/hozgun-
Sequenzierung die ersten genomischen Daten von Vertretern skythischer und sarmatischer
Kulturgruppen analysiert werden (Unterlinder et al. 2017). Die Individuen der Pazyryk-
Kultur, Aldy Bel- und Zevkino-Cilikta-Stufe weisen geringe genetische Distanzen zueinan-
der auf. Es wird auBlerdem die Hypothese eines multiregionalen Ursprungs der eisenzeitli-
chen Steppenpopulationen mit anschlieBendem, kontinuierlichem Genfluss von West nach
Ost wihrend der Eisenzeit angenommen. Des Weiteren konnte fir alle eisenzeitlichen Po-
pulationen genetische Komponenten europiischer - und kaukasischer Jiger-Sammler nach-
gewiesen werden, ebenso wie fur einige bronzezeitliche Kulturen (Srubnaja, Sintaschta und
Andronovo). Fir Proben der Fundplitze Arzan, Berel, Ismailovo und Zevakino und alle
weiteren eisenzeitlichen Gruppierungen ist eine 6stliche Komponente, die hauptsichlich in
der sibirischen Population der Nganasanen vertreten ist, erkennbar. Die Sarmaten zeigen
eine hohe genetische Ahnlichkeit mit Vertretern der 6stlichen Jamnaja- und Poltavka-
Kultur der Bronzezeit. Fir die Skythen kann eine genetische Verwandtschaft mit Vertre-

tern der Jamnaja und Afanasievo-Kultur angenommen werden.

Allentoft und Kollegen konzentrieren sich in ihrer Studie auf Populationsbewegungen wih-
rend der Bronzezeit in Eurasien. Aufgrund der Relevanz dieses Datensatzes fiir die vorlie-
gende Arbeit wird die Studie ebenfalls in diesem Abschnitt aufgefiihrt. Basierend auf 101
Genomen des Neolithikums, der Bronze- und Eisenzeit mit niedriger Abdeckungstiefe
belegen sie einen Genfluss von West- nach Ost-Eurasien wihrend der Bronzezeit und an-

schlieBenden Vermischungsereignissen mit ost-asiatischen Populationen (Allentoft et al.
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2015). Diese ostwirts gerichtete Expansion von Vertretern der Jamnaja-Kultur wird durch
hohe genetische Ahnlichkeit dieser Kulturgruppe mit der friih-bronzezeitlichen Afan-
asievo-Kultur des Altai-Gebirges begriindet. Eisenzeitliche Individuen Zentralasiens zeigen
noch einen hoéheren Anteil westeurasischer Verwandtschaft im Vergleich zu lokalen, mo-
dernen Populationen.

Eine in der Bronzezeit Europas auftretende ,,kaukasische Komponente® steht méglicher-
weise mit einer Expansion der Jamnaja-Kultur aus der Region des Kaspischen Meeres nach

Europa in Verbindung,.

Krzewinska und Kollegen konzentrieren sich in ihrer Studie auf 35 Individuen der pon-
tisch-kaspischen Steppe der spiten Bronze- (Srubnaja) und Eisenzeit, vertreten durch
Skythen, Kimmerer und Sarmaten (Krzewinska et al. 2018). Vertreter der Srubnaja-
Alakulkaya-Kultur sowie Kimmerer, Skythen und Sarmaten weisen eine hohe Diversitit
innerhalb ihrer jeweiligen Gruppierung auf. In einer admixture-Analyse konnte fir die
Kimmerer eine Nihe zu heutigen siid-asiatischen und nordost-asiatischen Populationen
belegt werden, die mit dem Alter der Individuen zunimmt. Die PCA sowie f4-Statistik un-
terstiitzt die Affinitit der Kimmerer zu west-sibirischen Populationen der Bronzezeit und
zeigen eine starke Ahnlichkeit zu 6stlichen Sarmaten. Die Autoren sehen darin erstmals
einen Nachweis, dass die Kimmerer nicht urspriinglich aus der Region der ponto-
kaspischen Steppe stammen, sondern vermuten deren Ursprung in Ostasien.

Die Skythen teilen sich in vier Untergruppen auf: in eine Nord- und Stud-Europiische
Gruppe, sowie zwei Gruppen die hier Steppe- und Zentrales-Cluster genannt werden. In
dem Steppe-Cluster, um das Gebiet des nordlichen Kaukasus, liegen in der Hauptkompo-
nentenanalyse ebenfalls ein Vertreter der bronzezeitlichen Srubnaja-Kultur, ein Kimmerer
und alle Sarmaten. Der chronologisch jungste Vertreter der Kimmerer aus der Studie zeigt
eine genetische Nihe zu eisenzeitlichen Individuen der Altai-Region, die in der Studie von
Unterlinder und Kollegen publiziert wurden (Unterlinder et al. 2017). Trotz der Diversitit
der westlichen Skythen kann eine genetische Drift mit Vertretern der Andronovo-, Sinta-
schta- und Afanasievo- Kultur im Vergleich zu Vertretern der Srubnaja-Alakulskaya-Kultur
nachgewiesen werden. Die Autoren postulieren daher einen zentral-asiatischen Ursprung
der Skythen, geprigt von genetischen Einflissen lokaler Populationen und aus dem
Nordschwarzmeerraum. Obwohl eine genetische Ahnlichkeit der eisenzeitlichen Individu-
en der kasachischen Steppe nachgewiesen werden konnte, konnten die Kimmerer nicht als
Vorfahren der Skythen der pontisch-kaspischen Steppe festgestellt werden. Ebenso schlie-
Ben die Autoren die Nomaden der westeurasischen Steppe als direkte Nachfahren der

bronzezeitlichen Srubnaja-Alakulskaya-Population aus.
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Fir einzelne skythische Individuen kann keine stdasiatische oder osteurasische Kompo-
nente nachgewiesen werden, was auf eine fehlende Mobilitit aus Ost-Asien schlieSen ldsst
Auf Basis der untersuchten Individuen wird in dieser Studie ein Zentrum der Migrations-
bewegungen (western normadic horizon) in der pontisch-kaspischen Steppe und sudlich des

Urals angenommen.

Mit 137 prahistorischen Genomen konnten Damgaard und Kollegen eine Zeitspanne von
4000 Jahren (2500 v. Chr. — 1500 n. Chr.) innerhalb der eurasische Steppe von Europa bis
in das Altai-Gebirge und den Tienschan untersuchen (Damgaard et al. 2018) und Fragen zu
bronzezeitlichen Migrationsbewegungen diskutieren.

Die Autoren konnten eine starke Strukturierung innerhalb der skythischen Gruppe nach-
weisen, deren Urspringe jeweils innerhalb spitbronzezeitlicher Viehhirten, europdischer
Bauern und Jiger-Sammlern Stdsibiriens zu finden sind. Die eisenzeitlichen Skythen teilen
sich in eine Gruppe der Skythen aus Ungarn und eine weitere Gruppe auf, welche die Sak-
en Zentralasiens beinhaltet. Die eisenzeitlichen Saken kénnen aufgrund genetischer Ahn-
lichkeiten in drei weitere Untergruppen eingeteilt werden: i) Saken des Tienschan-Gebirges
Turkestans, ii) die mit der Tagar-Kultur assoziierte Populationen Siidsibiriens und iii) Saken
der zentralen Steppe.

Wihrend fir die Skythen Ungarns eine genetische Nihe zu europiischen Bauern nachge-
wiesen werden konnte, jedoch ein Genfluss mit Zentralasien genetisch nicht sichtbar ist,
zeigen die hier untersuchten Saken eine deutliche genetische Verwandtschaft mit siid-
sibirischen Jdger-Sammler-Populationen. Fir die Saken des Tienschan konnte zusitzlich
eine genetische Komponente nachgewiesen werden, die mit neolithischen Populationen aus
dem Iran in Verbindung gebracht wird.

Im Gegensatz zu Unterlinder et al. (Unterldnder et al. 2017) konnten Damgaard und Kol-
legen keinen Genfluss zwischen den untersuchten skythischen Populationen feststellen,
jedoch Vermischungsereignisse mit spatbronzezeitlichen Viehhirten und jeweils entspre-
chenden lokalen Populationen, was die These eines multiplen Ursprungs unterstiitzt.

In einer weiteren Studie desselben Jahres analysieren die Autoren 74 vollstindige Genome
Osteuropas, Zentralasiens und Anatoliens vom Mesolithikum bis zum Mittelalter. Dabei
konzentrieren sie sich auf die Migrationsbewegungen in den asiatischen Raum und den
Beginn der Pferdeziichtung in der frihen Bronzezeit (Damgaard et al. 2018b). Die eisen-
zeitliche Probe aus Turkmenistan (~800 v. Chr.) zeigt eine genetische Nihe zu Jager-
Sammler-Populationen des Kaukasus (CHG) ebenso wie zu europdischen Farmern, was
typisch fir die spite Bronzezeit ist. Mogliche Vermischungsereignisse werden daher in die

spitere Bronzezeit mit Vertretern der Jamnaja- bzw. Afanasievo-Kultur datiert. Eine weite-
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re eisenzeitliche Probe aus Anatolien (~600 v.Chr.) liegt in der PCA mit ausgewiéhlten mo-
dernen Populationen Eurasiens und prahistorischen Steppenpopulationen im Bereich der
Individuen aus der frihen bis mittleren Bronzezeit (Anatolia EBA/MLBA) sowie ]S des
Kaukasus. Zusammenfassend sprechen sich die Autoren fiir einen geringen genetischen
Einfluss friher Jamnaja-Viehziichter auf Anatolien sowie Zentral- und Siidasien in der

Bronzezeit aus.

1.3  Forschungsfragen zur Populationshistorie skythischer
Reiterverbinde Eurasiens in der Eisenzeit

Basierend auf der bisherigen Datengrundlage und archiologischen Forschungen werden in
der vorliegenden Arbeit die Verhiltnisse zwischen reiternomadischen Kulturen rekonstru-
iert. Im Folgenden werden fiinf Fragestellungen formuliert, in deren Hinblick die erzielten
Ergebnisse eingeordnet und anschlieBend diskutiert werden sollen. Eine Genotypisierung
ausgewihlter funktionaler Marker liefert Aussagen iiber die Phinotypen einzelner Individu-
en und bringt zusidtzliche Informationen zur genetischen Verwandtschaft mit heutigen,

modernen Populationen.

Zur sprachlichen Vereinfachung werden in der vorliegenden Arbeit zentral-asiatische sowie
eisenzeitliche Proben aus SW-Russland als Skythen oder skythische Proben/Individuen
bezeichnet. Die Verwendung eines einheitlichen Begriffs des ,,s¢ytho-sibirian triad” oder einer
,»skythischen Welt* sind in der Archiologie aufgrund eigenstindiger Merkmale der damit
umschriebenen kulturellen Verbinde nicht unumstritten (Bashilov, V.A. & Yablonsky
2000) Die Bezeichnung umfasst somit auch die frihen Sarmaten. Fur relevante Fragestel-
lungen und Diskussion der Ergebnisse werden die Sarmaten als eigenstindige Kulturgrup-

pe beschrieben.

A) Inwieweit ist eine genetische Kontinuitdt zwischen bronze- oder eisenzeitlichen Kulturgruppen u loka-

len Populationen des heutigen Eurasiens sichthar?

Die Bestimmung genetischer Distanzen prihistorischer Kulturgruppen zu heutigen Popula-
tionen kann Aufschluss tber mogliche Ursprungsgebiete oder genetische Einfliisse der
untersuchten nomadischen Gruppen liefern. Eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) mit

modernen Populationen bietet die Moglichkeit, eine Korrelation der geographischen Loka-
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lisation des jeweiligen Fundplatzes mit der Lage in der PCA zu Gberprifen. Die outgroup-f3-
Statistik (Patterson et al. 2012) gibt Auskunft Giber die geteilte genetische Drift der zu ver-

gleichenden Populationen.

B) Ist ein signifikanter Genfluss zwischen den eisengeitlichen Individuen Zentral- und Nord-Asiens und
den Individuen des Schwargmeer-Ranms und SW-Russlands nachweisbar?

Fir die Individuen des Altai-Gebirges und die westlich gelegenen Proben aus SW-
Russlands und des Schwarzmeerraums soll eine genetische Ahnlichkeit tiberpriift werden.
Aufgrund der verschiedenen Kulturgruppen innerhalb der eisenzeitlichen Individuen kann
dies Hinweise auf die Mobilitit der Gruppen tber den eurasischen Steppengiirtel und Mig-
rationsbewegungen liefern. Genetische Distanzen kénnen aulerdem auf verschiedene Ur-

sprungspopulationen hindeuten.

C) In welchem Verhdltnis stehen eisenzeitliche, skythische Gruppierungen zu anderen nomadischen Grup-

pen der Bronze- und Eisenzeit?

Auch die Frage nach genetischer Distanz bzw. Ahnlichkeit zu weiteren prihistorischen
Kulturgruppen ist eng mit der Frage nach einem moglichen Ursprungsgebiet der Skythen
verknupft. Verwandtschaftsverhiltnisse zu vorangegangenen Gruppierungen erlauben zu-
dem Rickschliisse auf Migrationsbewegungen oder Bevélkerungswechsel der jeweiligen
Regionen. Die D-Statistik mit prahistorischen Kulturgruppen aus (Lazaridis et al. 2016)
erlaubt die geteilte, genetische Drift zwischen verschiedenen Vergleichspopulationen und

eisenzeitlichen oder bronzezeitlichen skythischen Gruppierungen zu ermitteln.

D) Ist die VVerschiebung eines genetischen Einflusses ans Ost-Asien anf nomadische Populationen im

Ubergang von der Bronze- zur Eisenzeit erkennbar?

Der Ubergang von der Bronze- zur Eisenzeit ist von kulturellen Umbriichen geprigt. Po-
pulationsgenetische Studien konnten im Verlauf der Forschungshistorie einen Anstieg Gst-
licher Linien von der Bronze- zur Eisenzeit nachweisen (Lalueza-Fox et al. 2004; Sarkissian
2011; Unterldnder et al. 2017). Eine Expansion Ostlicher bzw. siid-6stlicher Populationen
zu Beginn der Eisenzeit kann als mégliches Szenario angenommen werden und soll in der

vorliegenden Arbeit durch Vergleich mit westlichen, bronzezeitlichen Kulturgruppen
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(Lazaridis et al. 2016) und der Nihe zu lokalen, modernen Populationen Zentral - und Ost-

Asiens diskutiert werden (Hellenthal et al. 2014; Busby et al. 2015).

E) Welche miglichen Ursprungsgebiete konnen fiir westliche und dstliche skythische Populationen ange-
nommen werden? Bestitigt sich die Annabme eines multiregionalen Ursprungs skythischer Kulturgruppen

it anschliefender Expansion?

Die Frage nach einem moglichen Ursprungsgebiet bzw. das Ausmal3 einer genetischen
Verwandtschaft skythischer Kulturgruppen konnte bislang noch nicht vollstindig geklart
werden. Durch die Publikation von Martina Unterlinder basierend auf mitochondrialen
Haplogruppen und shotgun-Daten von 8 Individuen der hier vorgestellten eisenzeitlichen
Fundplitze konnte ein moglicher multiregionaler Ursprung skythischer Kulturgruppen
nachgewiesen werden (Unterlinder et al. 2017). Mit dem erweiterten Datensatz dieser Ar-
beit von 41 Proben soll das Szenario Gberpruft werden. Hierfiir werden die eisenzeitlichen,
bronzezeitlichen und neolithischen Proben und 281 (bzw. 126) Vergleichsindividuen aus
der Literatur (Lazaridis et al. 2016) herangezogen und mit den Ergebnissen vorangegange-

ner Thesen zusammengefithrt werden.

F) Welche Informationen liefern die Phanotypen der ansgewdibiten Marker?

Es werden 54 ausgewihlte Positionen der funktionalen Marker des Anreicherungsverfah-
rens gezielt fir jede Probe analysiert werden. Die Bestimmung der Genotypen der Pigmen-
tierungs-assoziierten Marker erlauben ein optisches Erscheinungsbild der jeweiligen Indivi-
duen zu rekonstruieren. Zusatzlich werden Allelfrequenzen fir 13 funktionale Marker be-
stimmt, deren abgeleitete Allele in ihrer Verbreitung zwischen Europa, Zentral- und Ost-
Asien signifikant variieren. Die Ergebnisse dieser Phinotypenbestimmung liefern unter-
stiitzende Informationen zur genetischen Verwandtschaft der verschiedenen Kulturgrup-
pen. Eine Affinitit zu modernen west- bzw. osteurasischen Populationen kann fiir die Re-

konstruktion der Herkunft der skythischen Gruppen herangezogen werden.
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1.4 Methodische Ziele

Ein Anreicherungsverfahren (capture oder target enrichment) auf DNA-Bibliotheken, so ge-
nannten /Jbraries, ermdglicht es, gesamt-genomische Daten zu sequenzieren und gezielt ver-
gleichbare Positionen zwischen verschiedenen Individuen mit hoher Abdeckung (coverage)
zu erzeugen. Die Fokussierung auf definierte Teilbereiche des gesamten Genoms ermég-
licht aufgrund geringerer Kosten und Daten-Kapazititen grof3 angelegte Studien mit einer
hohen Individuenzahl umzusetzen.

Im Bereich der prihistorischen Forschung mit altem Skelettmaterial ist es aufgrund gerin-
ger endogener Molekiil-Zahlen in DNA-Extrakten und teilweise degradiertem und konta-
miniertem Material sehr aufwendig und kostspielig vollstindige Genome mit hoher Abde-
ckung zu gewinnen. Das capture-Verfahren bietet eine Moglichkeit, gezielt spezifische
DNA-Abschnitte fiir mehrere Individuen zu sequenzieren und so die Wahrscheinlichkeit
eines groBen Uberschneidungsbereichs mit genomischen prihistorischen sowie modernen

Referenzdaten zu schaffen.

In der vorliegenden Arbeit sollen neben ausgewihlten funktionalen Markern auch neutrale
Regionen des humanen Genoms angereichert werden. Damit sind nicht-kodierende Berei-
che gemeint, die keine Muster genetischer Variation zeigen, nicht von natiirlicher Selektion
beeinflusst oder mit diesen Regionen verbunden sind und der freien Rekombination unter-
liegen. Die nicht-kodierenden DNA-Sequenzen sind am geeignetsten, um populationsgene-
tische Analysen durchzufiihren, die auf einer Berechnung des alle/-frequenzy-spectrums (AFS)
beruhen (Gutenkunst et al. 2009). Wenn mehrere Individuen einer Population untersucht
werden, haben AFS/SFS-basierte Methoden den Vorteil, dass keine voll-genomischen Da-
tensitze erforderlich sind, da die korrekte Abschitzung des Spektrums auch anhand weni-
ger Mb méglich ist. Dafiir ist allerdings eine hohe Abdeckung der sequenzierten Regionen
erforderlich (Excoffier et al. 2013). Dies kann durch ein selektives Zarget enrichment auch fur

prahistorisches Material erzielt werden.

Fir die optimale selektive Anreicherung wird zunichst ein Anreicherungsverfahren der drei
fihrenden Hersteller (MYbaits® von MYcroarray, NimbleGen von Roche und SureSel-
ect™” von Agilent) getestet, das in einem fliissigen Hybridisierungsansatz (in-solution) durch-
gefiihrt wird.

Ein methodisches Ziel seitens der Datenproduktion im Labor ist zunichst die Auswahl
eines Anreicherungs-Kits, basierend auf einer hohen Effizienz des durchgefithrten captures,

einer maximale Abdeckunsgtiefe (coverage) der Sequenzabschnitte, einer Flexibilitit im bait-
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Design und die méglichst unabhingige Verwendung der benétigten Chemikalien. Das Pro-
tokoll des ausgewihlten Herstellers kann dann durch Modifikationen an die Bedingungen
alter DNA angepasst werden. Des Weiteren werden iiberwiegend eisenzeitliche Proben der
eurasischen Steppe Zentralasiens und westeurasische, bronzezeitliche Proben auf ihren
Erhaltungszustand und Authentizitit hin getestet (screening). Fir ein vollstindiges screening
einer Probe wird eine MiSeq-Sequenzierung einer erstellten DNA-/Zbrary durchgefthrt, um
Rickschliisse auf den endogenen DNA-Gehalt eines DNA-Extrakts zu erhalten. Die se-
quenzierte /brary wird ebenfalls mittels quantitativer real-time PCR (qPCR), dem Agilent
Bioanalyzer- und einer Qubit-Messung quantifiziert.

Fir die finale Probenauswahl werden dann neutrale Regionen und informative Polymor-
phismen in einem Ansatz angereichert und anschlieBend im next-generation-sequencing Verfah-

ren sequenziert.
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2 Skelettmaterial und Methoden

2.1 Probenbearbeitung

Insgesamt wurde DNA aus Knochenmaterial von 77 Proben aus Zentralasien extrahiert
und in DNA-Bibliotheken (/braries) Gberfihrt, um weiterfithrende Analysen zur Qualitits-
bestimmung der DNA vornehmen zu kénnen. 41 der untersuchten Proben erfillten die
festgelegten Kiriterien fiir eine Anreicherung nukleirer DNA mittels capture enrichment wie in
Kapitel 3.1.3 beschrieben, oder wurden aufgrund ihrer thematischen Relevanz ausgewihlt.
31 der ausgewihlten Proben wurden erstmals in der Dissertation von Martina Unterlinder
bearbeitet (Unterlinder 2014) eine weitere Probe aus der Frithen Bronzezeit wurde aus
dem Dissertationsprojekt von Sandra Wilde (Wilde 2017) iibernommen. Acht Proben der
Fundplitze Solonzy 5, Ulzan, Kamennyj Ambar, Pokrovka und Berel werden erstmal in der

vorliegenden Arbeit untersucht.

Die Bearbeitung des bereits vorliegenden Knochenpulvers aller untersuchten Proben er-
folgt zunichst in einem Labor an der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz, welches spe-
ziell fur die Anforderungen der Kontaminationsvermeidung bei der Arbeit mit altem Kno-
chenmaterial entworfen und erbaut worden ist. Riume der Probenvorbereitung bis hin zur
Amplifikation extrahierter DNA und Bereiche, in denen amplifizierte DNA-Produkte be-
arbeitet werden, sind physikalisch voneinander getrennt. Ziel ist es, archidologisches Ske-
lettmaterial vor kontaminierenden Umwelteinflissen und bereits amplifizierten DNA-
Molekiilen zu schutzen. Hierfir miissen bis zu den eigentlichen Laborriumen drei vonei-
nander getrennte Rdume (Schleusen) durchlaufen werden. Die frisch gewaschene Kleidung
wird in der zweiten Schleuse abgelegt und gewechselt. Zudem wird eine Haube tber die
Haare gelegt, ein Mundschutz angelegt und zwei Paar Handschuhe tGbergezogen. In der
letzten Schleuse werden Strimpfe und Handschuhe erneut gewechselt, Anzug, Uberschuhe
und ein Visier angezogen. Alle Gegenstinde, Verbrauchsmaterialien, Gerite, Chemikalien
und Knochen werden bereits in der ersten Schleuse oberflichlich gereinigt (Alconox®—
anionisches Detergenz, Sigma Aldrich), wenn moglich in Losung inkubiert (Natriumhy-
pochlorid) und durch eine Durchreiche mit integriertem UV-Licht nach 8-stiindiger Be-
strahlung in Schleuse 2 Gberfihrt. Alle weiteren Methoden der Kontaminationsvermeidung
und Bearbeitung von altem Knochenmaterial bis zur Erstellung der DNA /ibraries erfolgten

nach den Richtlinien aus (Bollongino et al. 2013; Scheu et al. 2015).
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Die Einfilhrung des Skelettmaterials in das Labor sowie die Bearbeitung der Knochen bis
zur Extraktion von DNA-Molekiilen aus pulverisierten Knochenstiicken wurde von Marti-
na Unterlinder durchgefiihrt und beschrieben (Unterlinder 2014). Ein Individuum der
Poltavka Kultur (Kall) wurde erstmals von Sandra Wilde (Wilde 2014) bearbeitet. Eine
Probe aus Berel (Bel0) und UlZzan (Ul2) wurden in der Magisterarbeit von Angela Grifen
(Griten 2009) beschrieben.

Alle Proben der Fundplitze Kamennyj Ambar 5 (IKAMA) und Solonzy 5 (Sol5) wurden fiir
die vorliegende Arbeit erstmals extrahiert bzw. gesidgte Knochenfragmente pulverisiert und

weiterbearbeitet.

2.1.1 Probenauswahl und Extraktion

Alles Zahn- und Knochenmaterial welches in vorangegangenen Amplifikationen auf nukle-
ire Marker mehrfach positive Ergebnisse erzielen konnte (Unterlinder 2014, Wilde 2014)

wurde zunichst fiir eine erneute Extraktion und Qualititsbestimmung ausgewihlt (Tab. 1).

Tabelle 1 Ubersicht aller Proben, die fiir eine erste Analyse ausgewihlt bzw. fiir die vorliegende Ar-
beit neu extrahiert wurden

Fundplatz Gebiet Alter Kultur Labor ID Skelettelement = Extraktion
Al Femur 16
A4b Zahn 8
A6 Femur 6
A7 Femur 16
A8b Zahn 8

Stdsibitien,

Arzan 2 Region Tuva 7~6Jhv.Chr. = Aldy-Bel A9 Femur 12
A10b Zahn 8
A19b Femur 12
Al17 Zahn 8
A20 Femur 9
A21 Humerus 9
Stidsibirien, Ak1_1 Femur 7
Ak-Alacha 1 Altai Ukok
Plateau Ak1-2b Tibia 14
Stdsibirien,
Ak-Alacha 4 Altai Ukok Ak4-1 Femur 15
Plateau 4-3.Jhv.Chr. | Pazyryk
AK5_1c Zahn 10
Sudsibirien, Ak5_4b Zahn 10
Ak-Alacha 5 Altai Ukok
Plateau Ak5-6a Femur 15

Ak5-7a Tibia 15
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Fundplatz Gebiet Alter Kultur Labor ID Skelettelement =~ Extraktion
Ak5-8a Femur 15
Bel Zahn 8
Be4 Zahn 8
L
o Be7 "Patella" 14
Berel Kasachischér 4-3Jhv.Chr. | Pazyryk Beo "pars petrosa” 7
Altai Bel0 pars petrosa 1K
Bell Femur 7
Bel2 Femur 7
Bel4 Femur 8
Bl1 Femur 10
BI2 Femur 10
Barsucij Log %f?l‘:esrimk“ 5Jh.v.Chr. Tagar BI3 Femur 10
Bl4 Femur 12
BI5 Femur 12
Is1 Tibia 8
Ismailovo Ostkasachstan = 9.-7.Jh.v.Chr. éeﬁft l;jno— 1s3 Clavicula 16
Is4 Tibia 8
J12-1a Phalange 14
J12-2a Femur 14
J12-3 Femur 14
Justyd 12 Z‘flji:‘kl’{;‘;zn 4-3Jhv.Chr. | Pazyryk J12-6a Femur 14
J12-7a Femur 15
J12_8 Femur 8
J12-9a "Femut" 14
Kalinovka SW-Russland é7hOr(.)421 0. }lcjfzka Kall "Langknochen" | 18
KAMA1 Langknochen 17
KAMA2 Langknochen 17
S G awvon W
no Ural
KAMAS Langknochen 17
KAMA10 Langknochen 17
Kolbino 1 SW-Russland = 3.Jh.v.Chr. Skythen fol Zahn b
Kol5 Zahn 13
Eovozave‘ienme SW-Russland | 8—-6Jhv.Chr,  _oitile Nov7 Zahn o
Skythen Nov8 Zahn 16
Prl Langknochen 11
Pr2 Langknochen 11
Pr3 Langknochen 11
Pr4 Langknochen 11
Pokrovka 02 SW-Russland | 5.-2.Jh.v.Chr. Frihe Sarma- | Pt Langlnochen !
ten Pr6 Langknochen 11
Pr7 Langknochen 11
Pr8 Langknochen 11
P19 Langknochen 11
PR10 Langknochen 12



-22 -

Fundplatz Gebiet Alter Kultur Labor ID Skelettelement =~ Extraktion
PR11 Langknochen 12
PR12 Langknochen 12
PR13 Langknochen 12
s Sol5-1a Zahn 13
Solonzy 5 \g(/estsﬂ-)ggelr(l, Neolithisch
OVOSIDIES Sol5-9a Zahn 13
y SO- 5-4 Jhd. v.
Ulzan Kasachstan Che. Saken ul2 pars petrosa 1_JK
Ze2 Tibia 8
Ze3 Femur 8
Ze4 "Tibia" 12
Zevakino Ostkasachstan = 9.—7.Jh.v.Chr. é§yak1no- Ze7 Femur 12
Cilikta
Ze8 Femur 8/12
Ze9a Tibia 16
Zel10a Tibia 16

Die Lyse der Knochenstruktur und Isolierung von DNA-Molekiilen aus bereits pulverisier-
tem Knochen- bzw. Zahnmaterial erfolgte mittels Phenol-Chloroform-Extraktion. Es wird
ab dem ersten Bearbeitungsschritt eine Leerkontrolle (LK) mitgefithrt, um eine mdogliche
Verunreinigung der verwendeten Reagenzien oder Arbeitsmaterialien tberpriifen zu kon-
nen. Als Einsatzmenge werden zwischen 0,2- 0,66g Knochenpulver mit 6,7 ml EDTA (0,5
M, pH 8), 30 ul Proteinase K und 250 ul Detergent (N-Laurylsarcosyl) angesetzt und fir
48 Std. bei konstanten 36 °C auf einem Wippschiittler inkubiert. Um die freigesetzten
DNA-Molekiile aus der Losung zu isolieren wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion
durchgefiihrt. Die sich dadurch abgesetzte wisstige Phase wird tiber Amicon® Ultra-15 (50
kDa) aufgereinigt und konzentriert. Das teilweise durch bodengelagerte Mineralien und
Huminséduren verfiarbte Extrakt wird durch sukzessive Zugabe von max. 12 ml UV-HPLC-
H>O gewaschen und abzentrifugiert. Es werden 150-300 ul Extrakt je Probe in LoBind-
Tubes (0,5 ml) je 50 pl tberfiihrt.

2.1.2 Iibrary-Erstellung

Bis zum Schritt der Amplifikation der fi//-in-Produkte kann dasselbe Protokoll zur /brary-
Erstellung fur die Qualitits- und Quantititsbestimmung sowie fir die sereening-libraries der
DNA-Extrakte verwenden werden. Die Einsatzmenge des jeweiligen DNA-Extrakts und
die verwendeten PCR-Primer sind abweichend (siche 3.1.3). Fur /Zbraries, die zunichst fur

eine shotgun-Sequenzierung auf dem Illumina MiSeq erstellt wurden, wurden jeweils 44-50
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ul DNA-Extrakt eingesetzt. Fur die folgenden capture-libraries variierte die Einsatzmenge
zwischen 25 und 50 ul, in Abhingigkeit von der Anzahl an bendétigten /braries und Verfig-
barkeit des Extrakts.
Das Protokoll zur /brary-Erstellung basiert auf dem Protokoll aus (Kircher et al. 2012) mit
folgenden Abweichungen:
- keine Behandlung mit USER™ Enzym-Mix
- die finale Konzentration des Adapter-Mix wihrend der Ligation betrigt 1.25 uM
pro Probe
- nach dem fi/l-in Schritt wird mit 1 pl je Probe eine 1:40 Verdinnung fir die an-
schlieBende qPCR erstellt und kiihl gelagert
- Mitfiithren einer synthetisch hergestellten Positivkontrolle mit bekannter Linge und
Sequenzabfolge (Nonsense-Hybrid / NH) wihrend der /Zbrary-Erstellung zur Effi-
zienzkontrolle der verwendeten Chemikalien und technischen Durchfithrung;
Libraries aus Versuchsreihen mit < 10’ Molekiilen in der qPCR nach der fi//-in Reak-
tion werden nicht verwendet. Herstellung und Nukleotidsequenz beschrieben in
Kreutzer (2017) und im Anhang B1 und B2
- Mitfithren einer Leerkontrolle (LK) aus 50 pl UV-bestrahltem Nuklease-freiem
Wasser wihrend der /Zbrary-Erstellung und anschlieBender PCR bis zur Quantifizie-
rung und Sequenzierung der /braries (sieche 3.1.4 und 3.4.4)
- Entfernen moglicher Adapter- und/oder Primerdimere tber eine zusitzliche Auf-
reinigung der einzelnen /braries oder Probenpools tiber SPRI-beads mit einem cut-off

bei > 100 bp (Agencourt® AMPure® XP, Beckmann Coulter)

213 PCR

Extraktionskontrolle

Nach jeder Extraktion erfolgte eine Amplifikation eines mitochondrialen Fragments (HVR
IMTa; 116117 / H 16223 aus Wilde 2014) auf alle Extraktionsprodukte, um eine etfolgreiche
Extraktion nachzuweisen und mitgefiihrte Leerkontrollen auf Kontaminationen zu Gber-
prifen. Das Amplikon hat eine Linge von 162 bp inklusive der Primersequenzen. Der Re-
aktionsansatz der PCR besteht aus 2 ul DNA-Extrakt, 5 ul 1xGold Buffer, 1 ul dNTPs, 5
ul MgCl,, 1 ul BSA, 2 ul je Primer, 31,5 ul H>O unter folgenden Amplifikations-
Bedingungen: 6 min initiale Denaturierung bei 94 © C, je 40 Zyklen eine Denaturierung bei

94 ° C fur 40 Sek., eine Hybridisierung fir 40 Sek. bei 58 © C und eine Elongation fir 40
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Sekunden bei 72 ° C. Eine Positivkontrolle wurde auflerhalb des Reinraumlabors in den
Laborriumen zur Aufreinigung von PCR-Produkten kurz vor dem Start der PCR hinzuge-
fugt.

Die Amplifikationsprodukte wurden direkt mittels Agarose-Gelelektrophorese gegen einen

Lingenstandard aufgetragen und die Linge und Stirke der Bande kontrolliert.

Screening-PCR

Die fill-in Produkte wurden in jeweils drei Parallelen mit einem Reaktionsvolumen von 50
ul in zwei unabhingigen PCR-Runden amplifiziert. Bereits bei der ersten Amplifikation, die
im Reinraumlabor angesetzt und pipettiert wird, wird ein probenspezifischer Index (P7_%*)
vergeben und separat zur jeweiligen Probe hinzugefiigt.

Es werden alle Primersequenzen mit 7 bp langen Indexen des dualen Indexsystems aus
Kircher et al. (2012) verwendet.

Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen: 10-12 ul Zbrary fill-in Produkt, UV-
HPLC-H,O, AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase (0.05U/ul), 1xGold Buffer, 2.5mM
MgCl,, 200uM je dNTP und 200nM je Primer. Die thermischen Konditionen betrugen:
Initial Denaturierung von 94 °C fiir 6 min gefolgt von 10-14 Zyklen Denaturierung bei 94
°C fiir 40 Sek., Annealing bei 60 °C fiir 40 Sek. einer Elongation bei 72 °C fur 40 Sek. mit
einem finalen Elongationsschritt bei 72 °C fiir 5 min.

Nach einer Aufreinigung mit dem MSB Spin PCRepace Kit (Stratec) wird der zweite Index
(P5_*) in einer weiteren PCR mit der Herculase-Polymerase (Agilent) und geringere Zyk-
lenzahl hinzugefugt. Es werden 66,4 ul HPLC-H>O, 20 ul 5x Herculase Puffer, 1 ul dNTPs
(e 25mM), 2,3 ul je Primer, je 7 wl /ibrary-Produkt und 1 ul Herculase II Fusion Polymerase
zu einem 100 pl Reaktionsansatz pipettiert. Die thermischen Konditionen hierftir sind: eine
initiale Denatutierung bei 98 °C fir 2 min, eine Denaturierung bei 98 °C fir 30 Sek., die
Hybridisierung erfolgte bei 60 °C fir 30 Sek., eine Elongation fir 30 Sek. bei 72 °C und
eine finale Elongation bei 72 °C fiir 5 Sek.

Dadurch, dass der Index P5 erst in einer separaten, zweiten PCR hinzugefiigt wird, bleibt
die Kombinationsmoglichkeit beider Indexe fiir eine mogliche, erneute Sequenzierung fle-
xibel. Zusitzlich kénnen die sereening libraries so ebenfalls fiir eine weitere nukledre Anrei-
cherung verwendet werden, da hierfir die Primersequenz P7 bis zur zweiten Amplifikation
der capture-Produkte verkiirzt bleibt. Dies ermdglicht eine effizientere Blockierung der

Adapter-Sequenzen wihrend der Hybridisierung.
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Die Zyklen-Zahl und verwendeten Primer-Systeme sind fir die erste und zweite Amplifika-

tion abweichend (Tab. 2):

Tabelle 2 Verwendete Primer und Zyklenanzahl fiir die Amplifikation der screening-und capture-
Iibraries; * = eine 8bp lange, spezifische Indexsequenz aus Kircher et al. (2012)

PCR 1 PCR 2
Primer P5 Is7 (10 M) P5_* / Is7 (10 uM)
Primer P7 P7_* (10 uM) Is6 (10 uM)
Zyklen 10 9-11

Capture-Iibraries

Der Reaktionsansatz beider Amplifikationsrunden ist wie bereits fir die sereening-libraries
beschrieben. Abweichend wurde jede Probe fiir die Herculase-PCR in drei Parallelen
amplifiziert und je 8-10 ul Target eingesetzt. Anstelle des zweiten Index-Primers wird er-
neut der Primer Is7 verwendet und die Adapterstruktur somit nicht vervollstindigt. Die
Aufreinigung erfolgte dann ebenfalls mit MSB Spin PCRepace (Stratec).

Fir alle bearbeiteten Proben aus Kamennyj Ambar (KAMA) wurden bereits in der ersten

Amplifikationsrunde beide Indexsequenzen angehingt.

2.1.4 Quantifizierung und Qualititsbestimmung

Die DNA-Konzentrationen der aufgereinigten PCR-Produkte (Zbraries oder capture-
Produkte) werden mittels einer Qubit® Messung (dsDNA HS Assay, Invitrogen) und des
Agilent Bioanalyzer (High Sensitivity Kit) gemessen. Durch ein Auftrennen der Molekiile
nach ihrer Linge wihrend einer Messung auf dem Bioanalyzer kénnen zusitzlich die
Fragmentlingen der Proben ermittelt werden. Mégliche Adapter- bzw. Primerdimere wer-
den so erkannt und kénnen anschlieBend durch eine zusitzliche Aufreinigung mit AMPure

XP Beads (Agencourt) entfernt werden.

Mittels einer Sequenzierung auf dem Illumina MiSeq (50bp, single-end) wird eine Bestim-
mung des endogenen DNA-Gehalts der erstellen /braries erméglicht. Die Sequenzierstrate-
gien sind im Kapitel 3.3, die Analyse der Rohdaten im Kapitel 3.4.1 erldutert.

Um die genaue Anzahl endogener Molekiile einer Probe berechnen zu kénnen, werden alle
ermittelten Sequenzen gegen das menschliche Genom (GRCh37/hg19) aligniert und diese

durch die Anzahl aller Sequenzen, die den Qualititsfilter der Rohdatenauswertung passiert
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haben, geteilt und in Prozent umgerechnet. Die Duplikationsrate wird bei der Berechnung
berticksichtigt, da eine hohe Kopienzahl an /brary-Molekiilen das Ergebnis verfilscht und

zusitzlich auf eine niedrige Komplexitit der Probe schlief3en ldsst.

Mit einer quantitativen Real-Time PCR ist es moglich die genaue Anzahl an Molekilen zu
berechnen, die wihrend der /brary-Erstellung aus der erfolgreichen Adapter-Ligation her-
vorgegangen sind, ohne vorab eine Amplifikation durchfithren zu mussen. So kann die
tatsachliche Anzahl an einzigartigen DNA-Molekiilen eines Extrakts berechnet werden.
Deshalb wird fiir diese PCR das Primerpaar IS7/IS8 cingesetzt, da dieses an die unvoll-
stindige Adapterstruktur vor einer /brary-Amplifikation ligieren kann. Fiir den Mastermix
wird der KAPA Sybr Fast Universal Mastermix (Peql.ab, VWR International) verwendet.
Die Amplifikation erfolgt auf dem Step One Plus™ Real-Time PCR System (Applied Biso-
systems, Thermo Fisher Scientific). Synthetisierte /Zbrary-Molekile (89bp) bekannter Kon-
zentrationen werden zur Berechnung einer Standard-Reihe mitgefiihrt. Der genaue Reakti-
onsansatz, Versuchsaufbau und die Geriteeinstellungen sind der Dissertation von Susanne
Kreutzer (Kreutzer 2017) zu entnehmen.

Da unterschiedliche Mengen an Knochenpulver je Probe in die Extraktionen eingesetzt
wurden, wird die genaue Kopienzahl (copy number = CN) der qPCR unter Berticksichtigung
der Einsatzmenge in die /brary fir jede Probe korrigiert. Zunichst wurde berechnet wieviel
mg Knochenpulver in 1 ul Extraktionsvolumen enthalten sind, dann wieviel mg in die /Zbra-
ry eingesetzt wurden. Die Kopienzahl pro ul wird auf 40 pl finale Kopienzahl hochgerech-
net, um so ermitteln zu kénnen, wie viele Molekiile je 1 mg Knochen enthalten sind.

So kann ein direkter Vergleich der Molekdle je fi//-in Produkt der untersuchten Proben er-
moglicht werden.

Setzt man die Molekiilzahl zum endogenen DNA-Gehalt einer Probe ins Verhiltnis, kann
die Komplexitit einer /Zbrary bestimmt werden. Je hoher der endogenen DNA-Gehalt in
Verbindung mit einer hohen Anzahl an Molekilen vor einer Amplifikation, desto grof3er ist
die Wahrscheinlichkeit bei einer Sequenzierung nicht rudimentire und einzigartige Se-
quenzinformation zu erhalten. Die quantitative Real-Time PCR wird ebenfalls genutzt, um

library-Leerkontrollen auf mégliche Kontaminationen wihrend der Bearbeitung zu testen.

Die Proben Bel0 und Ul2 wurden zu einem spiteren Zeitpunkt fir die Bearbeitung ausge-
wihlt. Da es fiir beide Proben méglich war Felsenbeine (pars petrosa) fiir die Analyse aus-

zuwihlen, wurde aufgrund der Annahme eines sehr guten Erhaltungsstand (Gamba et al.
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2014; Pinhasi et al. 2015) am nur die Komplexitit der DN A-Molekile der erstellten /Zbraries
fir eine nukledre Anreicherung mittels qPCR kontrolliert (siehe 3.1.4)
Die Ergebnisse der hier beschriebenen Analysen und die finale Probenauswahl sind im

Kapitel 4.1und im Anhang B detailliert beschrieben und aufgelistet.

Anhand der shotgun-Sequenzierungen auf dem Illumina MiSeq kann zusitzlich eine moleku-

lare Geschlechtsbestimmung der Proben durchgefiihrt werden (sieche Kapitel 3.4.2 und 5.1)

2.2 Selektive Anreicherung nukleidrer DNA

Aller Verfahren einer selektiven Anreicherung genomischer DNA beruhen auf dem Prin-
zip, das gezielt definierte Bereiche der DNA fir eine spitere Sequenzierung isoliert und
nicht gewtinschte Sequenzabschnitte schon im Vorfeld eliminiert werden kénnen. Zum
einen, um Sequenzierungen kosteneffizienter zu gestalten und des Weiteren kénnen so
untereinander vergleichbare Sequenzabschnitte in héherer Qualitit erzielt werden.

Im Gegensatz zu einer shofgun Sequenzierung werden nur definierte DNA-Abschnitte, die
aufgrund einer bestimmten Fragestellung ausgewihlt werden, weiterbearbeitet und analy-
siert.

Vor allem bei der Arbeit mit prihistorischem Skelettmaterial ist es aufgrund geringen en-
dogenen Molekiil-Zahlen in DNA-Extrakten und teilweise degradiertem und kontaminier-
tem Material sehr aufwendig und kostspielig vollstindige Genome mit hoher Abdeckung
zu gewinnen. Gerade in diesem Bereich ist also die Moglichkeit interessant, gezielt DNA-
Abschnitte zu sequenzieren die mit anderen Proben vergleichbar sind und einen Uber-
schneidungsbereich mit Referenzdaten zeigen. Mittlerweile konnte in zahlreichen Publika-
tionen erfolgreich ein capture oder Target enrichment auf alte DNA durchgefithrt werden. Zu-
nichst auf das mitochondrialen Genom als zarger (Briggs et al. 2009a; Maricic et al. 2010;
Krause et al. 2010), aber auch auf genomischen DNA und einzelnen Chromosomen

(Hodges et al. 2009; Briggs et al. 2009b; Burbano et al. 2010; Fu et al. 2013).

In der vorliegenden Arbeit sollen gezielt neutrale Regionen des humanen Genoms angerei-
chert werden. Damit sind nicht-kodierende Bereiche gemeint, die keine Muster genetischer
Variation zeigen, nicht von natiirlicher Selektion beeinflusst oder mit diesen Regionen ver-

bunden sind und der freien Rekombination untetliegen.
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Die nicht-kodierenden DNA-Sequenzen sind am geeignetsten um populationsgenetische
Analysen durchzufithren, die auf einer Berechnung des allel-frequency-spectrums (AFS) beru-
hen (Gutenkunst et al. 2009; Veeramah et al. 2018). Wenn mehrere Individuen einer Popu-
lation untersucht werden haben AFS/SFS-basierte Methoden den Vorteil, dass keine voll-
genomischen Datensitze erforderlich sind, da die korrekte Abschitzung des Spektrums
auch anhand weniger Mb moglich ist. Dafir ist allerdings eine hohe Abdeckung der se-

quenzierten Regionen erforderlich (Excoffier et al. 2013).

Der Ansatz basiert auf dem Konzept der Koaleszenztheorie, also der Frage welche Ereig-
nisse riickblickend zu den beobachteten Daten fithrend konnten (Kingman 1982). In Ab-
wesenheit von Selektion wird davon ausgegangen, dass Genorte bzw. Linien einer Popula-
tion zufallig weitergegeben wurden und durch verschiedene Koaleszenzereignisse in einem
letzten gemeinsamen Vorfahren muden. Jede Abweichung vom Modell der genetischen
Drift ist nur durch Ereignisse erklirbar, die die gesamte Population beeinflusst haben, wie
Migration/Immigration, anschlieBende Vermischung des Genpools, plotzlichem Wachs-
tum der Population oder Reduzierung der Populationsgro3e. Verwendet man also ver-
meintlich neutrale Regionen als Datengrundlage kénnen genetische Prozesse der Populati-
onshistorie untersucht und dadurch Riickschlisse auf die Populationsdemografie gemacht

werden.

Ziel ist es einen Datensatz zu schaffen der fir diese nachfolgenden populationsgenetischen
Methoden geeignet ist. Die Auswahl der neutralen Regionen erfolgte nach bestimmten
Kriterien, die in Kapitel 2.2.2 beschrieben werden.

Zusitzlich wurden einzelnen SNP Positionen der Anreicherung hinzugefiigt, die phianoty-
pischen Merkmalen beeinflussen, mit populationsspezifischen Krankheitsbildern oder dem
metabolischen Syndrom in Verbindung stehen (Kapitel 2.2.3). Eine Auflistung aller Positi-

onen der funktionalen Marker findet sich im Anhang B3.

Um definierte Bereiche genomischer DNA gezielt zu selektieren und fiir eine Sequenzie-
rung zur Verfigung zu stellen stehen laborseitig verschiedene Methoden zur Auswahl.

Bei array-basierten Anreicherungsmethoden hybridisieren die DNA-/Zbrary-Molekile an
komplementire probes, welche an Oberflichen sogenannter microarrays gebunden sind.
(Hodges et al. 2007, Mamanova et al. 2010) Freie oder unspezifische DNA-Sequenzen
werden anschlieBend ausgewaschen. Zunichst von NimbleGen (HD1 amay) entwickelt,
folgten bald vergleichbare arrays von Agilent, welche auch mit einer Sequenzierung auf dem

Ilumina Genome Analyzer kompatibel sind.
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Anreicherungsverfahren, die in einem fliissigen Hybridisierungsansatz (zz-solution) durchge-
fithrt werden, verwenden auf einem microarray synthetisierte DNA-Oligonukleotide (pro-
bes), welche dann vom Array gelost und mittels PCR amplifiziert werden (Abb. 3). Dabei
wird ein T7-Promotor Bindestelle eingebaut. Dadurch kénnen die Amplikons in biotiny-
lierte RNA-Sequenzen (baits) transkribiert werden. Diese bilden mit zufillig geshearten,
einzelstringigen DNA-/brary-Molekillen wihrend der Hybridisierung DNA-/RNA-
Duplex-Strukturen aus. (Tewhey et al. 2009; Gnirke et al. 2009) Dabei werden die univer-
sellen Adaptersequenzen an den Enden der /Zbrary-Molekiile durch korrespondierende Blo-
cking-Oligos blockiert, um Bindungen an den Molekiilenden zu verhindern. Folgende
Waschschritte bei definierten Temperaturen und Salzkonzentrationen dienen dazu, unspe-
zifische DNA-RNA Bindungen und iiberschiissige Blocking-Oligos auszuwaschen. Mit
Hilfe Streptavidin-iiberzogener, magnetischer beads konnen die biotin-markierten RNA-
baits und die daran gebundene DNA gezielt isoliert werden. Vor einer anschlieBenden Se-
quenzierung werden die so gecapturten DNA-Sequenzen mittels PCR vervielfaltigt und

quantifiziert.
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Abbildung 3 Grafischer Darstellung einer bait -bead basierten Anreicherung alter DNA in-solution.
Nach (Carpenter et al. 2013)

Zunichst soll ein fir prahistorisches Skelettmaterial geeignetes Protokoll etabliert werden.
Hierfir wurden drei verschiedene znz-solution Anreicherungskits verschiedener Hersteller
exemplarisch getestet. Detaillierte Beschreibungen des basz-Designs und Erlduterungen der
Laborprotokolle finden sich in den Kapiteln 2.2.4 und 2.2.5, die Ergebnisse und die finale
Auswahl werden im Kapitel 4.2 dargestellt.

2.2.1 Vergleich verschiedener Anreicherungsmethoden

Eine Anreicherung zn-solution mit anschlieBender Isolierung der Fragmente tiber magneti-
sche beads bietet speziell fur die Arbeit mit prahistorischem DNA-Material viele Vorteile.
Neben den klassischen Verbrauchsmaterialien wie Tubes, Falkons, Spitzen und PCR-Cycler
werden keine zusitzlichen Gerite bendtigt. Somit kénnen alle Materialien gemall unseren
Standards UV-bestrahlt und speziell gereinigt werden. Das Kontaminationsrisiko kann so

gemindert werden. Die transparente und vergleichsweise technisch einfache Durchfihrung
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der Anreicherung erlaubt es die Versuche in gentechnischen Laboren der Universitit selbst
durchzufiihren. Es ist kaum zusatzliche Laborgerite notwendig. So konnen ein Transport
und eine weitere Bearbeitung in fremden Laboren vermieden werden.

Es sollen Anreicherung-Kits von drei fithrenden Herstellern (MYbaits® von MY croatray,
NimbleGen von Roche und SureSelect™ von Agilent) exemplarische im Hinblick auf Effi-
zienz, Kosten, Durchfiihrbarkeit und Transparenz im bait-Design und bei den verwendeten
Chemikalien getestet werden. Die Auswahl der neutralen Regionen und funktionalen Mar-
ker unterscheidet sich zwischen den Anreicherungskits. Fiir die Versuche von SureSelect
und NimbleGen wurden 155 Marker und 289 neutrale Regionen ausgewihlt. Dem Anrei-
cherungskit von MYbait wurden zusitzlich 155 Marker sowie 140 neutrale Regionen hin-
zugefiigt. In den Kapiteln 2.2.2 und 2.2.3 ist die Auswahlstrategie fiir alle 429 Regionen und
269 Marker (Tabelle B3) aufgefithrt. Je nach Design-Strategie der baifs, die zwischen den
Herstellern abweichend ist, mussten jeweils einzelne Loki ausgeschlossen werden. Die An-
zahl und GréBe der neutralen Regionen blieben davon unberiihrt. Eine Ubersicht hierzu

findet sich im Kapitel 4.2.

2.2.2 Neutrale Regionen

Die neutralen Regionen wurden von Christian Sell ausgewihlt und sind in der Dissertation
(Sell 2017) ausfiihrlich beschrieben.

Mogliche neutrale Regionen werden aufgrund ihrer Nihe bzw. Distanz zu bekannten Ge-
nen (min. 0,5 cM) und dem Selektions-Koeffizienten von 0,95 (background selection coefficient —
BSC) definiert. Die Kriterien wurden so festgelegt, dass theoretisch alle ausgewihlten Regi-
onen in einem Kopplungs-Ungleichgewicht liegen und als unabhingige Marker fur koales-
zenz-basierte Analysen verwendet werden konnen (Gronau et al. 2011).

Mit Hilfe des online Tools NRE (Arbiza et al. 2012) koénnen neutrale Regionen des
menschlichen Genoms identifiziert werden. Weitere Bearbeitungsschritte wurden mit in-
ternen Skripten durchgefiithrt und tiber verschiedene Optionen des UCSC zable bzw. genome
browsers (Karolchik 2004) kontrolliert und gefiltert. Alle ausgewihlten Regionen sind 500 bp
lang.

2.2.3 Funktionale Marker

Fir die Anreicherung wurden insgesamt 155 bzw. 269 Marker ausgewihlt, die phinoty-

pisch fir weitere Analysen von Bedeutung sind oder in ihrer Ausprigung eine funktionale
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Relevanz zeigen. Eine Loki zeigen recht junge Selektionsmerkmale und weisen eine haufi-
gere Verbreitung im europiischen oder asiatischen Raum auf (z.B. Lamason et al. 2005;
Bryk et al. 2008; Hunt et al. 2008; Mathieson et al. 2015). Im weiteren Verlauf werden alle
hier aufgefihrten Marker als ,,funktionale Marker® zusammengefasst. Alle Positionen wur-
den hauptsichlich in Zusammenarbeit mit Karola Kirsanow ausgewihlt.

Zusitzlich wurden alle phinotypischen Marker aus der Dissertation von Martina Unterlin-
der und Sandra Wilde hinzugefiigt. Eine Liste aller Marker, welche im finalen Anreiche-
rungs-Design verwendet wurden und ihrer chromosomalen Lokalisation ist im Anhang B3

eingefligt.

2.2.4 pait-Design

Da es sich bet allen hier getesteten Anreicherungskits um zz-solution Verfahren handelt, be-
steht der gr6Bte Unterschied zwischen den Herstellern in der Beschaffenheit der eingesetz-
ten baits und ihrer jeweilige Design-Strategie. Wichtige Aspekte hierzu sind in der nachfol-

genden Tabelle (Tab. 3) aufgelistet:

Tabelle 3 Vergleich getesteter bait-Sequenzen der Hersteller Agilent, Roche und MYcroarray

Kit SuSe NG MY

bait -Sequenz RNA DNA RNA
bait -Linge [bp] 120 50-120 80
Anzahl einzigartiger baits 5700 k.A. 20 000
Anzahl gesamt k.A. bis zu 2E+06 5.79E+12
Kosten pro capture [€]? 260,75 507,08 162,17

“(doppeltes capture, inkl. Steuer und Versand; Stand 2014)

Vorab werden alle SNP-Positionen tber ihre zugehorige rs-Nummer auf den aktuellen

Stand (hg19) gebracht.

SureSelect
Das bait-Design erfolgt durch den Anwender mit Hilfe des Web-Portals eArray
(https://eatray.chem.agilent.com/earray/) der Firma Agilent und greift auf alle aktuellen

Informationen des USCS Human Genome Browsers zuruck.


https://earray.chem.agilent.com/earray/
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Um die SNP-Position effektiv abzudecken werden diese zundchst um 90 bp in 5° und 3°
Richtung verlingert, die gewtinschte Loci liegen mittig auf der 180 bp Region und sollen
von je 3 baits abgedeckt werden (Abb. 4) (nach Wesolowska et al. 2011). Sequenzabschnitte
die nach der Verlingerung nebeneinander liegen werden zu einem Abschnitt zusammenge-

fuhrt.

90bp SNF S0bp

- | .

Abbildung 4: Bait -Design Strategie fiir SureSelect und MYbait

Mit der sogenannten Tiling-Frequenz kann definiert werden, nach wie vielen Basenpaar ein
neues, sich tberlagerndes bait beginnt und somit wie hoch die Abdeckung der einzelnen
Basen einer Region ist. Uber den Repeat-Masker von UCSC werden alle Regionen auf
Repeat-reiche Sequenzen Uberpriift und angeben. Es gibt dann verschiedenen Méglichkei-
ten das Design anzupassen: mit der Option ,,justified” wird die Start- bzw. Stopp-Position
der Regionen in repeat-reichen Regionen genau eingehalten, so dass der Abstand der tberla-
gernden baifs zueinander variieren kann. Fur alle tbrigen wird die Option ,,centered” aus-
gewihlt. So wird fir den definierten Bereich versucht maximal ein Tiling von 3x zu errei-
chen. Die Regionen sind auf 199 bp verlingert.

Des Weiteren wird die mapability der generierten bait -Sequenzen tber UCSC uberpriift, d.h
mit welcher Wahrscheinlichkeit eine baz-Sequenz exakt einmal mit einem entsprechenden
Abschnitt auf hgl19 zu 100 % ibereinstimmt. Ein internes Skript gibt dann die mapablity mit
vier Werten fir jedes bait an (S=1, einmal; S=0,25, viermal).

Regionen fur die weniger als 3 baits generiert werden konnten, werden als ,,Orphans klas-
sifiziert und das weitere bait-Design erfolgt ohne masking-Option.

Fir das Design der neutralen Regionen wird ein 5xtiling festgelegt.

Da GC-arme Regionen weniger effizient hybridisieren wird am Ende des Prozesses ein

Ausgleich GC-armer Regionen durch Zugabe zusitzlicher bazfs vorgenommen.

NimbleGen
Das Design wird nach Einsenden einer txt-Datei aller definierten SNP-Positionen und Se-

quenzbereiche neutraler Regionen vom Hersteller tbernommen. Dafir werden die SNP-
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Positionen um je 50 bp in beide Richtungen entlang des Strangs verlingert. Die bait-Linge
ist variable und liegt durchschnittlich bei 75 bp. Fir das hier beschriebene Design betragt
die durchschnittliche bait -Linge 74,28 bp, 60-94 bp gesamt. Einzigartige baits werden mit
Hilfe des SSAHA Algorithmus erstellt und dabei in zwei Kategorien unterteilt:

Match 1: Eine bait-Sequenz kann nur einmalig, mit weniger als 5 Baseninsertionen, Deleti-
onen oder Substitutionen zwischen sich und dem zugrundeliegenden Genom, gegen das
Referenzgenom aligniert werden. Match 5: bait-Sequenzen kénnen bis zu 5x an verschieden
Stellen im Genom alignieren.

Alle ausgewihlten bait-Sequenzen koénne als gff oder bed-file im UCSC Browser eingeladen

und kontrolliert werden.

MYbait

Das Design wurde vom Hersteller MYcroarray© durchgefiihrt. Hierfiir werden die SNP-
Positionen um 60 bp in 5° und 3° Richtung verlingert und tGberlappende Regionen zusam-
mengefihrt. Insgesamt 19 Positionen funktionaler SNPs werden zu lingeren Sequenzen
gemergt (135-259 bp Linge).

Alle Sequenzabschnitte werden in 80 bp lange Intervalle, entsprechend der bait-Linge, mit
einem Uberlappungsbereich von 60bp (5x tiling) unterteilt und gegen da Referenzgenom
geblastet. Die Original-Sequenz wird maskiert, um falsch-positive Treffer auszuschlief3en.
Fir jeden blast-Treffer wird eine Schmelztemperatur bestimmt und in 6 Temperaturberei-
che unterteilt: 40-60, 60-62,5, 62,5-65, 65-67,5, 67,5-70 und > 70 °C. Auf diese vorldufig
erstellten basit-Kandidaten werden nun drei Filter entsprechend unterschiedlich hoher Strin-
genzkriterien (Stringent) oder weniger konservativen Kriterien (relaxed 2 und 4) angelegt.
Fir alle bait-Sequenzen wurde der stringenteste Filter mit folgenden Bedingungen ausge-
wihlt:

- kein Blast-Hit mit einer Schmelztemperatur unter 60 °C

- nicht mehr als 2 Hits bei 62,5 - 65 °C, oder 10 Hits im selben Intervall und mindestens
einem verworfenen, angrenzenden Kandidaten

- nicht mehr als zwei Hits bei 65 — 67,5 °C und 10 Hits bei 62,5 - 65 °C und zwei angren-
zenden, verworfenen Kandidaten auf jeder Seite

- nicht mehr als sein Hit uber 70 °C und nicht mehr als ein Hit tiber 65 — 67,5 °C und 2
Hits bei 62,5 - 65 °C und zwei benachbarten, verworfenen Kandidaten in einem 80 bp In-

tervall auf jeder Seite
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Fir alle Regionen, welche funktionale Marker-Positionen enthalten, wurde ein 3x tiling

angewendet und ebenfalls der hochste Stringenzfilter ausgewahlt.

2.2.5 Protokolle

Alle hier beschriebenen Anreicherungsverfahren basieren auf der grundlegenden Publikati-
on von (Gnirke et al. 2009). Eine detaillierte Auflistung aller hierfiir benotigten Pufferlo-
sungen und Chemikalien ist in (Blumenstiel et al. 2010) nachzulesen.

Durch Vorversuche konnte festgestellt werden, dass der Einsatz mehrere /braries pro Probe
die Komplexitit der capture-Produkte deutlich erhoht. Durch unabhingig produzierte /ibra-
ries einer Probe kann eine vollstindige und tiefere Abdeckung der Zielregionen erreicht
werden. Zudem konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass ein doppeltes capzure, also ein
erneutes Anreichern desselben capture-Produkts, die Spezifitit und Anzahl der reads in den
Zielregionen deutlich erhéht. In den Protokollen von NG und MB wird dieses Verfahren

bereits fir aDNA bzw. Proben niedriger Konzentration empfohlen.

Fir einen Testlauf mit allen drei Kits wurde die Probe Ak1-1 (Ak-Alachal) ausgewihlt, da
eine hohe Anzahl einzigartiger Molekile in den /Jbraries gemessen werden konnte
(6.21E+08, Kapitel 5.1) und diese in vorherigen Anreicherungsversuchen konstant gute
Ergebnisse erzielte. So ist eine Beeinflussung der Ergebnisse aufgrund eines schlechten
Erhaltungszustands der Probe ausgeschlossen. Fir die hier durchgefiihrten Versuche wur-
den 4-5 Jibraries zu insgesamt 3 Probenpools gemischt. Die Einsatzmenge lag bei jeweils
1350 ng (NG), 1150 ng (Suse) und 1500 ng (MY). Das Volumen der gepoolten /ibraries wird
mit Hilfe einer speed-vac (Eppendorf Concentrator plus, Eppendorf) reduziert. Anschlieend
konnen die aufkonzentrierten Proben-Pools durch Zugabe von UV-HPLC-HO in der

gewtinschten pul-Menge resuspendiert werden.

Eine detaillierte Auflistung der Probenpools fur alle in der vorliegenden Arbeit beschriebe-

nen capture-Produkte ist im Kapitel 4.3 zu finden.

Fir die Versuchsrethe und fir alle durchgefihrten Anreicherungsversuche der hier be-
schrieben Proben wird einen Leerkontrolle aus UV-HPLC-H>O oder einer mittels speed-vac
aufkonzentrierten /ibrary-Leerkontrolle mitgefithrt. Hierfir wird Y4 der fir eine /brary mit

~1 pg Einsatzmenge empfohlenen bai-Konzentration eingesetzt.
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Blocking-Oligo-Mix

Die Zusammensetzung und Konzentration der Oligonukleotide, welche wihrend der Hyb-
ridisierung an die einzelstringigen Adaptersequenzen der /brary-Molekile binden, ist fiir
das MB und SuSe-Protokoll gleich und abweichend der Herstellerempfehlung. Mit dem
Blocking-Oligo-Mix (BO-Mix) wird nur der reverse Strang eines Molekiils geblockt, die
Index-Sequenz wird hierbei ausgespart. Der P5-Adapter wurde vor der Anreicherung nicht
verlingert, sondern fiir die Hybridisierung noch unvollstindig belassen. Der P7 Adapter,
welcher bereits einen Index-und eine flowcell Bindestelle enthilt, wird von zwei Blockern
jeweils vor und nach der Indexsequenz geblockt. So kann der angesetzte Block-Mix unab-
hingig der verwendeten Indexe eingesetzt werden. Der Block-Mix setzt sich somit aus den
drei folgenden Komponenten zusammen: Meyer_Bo4.P7.part]l.R, Meyer_Bo6.P7.part2.R
und BOIs1_revcomp. Die ersten beiden Sequenzen nach (Kircher et al. 2012), letztere
wurde anhand der bekannten Adaptersequenz neu geordert und angesetzt. Die finale Kon-
zentration je Blocker-Sequenz im Ansatz betrigt 6,67 pM. (siche Anhang B4)

Fir die Anreicherung mit NG wird der Blockmix des Herstellers eingesetzt (TS-HE- capture
Universal Oligo 1 / TS-INV_HE Index * Oligo). Durch die bekannten Illumina-
Adaptersequenzen kann der Block-Mix auf unsere /Zbraries angepasst werden.

Fir die jeweiligen Versuche wurden die derzeit aktuellen Protokolle der Hersteller verwen-
det. Abweichend werden alle -Produkte mit dem MinElute Purification Kit (Qiagen) oder
MSB ® Spin PCRapace (Invitek, Stratec Molecular) aufgereinigt. Relevante Unterschiede
zwischen den Handbiichern im Ablauf, den Hybridisierungs-Konditionen und verwende-

ten Chemikalien sind in der nachfolgenden Tabelle (Tab. 4) dargestellt:
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Tabelle 4 Unterschiede der Laborprotokolle der getesteten Anreicherungs-Kits

Kit SuSe NG MY

Version Target Enrichment SeqCapEZ Library SR MYbait s user manual
Protocol XT User‘s Guide v4.1 V.23.1

Hybridisierungstemp. 65 47 65

(€]

Hybridisierungszeit 2x24 2x12-16 2x20-24

[Std.]

Waschtemp. [C°] 65 47 65

Inkubation bead-bait - 30 45 45

Komplex [min]

Elution der DNA von 0,1 N NaOH On-bead-PCR 2x 0,1 N NaOH»

den beads

PCR Polymerase Herculase Roche High-Fidelity Herculase
Master-Mix

PCR-Zyklen 2x 14 1x51x18 2x14

2 abweichend vom MYbait Handbuch

2.3 NGS-Sequenzierung

Screening

Fir die oberflichliche shofgun-Sequenzierung aller erstellten DNA-/braries wurden die quan-
tifizierten PCR-Produkte dquimolar zusammen pipettiert. Die erneut mit dem Agilent Bio-
analyzer und Qubit Fluorometer quantifizierten Probenpools wurde auf dem Illumina Mi-
Seq (100bp, SE) der Firma StarSeq an der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz auf je-

weils einer /ane sequenziert und anschlieBend nach ihrer Index-Kombination separiert.
Capture-Produkte

Entsprechend der Index-Kombinationen wurde ein gemeinsamer Probenpool aus 8-13
capture-Produkten erstellt und ebenfalls erneut mittels Bioanalyzer kontrolliert und quantifi-
ziert. Die Sequenzierung erfolgte an der Johannes-Gutenberg-Universitit auf dem Illumina
HiSeq (2000/2500) des Instituts fiir Molekulare Genetik oder dem Illumina NextSeq 500™
der Firma StarSeq. Die kiirzere Leselinge des NextSeq-Sequenzierers von 75 nt bzw. bp
wird bei der bioinformatischen Datenauswertung bei den entsprechenden Proben bertick-
sichtigt. (siche Kapitel 3.4.1) In der folgenden Tabelle (Tab. 5) sind alle Konditionen der

Sequenzierung fiir jede angereicherte Probe aufgelistet:
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Tabelle 5 Plattform und Konditionen der sequenzierten capture-Produkte; PE= paired-end; bp= Ba-
senpaar

Plattform Konditionen Proben

HiSeq 100bp, PE Ak1-2, Ak5-6, Ze4, Sol5-1a, Kama7, Pr8, J12-1, Kamal

HiSeq Rapid 100bp, PE A9, A19, A20, A21, AK5-8, Bel, Bel0, Bell, BI2, BI3, Bl4,
BI5, J12-1, J12-6, J12-7, ]12-8, Pr3, Pr4, Pr8, Prl0, Pril, Prl2,
7.3, Nov7, Sol5-9a, Kall, Ul2, Kol4, Kama6, Kamal0

NextSeq 75bp, PE Ak1-1, Be4, Be9, Bel4, Bl

2.4 Bioinformatische Datenauswertung

2.41 Rohdatenbearbeitung

Die Bearbeitung der Rohdaten erfolgt anhand einer standardisierten Pipeline und umfasst
hier alle Prozesse bis zum Schritt der Genotypisierung. Eine detaillierte Beschreibung ist in
der Dissertation von Christian Sell nachzulesen (Sell 2017).

Zunichst werden die Sequenzierdaten anhand ihrer jeweiligen Index-Kombination getrennt
und im fastg- Format ibermittelt. Daten einer Paired-end Sequenzierung sind in forward (R1)
und reverse (R2) reads unterteilt und werden vor der Alignierung gegen das humane Refe-
renzgenom GRCh37/hg19 zusammengefihrt und entsprechende Paare gebildet. Das Alig-
nement kann dann mit bwa samse (Li and Durbin 2009) fir single-end reads durchgefithrt wer-
den.

Aufgrund der kiirzeren Leselinge einer NextSeq-Sequenzierung wurde neben einem samzse-
Alignment zusitzlich bwa sampe (Li and Durbin 2009) fiir einige Proben eines NextSeq-
Laufs, unter Berticksichtigung ihrer Fragmentlinge nach einer Bioanalyzer-Messung der
capture-Produkte, durchgefihrt. Im Unterschied zu bwa samse werden hierbei die identifizier-
ten Paare beibehalten, die keinen tberlappenden Sequenzbereich aufweisen und nicht zu
einer einzelnen Sequenz zusammengefithrt werden konnen. Beide read-Paare werden auf-
grund ihrer Positionen auf dem Referenzgenom aligniert. Diese Paare missen anschlieBend
gefiltert werden, um nur sinnvolle Kombinationen beizubehalten (proper-pairs, pp). Das be-
deutet, beide Partner befinden sich auf demselben Strang und in einem sinnvollen Abstand
zueinander.

Nur bei Proben mit Lingen > ¢ 83 bp wurde zusitzlich ein sazpe-Alignment hinzuge-

nommen. Aufgrund der geringen Rohdaten-Ausbeute der Proben Ze3 und BI2, welche
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vermutlich durch ein nicht-dquimolares Poolen der Proben entstanden ist, wurden eben-
falls bei beiden Proben zusitzlich pp-gefilterte sampe-reads analysiert, um die Ausbeute zu
erhohen.

Die folgende Tabelle (Tab. 6) stellt die einzelnen Schritte und die daftir verwendeten Para-

meter fir die Rohdatenanalyse der MiSeq und HiSeq/NextSeq-Liufe zusammen:

Tabelle 6 Programme und Parameter der Rohdatenbearbeitung

Programm MiSeq HiSeq/NextSeq

Adaptersequenzen  KeyAdapterTrimFastQ_cc.py!  -a’AGATCGGAAGAGCACAGTCTGAACTCC

schneiden k7 c”

Qualititsfilter QualityFilterFastQ.py! -c15,-n3 -c15,-n5

Paare zuordnen remove_reads_no_mate.py?>

und bilden fastq-join (ea-utils)? 6bp Uberschneidung bei 92% Ubereinstimmung
Alignment BWA (aln, samse, sampe) Standardparameter

Duplikate entfernen  MarkDuplicates (Picard-tools) Standardparameter

Sortieren / Indexen  samtools (sort, index)*

Lingenfilter NGSutils® -minlen 30

Readgroup setzen AddOrReplaceReadGroups.py Benutzerdefinierte Namensgebung
(Picard-tools)

Indel-Realignment ~ The Genome Analysis Toolkit Standardparameter
(GATK)®

! (Kircher 2012) 2 (Sell 2017) 3 (Aronesty 2013) *# (Li et al. 2009) > (Breese and Liu 2013) ¢ (Depristo et al.
2011)

Fir die Etablierung des hier verwendeten caprure-Protokolls wurden einzelnen Proben
mehrmals angereichert um spezielle Schritte im Laborprotokoll zu testen. Diese wurden
zunichst getrennt in Hinblick auf Erfolg der Methoden hin ausgewertet (nicht dargestellt).
Fir die vorliegende Arbeit werden die BAM-files aller runs einer Probe vor dem Duplikate
entfernen gemergt und gemeinsam analysiert.

Tabelle 11 im Kapitel 4.3 listet die Zusammensetzung der capture-Produkte je Probe auf.
Die Abdeckung der Zielregionen und der Standardabweichung wird tber ein internes py-

thon-Skript anhand eines bed-files der Regionen erstellt.
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2.4.2 Degradierungsmuster und Geschlechtsbestimmung

Die fir alte DNA typischen Deaminierungsmuster an den Molekiilenden kénnen mit dem
software-Paket mapDamage (Jonsson et al. 2013) bestimmt werden. In der Literatur hat
sich die Angabe der C/T-Transitionssrate an der ersten Position am 5-Ende eines Mole-
kiils etabliert. Bei lingeren Leseweiten einer Sequenzierung tiber das gesamte Molekiil kann
auch der Wert am 3° berechnet werden. Die Deaminierungsrate kann einen Hinweis auf die
Authentizitit und Qualitit der bearbeiteten DNA liefern und wird in der vorliegenden Ar-

beit auf die jeweils finalen BAM-files einer Probe durchgefiihrt.

Die Geschlechtsbestimmung anhand molekularer Daten wurde auf die sereening-libraries
der MiSeg-Sequenzierungen nach (Skoglund et al. 2013) durchgefiihrt. Die Berechnung
basiert auf der Anzahl an reads, die gegen das Y-Chromosom aligniert werden kénnen, rela-
tiv zur Anzahl an reads, die gegen beide Geschlechtschromosomen alignieren. (Ry = ny /
nx+ny). Zusitzlich wird ein Konfidenzintervall (CI) fiir die Zuordnung zu den jeweiligen
Gonosomen bestimmt.

Die Ergebnisse der genetischen Bestimmung stimmen in allen Fillen mit den vorliegenden

morphologischen Klassifizierungen einer Probe tiberein und sind im Kapitel 4.1 dargestellt.

2.4.3 Kontaminationsbestimmung

Neben dem Mitfthren von Leerkontrollen wihrend der Probenbearbeitung im Labor ste-
hen auch bioinformatische Methoden zu Verfigung, um moégliche Kontaminationen in den
erstellten libraries bzw. capture-Produkten zu identifizieren. Fir die hier vorliegende Arbeit
wurden zwei verschiedene Methoden auf bereits zusammengefithrte BAM-files der capture-
Produkte angewendet, die fir nachfolgende populationsgenetische Analysen verwendet

und mit dem Programm ATLAS (Kapitel 2.4.4) rekalibriert wurden.

contaMIX

Das Programm contaMIX v. 1.0-10 (Fu et al. 2013) schitzt unter Berticksichtigung von
Sequenzierfehlern eine moglich Kontamination innerhalb der mtDNA Sequenzen ab. Die
Methode erstellt eine individuelle Konsensussequenz gegen die die mitochondrialen Se-
quenzen aligniert werden. Dies geschieht relativ zu einem Datensatz aus 311 weltweiten
Mitogenomen, die eine mdgliche Kontamination repriasentieren. Neben einer Fehlerrate

erhilt man als Ergebnis eine Kontaminationsrate und einen Authentizititswert. Dieser gibt
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einen relativen Wert an, mit dem die reads als authentisch eingeordnet werden kénnen und

wird hier in Prozent angegeben.

ANGSD

Das software-Paket ANGSD erlaubt die Abschitzung einer Kontaminationsrate auf der
Basis von X-chromosomalen reads in minnlichen Individuen (Korneliussen et al. 2014).
ANGSD berechnet die Heterozygotenrate fiir jeden SNP und erwartet aufgrund der Auto-
somen-Konstellation XY nur ein Allel fir jede Position. Jedes detektierte, zusitzliche Allel
reprisentiert eine mogliche Kontamination. Die hierfiir benétigten Informationen tber
polymorphe Positionen und Allelfrequenzen werden fiir das humane X-Chromosom zur
Verfigung gestellt. Nach dem Erstellen eines bindren fi/es wird eine Abschitzung der Kon-
taminationsrate und eines p-Wert mittels exakter Fisher-Test und Jackknife-Verfahren er-

mittelt und berechnet.

2.4.4 Genotypisierung — ATLAS

Eine Genotypisierung erfolgt anhand des Software-Pakets ATLAS (Analysis Tools for Low-
coverage and Ancient Samples), beschrieben in (Kousathanas et al. 2016) und erstmals ange-
wendet in (Hofmanova et al. 2016). Es wurde speziell fiir Proben mit niedriger Basenabde-
ckung und Sequenzierdaten aus alter DNA entwickelt.

Zunichst werden mit ATLAS die fiir alte DNA-charakteristischen post-mortem Schadi-
gungen (C — T und G —A Transitionen) ermittelt. Diese Schidigungsmuster (PMD) und
mogliche Sequenzierfehler werden dann bei der Rekalibrierung der Basenqualitit und der
Genotypisierung mit einbezogen. Zudem ist eine Referenz-freie Rekalibrierung anhand
haploider Regionen méglich, was Verschiebungen hin zum gewaihlten Referenzgenom ver-
hindert. Fur humane Proben eignen sich das mitochondriale Genom oder das X-
Chromosom fir minnliche Individuen. In allen hier untersuchten Proben konnten auf-
grund der geringen Anzahl allerdings keine mitochondrialen Sequenzen fiir den Rekalibrie-
rungsschritt verwendet werden.

Zunichst werden fir die Bestimmung der post-mortem Schiden und der Rekalibrierung
alle DNA-Duplikate mit der Option MarkDuplicates von picardtools nicht vollstindige ent-
fernt, sondern nur als solche markiert. Beide Methoden, die in ATLAS fur die Rekalibrie-
rung zur Verfigung stehen, reca/ und BOSR, bendtigen eine gewisse Anzahl an reads bzw.
Abdeckung. Die Sequenz-Duplikate fur diesen Schritt beizubehalten ermdglicht oftmals

den geforderten Schwellenwert zu erreichen.
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Eine Rekalibrierung mit reca/ war nur fir zwei minnliche Individuen moglich. Alle anderen
Proben wurden dann mit BQSR kalibriert. Um ausreichend reads fiir Rekalibrierung mit
BQSR zu erreichen, werden verschiedene Proben, die auf derselben flowcel/ sequenziert
wurden fiir diesen Schritt gruppiert, die individuellen PMD Informationen aber beibehal-
ten. Dies ist mdoglich, da die Abschitzung eines Sequenzierfehlers /ane bzw. flowcell spezi-
fisch ist.
Bei Proben mit verschiedenen readgroups werden diese zusammen bearbeitet, falls sie auf
derselben flowcell, aber auf unterschiedlichen /anes sequenziert wurden.
Wurde eine Probe auf mehreren flonvells sequenziert, werden die entsprechenden BAM-files
bis zum call getrennt bearbeitet. Bei allen vier Proben, fir welche ein sampe-Alignment
durchgefithrt wurde, werden vor dem zusammenfiigen der beiden BAM-files die nicht-
tberlappenden sampe-reads mit der Option merge-reads von ATLAS zu einer Sequenz zu-
sammengefiihrt und dann gemeinsam bearbeitet. So werden alle Proben entsprechend der
empfohlenen Vorgehensweise von ATLAS fur single-end Daten analysiert.
Die Genotypisierung kann nach zwei verschiedenen Methoden durchgefithrt werden:

(1) MLE: masxcimum likelihood estimate of diploid genotyp, generiert diploide Genotypen

(2) AP: allelPresence call, generiert haploide Genotypen mit dem wahrscheinlichsten Al-

lel an der entsprechenden Position.

Mit ATALS werden rekalibrierte BAM-files und zwei vcf-Dateien der beiden oben genann-
ten Methoden erstellt. Die weitere Bearbeitung der vef-Dateien ist im Kapitel 3.2 beschrie-

ben.
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3 Populationsgenetik

3.1 Hauptkomponentenanalyse — PCA

Die Hauptkomponentenanalyse erstellt eine visuelle Verteilung der untersuchten Daten
ahnlich einer geografischen Karte. Im Vergleich mit modernen oder prihistorischen Refe-
renzgruppen konnen basierend auf den Positionen der Individuen genetische Nihe bzw.
Distanz dargestellt werden, jedoch keine Migrationsereignisse. Die PCA soll einer ersten
Orientierung dienen, wie sich die untersuchten Proben zueinander und zu den Referenzda-
tensitzen verhalten.

Die Hauptkomponentenanalyse wurde auf ATLAS rekalibrierte BAM-files durchgefiihrt
und mit LASER (Wang et al. 2014) in zwei Schritten generiert.

Zunichst wird der Referenzraum berechnet. Als Grundlagen hierfiir dienen die modernen
Datensitze von Hellenthal (Hellenthal et al. 2014) und Busby (Busby et al. 2015). Um die
grafische Darstellung detaillierte und die Analyse schneller zu gestalten wurden alle Indivi-
duen aus Nord/Stdamerika und aftikanische Populationen ausgeschlossen. Insgesamt
wurde die PCA basierend auf 1731 Individuen aus den kombinierten Datensitzen von Hel-
lenthal und Busby und 512367 Loki durchgefiihrt.

Nachdem Erstellen von pileup-tiles mit samtools konnen Informationen der BAM-files aller
vorliegenden Daten durch einen PROCRUSTUS Transformation (Wang and Zhan 2015)
direkt in den Referenzraum projiziert werden, ohne eine Genotypisierung durchzufiihren.
Fir die pilenp-files wurden die Optionen mapping quality 30 und base quality 20 gewihlt
(Hofmanova et al. 2016). Neben den in der vorliegenden Arbeit produzierten Daten wur-
den zusitzlich geografisch und zeitlich relevante aDNA-Datensitze aus der Literatur, die
als BAM-files vorliegen, mit sazmtools pilenp bearbeitet und hinzugefiigt. (Lazaridis et al. 2014;
Fu et al. 2014; Jones et al. 2015; Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Jones et al.
2017; Sikora et al. 2017). Eine Auflistung dieser Proben, insgesamt 112 Individuen, ist in
der Tabelle B5 im Anhang B zu finden. Die Nomenklatur und Gruppierung der Referen-
zindividuen orientiert sich groBtenteils an (Lazaridis et al. 2016). Gingige Zeitangaben und
Bezeichnungen im englischen werden beibehalten, um die hier durchgefithrten Analysen

mit anderen Publikationen leichter vergleichbar zu machen.
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3.2 FST und F2

Um genetische Distanzen zwischen moéglichen Gruppen innerhalb der Steppenpopulatio-
nen und Distanzen in Relation zu modernen Populationen zu bestimmen werden zunichst
paarweise Wright’s Fst-Werte in verschiedenen Kombinationen berechnet (WRIGHT
1951). Es werden Fst-Werte nach Hudson berechnet, basierend auf der Publikation von
(Bhatia et al. 2013). Die so errechneten paarweisen genetischen Differenzen zeigten sich
am robustesten gegeniiber verschiedenen Populationsgro3en. Der Fst-Wert ist ein Mittel-
wert aus allen errechneten Fst-Werten je gemeinsamen Lokus zwischen zwei Populationen.
Hierfir miissen die vef-files der skythischen Populationen mit dem Referenzdatensatz zu-
sammengefiihrt werden. Die Berechnung erfolgt auf die mit ATLAS erstellten, diploiden
calls. Diese wurden zunichst auf eine Abdeckung der Positionen auf mindestens 2x mit
einer Genotypqualitit von 30 gefiltert und formatiert. Es werden ausschliellich die Regio-
nen der Anreicherung verwendet, unter Ausschluss aller Positionen auf dem X- und Y-
Chromosom.

Als Referenz dient der weltweite 7000 Genome Phase 3 Datensatz (1000 Genomes Project
Consortium et al. 2015). Dieser wurde ebenfalls auf die aprure-Regionen reduziert und
zusatzlich nur die getesteten eurasischen Populationen isoliert. Die Bearbeitung der fur die
Arbeit  erstellten  vcf-files und des Referenzdatensatzes erfolgt mit  beffools
(https://github.com/samtools/bcftools) unter Verwendung der Option —m all, um dop-

pelte Positionen zu vermeiden und mehrerer Allele an einer Position zuzulassen

Skythischen Populationen wurden aufgrund ihrer geografischen Lage, ihrer zeitlichen Ein-
ordnung und Kulturzugehorigkeit gruppiert und untersucht. Basierend auf den Ergebnis-
sen der PCA wurden auch Fst-Werte der 6stlichen Gruppe unter Ausschluss aller Proben
aus Barsucij Log und UlZan berechnet.

Je hoher ein paarweiser Fst-Wert, desto gréfler wird eine genetische Distanz angenommen.
Bei einem negativen Wert kann keine genetische Unterteilung der untersuchten Populati-
ons-Paare ausgeschlossen werden. Negative Fst-Werte sind in den Ergebnissen mit dem

Wert 0 gleichgesetzt.

Zur Visualisierung der Daten werden neben tabellarischen Abbildungen die paarweisen
Fst-Werte als heatmap dargestellt. Hierfur werden alle berechneten Fst-Werte als csv-Datei

formatiert und ein Diagramm mit beatmap.2 in R erstellt.


https://github.com/samtools/bcftools

- 45 -

Die F2-Statistik ist Teil der F-Statistiken ((Reich et al. 2009) und die Berechnung erfolgt
nach Patterson (Patterson et al. 2012). Der F2-Wert driickt aus wieviel genetische Drift
zwischen zwei Populationen entstanden ist, in dem zum Beispiel Unterschiede in den Al-

lelfrequenzen der Populationen bestimmet werden.

3.3 F3 und D-Statistik

F3 und D-Statistiken sind Methoden der statistischen Genomik, mit deren Hilfe genetische
Drift basierend auf der Varianz der Allelfrequenzen zwischen definierten Populationen
bestimmt werden kann. Unter der Annahme, dass die Phylogenie der untersuchten Popula-
tionen auf einer Baum-ahnlichen Struktur beruht und gemeinsame Drift eine geteilte Evo-
lutionsgeschichte wiederspiegelt. F3 wird mit der Formel F3(C: A;B) beschrieben. Hierbei
wird Population C als mogliches Ergebnis eines admixture-Ereignisses von Population A
und B angenommen. Ein negativer Wert der Kalkulation unterstitzt die Annahme der
Verwandtschaft von C mit A und B.

Outgroup-F3-Statistik ist ein spezieller Fall der F-Statistiken. Hierbei wird eine Population als
AuBengruppe festgelegt, die nach der Abspaltung keinerlei Genfluss mit den beiden ande-
ren Populationen aufweist. Positive Werte fir F3 sind dann proportional zur Linge der
gemeinsamen genetischen Drift zwischen Population A und B. Wird also eine weitere Po-
pulation fixiert, z.B. A und Population B in verschiedenen Triplett-Kombinationen ausge-
tauscht, kann eine genetische Ahnlichkeit basierend auf den Allelfrequenzen zwischen Po-
pulation A zu verschiedenen Testpopulationen fir B, bestimmt werden. Als Aullengruppe

wird hier die Mbuti Population des Referenzdatensatzes verwendet.

Die D-Statistik der Form D(A;B : C;D) ermdglicht, mit Population D als Aulengruppe,
verschiedene Topologien und damit die Richtung des Genflusses dreier Populationen zu
testen. Fine signifikante Abweichung des F4-Wertes von 0, also der Nullhypothese, sugge-
riert einen Genfluss zwischen den Populationen A und B oder A und C. Ein positiver Wert
entsteht bei einer gemeinsamen genetischen Abstammung von Population A und C (A,C :
B,D), ein negativer Wert hingegen bei groBerer Ahnlichkeit von B und C (B,C : A,D).

Somit kann mit der D-Statistik getestet werden, ob eine gréB3ere, genetische Ahnlichkeit der

Population C mit Population A oder B besteht.
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F3 - und D-Statistik sind Teil des Programms Admixtools 4.1 (Patterson et al. 2012). Fir F3
wird das Programm gp3Pop, tir die D-Statistik gpDstat verwendet. In Admixtools ist das
software-Paket convertf (Price et al. 2006) implementiert, womit bindre PLINK-Dateien
(PLINK 1.9) zu EIGENSTRAT-Formaten konvertiert werden kénnen (Purcell et al.
2018). Da pseudo-diploide Daten analysiert werden, muss die Option znbreed-YES fiir die

Berechnung der F-Werte gesetzt werden.

Es werden die allele-presence calls der alignments gegen das gesamte Genom (hg19) der skythi-
schen Proben verwendet. Diese werden zunichst nach Qualitit (15) und Abdeckung (1x)
gefiltert und pseudo-diploide Datensitze erstellt. Alle Positionen auf dem X- und Y-
Chromosom sowie triallelische Positionen werden entfernt. Die Bearbeitung und das Zu-
sammenfiigen der Datensitze erfolgt mittels beftools bzw. PLINK.

Als moderner Referenzdatensatz dient, wie bereits fiir die Hauptkomponentenanalyse, der
kombinierte Datensatz von Hellenthal (Hellenthal et al. 2014) und Busby (Busby et al.
2015)

Der moderne Referenzdatensatz wird auf 23 Populationen reduziert, um eine Zuordnung
zu West- bzw. Osteurasischen Gruppen zu erméglichen (Tab. 7). Hier werden 7 europai-
sche Populationen, 6 asiatisch- europiische Populationen und 11 asiatische Populationen
ausgewahlt.

Als Referenzdatensatz fritherer oder zeitgleicher prihistorischer Kulturgruppen mit den
hier bearbeiteten Individuen wird der Datensatz von Lazaridis et al. 2016 verwendet
(Lazaridis et al. 2016). Die Gruppenzuordnung der 281 Individuen, die in der Publikation
aus anderen Studien zusammengefasst bzw. erstmals beschrieben werden, wird weitestge-
hend beibehalten. Es werden jedoch relevante Gruppierungen der frihen und spiten
Bronzezeit (z.B. Steppe_MLBA) in ihre entsprechenden Kulturgruppen unterteilt. Die Po-
pulationsgrof3e wird auf maximal 5 Individuen beschrinkt (insgesamt 126 Individuen), da
bei fritheren Analysen eine signifikante Verschiebung der héchsten f3-Werte bei starken
Abweichungen der Populationsgrofien festgestellt werden konnte (Ergebnisse nicht darge-
stellt).

In beiden Referenzdatensitzen, sowie den skythischen Daten, werden die SNP-Positionen
auf die gefilterten Positionen aus (Lazaridis et al. 2016) reduziert und das Al Allele der
Referenz forciert, um die hier dargestellten Ergebnisse mit anderen publizierten, populati-
onsgenetischen Studien vergleichbar zu machen.

Da die Abdeckung des gesamten Genoms zwischen den einzelnen Proben stark variiert,

basieren alle Statistiken auf einer unterschiedlichen Anzahl an SNP-Positionen nach dem
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Qualititsfiltern. Mit dem berechneten Z-Wert (Z-score) wird die Signifikanz jedes £3-Werts

mittels jacknife-Verfahren unter Verwendung der empfohlenen Parameter bestimmt.

Basierend auf den PCA Ergebnissen werden einzelne Individuen nicht zu Fundplitzen
gruppiert, sondern gesondert untersucht. Zuvor wurde in gezielten £3-Analysen getestet, ob
sich die Proben mit einer Sonderstellung in der PCA in den f3-Werten wiederspielen. Nur

dann wird die Unterteilung beibehalten.

In Kapitel 4.6 werden die fur die Fragestellung relevanten Ergebnisse der outgroup-£3 -und
D-Statistiken beschrieben. Die hochsten 20 f3-Werte sind der Grof3e nach geordnet und
werden als Diagramm mit entsprechenden Standardabweichungen dargestellt, signifikante

f4-Werte in tabellarischer Form.

Tabelle 7 Auflistung der modernen Populationen aus dem Hellenthal/Busby Referenzdatensatz, die
fiir f3-Analysen ausgewihlt wurden

Population Kontinent Land Gebiet

altai Asien Sibirien, Kasachstan, Zentral/Nord-Asien
Mongolei

brahui Asien Pakistan/Iran Siid-Asien

buryat Asien Mongolei/Sibitien Nord-Asien

daur Asien China/Mongolei Ost-Asien

evenk Asien Sibitien, Mongolei, Nord/Ost-Asien
China

hannchina Asien China Ost-Asien

iranian Asien Iran Naher Osten

nganassan Asien Russland, Sibirien Nord-Asien

syrian Asien Syrien Naher Osten

tuva Asien Sibitrien Nord-Asien

uzbekistani Asien Uzbekistan Zentralasien

balkar Asien/Europa Russland, Kasachstan Kaukasus

georgian Asien/Europa Georgien Kaukasus

northossetian Asien/Europa Nordossetien Nordkaukasus

russian Asien/Europa Russland Kaukasus/ Osteuro-

a

turkmen Asien/Europa Tiirkei 1;’idwest—Asien

belorussian Europa Belarus, Ukraine, Polen  Mittel/Osteuropa

bulgarian Europa Bulgarien Stdost-Europa

ceu Europa - Europa

chuvash Europa Tschuwasien Osteuropa

polish Europa Polen Mittel/ Osteuropa

romanian Europa Ruminien Mittel/ Osteuropa

ukrainian Europa Ukraine Osteuropa
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3.4 Funktionale Marker

Insgesamt 269 funktionale Marker wurden in das capture-Design integriert. Fiir weitere Ana-
lysen werden abziiglich der X - und Y-chromosomalen Positionen 193 Positionen fiir alle
Proben mittels weffools isoliert. Hierfiir werden die diploiden wef-files aus der ATLAS pipeline
mit einer Abdeckung der Positionen von mindestens 2x und einer Genotyp-Qualitit von
30 eingesetzt. Fir die Proben Bell; bel, J12-1, Pr11, Pr12, Pr3, BI5, Kamal, Kama6, Ka-
ma7, KamalO, Nov7, Bl4, Bl1, Bl2, Bel4, Be4 und Pr8 wurden aufgrund der nicht ausrei-
chend Abdeckung die Filterkriterien 1x und GQ 15 angewandt.

Insgesamt 54 Varianten wurden fir eine detaillierte Bestimmung der Genotypen ausge-
wihlt (Tab. 8). Davon sind 17 Positionen Teil des HIrisPlex-System zur Bestimmung der
Augen — und Haarfarbe. Alle weiteren funktionalen Marker werden entsprechend ihres
Einflusses auf einen bestimmten Phinotyp in 7 weitere Kategorien unterteilt: Hautpigmen-
tierung, Laktasepersistenz, Xenobiotischer Metabolismus, Alkoholvertriglichkeit, Risiko
tir Diabetes Typ2, Bluthochdruck und Klimaanpassung.

Fir alle bronzezeitlichen Proben aus Kamennyj-Ambar, die frithen Sarmaten aus Pokro-
vka, die neolithischen Proben aus Solonzy5 und den Proben A19, A20, Bel, Bell, J12-1,
J12-6 und J12-7 werden alle Phanotypen erstmals in der vorliegenden Arbeit bestimmt. Fir
die eisenzeitlichen pars petrosa aus Kasachstan Ul2 und BelO wurden die Marker HERC2
(rs12913832), SLC24A und LCTb mittels Multiplex-PCR in (Grifen 2009) bestimmt.

Alle Marker die in Verbindung mit einem erhohten Risiko fiir Typ2 Diabetes und Blut-
hochdruck stehen, sowie die Marker rs1545397, rs885479, rs12203592, rs1800414,
rs12896399 und 152740574 werden fiir alle Proben erstmals beschrieben.

Aus allen hier beschriebenen Markern wurden gezielt 13 Marker ausgewihlt, welche starke
Varianzen der Allelfrequenzen zwischen europdischen und asiatischen Populationen zeigen.
Errechnete Allelfrequenzen der West- und Ostskythen werden dann mit Frequenzen mo-
derner Populationen verglichen. Die 95% Konfidenzintervalle werden durch Approximati-
on durch Normalverteilung berechnet.

Die Allelfrequenzen moderner Population (EUR, EAS, SAS) der beschrieben Marker sind
im Methoden Teil, den Ergebnissen sowie der Diskussion aus Ensenzbl GRChH37 release 88
(bttp:/ | greh37.ensembl.org/ index.html) entnommen. Die Allelfrequenzen zentral- und westasia-
tischer Populationen basieren auf den Daten der Alele Frequency Database ALFRED (Osier
et al. 2002; Rajeevan et al. 2003; h#p:/ [ alfred.med.yale.edu). Es wurden entsprechend der
Fundplatzverteilung der vorliegenden Proben folgende Populationen als zentral-asiatische

Referenzgruppe (ZAS) ausgewihlt: Kasachen, Kirgisen und Mongolen. Stellvertretend fiir


http://grch37.ensembl.org/index.html
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Nordwest-Russland (NWR) werden Individuen der Republik Komi (Komi-Zyrian), westli-

che des Urals ausgewahlt.

Augen — und Haarpigmentierung

Zunichst wird eine Phinotypenbestimmung iiber die zugehorigen 24 Marker des Hirisplex-
Systems durchgefithrt (Walsh et al. 2014). Insgesamt 7 SNPs der HlrisPlex sind nicht im
capture enthalten. Alle Phinotypen definierenden Positionen wurden jedoch im Design be-
ricksichtigt und sind enthalten. Eine prizise Bestimmung der Haut- und Augenfarbe ist
daher méglich. Hierfiir wird eine csv-Datei als Eingabe-Datei erstellt, welche alle Genotyp-
Informationen der HlrisPlex-Marker in der Form 0 fiir abweichendes Allel, 1 fiir heterozy-
got, 2 fir homozygot oder NA fiir keine Angabe, enthalt. Diese Datei kann unter dem on-
line-Portal hochgeladen werden (https://hirisplex.erasmusmec.nl/). Die Ausgabe-Datei
enthilt alle Informationen zur Bestimmung der Haut — und Haarfarbe. Die Haarfarbe wird
durch 3 Kategorien mit entsprechender Angabe der Prognosewahrscheinlichkeit(-p-value)
angegeben, die Hautfarbe in 4 méglichen Kategorien mit entsprechender Wahrscheinlich-
keit. Da alle Phanotypen durch mehrere Marker definiert werden, wird fir alle Kategorien
ein AUC-Wert bestimmt. Dieser gibt den Verlust der Genauigkeit einer phinotypischen
Angabe an, wenn fiir entsprechende Marker einer Kategorie keine Angaben gemacht wer-
den konnten. In der folgenden Tabelle sind alle hier beschriebenen funktionalen Marker

entsprechend ihrer ibergeordneten Kategorie aufgelistet.

Pigmentierung der Haut

Es wurden 7 Marker analysiert, welche mit der Pigmentierung der Haut assoziiert werden
und deren Genotypen nach (Spichenok et al. 2011). in ,,nicht-dunkel* und ,,nicht-wei3*
klassifiziert werden kénnen.

Das abgeleitete Allel des Markers SLLC45A2 (rs16891982) deutet auf eine helle Hautpig-
mentierung hin und ist in heutigen und alten europiischen Populationen unter Selektion.
Die homozygote Form (G/G) ist ausschlieSlich in Europa detektiett.

Die Marker SLC24A5 (rs1426654) und TYR (rs1042602) stehen im Zusammenhang mit
einer Depigmentierung der Haut in europiischen jedoch nicht in asiatischen Populationen
(Lamason et al. 2005; Stokowski et al. 2007; Hancock et al. 2011). Die homozygote Form
des anzestralen Status kommt nur in ost-asiatischen Population vor. Der Marker TYR ist
nicht Teil des Klassifizierungssystems nach (Spichenok et al. 2011) und wird getrennt auf-

gelistet.
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Zusitzlich wurde ein weiterer Marker bestimmt, der im Zusammenhang mit einer helleren
Hautpigmentierung steht. Das abgeleitete Allel des Markers OCAZ2.3 (rs1800414) der O-
CA2-HERC2 wird ausschlieflich in ost-asiatischen Populationen positiv selektiert.

(Donnelly et al. 2012).

Laktasepersistenz

Die Fihigkeit unvergorene Milchprodukte auch im Erwachsenenalter verdauen zu kénnen
ist mit einer Mutation im MCMG6-Gen assoziiert, welche jedoch Einfluss auf das Laktase-
Gen LCT zeigt. Die beiden Marker 13910T (LCTa) und 22018A (LCTb) sind primir fiir
den Haplotyp verantwortlich (Enattah et al. 2002) und standen innerhalb der letzten 10000-
5000 Jahre unter starker Selektion (Bersaglieri et al. 2004; Burger et al. 2007). In ost-
asiatischen Populationen kann ausschlieflich die homozygot anzestrale Form nachgewiesen
werden, wohingegen in europdischen Populationen die Allelfrequenzen beider Allele mit 49

% und 51 % nahezu ausgeglichen sind.

Xenobiotischer Metabolismus

In die Kategorie der Xenobiotika werden alle Marker eingeordnet, die mit der Verstoff-
wechslung koérperfremder Stoffe assoziiert werden kénnen.

Die Gene CYP3A4 und CYP3A5 codieren fiir Isoenzyme, die wesentlich am Abbau von
Arzneimitteln beteiligt sind. CYP3A4 trigt zudem zur Verstoffwechslung von Vitamin D
bei (Wang et al. 2013). Das 152740574 Allel C (G) definiert den Haplotyp CYP3A4*1B.
Das anzestrale Allel steht aulerhalb Afrikas unter negativer Selektion und die Allelfrequen-
zen scheinen abhingig vom Breitegrad (Thompson et al. 2004). Rs776746 oder 6986A>G
des CYP3A5-Gens kodiert fiir den Haplotyp CYPA5*3. Das anzestrale Allel C ist mit 71 in
ost-asiatischen Populationen und 94 % in europiischen Populationen am haufigsten.
Rs1801280 im NAT2 Gen kodiert fiir das Protein N-acetyltransferase, welches an der Ver-
stoffwechslung und Deaktivierung vieler kérperfremder, karzinogener Substanzen beteiligt
ist. Je nach Genotyp kénnen schnelle und langsame Acetylierungstypen unterschieden wet-
den, wobei das abgeleitete Allel fir rs1801280 einen langsamen Typus definiert. Eine posi-
tive Selektion wird mit der Transition zu ackerbaubetreibenden Gesellschaften und der
damit verbundenen Erndhrungsumstellung in Verbindung gebracht (Magalon et al. 2008).
Es werden zwei SNPs fiur das NAT2 Gen bestimmt (rs1801280 und rs1041983), die in
Kombination eine sensitive und akkurate Bestimmung des Phanotyps erméglichen (Selinski
et al. 2011). Fur rs1041983 (C282T) ist das abgeleitete Allel mit einem langsameren Meta-
bolismus assoziiert. Im Angiotensin-Gen werden die SNPs rs699 (M235T) und rs5051 (A-
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0G) lokalisiert. Sie werden mit Erkrankungen, die durch Bluthochdruck verursacht werden,
in Verbindung gebracht (Balam-Ortiz et al. 2012). In europiischen Populationen ist der
heterozygote Genotyp mit 47 % fiir beide SNPs am verbreiteten, wihrend der homozygote
Status fiir das anzestrale Allel in ost-europdischen Populationen vorherrschen.

Das ABCBI1, oder Multi-Drug-Resistance-Gen, ist unter anderem fiir die Eliminierung
korperfremder Substanzen verantwortlich. Durch veridnderte Expression konnen Angriffe
auf die Blut-Hirn-Schranke vermindert werden. Es werden 3 SNPs im AGT-Gen beschrie-
ben, rs1128503, rs2032582 und rs1045642, welche unter Selektionsverdacht stehen (Wang
et al. 2007). Fur rs1128503 ist die Allelfrequenz fiir das abgeleitete Allel in europiischen
Populationen mit 58 % gegen tber 37 % ist ost-asiatischen Populationen leicht erhéht. Bei
ABCB1D ist das abgeleitete Allel T mit einer Frequenz von 2 % in Europa cher selten, je-

doch in Ost-Asien mit 13 % etwas haufiger verbreitet.

Alkoholvertriglichkeit

Der Marker ALDH2 (1rs671) bzw. das gleichnamige Enzym, sorgt fiir den Abbau von toxi-
schen Aldehyden. Eine Mutation des Acetaldehyddehydrogenase 2 bewirkt einen erhéhten
Acetaldehyds-Spiegel im Koérper und fihrt zu einer plotzlichen Ausdehnung der Blutgefil3e
in Gesicht und am Hals, Schwindel und Ubelkeit, auch bekannt als ,,a/oho/ Sflush* oder ,,asi-
an blush (Yoshida et al. 1984; Oota et al. 2004). Triger dieses Polymorphismus erkranken
weniger an Alkoholismus und an Alkohol bedingten Lebererkrankungen. Die heterozygote
oder homozygote Form des abgeleiteten Allels ist nur in ost-asiatischen Populationen
nachweisbar. Zusitzlich werden zwei weitere Mutationen ADH1Ba und ADH1Bb unter-
sucht, welche mit dem Abbau von Alkohol assoziierte werden und in modernen asiatischen

Populationen unter Selektion stehen (Peng et al. 2010).

Diabetes Typ2

Diabetes Typ 2 ist eine in westlichen Lindern haufig verbreitete Stoffwechselerkrankung
und wird neben einer genetischen Pridisposition von dulleren Faktoren beeinflusst. Das
Vorliegen von protektiven Allelen bzw. gewissen Risiko-Allelen kann die Ausprigung einer
moglichen Erkrankung jedoch beeinflussen.

Basierend auf einer Risikobewertung fir Diabetes Typ 2 nach (Cornelis et al. 2009) wird
ein GRS-Wert je typisierte Probe berechnet. Acht der 10 beschriebenen in Marker sind Teil
des nukledren Anreicherungsverfahrens und kénnen bei ausreichender Abdeckung be-
schrieben werden. Die genetische Risikobewertung (GRS-Wert) wird durch die Summe

aller Risiko-Allele je Individuum definiert. Ein standardisierter Wert bezieht fehlende Posi-
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tionen mit ein und wird wie folgt berechnet: GRS-Wert= [Anzahl Risiko-Allele/Anzahl
typisierter Risiko-Allele] X Anzahl max. Allele je zugrundeliegendem Model. Es wurden
ausschlief3lich Individuen mit mindestens 3 vorhandenen Genotypen bestimmt.

Die beiden SNPs 157903146 und rs11196205 des Gens TCF7L2 werden ebenfalls mit ei-
nem hoheren Risiko fir Typ 2 Diabetes assoziiert und sind zusatzlich aufgelistet. Sie stehen
in starker Korrelation zueinander. (Chen et al. 2012). Fir beide Marker ist in ost-asiatischen
Populationen mit einer Frequenz von ca. 97 % fiir C bzw. G hauptsichlich der homozygot
anzestrale bzw. abgeleitete Genotyp nachgewiesen. Die Allelfrequenzen in europiischen
Populationen beider Allele sind nahezu ausgeglichen, wobeti fiir rs11196205 die heterozygo-

te Form am hiufigsten ist.

Zoliakie und Bluthochdruck

SH2B3/ATXN2 (rs653178) und SH2B3 (R262W, 1s3184504) werden mit einer Erkran-
kung an Zoliakie und einem Risiko fir Bluthochdruck assoziiert und standen in prahistori-
schen eurasischen Populationen unter Selektion (Hunt et al. 2008; Mathieson et al. 2015).
Zoliakie ist eine immunologische Erkrankung des Diinndarms und wird durch eine Unver-
triglichkeit von Getreideeiweil3 ausgelost. In ost-asiatische Populationen ist fiir beide Mar-

ker nur das anzestrale Allel nachweisbar.

Klimaanpassung

Der SNP 15653178 im Gen ABCC11 (c.538G>A / G180R) korreliert mit eher trockenem
oder feuchten Zerumen sowie weniger Transpiration im Achselbereich und wird mit einer
Anpassung an klimatische Verhiltnisse in Verbindung gebracht (Yoshiura et al. 2000;
Ohashi et al. 2011). Einige Populationen im asiatischen Raum weisen eine Mutation im
Gen auf und besitzen somit kein funktionsfihiges Protein, was zu hellerem Ohrenschmalz
sowie reduziertem Korpergeruch fiithrt. In europiischen Populationen liegt die Allelfre-
quenz des anzestralen Allels bei 86 %.

EDAR beeinflusst die Entwicklung von ektodermalen Strukturen und kann mit drei Aus-
pragungsformen in Verbindung gebracht werden: Dicke und Struktur der Kopfbehaarung
und Form der Schneidezidhne (Bryk et al. 2008). Eine dichtere und vermehrte Behaarung
kann moglicherweise einem Wirmeverlust tiber die Kopfhaut vorbeugen. Das abgeleitete
Allel kommt fast ausschlieBlich in asiatischen Populationen und Amerika vor (EAS 87 %

und EUR 1%).
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Tabelle 8 Auflistung der nukleiren, funktionalen Marker; Angabe der Kategorie, entsprechend ihrem
assoziierten Phinotyps, Bezeichnung der Loki, rs-Nummer und chromosomale Position

Kategorie Bezeichnung rs-INr. CHR Start Stopp
Pigmentierung HERC2 512913832 chrl5 28365617 28365618
OCA2 51545397  chrl5 28187771 28187772
SLC45A2.1 516891982  chr5 33951692 33951693
SLC24A5 51426654  chrl5 48426483 48426484
SLC24A4 1512896399 chrld4 92773662 92773663
MCIR.8 15885479 chrl6 89986153 89986154
IRF4.1 1512203592  chr6 396320 396321
TYR.1 51042602  chrll 88911695 88911696
OCA2.3 rs1800414  chrl5 28197036 28197037
Laktasepersistenz 13910T (LCTa)  rs4988235  chr2 136608645 136608646
22018A (LCTb)  1s182549 chr2 136616753 136616754
Xenobiotischer Meta- NAT2 51801280  chr8 18257853 18257854
bolismus NAT?2 rs1041983  chr8 18257794 18257795
ABCBlc 151045642  chr7 87138644 87138645
ABCB1a 51128503  chr7 87179600 87179601
ABCB1b 152032582  cht7 87160617 87160618
CYP3A5 5776746 chr7 99270538 99270539
CYP3A4 52740574  chr7 99382095 99382096
AGT 155051 chrl 230849871 230849872
AGT 15699 chrl 230845793 230845794
Alkoholvertriglichkeit ADH1Bb 151229984  chr4 100239318 100239319
ADH1Ba rs3811801  chr4 100244318 100244319
ALDH2 15671 chrl2 112241765 112241766
Diabetes Typ2 TCE7L2 511196205 chrl0 114807046 114807047
TCEF7L2 57903146 chrl0 114758348 114758349
CDKN2B 5564398 chr9 22029546 22029547
WES1 510010131 chr4 6292914 6292915
CDKALIL_a 57754840  chr6 20661249 20661250
IGF2BP2 54402960  chr3 185511686 185511687
PPARG 51801282  chr3 12393124 12393125
KCNJ11 155215 chrll 17408629 17408630
HHEX/ IDE rs1111875  chrl0 94462881 94462882
SLC30A8 1513266634 chr8 118184782 118184783
Zdliakie / Bluthoch-  SH2B3/ATXN2 15653178 chrl2 112007755 112007756
druck SH2B3 153184504  chrl2 111884607 111884608
Klimaanpassung ABCC11 517822931 chrl6 48258197 48258198

EDAR rs3827760  chr2 109513600 109513601
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3.5 Nukleotiddiversitit

Die Nukleotiddiversitit gibt eine Wahrscheinlichkeit an, dass sich zwei gewihlte Nukleoti-
de an einer Position zwischen zwei Sequenzen in allen Individuen einer Population unter-
scheiden. Der Mittelwert wird als Maf3 fiir die Variabilitit innerhalb einer Population ange-
nommen. Fir die hier erstellten Gruppierungen wird mittels z¢ffools (Danecek et al. 2011)
ein site-pi-Wert je Position zwischen den Individuen bestimmt. Der daraus errechnete Mit-
telwert inklusive Standardabweichung ist in Tabelle 17 und Abbildung 26 dargestellt.
Die Proben werden nach ihrer (A) zeitlicher Zuordnung und (B) Kulturstufe unterteilt:
(A) zeitlicher Zuordnung
eisenzeitliche Proben aus SW-Russland (westIA), eisenzeitliche Proben aus Sibirien
und Kasachstan (Ost-IA), Proben aus der Bronzezeit (Bronze) und die beiden neo-
lithische Proben aus West-Sibirien (Neo)
(B) Kulturstufe
Aldy-Bel, Pazyryk, Tagar, Sintasta, Sarmaten und Cilikta

In der Gruppierung nach Kulturangehérigkeit sind die Proben Ul2, Nov7, Kall und Kol4
nicht enthalten, da sie als einzelne Individuen die Saken, Initiale Skythen, Skythen und die

Poltavka-Kultur reprisentieren.
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4  Ergebnisse

4.1 Finale Probenauswabhl fiir die Anreicherung

Die Auswahl der Proben fiir eine anschlieBende Anreicherung nukleirer Regionen erfolgte

basierend auf den Ergebnissen der Qualititsbestimmung der erstellten Zbraries.

Fir die Proben BelO und Ul2 standen Felsenbeinen als Probenmaterial zur Verfigung.
DNA-Material, welches aus pars petrosa extrahiert werden kann, zeigt nachgewiesen einen
tberdurchschnittlich guten Erhaltungszustand (Rasmussen et al. 2014; Gamba et al. 2014;
Pinhasi et al. 2015). Da die Bearbeitung der Proben zeitlich spiter erfolgte und man auf-
grund des Skelettmaterials von einem sehr guten Erhaltungszustand der Proben ausgehen

kann, liegt nur eine Bestimmung der Probenqualitit mittels quantitativer PCR vor.

Quantitative Messungen und Qualititsbestimmung der DNA-libraries

Basierend auf den Ergebnissen der shofgun-Sequenzierung auf dem MiSeq wurde, unter Be-
rucksichtigung der Duplikationsrate, eine Auswahl der Proben getroffen. Die Duplikations-
rate liefert bereits erste Hinweise auf die Komplexitit einer /Zbrary, welche die Effizienz
einer nukledren Anreicherung mafigeblich beeinflusst. Lag die einzigartige Kopienzahl der
shotgun-libraries bei der quantitativen Bestimmung der Molekulzahl vor der PCR zusitzlich
tber 1.00E+07 Molekiilen, wurde die Probe fir die weitere Bearbeitung ausgewihlt. Die
Anzahl der erstellten /braries fir die Anreicherung wurde aufgrund des endogenen DNA-
Gehalts einer Probe in Kombination mit den qPCR-Ergebnissen festgelegt (sieche Tabelle 9
im folgenden Kapitel).

Die Ergebnisse der shofgun-Sequenzierung aller extrahierten Proben auf dem MiSeq mit
Angabe des endogenen DNA-Gehalts und Duplikationsrate ist im Anhang Tabelle B6 zu

finden.

Die durchschnittliche Molekiilzahl der /ibraries aller ausgewihlten Proben betrigt 10° ein-
zigartige Molekiile in der quantitativen Messung mittels qPCR nach der fi//-zn Reaktion, was
umgerechnet durchschnittlich 107 Adapter-ligierten Molekiilen je mg Knochenpulver ent-

spricht. Der endogene DNA-Gehalt der sereening-libraries betrigt durchschnittlich 23,7 %
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(3,36-71,11%). 31 Proben zeigen einen endogenen DNA-Gehalt von > 10 %. Die Proben
Kall, Kamal0, Kol4, Nov7, Sol5-1, Pr3, Pr8, Pr11 und Prl12 liegen unter 10%. In den fi/-
in-Produkten konnten jedoch > 10" Molekiilen bestimmt werden. Da die jeweilige Datie-
rung und geografischen Lage fiir die Arbeit von groBem Interesse ist wurden die Proben
fir eine Anreicherung ausgewahlt. Die Probe J12-9a wurde trotz einem endogenen DNA-

Gehalt von 15 % aufgrund der hohen Duplikationsrate von 85 % nicht weiterbearbeitet.

In der folgenden Abbildung (Abb. 5) ist die Kopienzahl der Molekiile per mg Knochen der
ausgewihlten Proben aus der qPCR-Quantifizierung gegen ihren endogenen DNA-Gehalt

aufgetragen und grafisch dargestellt.

® Arzan ® Alk-Alacha Berel @ Barsudji Log

g » Justyd Zevakino @ Kolhino ® Scolonzy
o
;é ® Kamenny) Ambar ® Pokrovka ® Novozavedennoe
Eﬂ 80
o L 70
2 )
S . 60
= =
° s 50
= °
% d 40
Q e? 30
b3 ™ '
= P ¢ . 20
gﬂ L ® L
=) ° L L ] 10
= od 8
& 0

2. 00E+06 2 00E+07 2 Q0E+08 2 00E+09

Molekiilzahl per mg Knochenpulver

Abbildung 5: Darstellung des endogenen DNA-Gehalts und der umgerechneten Molekiilzahl per
mg extrahiertem Knochenpulver der screening-/ibraries, nach Fundplatz gruppiert, in logarithmi-

scher Skalierung

Die molekulare Geschlechtsbestimmung wurde auf alle Proben, mit Ausnahme von BelO
und Ul2, basierend auf den Sequenzdaten der sereening-libraries nach (Skoglund et al. 2013)

durchgefiihrt. Als eindeutig weiblich konnten 8 der 41 Proben eingestuft werden, 31 als
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minnlich. Die Proben KamalO und BI2 konnten nicht eindeutig typisiert werden, entspre-

chen aber eher einem Ry-Wert der als ménnlich einzuordnen ist. Die Zuteilung der beiden

Proben deckt sich mit der morphologischen Klassifizierung als mannliche Individuen (Abb.

6).

Abbildung 6: Abbildung 6: Ergebnise der Molekularen Geschlechtsbestimmung der scree-
ning-libraries nach (Skoglund et al. 2013) y-Achse: sequenzierte Proben; x-Achse= Ry; Ry <
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Kamaf
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0,016 weiblich, Ry > 0,077 ménnlich

0.04

0.08

Tabelle 9 fasst die finale Probenauswahl je Fundplatz und Kulturzugehérigkeit mit allen

Ergebnissen der Quantititsbestimmungen und Geschlechtszuordnung zusammen.



-58 -

Tabelle 9 Gruppierung der Proben je Fundplatz; Auflistung der MiSeq-screening Ergebnisse und qPCR-
Messung: endogener DNA-Gehalt in % und Molekiilzahl (MZ) pro mg Knochenpulver der fz//-in Produkte

Fundplatz Gebiet Kultur Probe (Geschlecht / end. DNA % / MZ qPCR)
ArZan 2 Sidsibirien, ~ Aldy-Bel A9 (XX / 21.85 / 1.I3E+07); A19 (XX / 65.79 /
Region Tuva 1.94E+07); A20 (XY / 35.41 / 1.67E+07); A21 (XY
/ 56.36 / 1.07E+07)
Ak-Alacha 1 Sudsibitien, Pazyryk Ak1_1 (XY / 13.94 / 6.21E+08); Ak1_2 (XY / 29.61
Altai Ukok / 4.25E+07)
Plateau
Ak-Alacha 5 Sudsibitien, Pazyryk Ak5_6 (XX / 32.72 / 5.19E+07); Ak5_8 (XX / 71.11
Altai Ukok / 9.26E+07)
Plateau
Berel Ost- Pazyryk Bel (XY / 45.37 / 7.29E+06); Be4 (XX / 13.7 /
Kasachstan, 6.46E+006); Be9 (XX / 12.79 / 2.37TE4+08); Be10 (XY
Kasachischer / k.A. / 2.32E+08); Bell (XY / 37.91 / 3.71E+07);
Altai Bel4 (XY / 13.71 / 1.79E+07)
Barsucij Log Minusinsker Tagar Bll XY / 11 / 219E+07); B2 (XY / 23.26 /
Becker 2.54E+07); BI3 (XY / 44.16 / 1.71E+07): Bl4 (XY /
13.7 / 4.48E+06); BI5 (XX / 17.84 / 2.89E+06)
Justyd XII Sidsibirien,  Pazyryk J12_1 (XX / 33,87 / 3.81E+07); J12_6 (XX / 67.04 /
Cuja-Region 5.85E+07); J12_7 (XY / 26.97 / 8.63E+06); J12_8
(XX / 66.82 / 4.09E+06
Kalinovka SW-Russland Poltavka Kall (XY / 8.52 / 1.08E+08)
Kultur
Kamennyj Am- Kamennyi Sintasta- Kamal (XY / 25.8 / kA); Kama6 (XY / 7.14 /
bar 5 Ambar, Olgino  Kultur 7.27E+06); Kama7 (XX / 48.04 / 6.32E+06); Ka-
Ural mal0 (XY / 531 / 4.48E+07)
Kolbino SW-Russland Skythen Kol4 XY / 6.4 / 4.93E+07)
Novozavedennoe SW-Russland Initiale/West-  Nov7 (XY / 6.89 / 8.23E+07)
2 Skythen
Pokrovka SW-Russland Frih- Pr3 (XY / 3.56 / 5.57E+07); Pr4 (XY / 10.14 /
sarmatisch  4.21E+07); Pr8 (XX / 4.63 / 8.14E+07); Pr10 (XY /
16.1 / 6.16E+07); Prll (XY / 403 / 3.95E+07);
Pr12 (XY / 5.22 / 4.29E+07)
Solonzy 5 Westsibitien, Sol5_1a (XY / 6.4 / 6.01E+07); Sol5_9a (XY / 12.57
Novosibirsk / 3.22E+07)
Ulan SO- Saken U2 (XY / kA / 7.15E+08)
Kasachstan
Zevakino Ostkasachstan ~ Zevakino- Ze3 (XY / 1598 / 4.7TE+07); Ze4 (XY / 1443 /
Cilikta 9.39E+06)




-59 -

Die folgende Abbildung zeigt die geografische Verteilung der ausgewihlten Proben iiber die eurasische Steppe je Fundplatz und zeitlicher Zuordnung.

U 4{’ R

Abbildung 7: Geografische Verteilung der untersuchten Fundplitze iiber die eurasische Steppe

Kol= Kolbino (N=1), Nov=Novozavedennoe 2 (N=1), Kal= Kalinovka (N=1), Pr= Pokrovka (N=6), Kama= Kamennyj Ambar (N=4), Ul= Ulzian (N=1), Ze= Zevakino
(N=2), Sol5= Solonzy 5 (N=2), Be= Berel (N=6), Ak= Ak-Alacha 1/5 (N=4), Bl= Barsutij Log (N=5), A= Arian 2 (N=4); Farbgebung entspricht der Datierung:
gelb=Bronzezeit, pink= Eisenzeit, blau= Neolithikum; erstellt in R (OpenStreetMap, ggplot2, mapplots2). Koordinaten in Tabelle B7 im Anhang
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4.2 Wahl der Anreicherungsmethode

Design

Beim Vergleich der Design-Strategien der verschiedenen Hersteller soll die Handhabung
und Nachvollziehbarkeit der gewihlten baz-Sequenzen, die Stringenzkriterien und Abde-

ckung der neutralen Regionen und SNP-Positionen verglichen werden.

Im NimbleGen Design kann zwischen zwei bait-libraries gewihlt werden. Fir die durchge-
fithrten Versuche wurde Match 1 ausgewihlt, mit einer durchschnittlichen Abdeckung der
Zielregionen von 82,8x. 99 % der gewtinschten Zielregionen konnten mit basts abgedeckt

werden, was insgesamt 174917 Basen entspricht.

Fur die bait-library von MYbait wurde die Option A mit den stringentesten Filterkriterien
ausgewahlt. 14 SNP-Positionen konnten nur mit 1-2 anstatt 3 baits abgedeckt werden. Ins-
gesamt wurden 245193 Basenpaare mit 7809660 bazts abgedeckt. In 500 ng ssRNA sind
demnach 1,1577E+13 Kopien enthalten, was 1,19E+09 einzigartigen bait-Sequenzen ent-

spricht.

Im SureSelect-Design mit eArray konnten alle 289 neutralen Regionen in gewiinschter
tiling-Frequenz abgedeckt werden. Von den verlingerten Regionen der SNP-Positionen
lagen 39 in repetitiven Regionen, 12 wurden als orphan-baits klassifiziert. 26 Regionen zeigen
einen GC-Gehalt unter 30 % und die bait-Anzahl wurde hierfir verdoppelt. Es sind bis zu
57000 einzigartige bait -Sequenzen moglich. Die finale bait -Konzentration ist seitens des

Herstellers nicht bekannt.

Zwei SNP-Positionen wurden in allen drei Designs verworfen: 1.142.1 und P43. Von den 9
SNPs, die nur mit jeweils einem bait abgedeckt werden, wurden 4 im NimbleGen-Design
ausgeschlossen und 3 im Agilent-Design. Von den 5 SNPs, die mit nur jeweils 2 baits bei
MB abgedeckt werden, wurden 1 SNP im NG-Design ausgeschlossen und 1 SNP im SuSe
Design.

Auswertung der Sequenzierung

Neben der Transparenz und Flexibilitit der Designstrategien wurde die Effizienz der ver-

schiedenen Anreicherungsmethoden verglichen. Da exakt dieselbe Probe und vergleichbare
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Konzentrationen in den Versuchen eingesetzt wurden, liegt der Schwerpunkt der Auswer-
tung auf dem Vergleich der Abdeckungstiefe (coverage) und der Effizienz des jeweiligen
Anreicherungskits. Je mehr Sequenzen (mit Duplikaten) im Verhaltnis zur Gesamtheit der
gegen hgl9 alignierten Sequenzen in die prure-Regionen fallen, desto spezifischer die An-

reicherungsmethode.

Tabelle 10 Auswertung der Sequenzdaten der Probe Akl-1 fiir die getesteten Anreicherungsverfahren
verschiedener Hersteller; Aln. CAP=Anteil der Sequenzen, die gegen die capture-Regionen alignieren an
alignierten Sequenzen gegen hg19; cov=Abdeckung in den caprure-Regionen

Aln. CAP [%] relativ Aln. CAP cov (min/max/mean) Cov. CAP [%]

zu hg19 Mkdup
SuSe 76 145871 43.7/120.9/87.9 100
MB 72.8 260494 46.8/142.6/108.5 99,76
NG 91 111521 27.5/100.9/66.5 98,89

Signifikanter Unterschied des NG Protokolls zu den beiden anderen Verfahren ist die sehr
niedrige Duplikationsrate. Trotz vergleichsweise kleiner Rohdatenmenge und wenigen Se-
quenzen zu Beginn der Analyse bleibt nach dem Duplikate entfernen eine hohe Se-
quenzanzahl Gbrig, die gegen die caprure-Regionen aligniert werden kann (Tab. 10). Dies
spart deutlich Kosten und Speicherkapazititen und ist auf die niedrige Zyklenzahl der bei-

den PCR- Schritte zuriuckzufuhren.
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Abbildung 8: Abbildung 8: Vergleich der Sequenzzahlen der Probe Akl-1 nach einzelnen Schritten
der Rohdatenbearbeitung; OF=Qualititsfilter; join=Sequenzpaare aln=aligniert gegen hg19 bzw. die ent-
sprechenden capture-Regionen; Mkdup=ohne Duplikate
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Die durchschnittliche Abdeckung der Zielregionen ist mit dem MB-Kit am hdchsten,
ebenso die minimalste Abdeckungstiefe bei 46,8 x. Die absolute Sequenzanzahl ohne Dup-
likate in den capture-Regionen ist mit dem MYbait -Kit ebenfalls am hochsten. Die Anzahl
der Sequenzen, die im Verhiltnis zur Gesamtanzahl der reads in den Zielregionen aligniert
werden konnen ist im NimbleGen bzw. SureSelect-Kit hoher. Bei allen drei Anreiche-

rungsverfahren sind die caprure-Regionen vollstindig oder zu tber 98 % abgedeckt.

Basierend auf den durchgefithrten Analysen wurde das Anreicherungskit MYbait von
MicroArray ausgewihlt. Die einfache und flexible Handhabung im bait-Design sind ein
klarer Vorteil, da hier bait-Linge und Art der Nukleotidsequenz (RNA/DNA) frei gewihlt
werden konnen. Das Design wird vom Hersteller tibernommen und kann dann selbst fle-
xibel modifiziert werden. Die #/ing-Frequenz ist benutzerdefiniert. Zudem sind alle einge-
setzten Chemikalien in ihrer jeweiligen Konzentration bekannt und separat lieferbar. Die
bait-libraries konnen auch ohne Reagenzien geordert werden.

Die Spezifitit des captures ist bei den Kits der anderen beiden Hersteller zwar héher, es be-
steht jedoch die Moglichkeiten dies laborseitig durch Hybridisierung- / Waschtemperatur
und Salzkonzentrationen der Waschpuffer zu verbessern, weshalb letztendlich das MY bait-

Kit ausgewihlt wurde.

Das fiir die vorliegenden Proben verwendete Protokoll wurde im Laufe der Bearbeitung an
die neue Version des MYbait Handbuches adaptiert oder Verbesserungen aus Publikatio-
nen entnommen. Folgende Anderungen wurden vorgenommen:

Die Zyklen-Zahl der beiden Amplifikationen nach den caprure-Runden wurde auf 1 x 7-9
und 1 x 12-14 Zyklen angepasst. Fur die Trennung der isolierten DNA von den bait-bead-
Komplexen wurde am Ende einer jeden capture-Runde eine doppelte Elution durchgefiihrt.
Als magnetische Beads werden die Dynabeads ® MyOne ™ Streptavidin T1 (Thermo Fis-

her Scientific) eingesetzt.
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4.3 Anreicherungserfolg

Fir die Anreicherung wurden zunichst entsprechend der Probenqualitit und Verfigbarkeit
des Materials mehrere /Zbraries erstellt und gepoolt, um die Komplexitit und Einsatzmenge
zu erhohen. Die folgende Tabelle (Tab. 11) listet die Anzahl der gepoolten /braries je Pro-

ben und Einsatzmenge in ng auf.
Abdeckung der Zielregionen und des gesamten Genoms
Fir die Beurteilung des caprure-Erfolgs werden folgende Kriterien berticksichtigt:

- Anteil der Sequenzen die ausschlieB3lich gegen die capture-Regionen aligniert werden

koénnen, im Verhiltnis zu allen alignierten Sequenzen gegen die humane Referenz

(Aln CAP [%] / hgl9)
- Abdeckung der gesamten capture-Regionen (Cov CAP [%])
- Durchschnittliche Tiefe der Abdeckung mit Standardabweichung (Cov MW / SD)

Mit 31 der angereicherten Proben konnte eine Abdeckung der Zielregionen von iber 5 x
erzielt werden. In einem mittleren Abdeckungsbereich von 5 x — 20 x liegen 19 Proben.
Acht Proben liegen mit einer Abdeckung zwischen 21,13 x und 54,7 x im oberen Bereich.
Die Proben Ak5-8, Ak1-1, Be10 und UI2 erreichen eine coverage von > 80 x. Wobei fur die
beiden Proben BelO und Ul2 das DNA-Material aus Felsenbeinen gewonnen werden
konnte. Im Vergleich aller capture-Produkte variiert die Héhe der Abdeckung stark unterei-
nander und liegt zwischen 1,92 x und 124,95 x, durchschnittlich bei 22,82 x.

Die durchschnittliche Abdeckung der Zielregionen liegt bei 94,64 % mit der niedrigsten
Abdeckung bei 65,10%.

Wenn Proben bereits nach der ersten caprure-Runde sequenziert und mit Ergebnissen aus
der zweiten Runden zusammengefithrt wurden (Ak1-1, Be4, Be9, Bel4), ist die Abdeckung
des gesamten Genoms in % deutlich héher und liegt zwischen 7,67 und 18,06%, da das
capture nach nur einem Durchlauf noch sehr unspezifisch ausfillt. Fir capture-Produkte, die

ausschlieflich nach der zweiten Runde sequenziert wurden, ist das gesamte Genom zu 2,53

% abgedeckt.

Die folgende Tabelle (Tab. 11) fasst alle Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 11 Ergebnisse det Sequenzietung von 41 caprure-Produkten; CAP= capture, Aln=aligniert gegen das Referenzgenom GRCh37/hg19; Mkdup= ohne Duplikate;

cov=Abdeckung; MW /SD=Mittelwert / Standardabweichung; Frag.linge= Fragmentlinge

Probe Laborcode Anz.  Einsatz Aln CAP [%]  Aln CAP Mkdup CovMW Cov SD Cov CAP Cov hgl9 [%]  Frag.linge
Libs  CAP [ng]
A19 NC9-3 3 1674 52.24 29628 12.84 5.12 99.59 3.46 119.84
A20 NC8-1 / NC8-2 4/4 2025 70.62 56267 22.19 8.34 99.59 2.67 109.18
A21 NC10-4 4 2199 61.62 46035 16.6 6.56 99.63 5.61 97.14
A9 NC8-3 / NC8-4 4/4 2000 / 2000 84.36 20889 8.96 3.7 95.58 1.15 113.83
Akl 1 NC7a-1 / NC7b-1 4 1439 72.85 263198 106.4 35.6 99.76 18.06 107.73
Akl 2 NC11-2 4 768 84.51 54907 19.34 7.75 99.66 2.39 94.37
AK5_6 NC11-3 6 1683 81.94 68360 27.84 8.62 99.69 3.54 112.18
AKk5_8 NC9-2 4 1337 53.01 201318 88.05 26.26 99.76 8.4 121.47
Bel NC9-1 4 1013 55.46 13485 5.37 2.74 97.61 2.82 107.33
Bel0 NC10-10 4 530 73.92 245555 114.5 31.92 99.76 3.35 128.14
Bell NC8-5 3 1960 41.74 9279 3.9 2.12 95.10 1.25 109.85
Bel4 NC6b-2 /NC7a-3 3/3 348 / 1556 72.28 19630 7.53 4.43 97.69 8.53 80.67
/ NC7b-3 /3
Be4 NCo6b-1 /NC7a-2 2/4 214 / 1601 58.54 12994 4.9 2.76 94.54 15.15 77.51
/ NC7b-2 /4
Be9 NC7a-7 /NC7b-7 5/5 1512 79.56 140673 54.17 15.29 96.12 7.67 98.84
B11 NC6b-4 / NC7b-4 4/ 4 2635 76.85 10942 4.23 2.48 94.63 3.02 82.38
B12 NC6-5 / NC7-6 2/2 1556 7213 21751 5.24 2.57 97.92 3.17 106.91
B13 NC10-5 7 1930 65.32 33111 12.77 5.25 99.60 6.3 106.23
Bl4 NC10-8 3 645 67.46 4795 2.31 1.39 78.43 5.35 106.5
B15 NC10-9 4 766 69.88 4089 2.13 1.3 73.56 2.09 106.24
J12_1 NC9-8 5 1070 05.03 8505 3.53 2.05 92.27 2.15 108.16
J12_6 NC9-10 4 777 56.03 96416 39.43 12.26 99.74 3.65 111.8
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Probe Laborcode Anz.  Einsatz Aln CAP [%]  Aln CAP Mkdup CovMW Cov SD Cov CAP Cov hgl9 [%]  Frag.linge
Libs  CAP [ng] / hg19 [©0] MW
J12_7 NC10-12 6 730 77.05 76725 33.97 15.61 99.64 2.21 122.98
J12_8 NC9-9 4 477 52.96 56608 23.59 6.76 95.95 6.72 111.18
Kall NC10-13 6 2250 83.56 36167 15.65 5.31 99.63 1.51 121.19
Kamal  NC10-7 5 750 70.73 3418 2.26 1.7 66.31 1.63 116.16
Kamal0 CBI 5 1365 75.55 3398 1.92 1.18 65.10 2.43 103.25
Kama6  NC11-6 8 1351 89.22 3210 1.96 1.2 68.01 0.64 111.58
Kama7  NC11-5 9 1314 89.03 15042 6.53 3.08 94.72 0.25 111.01
Kol4 NC10-1 8 2800 81.66 39358 14.57 6.52 99.39 0.94 98.61
Nov7 NC10-2 8 1655 83.95 9404 3.6 2.04 93.48 0.83 98.19
Pr10 NC9-7 5 1059 069.64 86987 39.25 12.96 99.56 1.37 124.4
Prll NC9-5 6 2075 77.31 17785 6.73 3.23 98.56 1.14 101.7
Pri2 NC9-6 7 2027 74.28 25454 8.98 4.09 99.02 0.97 93.09
Pr3 NC9-4 8 1733 78.36 19056 7.8 3.6 98.96 0.58 111.76
Prd4 NC10-3 6 1900 79.85 41364 16.98 5.99 99.70 2.19 112.93
Pr8 NC9-11 /NC11-1  5/8 1054 / 1918 93.59 22384 5.79 3.07 93.69 0.47 82.9
Sol5_1la NC11-4 7 1871 93.14 27783 10.59 4.51 99.48 0.81 102.33
Sol5_9a NC10-14 8 2250 83.74 40956 16.16 5.93 99.72 1.94 108.41
Ul12 NC10-11 4 1302 60.72 64765 125 38.09 99.78 2.93 120.39
Ze3 NCo6-3 / NC7-5 5/5 522 / 1667 82.41 39588 21.13 10.36 99.67 1.54 109.01
Zed NC11-8 7 2208 88.11 28195 10.97 4.34 99.54 2.02 107.72
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Eine vollstindige Tabelle der Sequenzierergebnisse aller Teilschritte bei der Rohdatenaus-

wertung ist im Anhang B8 zu finden.

4.4 Authentizitit der Proben

Leerkontrollen

Alle Extraktionsleerkontrollen wurden mittels Gel-Elektrophorese auf amplifizierte DNA
getestet und zweimal aufgetragen. Teilweise wurden Extraktionsleerkontrollen zusitzlich
als Leerkontrolle fur die /brary-Erstellung mitgefihrt. Fir alle Extraktionsleerkontrollen
konnte keine Bande nachgewiesen werden. Alle /brary-Leerkontrollen wurden tiber eine
Qubit - sowie Bioanalyzermessung kontrolliert und lieferten keine quantifizierbaren Ergeb-
nisse. Die fur jeden capture-Ansatz mitgefihrten Leerkontrollen zeigten ebenfalls keine
messbaren Resultate via Qubit — und Bioanalyzermessung,.

Als zusitzliche Kontrolle wurden mitgefihrte Leerkontrollen der /Zbrary-Erstellung oder
eines capture-Ansatzes zufillig ausgewahlt und mittels qPCR oder MiSeq-Sequenzierung
tberprift. Die totale Molekiilzahl der fi//-in-Produkte der mitgefihrten Leerkontrollen wih-
rend einer /brary liegt zwischen 1.75E+05 -8.69E+05 Molekiilen nach einer quantitativen
Bestimmung mittels qPCR. Uber eine MiSeq-Sequenzierung analysierten /ibrary-

Leerkontrollen zeigen zwischen 22-281 alignierten Sequenzen.

Alle mittels qPCR quantifizierten, auffalligen Leerkontrollen der Anreicherungsverfahren

wurden vollstindige sequenziert, lieferten jedoch keine auswertbaren Ergebnisse.

contaMIX, ANGSD und mapDamage

Fur alle hier bearbeiteten Proben wurde ein Authentizititswert von > 91 % als Kriterium
festgelegt. Eine Kontaminationsbestimmung anhand der mitochondrialen DNA konnte fiir
alle Proben auf alle cprure-Produkte durchgefithrt werden. Drei der 41 getesteten Proben
zeigen einen davon abweichenden Wert. Abziiglich der drei auffilligen Proben liegt der
durchschnittliche Authentizititswert der verbleibenden 38 Proben bei 97,84 %. Die Proben
J12_1, A21 und BI3 kénnen mit einem Authentizititswert von 85,6%, 70,06 % bzw. 75,42
% nicht als authentisch eingestuft werden, zeigen jedoch bei der Kontaminationsbestim-
mung basierend auf dem X-Chromosom keine Auffilligkeiten. Fur die Probe A21 wurde
zudem eine sehr niedrige Deaminierungsrate am 5-Ende festgestellt, was auch an einem

guten Erhaltungszustand des Probenmaterials liegen kann. Alle drei Proben werden in den
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populationsgenetischen Analysen mitgefiihrt, jedoch in Hinblick auf eine mégliche Konta-
mination diskutiert. Fur die Proben KAMA1 und Sol5-9a wurde ein Authentizititswert von
91,7 % bzw. 91,4 % berechnet. Die Werte liegen knapp tiber dem festgelegten Schwellen-
wert und konnten nicht durch eine zweite Methode mit ANGSD verifiziert bzw. wiederlegt
werden. Vier Proben, BI2, Sol5_1, Kol4 und Kall zeigen leicht erhéhte Kontaminations-
werte in der Berechnung anhand des X-Chromosoms, werden jedoch mit contaMIX mit
tber 95 bzw. 99% als nicht kontaminiert eingestuft. Insgesamt konnten die Kontaminati-
onsbestimmung mit ANGSD bei allen mannlichen Individuen aufgrund der geringen An-
zahl an alignierten Sequenzen auf dem X-Chromosom nur auf 13 von 33 minnlichen Pro-
ben angewendet werden.

Die durchschnittliche Deaminierungsrate die fur alle capture-Produkte bestimmt werden
konnte liegt bei 15,13 %. Die niedrigste Rate mit 2,75 % wurde fir die Probe Ak5-8 ge-
messen. Diese ist aufgrund allen weiteren Kontaminationsbestimmungen als authentisch
einzuschitzen. Bei 10 Proben liegt die Deaminierungsrate unter 10 %. Fur den Gberwie-
genden Teil der Proben liegt die fir aDNA charakteristische Deaminierung am 5°-Ende
zwischen 10 % -33,38 %.

Die Ergebnisse der Proben mit auffilligen Werten in der Kontaminationsbestimmung sind
in nachfolgender Tabelle (Tab. 12) dargestellt, eine Ubersicht fiir alle Proben findet sich im
Anhang BO.

Tabelle 12 Ergebnisse der Kontaminationsbestimmung anhand des mitochondrialen Genoms und
des X-Chromosoms und Angabe der Deaminierungsrate; FR=geschitzte Fehlerrate; Auth.= Authentizi-
tit in %; Kon.=Kontamination; mD5=Deaminierungsrate am 5°-Ende eines Molekiils

contaMIX ANGSD - Methode 1 ANGSD - Methode 2 mapDamage
Probe FR Auth. [%] Kon.[%] SE p-Wert Kon.[%] SE p-Wert mDS5 [%]
J12_1 0.0031 85.61 2.07 0.02 0.3 0.01 0 1 10.42
A21 0.0081 70.06 1.33  0.01 0.232 422 0.03 0.197 5.98
BI3 0.0056 75.42 0.01 0 0.35 1.27 0.02 1 17.46
Kamal 0.006 91.74 k.A. 12.47
Kol4 0.0023 99.51 12.10  0.05 0.06 0.01 0 1 34.02
Kall 0.003 99.71 7.56  0.04 0 11.70  0.05 0.01 19.98
Sol5_9  0.0038 91.41 0.69 0.02 0.66 0.01 0 1 20.29
Sol5_1  0.0053 94.03 6.90 0.13 0.22 0.01 0.08 1 22.25

BI2 0.0065 95.16 6.13  0.06 0.26 9.15 0.09 0.21 15.4




-68 -

4.5 Phinotypenbestimmung

Insgesamt 193 funktionale Marker, abztiglich X und Y- chromosomalen Positionen, wut-
den im Rahmen des nukledren captures angereichert. Durchschnittlich 94,97 % (183,29; min.
100 — max. 193) der Marker konnten mit einer durchschnittlichen Abdeckung von 23,33x
(1,84x-126,60x) erfolgreich sequenziert werden. Es wurden neben den Positionen, die fir
das HIrisplex-System relevant sind, 37 zusitzliche Marker ausgewihlt und assoziierte Phi-
notypen definiert und beschrieben. Von diesen Locis konnten 97 % mit einer durchschnitt-
lichen Abdeckung von 26,4x (1,77x-199,92x) angereichert werden (@ 35,9 Loci; min. 27 —
max. 37)

Nach dem Filtern der sf-files mit einer Abdeckung von 2x und einer Genotyp-Qualitit von
30 sind von 37 der ausgewihlten, funktionalen Marker durchschnittlich 57 % (@ 21,29
Positionen; 0 — max. 37) je Probe abgedeckt. Fir eine Probe der Tagar-Kultur (BI5) aus
Barsucij Log und zwei bronzezeitlichen Proben aus Kamennyj-Ambar (Kama6 und Ka-

mal0) kann kein Phinotyp definiert werden.

Eine detaillierte Auflistung der Abdeckung aller Positionen inklusive Standardabweichung

ist in der Tabelle B11 im Angang zu finden.

Augen — und Haarpigmentierung

Fir 24 Proben wurden die nach 2-facher Abdeckung und Genotyp-Qualitit 30 gefilterten
MLE-vct Dateien verwenden. Da die Abdeckung der benétigten Marker bei den Proben
Bel, BI3, A9, Ze4, J12-1, Nov7, Kama7, Be4, Bll, BI2 und Pr8 fir eine Phinotyp-
Bestimmung nicht ausreicht, wurden hier die MLE-vcfs mit 1-facher Abdeckung und Ge-
notyp-Qualitit 15 verwendet. Diese Filterkriterien wurden fur die Definition der Haarfarbe
ebenfalls fir die Proben Pr3, Prll, Pr12, Kall, Kol4, Sol5-1 und Ze3 angewandt. Wenn
keine prizise Einordnung in eine der vier méglichen Kategorien fir die Haarfarbe méglich
ist, kann hier die Einteilung in ,,eher hell“ bzw. ,,echer dunkel* herangezogen werden. Fur
die Proben Bell, BI5, Kamal, Bl4, Kama6 und KamalO konnte aufgrund der fehlenden

Abdeckung keine Bestimmung durchgefithrt werden.

Blaue Augen konnten nur in Kombination mit blondem Haar bzw. eher hellem Haar bei 5
der folgenden Proben festgestellt werden: Ak5-8, BI3, Pr10, Kama7, und Ze3 (Tab. 13).
Eher helles Haar mit braunen Augen zeigen nur die Proben BI2 und Kol4. Die Zuordnung

braune Augen und braunes Haar konnte fir zwei Proben aus Pokrovka festgestellt werden.
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Zwolf Proben zeigen die Kombination braune Augen und schwarzes Haar und weitere 14
Proben braune Augen und eher dunkles Haar. Eine detaillierte Auflistung aller Proben mit

entsprechenden P-Werten der Augen- und Haarfarben ist im Anhang B10 zu finden.

Tabelle 13 Phinotyp-Kombinationen der Augen — und Haarfarbe mit dem HIrisPlex-System

Augenfarbe  Haarfarbe  Probe

Blan blond Ak5-8, B13, Pr10, Kama7, Ze3

Braun eher hell BI2, Kol4

Braun braun Pr3, Pr12

Braun schwarg A21, Ak1-1, Ak1-2, Ak5-6, Be9, Bel0, J12-6, J12-7, J12-8, Prl1,
Sol5-1, Sol5-9

Braun eher dunkel A9, A19, A20, Bl1, Bel, Be4, Bel4, J12-1, Nov7, Kall, Pr3, P18,
Ul2, Ze4

Pigmentierung der Haut

Die Auswertung von 6 angereicherten Markern nach (Spichenok et al. 2011), die mit einer
Pigmentierung der Hautfarbe assoziiert werden kénnen, ergibt eine helle bis intermedidre
Hautfarbe fir alle 22 Proben, die typisiert werden konnten (Tabelle B14).

Nach der Bestimmung der Hautpigmentierung basierend auf dem Marker TYR (rs1042602)
zeigen die Proben Be9, BI2, BI3, J12-1, J12-7 und Pr3 im Gegensatz zu den als dunkel-
pigmentiert klassifizierten skythischen Proben einen intermedidren Hauttyp (Tab. 14). Fur
die bronzezeitliche Probe aus Kalinovka und die neolithische Probe Sol5-1 aus Solonzy
liegt das abgeleitete Allel homozygot vor, was auf eine deutlich hellere Pigmentierung hin-
weist. Das ausschlieBlich in ost-asiatischen Populationen positiv selektierte Allel des O-
CA2.3 Markers konnte bei drei der vier analysierten Proben aus Justyd detektiert werden
(Tab. 14). Fur SLC24A5 sind A9, A21, Bel, Bel0, Ak5-6, Pr10 und die neolithische Probe
Sol5-1 heterozygot. Nur J12-6 aus Justyd ist homozygot mit dem abgeleiteten Allel. Die
homozygote Form kann ausschlieflich in osteuropiischen Populationen nachgewiesen
werden. Fir den Marker SLC45A2 zeigen 12 der 27 typisierten Proben den homozygot
anzestralen Status (C/C). Die in europiischen Populationen nahezu fixierte homozygote
Form des selektierten Allels weisen Bel0, B12, B13, Kol4, Pr10 und Ze3 auf. Heterozygot in
rs16891982 sind A19, Ak5-6, Ak5-8, Bel, Bell, Bel4, J12-8, P18 und Ze4. In der nachfol-
genden Tabelle sind die Ergebnisse der Typisierung fur TYR, OCA2.3, SLC45A2 und
ALC24A5 aufgelistet.

Fir die Probe Kamal, Be4, Bl1 und Nov7 konnte keiner der Phanotyp bestimmt werden.
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Tabelle 14 Genotypen der nukleiren Marker die mit der Pigmentierung der Haut assoziierte werden
kénnen

Kategorie Hautpigmentierung

Bezeichnung TYR.1 OCA23 SLC24A5 SLC45A2.1
rs-Nr. 151042602 rs1800414 151426654 rs16891982
CHR 1 15 15 5
Position 88911696 28197037 48426484 33951693
anz. / abgel. C/A T/C G/A C/G
A9 Cc/C T/T A/G

A19 Cc/C T/T A/A C/G
A20 Cc/C T/T A/A c/C
A21 Cc/C T/T A/G Cc/C
Akl1-1 Cc/C T/T A/A Cc/C
AKk1-2 Cc/C T/T A/A c/C
Ak5-6 Cc/C T/T A/G C/G
Ak5-8 Cc/C T/T A/A C/G
Bel A/G C/G
Be9 C/A T/T A/A c/C
Bel0 Cc/C T/T A/G G/G
Bell Cc/G
Bel4 C/G
B12 C/A A/A G/G
B13 C/A T/T G/G
J121 C/A T/C

J12-6 Cc/C T/C G/G c/C
J12-7 C/A T/C A/A c/C
J12-8 Cc/C T/T A/A Cc/G
Kama?7 Cc/C

Kall A/A T/T A/A Cc/C
Kol4 Cc/C T/T A/A G/G
Sol5-1 A/A T/T A/G

Sol5-9 Cc/C T/T Cc/C
Ul12 Cc/C T/T A/A c/C
Pr3 C/A T/T A/A

Pr4 Cc/C T/T

Pr8 C/G
Pr10 Cc/C T/T A/G G/G
Pril c/C
Pri12 Cc/C T/T A/A Cc/C
Ze3 Cc/C T/T A/A G/G
Zed Cc/C T/T A/A Cc/G
Laktasepersistenz

Fir die Bestimmung der Milchvertriglichkeit wurden alle Individuen in beiden mit Lakta-
sepersistenz assoziierten Loci LCTa (rs4988235 -13910C>T) und LCTb (15182549 -
22018A>G) typisiert (Tabelle B12). Milchvertriglichkeit zeigen A9, Bl1, BI2, Sol5-9, Pr4,
Pr11 und sind heterozygot an einer der beiden Positionen (Tabelle B12).

Fir folgende Proben ist keine Bestimmung des Phianotyps moglich: Bel, Be4, Bell, Bel4,
J12-6, Nov7
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Xenobiotischer Metabolismus

Fir 12740574 konnten nur 17 Individuen bestimmt werden (Tabelle B17). Mit Ausnahme
von Bel0, mit einem heterozygoten Genotyp, zeigen alle die homozygot abgeleitete Form.
A19, Bel, Be4, Bel0, Bel4, AK1-1 und Ak1-2 sind heterozygot fiir CYP3A5 rs776740, alle
weiteren 18 typisierten Individuen sind homozygot fiir das anzestrale Allel und entsprechen
so dem Haplotyp CYP3A5%3.

Fir rs1801280 sind ausschlieBlich Be9 und J12-7 homozygot fir das abgeleitete Allel, wih-
rend der homozygote Genotyp fiir das anzestrale Allel und der heterozygote Status bei
jeweils 11 Individuen bestimmt werden konnte. Von 21 typisierten Individuen fiir C282T
ist A9 homozygot im abgeleiteten Allel und 10 Individuen weisen einen heterozygoten Sta-
tus auf.

Fir die Mutationen im AGT-Gen konnte der haufiger in ost-asiatischen Populationen de-
tektierte homozygote Genotyp fir das jeweils anzestrale Allel fir beide SNPs fiir die Indi-
viduen Ak1-1, Ak1-2, J12-6, Ul2, Pr4 und Pr10 bestimmt werden.

Fir Bl1, Bl4, Kamal, Nov7, P18 ist keine Bestimmung eines xenobiotischen Markers fiir
einen der aufgefithrten SNPs moglich.

Das in Europa eher seltene T-Allel fir rs2032582 (ABCB1b) zeigt nur ein Individuum aus
Sudsibirien (J12-8). Fur 13 Individuen (A20, Ak1-1, Ak5-6, Ak5-8, Be9, bel0, BI3, J12-6,
J12-7,J12-8, Kall, Ul2 und Pr10) konnten Allele fiir alle 3 SNPs im ABCB1-Gen bestimmt
werden (Tabelle B17).

Alkoholvertraglichkeit

Alle typisierten Individuen zeigen die homozygote Form mit dem anzestralen Allel fur je-
den der drei analysierten Marker ADH1Ba, ADH1Bb und ALDH2.
Fir die Proben Bel4 und J12-1 konnte kein Phinotyp bestimmt werden. Die Genotypen

der analysierten Proben sind in der Tabelle B18 aufgelistet.

Diabetes Typ2

Basierend auf dem Model nach (Cornelis et al. 2009) konnten acht der zehn Marker-
Positionen abhingig von der individuellen Abdeckung fiir eine Berechnungen des standar-
disierten Risikowerts fiir Diabetes Typ 2 berticksichtigt werden. Der GRS-Wert aller analy-

sierten Proben liegt durchschnittlich bei 8,26 (min. 4 — max. 12) und damit unterhalb des
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Wertes von 11.0 der Kontrollgruppe (Personen weiller Hautfarbe mit europdische Wur-
zeln), die in der Studie nach (Cornelis et al. 2009) typisiert wurden (Tabelle B16).

Fir: Bel, Be4, Bell, Bl1, BI2, Bl4, J12-1, Kamal, Nov7 und Pt8 sind keine oder weniger
als 3 Positionen abgedeckt und somit keine Berechnung eines Diabetes Typ 2 Risikos mog-
lich.

Fir rs7903146 zeigen die Individuen aus Ak-Alacha, Justyd und Pokrovka, A19, A21; Kol4,
Sol5-1, Ze3 die homozygot abgeleitete Form und A9, Bel4 und BI3 sind heterozygot. Nur
Sol5-9 weist einen anzestral homozygoten Genotyp auf. Fir den zweiten Marker im
TCF7L2-Gen sind Ul2, Sol5-9 und Akl-2 homozygot fir das anzestrale Allel. Konnten
mehrere Individuen je Fundplatz typisiert werden, zeigen sich homozygot abgeleitete und
heterozygote Genotypen.

Fir Be4, Bell, Bl1, Nov7, Sol5-1 und Kamal0 konnte kein Phinotyp bestimmt werden.

Bluthochdruck

rs3184504 kann nur fir insgesamt 19 Individuen bestimmt werden. Davon zeigen 5 einen
heterozygoten Genotyp (Tabelle B18).

SH2B3/ATXN2 rs653178 dient als proxy fur rs3184504. Alle Individuen sind entweder
heterozygot oder homozygot fiir beide Positionen, sofern sie abgedeckt werden konnten.
Die Individuen A9, BI3, Bl4, Kamal, Kall und Pr8 sind heterozygot in rs653178. Alle wei-
teren Individuen, fir die der Genotyp bestimmt werden konnte, sind homozygot fiir das
anzestrale Allel.

Eine Ausnahme ist eine sarmatische Probe aus Pokrovka. Pr3 ist an beiden Positionen ho-
mozygot fir das abgeleitete Allel, welches mit einer Frequenz von nur 0,3 % in ost-
asiatischen Populationen vorkommt. Fir Bel, Be4, Bell, BI2, J12-6, Kama7, Sol5-1, Pr4,

Pr10 und Ze3 ist keine Typisierung méglich.

Klimaanpassung

Homozygot fiir das abgeleitet Allel von 1517822931 sind A21 und zwei Individuen aus Be-
rel (Be9 und Bel0). Fur EDAR zeigen BI3 und J12-6 die homozygote Form (G/G). Be9
und Bel0 sind fir diese Positionen heterozygot, ebenso wie Ak5-8, Bel, Be9, Bel0, Bell,
Bl1, Pr4 und Ze3 (Tabelle B13). Fir Individuen BI2, Bl4, Pr3, Pr8, Pr12, Proben aus So-
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lonzy und Kamennyj, Nov7, J12-1 und Bel4 konnte kein Genotyp aufgrund der fehlenden

Abdeckung der Positionen bestimmt werden.

Zusitzlich wurden fir 13 der bereits diskutierten Marker die Allelfrequenzen des abgeleite-
ten Allels bestimmt und mit modernen Referenzpopulationen verglichen (Tab. 15). Die
ausgewihlten SNPs zeigen eine deutliche Varianz der Allel-Verteilung zwischen Populatio-
nen europdischen Ursprungs und ost-asiatischen Populationen. Aufgrund der starken
Schwankung der Abdeckung verschiedener Marker-Positionen ist die Typisierung der Pha-
notypen nicht fir alle und nur fir jeweils unterschiedliche Proben méglich. Die untersuch-
ten skythischen Individuen werden fiir den Vergleich der Allelfrequenzen daher in zwei
gro3e Gruppen eingeteilt. Entsprechend der geografischen Lage ihres Fundplatzes werden
alle eisenzeitlichen Proben, Initiale Skythen und frithen Sarmaten einer 6stlichen und west-
lichen Gruppe zugeordnet. Die Zusammensetzung der Gruppen variiert je nach Marker
und der daftr typisierten Individuen. Aufgrund der zu geringen Individuenzahl werden die
Genotypen der beiden neolithischen sowie aller bronzezeitlichen Proben gesondert disku-
tiert. Die Frequenzen moderner Populationen sind aus Ensembl GRCh37 release 88
(http://grch37.ensembl.org/index.html)  entnommen. Die  Allelfrequenzen  zentral-
asiatischer Populationen und NW-Russlands basieren auf den Daten der Alele Frequency
Database AL.LFRED (Osier et al. 2002; Rajeevan et al. 2003; http://alfred.med.yale.edu).
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Pigmentierung
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Abbildung 9: Allelfrequenzen fiir die abgeleiteten Allele der Pigmentierungsmarker; EUR = européi-
sche Populationen; EAS = ost-asiatische Populationen; SAS = stid-asiatische Populationen; ZAS = zentral-
asiatische Populationen; NWR = Population der Republik Komi aus NW-Russland

Die westliche und 6stliche Skythengruppe liegt mit den errechneten Allelfrequenzen der
mit Pigmentierung assoziierten Marker zwischen europiischen und ostasiatischen Popula-
tionen, jedoch niher am europiischen Phinotyp (Abb. 9). Ausnahme ist hier die Allelfre-
quenz des abgeleiteten Allels fur OCA2.3 der Ost-Skythen mit 8,3 %, welches in Europa

und den westlichen Skythen nicht vorhanden ist.
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Xenobiotischer Metabolismus
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Abbildung 10: Allelfrequenzen fiir die abgeleiteten Allele der Marker, die mit der Verstoffwechslung
von Xenobiotika assoziiert werden; EUR = curopiische Populationen; EAS = ost-asiatische Populationen;
SAS = siid-asiatische Populationen; ZAS = zentral-asiatische Populationen; NWR = Population der Re-
publik Komi aus NW-Russland

Das abgeleitete Allel der Marker ADH1Ba und ALDH2 kann weder in europiischen Popu-
lationen noch in einer der beiden skythischen Gruppierungen nachgewiesen werden (Abb.
10). Fiar den AGT /Jocus konnte die Allelfrequenz des abgeleiteten Allels nur fur die Ost-
Skythen bestimmt werden und liegt bei 50 %. Allelfrequenzen des NAT2-Markers liegen
bei den Ostskythen (N=18) bei 36,1 % und bei 25 % bei den Westskythen (N=4).
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Klimaanpassung & Laktasepersistenz
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Abbildung 11: Allelfrequenzen der abgeleiteten Allele des Laktase-Markers und der Marker, die mit
einer Anpassung an klimatische Verhiltnisse assoziiert werden konnen; EUR = europiische Popula-
tionen; EAS = ost-asiatische Populationen; SAS = siid-asiatische Populationen; ZAS = zentral-asiatische
Populationen; NWR = Population der Republik Komi aus NW-Russland

Fir den Marker LCTa, dessen abgeleitetes Allel mit einer Milchvertraglichkeit korreliert
und in ost-asiatischen Populationen gar nicht und in zentral-asiatischen Population mit nur
4% auftritt, liegen die westlichen Skythen mit einer Allelfrequenz von 8,3 % und die Ostli-
chen Skythen mit einer Frequenz von 6,25 % nahe an der Frequenzverteilung zentral — und
std-asiatischer Populationen mit 4 % und 11.3 % (Abb. 11).

Die Allelfrequenzen der Marker EDAR und ABCC11 liegen zwischen europiischen und
ost-asiatischen Populationen. Fir das abgeleitete Allel des EDAR-Markers konnte fir die

Ost-Skythen eine deutlich hohere Frequenz als fiir die West-Skythen nachgewiesen werden.
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Risiko fir T2D & Bluthochdruck
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Abbildung 12: Allelfrequenzen der abgeleiteten Allele, die mit einem erhéhten Risiko fiir Diabetes
Typ 2 und Bluthochdruck korrelieren; EUR = europiische Populationen; EAS = ost-asiatische Populatio-
nen; SAS = Siid-asiatische Populationen; ZAS = Zentral-asiatische Populationen; NWR = Population der Re-
publik Komi aus NW-Russland

Fir die Marker, die mit einem Risiko fur Typ 2 Diabetes und Bluthochdruck assoziiert
werden koénnen, liegen die Frequenzen der selektierten Allele zwischen jenen von europai-

schen und ost-asiatischen bzw. zentral-asiatischen Populationen (Abb. 12).

Fir die beiden neolithischen Proben aus West-Sibirien und die bronzezeitlichen Individuen
aus SW-Russland konnten aufgrund fehlender Abdeckung der SNPs und einer geringen
Individuenzahl je Zeitalter keine Allelfrequenzen berechnet werden. Fir die Probe aus Ka-
linovka (Kall) konnten jedoch 12 von 13 Positionen abgedeckt werden und fiir eine Probe
der Woronesch-Region (Kama7) konnte der Genotyp an zwei Positionen bestimmt wet-
den.

Eine Bestimmung des Genotyps fiir die west-sibirischen Proben war fir 9 (Sol5-9) bzw. 5
(Sol5-1) Marker moglich

Kall sowie Sol5-1 und Sol5-9 entsprechend in Positionen mit stark selektierten Allelen
zwischen europdischen und ost-asiatischen Populationen eher dem europiischen Phinotyp.
Fir 1512913832 zeigen die neolithischen Proben mit dem homozygot anzestralen Genotyp
eine Nihe zu asiatischen Populationen, ebenso fiir den Marker LCTa mit der homozygot

anzestralen Form (G/G) (Tabelle B12).
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Tabelle 15 Allelfrequenzen der abgeleiteten Allele ausgewihlter Marker; anz. = anzestrale Allel; abgl. = abgeleitetes Allel; N = Anzahl der Individuen; Allelfreq. = Allelfrequen-
zen; BEUR = europiische Populationen; EAS = ost-asiatische Populationen; SAS = Siid-asiatische Populationen; ZAS = Zentral-asiatische Populationen; NWR = Population der Re-

publik Komi aus NW-Russland

Marker ABCC11 ADH1Ba AGT ALDH2 EDAR HERC2 LCTa
rs-Nr. rs17822931 rs3811801 rs699 | 1s671 rs3827760 rs12913832 rs4988235
Phinotyp trockenes Zerum- | Alkoholvertriglichkeit Xenobiotischer Alkoholvertriglichkeit | Struktur Kopfbe- Augenfarbe Laktasepersistenz
en/reduzierte Metabolismus haarung
Transpiration
anz./ abgl. Cc/T G/A G/A G/A A/G A/G G/A
N Allelfreq. N Allelfreq. N Allelfreq. | N Allelfreq. N Allelfreq. | N Allelfreq. | N Allelfreq.
EUR 1006 0,136 | 1006 0 | 1006 0,588 | 1006 0 | 1006 0,011 | 1006 0,636 | 1006 0,508
EAS 1008 0,780 | 1008 0,510 | 1008 0,147 | 1008 0,174 | 1008 0,873 | 1008 0,002 | 1008 0
SAS 978 0,482 978 0] 978 0,364 978 0] 978 0,013 | 978 0,071 | 978 0,113
ZAS 814 0,762 760 0,272 - - - - | 482 0,634 | 572 0,069 | 226* 0,04
NWR 92 0,38 92 0 - - - - 92 0| 180 0,7879 -
Ost-Skythen 16 0,469 18 0 16 0,5 18 0 18 0,305 16 0,344 16 0,0625
West-Skythen 1 - 3 0 2 - 5 0 4 0,125 7 0,357 6 0,083
Marker OCA2.3 TCF7L2 SH2B3 SLC45A2 SLC24A5 NAT2
rs-Nr. s1800414 | 1511196205 | rs3184504 | rs16891982 151426654 rs1801280
Phinotyp Hautpigmentierung | Risiko fir Diabe- Risiko fur Blut- Pigmentierung Pigmentierung Xenobiotischer
tes hochdruck Metabolismus
anz./ abgl. T/C C/G C/T C/G G/A T/C
N Allelfreq. N Allelfreq. | N Allelfreq. N Allelfreq. N Allelfreq. N Allelfreq.
EUR 1006 0 | 1006 0,512 | 1006 0,464 | 1006 0,938 | 1000 0,997 | 1006 0,449
EAS 1008 0,596 | 1008 0,965 | 1008 0,003 | 1000 0,006 | 1008 0,012 | 1008 0,038
SAS 978 0,004 | 978 0,628 | 978 0,069 | 978 0,059 | 978 0,685 | 978 0,347
ZAS 92 0 - - 20 0,050 | 938 0,145 | 964 0,293 - -
NWR 840 0,187 - - 92 0,511 | 138 0,873 90 0,911 - -
Ost-Skythen 18 0,083 17 0,647 15 0,2 20 0,4 18 0,806 18 0,361
West-Skythen 5 0 7 0,786 3 0,167 5 0,6 4 0,875 4 0,250
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4.6  Genetische Strukturen skythischer Populationen

Das Verhiltnis skythischer Populationen zu modernen Populationen

Die in der Abbildung 13 dargestellte PCA zeigt alle fur die vorliegende Arbeit angereicher-
ten Proben, welche mittels LASER in einen reduzierten Referenzraum modernen Populati-
onen aus (Hellenthal et al. 2014; Busby et al. 2015) projiziert wurden. Die Hauptkompo-
nentenanalyse integriert zusitzlich Referenz-Individuen aus relevanten Studien alter DNA
(aRef). Die ausfiihrliche Darstellung dieser Kulturgruppen aus der Literatur ist in der nach-
folgenden PCA in Abbildung 27 zu sehen. Die modernen Populationen sind in grau abge-
bildet. Die geografischen Bezeichnungen in der Abbildung dienen einer groben Orientie-
rung. Eine detaillierte Darstellung der modernen Populationen in der PCA ist im Anhang

B19 zu finden.
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Abbildung 13: PCA neolithischer, bronze - und eisenzeitlicher Individuen der vorliegenden Arbeit
und ausgewihlter aDNA Referenzen =aRef (Lazaridis et al. 2014; Fu et al. 2014; Jones et al. 2015; Allen-
toft et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Jones et al. 2017; Sikora et al. 2017). Mittels LASER in einen Referenz-
raum moderner Populationen projiziert (Hellenthal et al. 2014; Busby et al. 2015); Farbgebung entsprechend
der Fundplitze

Alle skythischen Individuen fallen in die Verteilung moderner Populationen (Abb. 13). Die
Mehrheit der Proben erstreckt sich entlang der PCA1 von Osteuropa tiber den zentralasia-
tischen Raum nach Ost-Asien.

Die 6stlichen Proben der Aldy-Bel Kultur Siidsibiriens der Tuva-Region, Vertreter der
Pazyryk-Kultur Stdsibiriens, des kasachischen Altai und einer ost-kasachischen Probe der
Zevakino- Cilikta -Stufe bilden ein mittleres Cluster in Zentralasien beginnend von Tad-
schikistan bis Kirgisistan und dem Altai. Eine deutlich abweichende Position zeigt die ost-

kasachische Probe Ze3 mit einer deutlichen Orientierung Richtung Osteuropa und der
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Balkan Region und ihrer Entfernung zur zweiten Probe Ze4 desselben Fundplatzes. Die
beiden siid-sibirischen Proben A21 und J12-6 liegen zwischen modernen Individuen der
Mongolei und ost-asiatischen Populationen.

Die frithen Sarmaten aus Pokrovka in Stidwest-Russland liegen im Grenzgebiet zwischen
Osteuropa und Zentralasien und erstrecken sich bis in den persischen Raum und die Bal-
kan-Region. Die bronzezeitliche Probe Kama6 aus Kamennyj-Ambar fillt in die Néhe der
Probe Ze3 aus Ostkasachstan, jedoch liegen die drei weiteren Proben desselben Fundplat-
zes in Mittel- und Osteuropa. Die Proben der Tagar-Kultur aus dem Minusinsker Becken
fallen in die Nihe der Tschuwaschen und liegen somit weit westlicher als ihr Fundplatz.
Die den Saken zugeordnete Probe aus Ulzan in Stid-Ost-Kasachstan weicht in ihrer Positi-
on in der PCA ebenfalls stark von der geografischen Lage ihres Fundplatzes ab und liegt in
der Verbreitung von modernen syrischen und iranischen Individuen.

Die bronzezeitliche Probe aus Kalinovka sowie die skythische Probe aus SW-Russland
(Nov7) fallen in die Verteilung moderner osteuropiischer bzw. russischer Populationen.
Die beiden neolithischen Proben verteilen sich zwischen Burjaten und Nganasanen Sibiri-

ens.

Basierend auf den Ergebnissen werden in weiteren Analysen die Individuen A21 und J12-6
und Proben der Tagar-Kultur ebenso wie die Probe aus Ulzan teilweise nicht mit anderen

Proben desselben Fundplatzes bzw. derselben Zeitstufe gruppiert.

Die skythischen Individuen werden entsprechend ihrer zeitlichen und kulturellen Zuord-
nung fir die Berechnung der Fst-Werte gruppiert. Eine ausfiihrliche Tabelle aller berech-
neten Fst-Werte ist im Anhang Ergingende-Informationen_I1 zu finden. Eine Auflistung der
Fst-Werte der skythischen Gruppierungen zueinander wird in Tabelle 16 dargestellt. Die
folgende Abbildung zeigt die paarweisen Fst-Werte einzelner Gruppierungen der unter-
suchten Proben zueinander und zu allen asiatischen, CEU und TSI-Populationen des 7000
Genome Phase 3 Referenzdatensatzes (1000 Genomes Project Consortium et al. 2015). Die
Abkurzungen fir die verwendeten Populationen richten sich nach der Nomenklatur 1000
Genome-Projekts. Die Werte sind entsprechend ihrer Héhe farblich kodiert und werden in
Form einer heatmap dargestellt. Weil3 bis hellgelb entspricht einer hohen genetischen Dis-
tanz der Populationen, dunkelrot einer niedrigen Distanz. Ausgehend von den hier errech-
neten Fst-Werten zwischen modernen Populationen wird folgende Einteilung der Werte

vorgenommen: bei einem Fst-Wert von 0-0,01 kann keine genetische Distanz angenom-
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men werden, 0,01-0,04 zeigt eine geringe und 0,04-0,06 eine mittlere Distanz an, bei einem

Fst-Wert von > 0,06 kann von zwei getrennten Populationen ausgegangen werden.

Aufgrund der starken Korrelation zwischen den berechneten Fst-Werte nach Hudson und
Pattersons F2 (Patterson et al. 2012) miteinander werden ausschlieBlich Fst-Werte in der

vorliegenden Arbeit dargestellt und diskutiert (Abb. 14).

Korrelation Patterson's F2 und Hudson Fst-Werte
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Abbildung 14: Korrelation der errechneten F2-Werte nach Patterson (Patterson et al.
2012) und Hudson Fst

Die modernen Populationen des Referenzdatensatzes zeigen zu erwartende und bekannte

genetische Distanzen zueinander (Abb. 15)
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Abbildung 15: heatmap der berechneten Fst-Werte nach Hudson zwischen 7000 genomes Populatio-
nen und skythischen Proben, gruppiert nach Zeit — und Kulturstufen; EA = ost-asiatische Populatio-

nen; SA = stid-asiatische Populationen

Die Distanzen zu den ost-asiatischen Populationen des modernen Datensatzes sind fiir die
bronzezeitlichen Proben aus Kalinovka und Kamennyj Ambar am hochsten. Die beiden
neolithischen Proben aus Solonzy zeigen die h6chste Distanz (0,0637 und 0,0638) zu euro-
péischen Populationen. Alle Proben, die in die Fisenzeit datiert werden, zu denen die
Fundplitze Arzan, Ak-Alacha, Berel, Barsucij Log, Justyd, Kolbino, Novozavedennoe,
Pokrovka, Ulzan und Zevakino gehdren, weisen hohere genetische Distanzen (0,0603-
0,0651) zu ost-asiatischen Populationen auf, als zu Populationen Sid-Asiens (0,0337-
0,0383) oder Europas (0,0436; 0,0432). Betrachtet man nur die Individuen des Fundplatzes
Kamennyj-Ambar der Sintaschta-Kultur liegen die Fst-Werte > 0,09 zu allen ost-
asiatischen Populationen. Wobei die genetische Distanz zu CEU/TSI geringer ist als zu
allen Populationen Std-Asiens. Proben des Fundplatzes Barsucij Log (Tagar-Kultur) in

Sibirien und Individuen der Aldy-Bel Stufe aus Tuva zeigen héhere Fst-Werte im Vergleich
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zu modernen Populationen, die der Lokalisation ihres Fundplatzes entsprechen. Proben
der Tagar-Kultur weisen eine geringe genetische Distanz (0,0188 und 0,0197) zu europai-
schen Populationen auf und mittlere bis hohe Werte (0,0592- 0,0672) fur alle ost-
asiatischen Populationen. Wohingegen die Proben aus Tuva nur mittlere Fst-Werte
(0,0439-0,0488) zu Populationen Ost-Asiens und Europa zeigen und die geringste Distanz
zu stid-asiatischen Populationen (0,0299-0,0343).

Bei den Sarmaten aus Pokrovka werden die niedrigsten Fst-Werte fir die europiischen
Populationen berechnet (0,0279) und hohe Werte fiir alle Populationen Ost-Asiens
(0,0717-0,0791). Die Gruppierung in Proben der Pazyryk-Kultur umfasst die meisten Pro-
ben. Hier zeigen sich mittlere bis hohe genetische Distanzen zu ost-asiatischen Populatio-
nen (0,0550-0,0611), jedoch niedrigere Fst-Werte fir alle stid-asiatischen Populationen
(0,0361-0,0400) im Vergleich zu Populationen Europas (0,0497-0,0518).

Basierend auf der geografischen Verteilung der Fundplitze wurden 23 moderne Populatio-
nen fir die £3-Statistik ausgewihlt. Eine Auflistung der hochsten 20 Werte der £3-Statistik
inklusive Standardfehler, Z-Wert und SNP-Anzahl sind in den Ergingenden Informationen_I2
und I3 tabellarisch dargestellt.

In den folgenden grafischen Darstellungen der f3-Werte sind jeweils die hochsten 20 Werte
ausgewihlt. Fir alle f3-Statisttken mit dem modernen Referenzdatensatz von Hellenthal
(Hellenthal et al. 2014) und Busby (Busby et al. 2015) sowie prihistorischen Kulturgruppen
aus (Lazaridis et al. 2016) liegt kein Z-Wert < 3 vor. Die Einteilung der skythischen Proben
nach Fundplitzen mit Ausnahme der PCA-AuBlenseiter wird beibehalten. Aufgrund der
deutlichen Abweichung von ihrer geografischen Lokalisation und ihrem Verhiltnis zu an-
deren Proben desselben Fundplatzes werden die Proben A21, J12-6, Ze3 und Ze4 geson-
dert betrachtet. Der durchschnittliche f3-Wert fiir Analysen mit modernen Populationen
als Test Population liegt bei 0,277 (0,250 — 0,336) mit einem Standardfehler von @ 0,007
(0,004 — 0,014). Werden prihistorische Populationen als Test in der oufgroup-f3-Statistik
eingesetzt, liegt der 3-Wert bei @ 0,266 (0,235 — 0,303) mit einem Standardfehler von
0,003 — 0,030 bei den nach Fundplatz gruppierten, skythischen Individuen. Werden diese
ebenfalls in die f3-Analyse mit einbezogen reichen die Werte von 0,243 bis 0,355 (szd. err:
0,003 -0,033).
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Genetische Drift zwischen eisenzeitlichen Proben SW-Russlands und modernen Populationen

Die Probe aus dem Oblast Voronezh, die frithen Sarmaten aus Orenburg, sowie Nov7 aus
dem Nord-Kaukasus zeigen die fiinf hochsten f3-Werte fiir Russland, Weirussland, Polen,
der Ukraine und Finnland in unterschiedlicher Reihenfolge (Abb. 16). Die niedrigsten f3-
Werte zeigen osteurasische Populationen, der Nahen Osten und Populationen SW-Asiens.

Mit Ausnahme der hochsten Werte fallen die £3-Werte in den Bereich des Standardfehlers

voneinandet.
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Abbildung 16: outgroup-f3-Statistik eisenzeitlicher Proben SW-Russlands im Vergleich zu modernen
Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20
Werte inklusive Standardfehler
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Genetische Drift zwischen eisengeitlichen Proben Zentralasiens und modernen Populationen

Die eisenzeitlichen Proben Zentralasiens konnen in die Fundplitze Arzan, Ak-Alacha,
Barsue¢ij Log und Justyd aufgeteilt werden.

Alle Proben aus dem Minusinsker Becken zeigen, wie in der PCA, die meiste genetische
Drift mit Finnland, Polen, Russland/WeiBrussland und CEU gefolgt von Lindern Osteu-
ropas und des Balkans (Abb. 17). Die niedrigsten f3-Werte liegen bei den modernen osteu-

rasischen Populationen.
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Abbildung 17: outgroup-f3-Statistik der Proben aus dem Minusinsker Becken im Vergleich zu
modernen Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die
hochsten 20 Werte inklusive Standardfehler

Individuen der Fundplitze Arzan, Ak-Alacha, und Justyd, die AuBenseiter A21 und J12-6
ausgenommen, teilen die meiste genetische Drift mit Ewenken und Nganasanen und Popu-
lationen aus Tuva und des Altais bzw. Burjaten. (Abb. 18, 19, 20) Fur die Proben der Regi-
on Tuva (Arzan) und des Chuya-Tals (Justyd) sind zusitzlich Tschuwaschen und Finnen
unter den hochsten finf 3-Werten.

Im Vergleich zu den restlichen Proben Arzans teilt die stid-sibirische Probe A21 die meiste
genetische Drift mit Populationen Sibiriens und Ost-Asiens und mit einer deutlichen Diffe-
renz der £3-Werte fir Zentralasien und Osteuropa (Abb. 18, links) Dieselbe Differenzie-
rung der geteilten, genetischen Drift kann fir J12-6 im Vergleich zu den andern Proben des

Chuya-Tals festgestellt werden (Abb.19, links).
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Abbildung 18: outgroup-f3-Statistik der Proben aus Tuva im Vergleich zu modernen
Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20

Werte inklusive Standardfehler

J12-6 Justyd
daur- |—°—| nganassan- ]
hannchina- }—.—| chuvash- R .
evenk- ——] tuva e
buryat- —— evenk- ]
tuva- I finnish- B
nganassan- —— altai- B
altai- — russian- b
uzbekistani- I—-—' buryat- |—-—|
chuvash- }—v—{ daur- }—.—|
turkmen- f—— belorussian- P—e
russian- }—-—' hannchina- |—.—|
finnish- —— polish- -
balkar- e — ukrainian- b
northossetian- I—-—' uzbekistani- |—.—|
ukrainian- |—-—| ceu- }—.—|
belorussian-  |——] bulgarian- b e
polish-  |——] croatian- ————
romanian- |—0—|
ceu-  ——
It jan- ——] balkar- p———]
omanian :
croatian-  |——| northossetian- |—o—{ ‘ i
| | ) ! | o p 0 5 -
bt (=] =] (=] o~ [{=] ~ ~ @ w
& b & @ & N. o a & a
o (=] (=] (=] o (=) o (=] o o

Abbildung 19: outgroup-f3-Statistik der Proben aus Justyd im Vergleich zu modernen Referenzpopu-
lationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20 Werte inklusive

Standardfehler
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Die stid-sibirischen Proben aus Ak-Alacha teilen die meiste genetische Drift mit modernen
Populationen Sibiriens und Ost-Asiens, gefolgt von Russland, Finnland, WeiB3russland und

Polen (Abb. 20). Die niedrigsten Werte liegen bei Populationen des Balkans.
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Abbildung 20: outgroup-£3-Statistik der Proben aus Ak-Alacha im Vergleich zu modernen
Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20
Werte inklusive Standardfehler

Drei Fundplitze liegen in Kasachstan: Ulzan, Zevakino und Berel. Wihrend die Proben aus
dem kasachischen Altai-Gebirge (Berel) die hochsten f3-Werte fiir osteurasische und ost-
asiatische Populationen zeigen, liegen fiir Ulzan 13 Populationen mit der héchsten geneti-
schen Drift jeweils im Bereich des Standardfehlers voneinander (Abb. 21). Es ist jedoch
eine deutliche Abgrenzung zu Populationen des Nahen Ostens und Zentralasiens erkenn-

bar.
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Abbildung 21: outgroup-f3-Statistik der kasachischen Proben im Vergleich zu modernen
Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20
Werte inklusive Standardfehler

Die ost-kasachische Probe Ze4 weist im Vergleich zu Ze3 desselben Fundplatzes die meis-

te genetische Drift mit osteurasischen und ost-asiatischen Populationen auf (Abb. 22). Ze3

zeigt durch hohe f3-Werte fir Finnland, WeiBrussland/Russland, Polen CEU, Kroatien

und der Ukraine eine Nihe zu europiischen und osteuropiischen Populationen.
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Abbildung 22: outgroup-13-Statistik der ost-kasachischen Proben aus Zevakino im Vergleich zu
modernen Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die

hochsten 20 Werte inklusive Standardfehler
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Genetische Drift zwischen bronzezeitlichen Proben SW-Russlands und modernen Populationen

Die beiden Fundplitze der frithen bis mittleren Bronzezeit Kalinovka und Kamennyj Am-
bar weisen die finf hochsten Werte der owtgroup-f3-Statistik fur CEU, Polen, Russland,
Weilrussland und Finnland und die niedrigsten Werte fiir moderne, sibirische Populatio-

nen, Usbekistan und Populationen des Nahen Ostens auf (Abb. 23).
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Abbildung 23: : outgroup-f3-Statistik bronzezeitlicher Proben SW-Russlands im Vergleich zu
modernen Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die
hochsten 20 Werte inklusive Standardfehler

Werden die vier Individuen der Sintaschta Kultur im Trans-Ural einzeln getestet, sind sich
unter den funf hochsten f3-Werten fur alle Individuen Polen, Russland und Weilrussland

vertreten (Erganzende Informationen_I2).

Genetische Drift zwischen neolithischen Proben Sibiriens und modernen Populationen

Fir die neolithischen Proben aus Solonzy wird der héchste Anteil gemeinsamer genetischer
Drift zu modernen Populationen Sibiriens und der Mongolei (Ewenken, Nganasanen und
Burjaten) sowie ost-asiatischen Populationen gemessen (Abb. 24). Weiter sind mittlere £3-
Werte zu zentralasiatischen Populationen festzustellen, gefolgt von osteuropiischen Popu-

lationen und dem Balkan.
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Abbildung 24: outgroup-£3-Statistik neolithischer Proben Sibiriens im Vergleich zu modernen
Referenzpopulationen der Form £3(6=S_Mbuti; Modern, Skythen); dargestellt sind die héchsten

20 Werte inklusive Standardfehler

Das Verhiltnis der eisenzeitlichen Individuen Zentral — und Nord-Asiens zu den

Individuen des Schwarzmeer-Raums und SW-Russlands

Fir die skythischen Gruppierungen untereinander konnten ausschlieBlich Fst-Werte zwi-
schen 0 — 0,0267 berechnet werden (Tab. 16). Wobei die Individuen der Pazyryk-Kultur im
Vergleich zu den neolithischen Proben aus West-Sibirien und allen bronzezeitlichen Indi-
viduen aus SW-Russland positive Werte (0,0267 und 0,0180) erzielen. Hier kann also eine
sehr geringe bzw. mittlere genetische Distanz angenommen werden kann. Alle eisenzeitli-
chen Proben, unabhingig ihrer rdumlichen Verteilung, zeigen leicht erhéhte Fst-Werte zu

neolithischen (0,0186) wie bronzezeitlichen (0,0116) Proben.
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Tabelle 16 Paarweise Fst-Werte nach Hudson zwischen skythischen Gruppen verschiedener Kultur-
stufen und Datierungen; Anzahl der Individuen in Klammern (IN)

Sarmaten Pazyryk Aldy-Bel Sintaschta  Tagar Bronzezeit Eisenzeit

(©) (14) Q) ) (©) (©) G4
Pazyryk 0.0093

Aldy-Bel

Sintaschta

o O O

Tagar

Bronzezeit 0.0180

Eisenzeit 0.0116

O O O O o ©
o O O o ©
o O O ©

o

Neolithisch 0.0267 0 0.0186

Die untersuchten Individuen werden zusitzlich entsprechend ihrer geografischen Lage in
eine 6stliche bzw. westliche Gruppe eingeteilt. Zum einen nur aufgrund der Lokalisation

ihres Fundplatzes, zum anderen aufgrund ihrer Datierung in die Eisenzeit.
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Abbildung 25: Parweise Fst-Werte skythischer Proben unterteilt in westliche und 6stliche
Untergruppen entsprechend ihrer geografischen Lage oder Datierung in die Eisenzeit; West_Geo=
Kolbino, Novozavedennoe, Pokrovka, Kamennyj; Ost_Geo= Zevakino, Berel, Ak-Alcha, Justyd, ArZan,
Barsucij Log, Ul Ulzan Zan, Solonzy; West_IA= Kolbino, Novozavedennoe, Pokrovka; Ost_IA=
Zevakino, Berel, Ak-Alcha, Justyd, ArZan, Barsucij Log, Ulzan; sub = ohne Proben der Fundplitze Barsucij
Log und Ulzan

In dieser Einteilung zeigen die Proben des osteurasischen Raums eine geringe genetische
Distanz zu westeurasischen Gruppen jedoch mittlere Distanzen vergleicht man ausschlie3-
lich eisenzeitliche Individuen (Abb. 25). Werden in der rein geografischen Einteilungen die
Fundplitze Barsu¢ij Log und Ulzan ausgeschlossen, sinken die paarweisen Fst-Werte je-
weils minimal. Im Vergleich der westlichen zu den eher &stlichen eisenzeitlichen Gruppen,

sinkt bei einem Ausschluss der beiden Fundplitze der Fst-Wert von 0,0271 auf 0,0119.
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Der hochste Fst-Wert von 0,0403 zwischen 6stlichen, eisenzeitlichen Individuen und geo-

grafisch westlich liegenden Individuen ergibt sich dadurch, dass die zuletzt genannte Grup-

pierung auch die bronzezeitlichen Individuen umfasst.

Den niedrigsten pi~Werte und somit die geringste Nukleotiddiversitit zeigen bei einer
zeitlichen Gruppierung der Proben die beiden neolithischen Proben mit 0,001521, die
hochste Diversitit liegt bei den Proben aus Kalinovka und Kamennyj-Ambar (Tab. 17).
Wird eine Einteilung in die entsprechenden Kulturstufen vorgenommen, reichen die
Diversitits-Werte von 0,001643 fir die Pazyryk-Kultur bis 0,007663 fiir Proben der Sinta-

schta-Kultur. Fir alle errechneten p-Werte liegt eine hohe Standardabweichung vor.

Tabelle 17 Nukleotiddiversitit; sub = ohne Individuen aus Barsu¢ij Log und UlZan

Probe N O pi-Werte SD
Zeit Neolithisch 2 0.0015 0.0339
Ostl. Eisen- 2 0.0017 0.0247
zeit_sub 0
Ostl. Eisenzeit 2 0.0018 0.0253
6
West. Eisenzeit 8  0.0018 0.0295
Bronzezeit 5 0.0019 0.0380
Kultur Pazyryk 1 0.0016 0.0252
4
Aldy-Bel 4 0.0017 0.0293
Sarmaten 6 0.0018 0.0306
Cilikta 2 0.0024 0.0420
Tagar 5 0.0031 0.0492
Sintaschta 4 0.0077 0.0853

Die folgende grafische Darstellung (Abb. 26) verdeutlicht den Anstieg der Nukleotiddiver-

sitiat zwischen den Kulturgruppen der Eisen — und Bronzezeit.
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Abbildung 26: Grafische Darstellung der Mittelwerte der site-pije Gruppierung in
entsprechende Kulturstufen
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Das Verhiltnis eisenzeitlicher, skythischer Gruppierungen zu anderen prihistori-

schen Kulturgruppen
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Abbildung 27: PCA der untersuchten Proben und zusitzlichen aDNA Referenzen (Lazaridis et al.
2014; Fu et al. 2014; Jones et al. 2015; Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Jones et al. 2017; Sikora et
al. 2017). SK = Individuen der vorliegenden Arbeit, inklusive bronzezeitlicher und neolithischer Individuen
und Sarmaten; Aufteilung der bronzezeitlichen Steppenpopulationen der Refrenzen in ihre Untergruppen

Die Bezeichnung und Klassifizierung der prihistorischen Referenzindividuen in der vorlie-
genden PCA (Abb. 27) wurden der Studie von (Lazaridis et al. 2016) entnommen und sind
in der Tabelle B5 aufgelistet. Die Einteilung wird in der gesamten Arbeit beibehalten, um
Vergleiche mit anderen Publikationen zu etleichtern. Abkirzungen fiir Zeitstufen richten
sich nach den englischen Bezeichnungen Upper Paleolithic (UP), Iron Age (IA) und Bron-
ze Age. (BA). Bei erstmaliger Nennung werden Abkurzungen fir Jager-Sammler-

Populationen der Referenzindividuen (CHG, EHG, SHG, WHG) ausgeschrieben, im wei-
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teren Verlauf dann die gingigen Abkuirzungen beibehalten. Fir die PCA wird die Eintei-
lung der Gruppen in ihre Unterkategorien wenn moglich entsprechend (Lazaridis et al.
2016) vorgenommen. Die fiir die vorliegende Arbeit analysierten Individuen sind einheit-
lich in hell-grin dargestellt. Die eisenzeitlichen Proben der Altai-Region aus Sudsibirien
(Verh-Uimon, Sary-Bel, Zhana-Aul) (Allentoft et al. 2015) verteilen sich iiber den zentral-
asiatischen Raum, zwischen Tadschikistan und Usbekistan, und liegen innerhalb der Vertei-
lung der Proben aus Justyd, Berel und Arzan und Ak-Alacha. Individuen der Karasuk-
Kultur (Allentoft et al. 2015) breiten sich in der vorliegenden PCA beginnend in Osteuropa
bis in den zentral-asiatischen Raum aus und liegen zwischen frithen Sarmaten, Individuen
der Tagar-Kultur sowie kasachischen und std-sibirischen Fundplitzen. Die eisenzeitliche,
skythische Probe aus dem siidlichen Ural in Russland (Mathieson et al. 2015) fillt in die
Nihe der Steppe-Individuen der frihen bis mittleren Bronzezeit und liegt im Verbreitungs-
gebiet der Sarmaten und Ze3. Die Individuen der Andronovo -, Sintaschta - und Srubnaja-
Kultur der spiten bis mittleren Bronzezeit (Steppe_MLBA) liegen nord-westlicher und
niher an modernen, europiischen Populationen. Die Probe aus Kalinovka (Kol4) und
Kamal liegen genau in diesem Cluster und tiberschneiden sich mit der Verteilung der eu-
ropiischen Individuen des spiten Neolithikums und Bronzezeit in der hier erstellten PCA
(Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015). Mit Ausnahme von Kama6 liegen die Proben
aus Kamennyj Ambar und Novozavedennoe ebenfalls in diesem Bereich zwischen moder-

nen, osteuropdischen und europdischen Populationen.

Wurden die skythischen Proben fur die outgroup-f3-Statistik jeweils einzeln im Test mit
allen prihistorischen Populationen (Lazaridis et al. 2016) analysiert, ist die meiste geneti-
sche Drift zwischen den Skythen untereinander festzustellen. Eine Ausnahme bilden dabei
die Probe Bl4 der Tagar-Stufe, zwei Sarmaten, der Sake und eine Probe aus Kalinovka.
Hier finden sich nur sechs skythische Proben (Kol4, Kama6, Bel, A19, Bel0 und BI2) Fir
diese Proben konnten f3-Werte mit aDNA-Vergleichspopulationen innerhalb der héchsten
20 Werte berechnet werden. In der folgenden Tabelle (Tab. 18) sind diese Proben mit den
entsprechenden prihistorischen Populationen dargestellt. Der Rang gibt die Position des
f3-Werts innerhalb der hchsten 20 an.

In den Erginzgenden Informationen_I3 sind alle Ergebnisse der outgroup-f3-Statistik mit dem
Lazaridis-Datensatz als Test-Population fiir die héchsten 20 der £3-Werte aufgelistet. Die
Standardfehler der f3-Werte sind auch hier sehr hoch und tberwiegend nicht klar zu unter-

scheiden
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Tabelle 18 Auflistung der outgroup-f3-Ergebnisse der skythischen Proben mit aDNA Referenzpopu-
lationen ((Lazaridis et al. 2016) mit priahistorischen Populationen unter den hochsten 20 Werten; AG =
Aullengruppe; f_3 = berechneter f3-Wert; std.err = Standardfehler, SNPs = Anzahl der fir die Berechnung
zugrundeliegenden SNPs, Rang = Position des dargestellten f3-Werts

Probe Test AG f3 std. err SNPs Rang

Bl4 Andronovo S_Mbuti 0.303 0.007 7920 20
Bl4 WHG S_Mbuti 0.303 0.008 593 19
Bl4 Poltavka S_Mbuti 0.303 0.007 7826 18
Bl4 Steppe_IA S_Mbuti 0.307 0.008 7436 17
Bl4 Yamnaya-Samara S_Mbuti 0.308 0.008 8021 16
Bl4 Europe_LNBA S_Mbuti 0.311 0.008 7558 15
Bl4 SHG S_Mbuti 0.313 0.007 8923 14
Bl4 Loschbour S_Mbuti 0.313 0.008 4776 13
Bl4 Potapovka S_Mbuti 0.313 0.010 7689 11
Bl4 Srubnaja S_Mbuti 0.317 0.008 5280 10
Bl4 MAI1 S_Mbuti 0.318 0.009 6765 9
Bl4 Steppe_Eneolithic S_Mbuti 0.322 0.009 6224 7
Bl4 EHG S_Mbuti 0.323 0.008 8335 6
Bl4 Russia_ EBA S_Mbuti 0.324 0.015 2095 5
Kall IberiaBA S_Mbuti 0.303 0.015 2604 17
Kamal0  Loschbour S_Mbuti 0.285 0.007 41582 19
Kamal0 Russia_ EBA S_Mbuti 0.285 0.014 19791 18
Kamal Steppe_IA S_Mbuti 0.285 0.009 31738 19
Kamal Russia_EBA S_Mbuti 0.288 0.017 17269 17
Kamal Potapovka S_Mbuti 0.292 0.011 27203 13
Kamab6 EHG S_Mbuti 0.313 0.013 23782 20
Kama6 Russia_ EBA S_Mbuti 0.321 0.026 12208 16
Kama7 Russia_ EBA S_Mbuti 0.330 0.043 7639 14
Pril Russia_ EBA S_Mbuti 0.319 0.022 1296 11
Pr3 Bichon S_Mbuti 0.314 0.015 21322 15
Ul12 Europe_LNBA S_Mbuti 0.276 0.007 10994 18

Bei der outgronp-3-Analyse der gemeinsamen genetischen Drift mit ausschlieBlich aDNA-
Referenzpopulationen als Test sind mit wenigen Ausnahmen (J12-6 Barsucij Log, Berel,
Ak-Alacha, Kamennyj Ambar und Solonzy), die £3-Werte aufgrund der hohen Standardfeh-
ler nicht eindeutig voneinander zu trennen. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt anhand
der Einteilung der Fundplitze nach ihrer geografischen LLage und Zeitstufe. Die Individuen
mit einer Sonderstellung in der PCA werden getrennt analysiert. Es sollen die 10 hochsten
f3-Werte je Fundplatz niher betrachtet werden.

Die hochsten 20 outgroup-f3-Ergebnisse sind in den Ergangenden Informationen_I3 aufgelistet.

Genetische Drift zwischen dstlichen SRythen der Eisenzeit und préibistorischen Kulturgruppen

Die Individuen der beiden Fundplitze Barsuc¢ij Log und Ulzan weichen in der PCA stark
von ihrer geografischen Lokalisation gab. Die sibirischen Proben aus dem Minusinsker

Becken teilen die hochsten f3-Werte mit 6stlichen Jiager-Sammlern, nordeuropiischen Ja-
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ger-Sammlern (SHG) und Steppe-Bewohnern der frithen bis spiten Bronzezeit (Abb. 28).
Die ost-kasachische Probe weist sehr hohe Standardfehler der f3-Werte auf. Die meiste
genetische Drift zeigt Ul2 mit Europe_ LNBA, gefolgt von Russia_ EBA, Vertretern der
Jamnaja-Samara Kultur und nordeuropiischen Jager-Sammlern (SHG). Erstmal ist fir Ul2

eine chalkolitische Probe aus Anatolien mit einem hohen f3-Wert vertreten (Lazaridis et al.

20106).
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Abbildung 28: outgroup-13-Statistik eisenzeitlicher, 6stlicher Proben im Vergleich zu prihistorischen
Kulturgruppen der Form £3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind die hochsten 20 Werte in-
klusive Standardfehler

Die siid-sibirische Probe J12-6 aus dem Chuya-Tal zeigt die meiste genetische Drift mit
einem paliolithischen Individuum siid-zentral Sibiriens (MA1), der eisenzeitlichen, skythi-
schen Probe, Individuen der Poltavka-Kultur, dneolithischen Steppebewohnern und Ostli-
chen Jdger-Sammlern (EHG) (Abb. 29). Fir die verbleibenden Proben desselben Fund-
platzes konnen die £3-Werte aufgrund hoher Standardabweichungen nicht eindeutig unter-
schieden werden. Es finden sich jedoch auch hier MA1, 6stliche Jager-Sammler (EHG)

und Steppe-Eneolithic unter den hochsten f3-Werten.
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Abbildung 29: outgroup-f3-Statistik der Proben aus Justyd im Vergleich zu prihistorischen
Kulturgruppen der Form f3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20 Werte
inklusive Stan-dardfehler

Die Probe A21 weist im Vergleich zu den gruppierten Individuen des Fundplatzes Arzan
die meiste genetische Drift mit MA1 und 6stlichen Jager-Sammlern auf. Die weiteren Pro-
ben des Fundplatzes Arzan hingegen mit dneolithischen Steppe-Individuen und MA1 (Abb.
30). Die weiteren f3-Werte liegen gré3tenteils im Bereich der Standardfehler der nachstfol-

genden Werte.

A21 Arzan
MA1- I—'—| Steppe_Eneolithic- }—~—|
EHG- ] MA1- —
Russia_EBA- } I Poltavka- I—-—|
Loschbour- |—°—| SHG- l—'—{
Afanasievo- |_°_| EHG- l—'—{
Steppe_|A- I—-—{ Potapovka- }—°—|
SHG- }—0—| ‘Yamnaya-Samara- I—'—{
Andronovo- |—-— Srubnaya- l—*—'
Yamnaya-Samara- }—-o— Afanasievo- |—0—|
Poltavka- }—~—| Bichon- |—v—|
Bichon- }—*—' WHG- |—~—|
Yamnaya_Kalmykia- I—-—' Steppe_lA- |—-—|
WHG- e Europe_LNBA- —]
Sintashta_MBA- |—-—| Andronovo- l—'—|
Armenia_EBA- I—'—| Russia_EBA- I I
Iran_Hotulllb- I I Yamnaya_Kalmykia- }—0—|
CHG- }—0—| Loschbour- }—0—{
Europe_MNChL - b—— Sintashta_MBA- b
Steppe_Eneolithic- |—°—| Armenia_MLBA- I—-—|
Europe_LNBA- e Europe_MNChL- f————]
] 8 & 5 g 5
=] =] o (=] o o

Abbildung 30. outgroup-f3Statistik der Proben aus ArZan im Vergleich zu prihistorischen
Kulturgruppen der Form f3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20 Werte
inklusive Stan-dardfehler
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Die Proben des kasachischen Altai-Gebirges und dem stud-sibirischen Ukok-Plateau zeigen
die meiste genetische Drift mit Ostlichen Jager-Sammlern aus Karelia und Individuen der

Jamnaja-Samara-Kultur des Aneolithikums (Abb. 31).
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Abbildung 31: outgroup-f3-Statistik der Proben aus ArZan im Vergleich zu prihistorischen
Kulturgruppen der Form f3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind die héchsten 20 Werte
inklusive Stan-dardfehler

Die £3-Werte der beiden Proben Ze3 und Ze4 des ostkasachischen Fundplatzes weisen
hohe Standardfehler in ihren f3-Werten auf (Tab.19). Beide Proben teilen die meiste geneti-
sche Drift mit Russia-EBA und 6stlichen Jagern-Sammlern. Ze3 weist hohe £3-Werte fiir
SHG und europiischen Individuen des Neolithikums und der Bronzezeit auf, Ze4 hinge-

gen fir MA1 und Kulturgruppen der Steppe in der frithen Bronzezeit.

Tabelle 19 outgroup-f3-Statistik der Proben aus Zevakino im Vergleich zu prihistorischen Kultur-
gruppen der Form f3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind jeweils die h6chsten 5 Werte; AG
= AuBlen-gruppe; f_3 = berechneter f3-Wert; std.err = Standardfehler, Z = Z-score; SNPs = Anzahl der fiir
die Berechnung zugrundeliegenden SNPs,

Probe  Test AG f3 std. err Z SNPs
Ze4d Potapovka S_Mbuti  0.253 0.009 26.851 5146
Ze4d MA1 S_Mbuti  0.255 0.009 29916 6953
Zed Afanasievo S_Mbuti  0.256 0.007 39.154 8384
Zed Russia_ EBA S_Mbuti  0.257 0.015 17.688 2308
Zed EHG S_Mbuti  0.260 0.007 37.518 8491
Ze3 Europe_LNBA S_Mbuti  0.281 0.009 32,106 5909
Ze3 Steppe_Eneolithic S_Mbuti  0.284 0.010 28.583 4706
Ze3 EHG S_Mbuti  0.285 0.008 34.579 6091
Ze3 SHG S_Mbuti  0.290 0.008 35.124 5557

Ze3 Russia_ EBA S_Mbuti  0.292 0.017 16.998 1700
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Genetische Drift zwischen westlichen Skythen der Eisenzeit und pribistorischen Kulturgruppen

Die Gruppe der 6stlichen und westlichen Jager-Sammler (EHG, WHG) sowie Individuen
der Andronovo-Kultur sind bei den westlichen Proben der Eisenzeit, Kol4, Nov7 und
Pokrovka unter den hochsten 10 f3-Werten zu finden (Abb. 32). Die frithen Sarmaten und
die Skythische Probe aus SW-Russland besitzen die meiste genetische Drift mit SHG, Rus-
sia_EBA und Steppe-Eneolithic. Eine Nihe zu Individuen der Poltavka, Jamnaja und Sin-

taschta-Kultur ist anhand der hochsten f3-Werte fiir Nov7 und Proben aus Pokrovka fest-

zustellen.
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Abbildung 32: outgroup-f3-Statistik eisenzeitlicher Proben SW-Russlands im Vergleich zu prihisto-
rischen Referenzpopulationen der Form £3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind die héchsten
20 Werte inklusive Standardfehler
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Genetische Drift zwischen bronzezeitlichen Proben und prabistorischen Kulturgruppen

Die bronzezeitlichen Proben der Sintaschta-Kultur zeigen die meiste genetische Drift mit
einem frith-bronzezeitlichen Steppe-Bewohner aus dem heutigen Stalingrad in Russland
(Allentoft et al. 2015). Die folgenden f3-Werte fallen in den jeweiligen Standardfehler von-
einander (Abb. 33). Fir die bronzezeitliche Probe aus Kalinovka ist aufgrund der hohen
Standfehler der f3-Werte keine aussagekriftige Beurteilung der f3-Ergebnisse moglich. Un-
ter den hochsten 10 f3-Werten liegen Iberia-BA (WHG), Steppe-Individuen der frithen —
bis spaten Bronzezeit, Ostliche Jiger-Sammler (EHG), die skythische, eisenzeitliche Probe
(Steppe_IA), MA1, SHG und ineolithische Steppenbewohner der Samara-Kultur
(Mathieson et al. 2015).
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Abbildung 33: outgroup-13-Statistik bronzezeitlicher Proben SW-Russlands im Vergleich zu
préhistorischen Referenzpopulationen der Form f3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind die
hochsten 20 Werte inklusive Standardfehler

Genetische Drift zwischen neolithischen Proben und pribistorischen Kulturgruppen

Die beiden neolithischen Proben Sol5-9 und Sol5-1 weisen die hochste genetische Drift
mit MA-1 aus Mal’ta in Sudsibirien aus dem Jungpaldolithikum auf (Raghavan et al. 2013)
und mit Ostlichen Jdger-Sammlern auf, gefolgt von eisenzeitlichen und édneolithischen

Steppeindividuen (Abb. 34).
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Abbildung 34: outgroup-f3-Statistik neolithischer Proben SW-Russlands im Vergleich zu
préhistorischen Kulturgruppen der Form £3(6=S_Mbuti; Test, Skythen); dargestellt sind die
héchsten 20 Werte inklusive Standardfehler
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Um die Position der Fundplitze Ulzan, Barsudij Log und Zevakino in der PCA, sowie die

Sonderstellung der Proben J12-6 und A21 zu uberprifen, wurde eine outgronp-f3-Statistik

wie oben durchgefiihrt. Es wurden jedoch die Proben J12-6 und A21 und zusitzlich die

verbleibenden Proben des entsprechenden Fundplatzes als Referenz in die Analyse mit

einbezogen. Die meiste genetische Drift teilen die untersuchten Individuen oder Fundplit-

ze entsprechend ihrer Lage in der vorliegenden PCA (Abb. 13). Die Individuen der Tagar-

Kultur zeigen zusatzlich eine Nihe zu den neolithischen Proben aus Solonzy und 6stlichen

Jagern-Sammlern. In der folgenden Tabelle (Tab. 20) sind die hochsten 5 £3-Werte fiir die

drei eisenzeitlichen Fundplitze, sowie die Proben Ze3, Ze4, A21 und J12-6 aufgelistet.
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Tabelle 20 Auflistung der outgroup-f3-Ergebnisse der skythischen Proben mit aDNA Referenzpopu-
lationen ((Lazaridis et al. 2016); die fiinf hochsten f3-Werten sind aufgelistet; AG = Aullen-gruppe; f_3
= berechneter f3-Wert; std.err = Standardfehler, Z = Z-score; SNPs = Anzahl der fir die Berechnung zu-
grundeliegenden SNPs,

Probe Test AG f3 std. err Z SNPs

A21 Ak-Alacha S_Mbuti 0.284 -0.007 43.356 12135
A21 Berel S_Mbuti 0.287 0.007 44.028 12355
A21 Ze4 S_Mbuti 0.302 0.014 21.363 2613
A21 Solonzy S_Mbuti 0.321 0.013  25.507 2838
A21 J12-6 S_Mbuti 0.324 0.012  26.195 3553
Barsudij EHG S_Mbuti 0.286 0.004 70.484 57872
Barsudij Ze3 S_Mbuti 0.287 0.012  23.809 2515
Barsudij Solonzy S_Mbuti 0.288 0.010 29.568 3903
Barsucij Nov7 S_Mbuti 0.288 0.017 17.432 1363
Barsucij Kalinovka S_Mbuti 0.296 0.012 24.618 2953
J12-6 Ak-Alacha S_Mbuti 0.290 0.008 37.049 8166
J12-6 Ze3 S_Mbuti 0.290 0.018 16.483 1588
J12-6 Zed S_Mbuti 0.300 0.016 18.764 2118
J12-6 A21 S_Mbuti 0.324 0.012  26.195 3553
J12-6 Solonzy S_Mbuti 0.338 0.015 23.009 2354
Ulzan Europe_LNBA S_Mbuti 0.276 0.007 40.466 10994
Ulzan Pokrovka S_Mbuti 0.278 0.011 25.708 3219
Ulzan Ze3 S_Mbuti 0.285 0.017 16.519 1605
UlZan Nov S_Mbuti 0.286 0.022  12.754 937
UlZan Kalinovka S_Mbuti 0.301 0.016 19.036 1958
Ze3 Kamennyj S_Mbuti 0.301 0.018 16.671 1416
Ze3 Kolbino S_Mbuti 0.310 0.027 11.393 704
Ze3 Pokrovka S_Mbuti 0.313 0.014 22.103 1871
Ze3 Nov S_Mbuti 0.316 0.030 10.672 649
Ze3 Kalinovka S_Mbuti 0.317 0.020 16.133 1266
Ze4d Justyd S_Mbuti 0.296 0.012  25.409 3489
Ze4d Berel S_Mbuti 0.296 0.010 30.375 5263
Ze4d J12-6 S_Mbuti 0.300 0.016 18.764 2118
Ze4d A21 S_Mbuti 0.302 0.014 21.363 2613
Zed Solonzy S_Mbuti 0.310 0.017 18.547 1889

Populationsstrukturen innerhalb der Kulturgruppen der Steppenreiter und Ver-

gleich zwischen prihistorischen Referenzdaten der Bronze — und Eisenzeit

Die prihistorischen Vergleichspopulationen (Lazaridis et al. 2016) welche in der £3-Statistk
die meiste genetische Drift mit skythischen Proben teilen, wurden fiir die D-Statistik ein
gesetzt: CHG, EHG, SHG; WHG, Iberia_BA, MA1, Russia_EBA, Steppe_IA, Step-
pe_Eneolithic, Poltavka, Europe_LNBA, Jamnaja-Samara, Anatolia_ChlL, Potapovka,
Srubnaja und Afanasievo. Die Reiternomaden der vorliegenden Arbeit wurden hierfiir in
ihre entsprechende Kulturstufe gruppiert. Es wurde jede mogliche Kombination mit den
16 prahistorischen Kulturgruppen aus dem Lazardis-Datensatz getestet. Insgesamt konnten

so 7510 Biaume generiert werden, davon erzielten 852 ein signifikantes Ergebnis. Alle Er-



- 104 -

gebnisse der D-Statistik mit einem signifikanten Z-Wert (|Z| > 3 oder (|Z]| < 3) sind in

den Ergdnzenden Informationen_I4 aufgelistet.

Die D-Statistik wie in Kapitel 3.3 beschrieben kann mit der Form D(Skythen-A, Skythen-B,
Skythen-C, AG) eingesetzt werden, um auf Populationsstrukturen innerhalb der in der vor-
liegenden Arbeit analysierten Proben zu testen. Hierfiir wurde Mbuti wie bereits fiir die
outgroup-f3-Statistik erneut als AuBlengruppe (AG) verwendet und fir Skythen A-C jeweils
jede mégliche Kombination der hier vorgestellten Kulturgruppen eingesetzt. Fir 11 Kom-
binationsmdoglichkeiten konnten signifikante D-Statistiken erzielt werden (Tab. 21). Wobei
ein negativer D-Wert eher eine gemeinsame genetische Abstammung von Population B zu
C unterstitzt als zwischen Population A und C und somit der Baum der Form D(((A, C)

B) AG) widerlegt werden kann.

Tabelle 21 Signifikante D-Statistiken (| Z | >3 und |Z | <3) det Form D (A, B, C, AG)

A B C AG D-Wert SD Z-Wert SNPs

Sake Pazyryk Aldy-Bel S_Mbuti -0.00597  0.00192 -3.114 12702
Sake Pazyryk Solonzy S_Mbuti -0.00921  0.00258 -3.577 6576
Sintaschta Pazyryk Aldy-Bel S_Mbuti -0.00786  0.00180 -4.355 14302
Sintaschta Aldy-Bel Pazyryk S_Mbuti -0.00625  0.00169 -3.699 14302
Sintaschta Cilikta Solonzy S_Mbuti -0.01169  0.00372 -3.145 3567
Tagar Solonzy Aldy-Bel S_Mbuti -0.00868  0.00242 -3.585 7911
Pazyryk Sarmaten Sintaschta ~ S_Mbuti -0.00711  0.00219 -3.241 9901
Solonzy Tagar Aldy-Bel S_Mbuti 0.00868  0.00242 3.585 7911
Pazyryk Sintaschta  Aldy-Bel S_Mbuti 0.00786  0.00180 4355 14302
Pazyryk Sake Aldy-Bel S_Mbuti 0.00597  0.00192 3.114 12702
Aldy-Bel Sintaschta  Pazyryk S_Mbuti 0.00625  0.00169 3.699 14302

Basierend auf der D-Statistik teilen die Individuen der Pazyryk-Kultur eher eine gemeinsa-
me Abstammung mit Individuen der Aldy-Bel-Kultur als mit der sakischen Proben (UlI2)
oder den bronzezeitlichen Individuen der Sintaschta-Kultur. Die beiden neolithischen Pro-
ben aus Solonzy weisen eine héhere genetische Drift zur Pazyryk- und Aldy-Bel- Kultur
und Individuen der Cilikta -Stufe auf als zu dem Sake aus Ulzan, den Proben der Sintaschta

und Tagar-Kultur.

Bei einer D-Statistik der Form D(Skythen-A, Test, Skythen-C, AG) unterstiitzt ein positi-
ver D-Wert eine gemeinsame Abstammung und eine héhere genetische Drift zwischen den

beiden skythischen Populationen. Ein negativer D-Wert weist auf eine Néihe zwischen der
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Test-Population zur skythischen Population C hin und bestitigt somit einen Baum der
Form ((B, C) A) AG). In der folgenden Tabelle (Tab. 22) sind alle Kombinationen mit

einem signifikanten, negativen Wert aufgelistet.

Tabelle 22 Signifikante D-Statistiken (| Z | <3) der Form D (A, Test, C, AG)

A B C AG D-Wert SD Z-Wert SNPs
Pazyryk  EHG Sintaschta  S_Mbuti -0.00415  0.00117 -3.551 42697
Pazyryk  SHG Sintaschta  S_Mbuti -0.00395  0.00102 -3.883 42773
Pazyryk  WHG Sintaschta  S_Mbuti -0.00364  0.00116 -3.148 44080
Pazyryk  Poltavka  Sintaschta S_Mbuti -0.00325  0.00099 -3.302 44670
Pazyryk ~ Yamnaya- Sintaschta S_Mbuti -0.00373  0.00109 -3.434 41170
Samara
Aldy-Bel SHG Sintaschta  S_Mbuti -0.00581  0.00175 -3.314 15509
Pazyryk ~ SHG Skythen S_Mbuti -0.00682  0.00219 -3.120 8412
Pazyryk  EHG Tagar S_Mbuti -0.00379  0.00074 -5.111 127214
Pazyryk ~ SHG Tagar S_Mbuti -0.00228  0.00068 -3.357 127300
Pazyryk  Yamnaya- Tagar S_Mbuti -0.00254  0.00069 -3.680 122773
Samara

Wird ein Baum der Form D(Pazyryk, Test, Sintaschta, AG) getestet, teilen die bronzezeitli-
chen Individuen eine gemeinsame Abstammung mit allen Jager-Sammler-Populationen,
Individuen der Poltavka- und Jamnaja-Kultur. Die Proben der Tagar-Gruppe aus Barsucij
Log weisen bei einer D-Statistik der Form (Pazyryk, Test, Tagar, AG) eine geteilte, geneti-
sche Drift mit EHG und SHG, sowie Vertretern der Jamnaja-Samara-Gruppe auf. Die

Probe aus Kolbino zeigt eher eine Nahe zu SHG als zu Individuen der Pazyryk-Kultur.

Baume der Form D(Test-A, Test-B, Skythen-C, AG) mit relevanten prihistorischen Kul-
turgruppen des Lazaridis-Datensatzes als Test-A bzw. Test-B ermdglichen eine gemeinsa-
me Abstammung der jeweiligen skythischen Kulturgruppe zu einer der beiden Referenzpo-
pulationen zu testen. Im Zuge der Hypothesendiskussion im Kapitel 5.3 werden relevante
Ergebnisse dieser D-Statistik aufgefithrt und im jeweiligen populationshistorischen Kontext
diskutiert. Allerdings kénnen nur Biume mit einem signifikanten D-Wert ausgewertet wer-
den, was bedeutet, dass nicht alle fiir die Diskussion sinnvollen Kombinationen mit einbe-

zogen werden kénnen.
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5. Diskussion

5.1 Effizienz der selektiven Anreicherung nukleirer DNA
und Diskussion der finalen Probenauswahl

Fir ein in-solution Anreicherungsverfahren sind zum Zeitpunkt der durchgefiihrten Labor-
versuche (Stand 2014) Kits von verschiedenen Herstellern erhiltlich. In den angebotenen
Packeten ist jeweils eine Erstellung bzw. Produktion der bait-library und benétigten Chemi-
kalien fir die Anreicherung enthalten. In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst MY-
baits® von MYcroarray, NimbleGen von Roche und SureSelect*” von Agilent exempla-
risch anhand einer Probe getestet, deren nukledrer DNA-Gehalt bereits durch Vorversuche
als hoch eingestuft werden konnte. Basierend auf den durchgefithrten Analysen wurde das
Anreicherungskit MYbait von MYcroarray ausgewihlt. Die Spezifitit des captures, also
der prozentuale Anteil an Sequenzen, der gegen die capture-Regionen im Vergleich zum
gesamten Genom (hg19) aligniert wird, liegt bei 72,8 % und ist bei den Kits der anderen
beiden Hersteller mit 76 % und 91 % hdher. Die minimale, maximale und durchschnittli-
che Abdeckungstiefe ist jedoch bei der Anwendung des MYbait-Kits am hoéchsten (46.8
x/142.6 x/108.5 x). AuBerdem ist die flexible Handhabung im bait-Design ein klarer Vor-
teil, da hier bait-Linge und Art der Nukleotidsequenz (RNA/DNA) frei gewihlt werden
koénnen. Auch die mogliche #/ing-Frequenz ist benutzerdefiniert. Diese hat einen signifikan-
ten Finfluss auf die Abdeckungstiefe und den capzure-Erfolg (Tewhey et al. 2009)

Alle eingesetzten Chemikalien sind in ihrer jeweiligen Konzentration bekannt und separat
lieferbar. So besteht die Méglichkeit Modifikationen am Protokoll vorzunehmen und gege-
ben falls an die Qualitit der Proben anzupassen (Hofmanova et al. 2016; Kreutzer 2017)
Das fiir die vorliegenden Proben verwendete Protokoll wurde im Laufe der Bearbeitung an
die neue Version des MYbait-Handbuches adaptiert oder Verbesserungen aus Publikatio-
nen entnommen. So wurde die Zyklen-Zahl der beiden Amplifikationen nach den capture-
Runden reduziert und die quantifizierbare DNA-Konzentration am Ende einer jeden cap-
ture-Runde durch eine doppelte Elution der isolierten DNA von den bait -bead-Komplexen
deutlich erh6ht. Als magnetische Beads werden die Dynabeads ® MyOne ™ Streptavidin
T1 (Thermo Fisher Scientific) eingesetzt. In aktuellen Handbtichern (ab v2.3) ist unterdes-
sen eine on-bead-PCR standardisiert. Hierbei werden die bait-bead-Komplexe nicht aufge-
trennt, sondern eine Amplifikation an den zunichst gebundenen Sequenzen durchgefiihrt,

wodurch eine Denaturierung mittels NaOH entfillt.
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Die Auswahl der Proben fur eine anschlieBende Anreicherung nukledrer Regionen basiert
auf den Ergebnissen der Qualititsbestimmung der erstellten /braries. Insgesamt wurde
Knochenmaterial von 77 Proben aus Zentralasien und SW-Russland extrahiert und in
DNA-Bibliotheken tiberfithrt. Die anschlieBende Qualititskontrolle, das sogenannte scree-
ning, umfasst eine MiSeq-Sequenzierung auf die erstellten /braries, um den endogenen
DNA-Gehalt eines DNA-Extraktes zu ermitteln. Zusitzlich wird eine quantitative rea/~timze-
PCR auf die fill-in-Produkte der /ibrary-Erstellung vor der ersten Amplifikation durchge-
fihrt, um eine absolute Molekilzahl des vorliegenden DNA-Extrakts zu bestimmen.
Quantitative Messungen mittels Qubit und Agilent Bioanalyzer auf die amplifizierten /brari-
es geben Hinweise auf die Konzentration und mogliche Dimer-Bildung durch Primer- und
Adapterstrukturen. 41 Proben wurden aufgrund einer hohen Molekiilzahl und hohem en-
dogenen DNA-Gehalt ausgewihlt. Die durchschnittliche Molekiilzahl liegt bei 10" Adaptet-
ligierten Molekiilen je mg Knochenpulver. Der endogene DNA-Gehalt der sereening-libraries
betrigt durchschnittlich 23,7 % (3,36-71,11%). Bei 31 Proben liegt der endogenen DNA-
Gehalt der sereening-libraries bei > 10 %. Fur die Proben Kall, Kamal0, Kol4, Nov7, Sol5-1,
Pr3, Pr8, Pr11 und Prl12 liegt der DNA-Gehalt unter dem festgelegten Schwellenwert, in
den fill-in-Produkten konnte jedoch eine Molekiilzahl von > 10" bestimmt werden. Die
Proben wurden aufgrund ihrer geografischen Lage und Datierung in die Bronzezeit trotz-
dem fiir ein weiteres Anreicherungsverfahren ausgewihlt. Es wurden daher mindestens 5
und maximal 8 verschiedene /Jbraries erstellt und fir das anschlieBende caprure gepoolt, um
eine moglichst hohe molekulare Komplexitit der Ausgangs-/brary fur die Anreicherung zu

erzielen.

Der molekulare Erhaltungszustand der Proben kann generell fiir prihistorisches Material
als sehr gut bezeichnet werden.

Alle Proben, die aufgrund ihrer geografischen Lage der 6stlichen Gruppe zugeordnet wer-
den konnten, wurden gréfitenteils aus Permafrostboden geborgen. In den durch Eis kon-
servierten Gribern des Pazyryk-Valley konnten Proben und Grabbeigaben in aullerge-
wohnlich gutem Erhaltungszustand geborgen werden (Van Noten and Polosmak 1995).
Die konstant niedrigen Temperaturen ermoglichen einen sehr guten DNA-Erhalt tber
einen lingeren Zeitraum, da Schidigungsprozesse der DNA-Molekiile reduziert werden.
Zusitzlich erfolgte eine Vorauswahl von 32 Proben aufgrund positiver Ergebnisse mehre-

rer Multiplex-PCRs auf nukleire Marker (durchgefiihrt von Martina Unterlinder).

Fir 31 Proben konnte eine Abdeckung der Zielregionen von tber 5 x erreicht werden.

19 Proben zeigen mit einer durchschnittlichen coverage von 5 - 20 x eine gute Abde-
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ckungstiefe. Acht Proben liegen mit einer Abdeckung zwischen 21,13 x und 54,7 x in ei-
nem mittleren Bereich. Zwei Proben aus Ak-Alacha (Ak5-8, Ak1-1) und zwei kasachische
Proben (Bel0, Ul2) erreichen eine auB3ergewohnlich hohe coverage von > 80 x. Fir die Pro-
ben Bel0 und UlI2 konnte das DNA-Material aus Felsenbeinen gewonnen werden, die be-
reits in Studien als Skelettmaterial mit Uberdurchschnittlich gutem Erhaltungszustand und
hoher Molekiilzahl beschrieben wurden (Gamba et al. 2014; Pinhasi et al. 2015; Kreutzer
2017), was sich in der vorliegende Arbeit bestitigt und das Ergebnis der Sequenzierung
erklart. Fur die Proben Ak5-8 und Akl-1 wurden nur 4 libraries fiir die Anreicherung ge-
poolt und 1337 bzw. 1439 ng eingesetzt. Beide zeigen jedoch mit 201318 bzw. 263198 Se-
quenzen eine sehr hohe read-Anzahl ohne Duplikate, welche gegen die caprure-Region alig-
niert werden kann. Vergleichbar mit 245555 Sequenzen der Felsenbein-Probe Bel0. Wih-
rend fiir Akl-1 eine hohe Molekiilzahl pro mg Knochenpulver von 6,21E+08 bestimmt
werden konnte, weist die Probe Ak5-8 einen sehr hohen endogenen DNA-Gehalt von

71.11 % auf, was die vorliegenden Ergebnisse erkliren kann.

Insgesamt variiert die Abdeckung aller capture-Produkte untereinander stark und liegt zwi-
schen 1,92 x und 124,95 x, durchschnittlich bei 22,82 x. Die Spezifitit des caprures kann
Uber die durchschnittliche Abdeckung der Zielregionen festgestellt werden und ist mit
65,10 % - 94,64 % sehr gut. Die Werte im unteren Bereich erklaren sich dadurch, dass auch
Proben bereits nach der ersten capture-Runde sequenziert und mit Ergebnissen aus der
zweiten Runde zusammengefithrt wurden (Ak1-1, Be4, Be9, Bel4). Da das capture nach nur
einem Durchlauf noch sehr unspezifisch ausfallt, kann noch keine maximale Spezifitit er-
zielt werden. In diesen Fillen ist die Abdeckung des gesamten Genoms in % ebenfalls h6-
her und liegt zwischen 7,67 % und 18,06%. Bei capture-Produkten, die ausschliefllich nach

der zweiten Runde sequenziert wurden, ist das gesamte Genom zu 2,53 % abgedeckt.

Die Abdeckung der gesamten Region in % korreliert nicht mit der durchschnittlichen
coverage einer Probe. Es besteht auch kein direkter Zusammenhang zwischen der Effizienz
des captures (alignierte Sequenzen in den capture-Regionen im Verhaltnis zu allen alignierten
reads) und der Abdeckung der Regionen. Schlie3t man Proben mit einer Abdeckung < 5 x
fir die Berechnung des Mittelwerts aus, erhoht sich der Wert nur minimal von 71,71 % auf
72,28 %

Wihrend die vollstindige Abdeckung der Zielregionen nicht mit dem endogenen DNA-
Gehalt einer Probe korreliert, zeigen die Proben mit der hochsten coverage jedoch auch den
héchsten Wert an Molekiilen in den getesteten fi/-in-Produkten der sereening-libraries. Nach-

folgende Abbildung (Abb. 35) zeigt deutlich, dass fur die 5 Proben Ak5-8, Akl-1, Be9,
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Bel0 und Ul2 mit einer Abdeckung > 50 x ebenfalls die héchsten Molekilzahlen per mg
Knochenpulver der entsprechenden Extraktionen quantifiziert werden konnten. Eine ver-
gleichbare Molekiilzahl wie bei Probe Ak5-8 konnte auch fiir drei weitere Proben gemessen
werden. Die Tiefe der Abdeckung der Probe aus Ak-Alacha ist wahrscheinlich auf die
Kombination der hohen Komplexitit der DNA-/brary in Verbindung mit dem aul3erge-
wohnlich hohen endogenen DNA-Gehalt von 71,11 % zurtickzufiithren.
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Abbildung 35 Abdeckung der Zieltegionen im Verhiltnis zur quantifizierten Molekiilzahl der scree-
ning-libraries einer Probe

Die laborseitig durchgefithrten Kontaminationskontrollen zeigten keine quantifizierbaren
Ergebnisse in der Qubit- oder Bioanalyzer-Messung. Die detektierte Molekiilzahl der /bra-
ry-Leerkontrollen nach dem fi//-in Schritt betragt zwischen 1.75E+05 -8.69E+05 Molekii-
len. Die tber eine MiSeq-Sequenzierung analysierten /Jbrary-Leerkontrollen zeigten zwi-
schen 22-281 alignierten Sequenzen. Die detektierten Resultate der Leerkontrollen von
qPCR und MiSeq-Sequenzierung wurde als unauffillig eingestuft. Die Bestimmung der
Deaminierungsrate am 5-Ende der aller Sequenzen der capture-Produkte zeigt eine durch-
schnittliche Rate von 15,13 %. Lediglich fir die Probe Ak5-8 konnte eine niedrige Rate
von mD5=2,75 % festgestellt werden. Diese Probe weist ebenfalls, wie bereits im oberen
Abschnitt erwihnt, einen insgesamt sehr guten Erhaltungszustand auf. Basierend auf den
Kontaminationsbestimmungen mittels contaMIX (Fu et al. 2013) und ANGSD

(Korneliussen et al. 2014) ist die Probe als authentisch einzuschitzen.



- 110 -

Eine Kontaminationsbestimmung anhand der mitochondrialen DNA (contaMIX) zeigt fur
drei Proben Werte unter dem festgelegten Authentizititswert von 91 %. Die Proben J12_1,
A21 und BI3 kénnen mit einem Authentizititswert von 85,6%, 70,06 % bzw. 75,42 % nicht
als authentisch eingestuft werden, zeigen jedoch bei der Kontaminationsbestimmung basie-
rend auf dem X-Chromosom keine Auffalligkeiten. Fiir die Probe A21 wurde zudem eine
niedrige Deaminierungsrate von 5,98 % festgestellt. Eine X-Chromosom-basierte Konta-
minationsbestimmung (ANGSD) zeigt erh6hte Werte fir Kol4, Kall, Sol5-1 und BI2. Alle
vier Proben sind mit einem Authentizititswert von tuber 94 % durch die zweite Methode
der Kontaminationsbestimmung und einer Deaminierungsrate mit tber 10 bzw. 20 % als
authentisch zu bewerten.

Alle Proben werden fir die anschlieBende Bearbeitung beibehalten. Die Interpretation der
Ergebnisse sollte jedoch unter Berticksichtigung einer méglichen Kontamination diskutiert

werden.

Somit konnten 5 Individuen der Bronzezeit (Kamal, Kama6, Kama7, Kamal0, Kall), zwei
neolithische Proben (Sol5-1, Sol5-9) und 34 eisenzeitliche Proben fiir populationsgeneti-
sche Analysen gewonnen werden. Die eisenzeitlichen Fundplitze in SW-Russland mit der
Skythin aus Kolbino, einer Vertreterin der Initialen Skythen aus Novozavedennoe und die
frihen Sarmaten aus Pokrovka kénnen in eine westliche Gruppe eingeordnet werden. Die
eisenzeitlichen Proben der siid-sibirischen Fundplitze Arzan, Ak-Alacha, Justyd, werden
der Pazyryk-Kultur zugewiesen und werden den Ost-Skythen zugerechnet. Ebenso die
kasachischen Proben aus dem Minusinsker Becken (Barsucij Log), dem Altai (Berel), Ulzan

und Zevakino.

Trotz des allgemein sehr guten capture-Erfolgs fir die 41 ausgewihlten Proben, wurden fur
die nachfolgenden populationsgenetischen Analysen, mit Ausnahme der Bestimmung von
genetischen Distanzen (Fst), die Alighments gegen das gesamte Referenzgenom (hg19)
verwendet. Da die Vergleichspopulationen zumeist auf SNP-Daten (Mathieson et al. 2015;
Lazaridis et al. 2016) oder genomischen Datensitzen mit sehr niedriger Abdeckung beru-
hen (Allentoft et al. 2015), kann durch Verwendung des Alignments gegen das gesamte
Genom der Uberschneidungsbereich mit Referenz-Daten bzw. die verfiigharen SNPs deut-

lich erhéht werden (Sell 2017).
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5.2 Pigmentierungsmuster und funktionale Marker

Aus allen in Kapitel 4.5 beschriebenen Markern wurden gezielt 13 Marker ausgewihlt, wel-
che unter positiver Selektion in Europa oder Ost-Asien stehen und damit eine starke Vari-
anz der Allelfrequenzen zwischen europiischen und asiatischen Populationen zeigen. Die
errechneten Allelfrequenzen der West- und Ostskythen werden dann mit Frequenzen mo-
derner Populationen verglichen.

Aufgrund einer nicht ausreichenden Abdeckung einiger Marker nach dem Filtern der
MLE-¢ffiles mit einer Genotyp-Qualitit von mindestens 30 und einer Abdeckungstiefe
von 2x , bzw. GQ 15 und 1x fur das HIrisplex-System, konnten eine Probe der Tagar-
Kultur (BI5) aus Barsucij Log und zwei bronzezeitlichen Proben aus Kamennyj-Ambar
(Kama6 und Kamal0) fir keinen der im folgenden beschrieben Marker typisiert werden.
Es wurden entsprechend der Fundplatzverteilung der vorliegenden Proben folgende Popu-
lationen als zentral-asiatische Referenzgruppe (ZAS) ausgewihlt: Kasachen, Kirgisen und
Mongolen. Stellvertretend fir Nordwest-Russland (NWR) werden Individuen der Republik

Komi (Komi-Zyrian), westlich des Urals ausgesucht.

Aufgrund der geringen Individuenzahl kénnen fir die bronzezeitlichen (N=2, ohne Ka-
mal, Kama6 und Kamal0) sowie die neolithischen Proben (N=2) keine Allelfrequenzen
bestimmt werden. Die Genotypen der jeweiligen Proben werden in der Diskussion der
einzelnen Marker gesondert aufgefiihrt. Auch die Individuenzahl fiir die Genotypen der
West-Skythen variiert zwischen N=3 und N=7 und ist somit im Verhiltnis zu modernen

Referenzen sehr gering.

Laktasepersistenz

Das abgeleitete Allel des 13910T (LCTa) Markers steht in europdischen Populationen unter
positiver Selektion und ist fir die Umsetzung von Milchzucker verantwortlich (Bersaglieri
et al. 2004). Mit einer Allelfrequenz von 8,3 % bei den West-Skythen (N=6) und 6,25 %
der Ost-Skythen (N=106) entspricht die Verteilung am chesten modernen zentral-
asiatischen Populationen (4 %). Die beiden neolithischen Proben aus Solonzy sowie eine
bronzezeitliche Probe SW-Russlands (Kall) zeigen ebenfalls den homozygot anzestralen
Status. Die Frequenzverteilung der skythischen Populationen unterscheidet sich von den
detektierten Frequenzen aus der Dissertation von Martina Unterlinder. Hier konnte fur die
westlichen Skythen nur die homozygot anzestrale Form festgestellt werden, fir die 6stli-

chen Skythen jedoch eine Frequenz von 8,5 %. Sie ist somit hoher und gegenldufig zu den
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hier ermittelten Frequenzen. Allerdings liegt in beiden Arbeiten die Stichprobenzahl der
West-Skythen bei N=4 bzw. N=6, weshalb die Werte bei einer grofleren Stichprobe stark

vatiieren konnten.

Eine nachweisbare Frequenz fiir das abgeleitete Allel tritt erstmals innerhalb der letzten
4000 Jahre auf (Burger et al. 2007; Gamba et al. 2014). Neueste Studien von Mathieson und
Kollegen bestitigen dies anhand ihres Datensatzes von 230 prihistorischen Proben
Westeurasiens. Das friitheste, abgeleitete Allele des .LCTa Markers konnte fiir einen europi-
ischen Vertreter der Glockenbecher-Kultur nachgewiesen werden (Mathieson et al. 2015).
In einer Studie von bronzezeitlichen Individuen Eurasiens desselben Jahres weisen die Au-
toren eine Uberraschend niedrige Frequenz von 10 % nach (Allentoft et al. 2015). Inner-
halb der bronzezeitlichen Steppekulturen konnten sie dabei die héchste Frequenz des abge-
leiteten Allels fir Vertreter der Jamnaja-Kultur feststellen und schlieen daraus einen mog-
lichen Ursprung der Laktosetoleranz in den Steppegebieten. In der Dissertation von Sandra
Wilde zu ineolithischen und bronzezeitlichen Individuen der osteuropidischen Steppe des
Nordpontikums konnte fiir 43 typisierte Proben ausschlieflich der homozygot anzestrale

Status nachgewiesen werden (Wilde 2014).

Pigmentierung

Die Augen-, Haar- und Hautfarbe ist vor allem in Westeurasien hochvariabel und ldsst ne-
ben dem Hinweis auf positive Selektion Ruckschlisse auf mogliche Migrationsbewegungen
prahistorischer Populationen zu.

Basierend auf den Ergebnissen des Hlrisplex-Systems zur Bestimmung der Augen- und
Haarfarbe konnten blaue Augen in Kombination mit hellem Haar fiir eine bronzezeitliche
Probe aus SW-Russland (Kama7), einen Vertreter der frithen Sarmaten (Pr10), eine Probe
der Tagar-Kultur (BI3), eine Probe der Pazyryk-Kultur des Ukok-Plateaus (Ak5-8) und eine
kasachische Probe (Ze3) festgestellt werden. Dies ist insofern bemerkenswert, da alle Pro-
ben des Fundplatzes Barsucij Log sowie die Probe Ze3 in der Hauptkomponentenanalyse
mit modernen Vergleichspopulationen eine deutlich westlichere Orientierung aufweisen als
es der geografischen Lage ihres Fundplatzes entsprechen wiirde (sieche Kapitel 4.6 und 5.3).
Den Phinotyp eher helles Haar und braune Augen zeigen eine weitere Probe der Tagar-
Kultur (BI2) sowie Kol4 aus SW-Russland. Die Ergebnisse aller weiteren Individuen spre-

chen fiir einen eher dunkleren Phéinotyp von braun bis schwarzem Haar und einer braunen
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Augenfarbe. Die bronzezeitliche Probe aus Kalinovka entspricht im Vergleich zu Kama7

ebenfalls einem dunkleren Erscheinungsbild, ebenso die beiden neolithischen Proben.

Das abgeleitete Allel in SLC45A2 wird mit einer hellen Pigmentierung der Haut assoziiert
und ist in europiischen Populationen nahezu fixiert. Fur die West-Skythen (IN=5) konnte
eine Allelfrequenz von 60 % und fir die Ost-Skythen (N=20) 40 % bestimmt werden. Sie
liegen damit noch unter der Frequenz von 93,8 % in europiischen Populationen und den
berechneten Frequenzen fiir skythische Gruppierungen aus (Unterlinder 2014). Eine neoli-
thische Probe sowie eine bronzezeitliche Probe aus Kalinovka weisen fir 1516891982 in
SLC45A2 den homozygot anzestralen Status auf.

Vom Mesolithikum an steigt die Frequenz des abgeleiteten Allels innerhalb von ~ 3000
Jahren bis zu einer annihernden Fixierung in der Bronzezeit in Europa (Allentoft et al.
2015). In osteuropiischen Steppenpopulationen der Bronzezeit wurde allerdings eine noch

niedrige Frequenz von 43,2 % des abgeleiteten Allels festgestellt (Wilde et al. 2014).

Fir den Marker HERC2, welcher stark mit dem Phinotyp fiir eine blaue bzw. braune Au-
genfarbe korreliert, kann eine intermedidre Frequenz fir bronzezeitliche Individuen Euro-
pas festgestellt werden, ist jedoch in Steppenpopulationen des nordpontischen Raums nicht
nachweisbar (Allentoft et al. 2015). Eine niedrige Frequenz von 16 % konnten Wilde und
Kollegen fur bronzezeitliche Individuen des nord-pontischen Raums nachweisen (Wilde et
al. 2014). Neun bronzezeitliche Individuen aus Chakassien in Stdsibirien zeigen fiir das
abgeleitete Allel jedoch eine Frequenz von 72 % (Bouakaze et al. 2009).

Fir die Gruppe der westlichen (N=7) sowie Gstlichen Skythen (N=16) konnten vergleich-
bare Frequenzen fir das abgeleitete Allel von 35,7 % bzw. 34,4 % ermittelt werden und
liegen damit unter der Verteilung moderner europiischer (63,6 %), jedoch iber zentral-
und ost-asiatischen Populationen (6,9 % und 0,2 %). Die beiden neolithischen Proben aus

West-Sibirien zeigen hier den homozygot anzestralen Status.

Fir den Marker OCA2.3 konnte das abgeleitete Allel fiir die westlichen Individuen (N=5)
gar nicht und fir die Ost-Skythen mit 8,3 % nachgewiesen werden. Die Frequenzen liegen
deutlich unter der ost-asiatischen Verbreitung des abgeleiteten Allels (59,6 %). Die West-
und Ost-Skythen zeigen fur diesen Marker eine deutliche Nihe zu modernen europdischen
Populationen mit einer Allelfrequenz von 0 %. bzw. modernen Individuen NW-Russlands
(1,87 %). Fiar den Marker SLC24A5 stimmen die Frequenzen von 80,6 % fir die Ost-
Skythen (N=18) und 87,5 % fiir die West-Skythen (N=4) annihernd mit der Verbreitung in

europiischen Populationen (99,7 %) tiberein.
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Alkoholvertriglichkeit

Das Enzym ALDH?2 sorgt fiir den Abbau von toxischen Aldehyden, und eine Mutation
kann zu einer typischen Reaktion wie Gesichtstétung, Schwindel und Ubelkeit fithren (a/-
cohol flush*) (Yoshida et al. 1984; Oota et al. 2004). Das abgeleitete Allel steht unter positiver
Selektion in ost-asiatischen Populationen. Zusitzlich werden zwei weitere Mutationen in
dem ADHI1B-Gen (ADH1Ba und ADH1Bb) untersucht, welche mit dem Abbau von Al-
kohol assoziiert werden und in modernen asiatischen Populationen unter Selektion stehen
(Peng et al. 2010). Die Frequenz fir das abgeleitete Allel liegt fur ADH1Ba in zentralasiati-
schen Populationen bei 27,2 %, in ost-asiatischen Populationen bei 51 %, in europiischen
und russischen Populationen bei 0%. Fur zentral-asiatische Populationen ist keine Bestim-
mung der Allel-Frequenz fur den Marker ALDH2 mdoglich, in Ost-Asien liegt die Frequenz
jedoch bei 17,4 % und in Europa bei 0%. In modernen europiischen Populationen kann
das abgeleitete Allel nicht nachgewiesen werden. Fir alle drei Marker zeigen die typisierten
Individuen die homozygot anzestrale Form und entsprechen damit eindeutig dem europii-
schen Phinotyp. Fir ADH1Ba und ALDH2 konnten Allelfrequenzen der West-Skythen
(N=3 bzw. N=5) und Ost-Skythen (N=18) bestimmt werden. Die bronzezeitliche Probe
aus Kalinovka, Kama7 sowie die beiden bronzezeitlichen Proben aus Solonzy zeigen eben-

falls den homozygot anzestralen Status und entsprechen einem europiischen Phéinotyp.

Xenobiotischer Metabolismus

Mit 50 % fir AGT bei den Ostskythen (N=16) und 36,1 % fiir NAT2 der Ostskythen
(N=18) und 25 % Westskythen (N=4) entsprechen die Allelfrequenzen fiir die abgeleiteten
Allele fir NAT2 und AGT cher dem europiischen Phinotyp.

Bluthochdruck und Diabetes Typ 2

Die Berechnung eines Risiko-Wertes fiir Diabetes Typ 2 beruht auf einem Modell nach
(Cotnelis et al. 2009) Acht von zehn bendtigten Markern sind Teil des Anreicherungsver-
fahrens und konnten fiir Individuen mit ausreichender Abdeckung bestimmt werden. Der
GRS-Wert liegt fir die hier analysierten Individuen bei durchschnittlich 8,26 und damit
unter dem Wert, der in der Studie fiir modernen Populationen als durchschnittlicher Risi-
ko-Wert fur Diabetes Typ 2 bestimmt wurde. Somit wiirden die skythischen Populationen

ein deutlich geringeres Risiko aufweisen. Es gilt allerdings zu bedenken, dass neben geneti-
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schen Faktoren auch Umwelteinflisse fiir die individuelle Entwicklung von Diabetes Typ 2
verantwortlich sind (Cornelis et al. 2009). Aullerdem konnten aufgrund fehlender Abde-
ckung fur einige Proben nur 3 Genotypen bestimmt werden, was sicherlich zu einem unge-
nauen Ergebnis fihren kann, obwohl der hier verwendete standardisierte GRS-Wert feh-
lende Positionen berticksichtigt.

Fir rs7903146 des Gens TCEF7L2, welches ebenfalls mit der Ausprigung von Diabetes Typ
2 assoziiert wird (Chen et al. 2012) konnten Allel-Frequenzen fur West-Skythen (N=7) und
Ost-Skythen (N=17) bestimmt werden. In modernen europiischen Populationen liegt die
Frequenz des abgeleiteten Allels bei 51,2 % und in Ost- und Stdasien bei 96,5 bzw. 62,8 %.
Mit Frequenzen von 64,7 % der West-Skythen und 78,6 % der Ost-Skythen ist kein deutli-
cher Unterschied der Gruppen zueinander zu erkennen. Der Phinotyp nimmt einen inter-
medidren Status zwischen europidischen und asiatischen Populationen ein. Eine Ausnahme
bildet hier eine neolithische Probe aus Solonzy mit einem homozygoten Genotyp des an-

zestralen Allels. Dieser ist sehr selten und ist am ehesten in Europa nachzuweisen.

Die Allelfrequenzen fiir SHB3 (rs653178) wird mit einer Erkrankung an Zoliakie und ei-
nem Risiko fir Bluthochdruck assoziiert und steht in prihistorischen eurasischen Populati-
onen unter Selektion (Hunt et al. 2008; Mathieson et al. 2015). Die Frequenz fir das abge-
leitete Allel liegt in ost-asiatischen Populationen bei nur 0,3 %, in zentral-asiatischen Popu-
lationen bei 5 %, in Europa und der Population aus NW-Russland ist eine hohere Fre-
quenz von 46,4 % und 51,1 % nachweisbar. Die Frequenzen des abgeleiteten Allels der
West-Skythen (N=3) und Ost-Skythen (N=15) liegen mit 16,7 % und 20 % nah beieinan-
der und entsprechen eher einem europiischen bis intermedidren Phianotyp. Hier nimmt die
sarmatische Probe Pr3 mit dem homozygot, abgeleiteten Status als einzige Probe eine Son-
derstellung ein. Mathieson und Kollegen konnten fur ATXN2/SH2B3 eine niedrigere Fre-
quenz fiir westeurasische Populationen feststellen, als unter der Hypothese eines méglichen
selective sweeps weiterer Varianten, die mit Zoliakie und einem damit verbundenen Schutz
gegen Ergothionein-Mangel bei einer Erndhrungsumstellung zu erwarten gewesen wiren

(Mathieson et al. 2015).
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Klimaanpassung

Zwel Mutationen, die in Verbindung mit einer Anpassung an klimatische Verhiltnisse ste-
hen konnten, sind der SNP rs653178 im Gen ABCC11 (Yoshiura et al. 2006; Ohashi et al.
2011) und EDAR (Bryk et al. 2008). Das abgeleitet Allel im EDAR-Gen gilt zudem als Ziel
eines selective sweeps in Ostasien (Kamberov et al. 2018). In ostasiatischen und zentral-
asiatischen Populationen liegt die Frequenz des abgeleiteten Allels des EDAR-Gens bei
87,3 % bzw. 63,4 % und in modernen europiischen Populationen bei 1,1 %. Fir die
Ostskythen (N=18) konnte eine Frequenz von 30,5 %, fur die West-Skythen (N=4) von
12,5 % festgestellt werden. Der Phinotyp liegt damit zwischen zentral-asiatischen und eu-
ropiischen Populationen, die West-Skythen jedoch niher bei Europa. Die in der vorliegen-
den Arbeit berechnete Allel-Frequenz liegt deutlich unter der detektierten Frequenz (55 %)
von Martina Unterlidnder in eisenzeitlichen, ostlichen Skythen (Unterlinder 2014). Far nur
zwei Proben der Bronze- und Eisenzeit Westeurasiens aus konnte das abgeleitete EDAR-
Allel nachgewiesen werden: ein Vertreter der Afanasievo-Kultur (3300 -3000 v. Chr.) sowie

der eisenzeitlichen, skythischen Probe (400 -200 v. Chr.) (Mathieson et al. 2015).

Fir ABCC11 konnten nur Allelfrequenzen der Ost-Skythen (N=16) berechnet werden und
nehmen mit einer Allelfrequenz des abgeleiteten Allels von 46,9 % eine intermedidre Posi-

tion zwischen Europa (13,6%) und Zentral - / Ost-Asien (76,2 % / 78 %) ein.

Die Allelfrequenzen der westlichen Skythen-Gruppe der 13 diskutierten Marker entspre-
chen der Verbreitung in europiischen Populationen bzw. liegen zwischen der Allelvertei-
lung in Zentralasien und Europa. Einzige Ausnahme stellt der Marker TCF7L2. Hier liegt
die Allelfrequenz des abgeleiteten Allels zwischen modernen europiischen und ostasiati-
schen Populationen. Die Ost-Skythen nehmen in Bezug auf die festgestellten Phinotypen
eine intermedidre Position zwischen modernen europiischen und zentral-asiatischen bzw.
ost-asiatischen Populationen ein oder stehen europiischen Populationen niher, mit Aus-
nahme der Allelfrequenzen der Marker OCA2.3 und SLC45A2. Es sind somit nur geringe
Unterschiede in der Frequenzverteilung zwischen den stlichen und westlichen Skythen der
Eisenzeit erkennbar. Basierend auf der Auswertung der Phianotypen lésst sich fur die zent-
ral-asiatischen Fundplitze ein deutlicher Einfluss aus Europa bzw. ein geringer ost-

asiatischen Zustrom fur die Eisenzeit feststellen.
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5.3 Populationsgenetik eisen- und bronzezeitlicher
Steppenpopulationen Eurasiens

Um eine genetische Ahnlichkeit bronze- oder eisenzeitlicher Individuen der votliegenden
Arbeit zu modernen eurasischen Populationen zu untersuchen wurden zunichst alle Pro-
ben mittels LASER in einen entsprechenden Referenzraum moderner Populationen
(Hellenthal et al. 2014; Busby et al. 2015) projiziert. Es galt festzustellen, inwieweit die ein-
zelnen kulturellen Gruppierungen bzw. Fundplitze in ihrer geografischen Lage mit ihren
Positionen in der PCA ibereinstimmen und welche Nihe sie zu heutigen Populationen
Eurasiens zeigen. Um die Frage nach einer Homogenitit zwischen prahistorischen Reiter-
nomaden der Bronze- und Eisenzeit und einem mdglichen Ursprungsgebiet der Skythen
diskutieren zu konnen, konnten zusitzlich geografisch und zeitlich relevante aDNA-
Datensitze aus der Literatur hinzugefiigt werden. (Lazaridis et al. 2014; Fu et al. 2014; Jo-
nes et al. 2015; Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Jones et al. 2017; Sikora et al.
2017).

Anhand der outgroup-f3-Statistik (Patterson et al. 2012) konnte die Hohe der geteilten gene-
tischen Drift zwischen den jeweiligen Fundplitzen bzw. einzelnen Proben und den 23 aus-
gewihlten modernen Populationen ermittelt werden. Als Referenzdatensatz fritherer oder
zeitgleicher prahistorischer Kulturgruppen zu den hier bearbeiteten Individuen dient der

Datensatz von Lazaridis und Kollegen (Lazaridis et al. 2010).

Fir die Bestimmung der genetischen Distanzen nach Hudson (Bhatia et al. 2013) wurden
die Proben entsprechend ihrer Zugehérigkeit zu einer Kulturstufe bzw. ihrer zeitlichen
Einordnung gruppiert und genetische Distanzen untereinander bzw. mit dem weltweiten

1000 Genome Phase 3 Datensatz (1000 Genomes Project Consortium et al. 2015) verglichen.

Die Ergebnisse der drei populationsgenetischen Methoden werden jeweils fiir die eisenzeit-
lichen Ost- und West-Skythen, frihen Sarmaten, bronzezeitlichen und neolithischen Pro-
ben bzw. ihren entsprechenden Kulturgruppen diskutiert. Die visuelle Darstellung der ge-
netischen Distanzen und Ahnlichkeiten anhand der Hauptkomponentenanalyse konnte fiir

alle Individuen in der outgronp-f3-Statistik bestitigt werden.

Phinotypische Merkmale einzelner Proben bzw. Allelfrequenzen der 6stlichen und westli-

chen Skythen flieen teilweise in die Diskussion der jeweiligen Fragestellungen mit ein.
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Aufgrund der geringen Individuenzahl bronzezeitlicher Proben liegt der Schwerpunkt der
Hypothesendiskussion auf der Populationshistorie Zentralasiens in der Fisenzeit. Das Ver-

hiltnis zu bronzezeitlichen Reiternomaden ist hierfir jedoch von grof3er Bedeutung.

5.3.1 Genetische Kontinuitit zwischen bronze- oder eisenzeitlichen

Kulturgruppen und lokalen Populationen des heutigen Eurasiens

In der Hauptkomponentenanalyse weisen alle eisenzeitlichen und bronzezeitlichen Indivi-
duen eine genetische Ahnlichkeit mit modernen Populationen auf und verteilen sich ent-
sprechend der Fundplatz-Verteilung tiber den eurasischen Steppengtirtel Zentralasiens bis

nach Ost-Asien.

Heterogenitit der innerasiatischen Skythen

Die Verwandtschaft der Reiterverbinde des eurasischen Steppengiirtels untereinander und
ithre moglichen Urspringe sind nach wie vor Grundlage neuester Publikationen (Juras et al.
2017; Unterlidnder et al. 2017; Damgaard et al. 2018; Krzewinska et al. 2018).

Aufgrund geringer genetischer Distanzen zwischen eisenzeitlichen skythischen Gruppie-
rungen der west- und osteurasischen Steppe sowie zwischen zentral- und nord-asiatischen
Kulturgruppen wird von einem kontinuierlichen Genfluss skythischer Biindnisse ausgegan-
gen (Unterlinder et al. 2017). Damgaard und Kollegen unterstiitzen die Annahme eines
multiregionalen Ursprungs mit Vermischungsereignissen mit Nachfahren spitbronzezeitli-
cher Viehhirten und lokalen Populationen (Damgaard et al. 2018).

Fir die eisenzeitlichen Skythen der pontischen Steppe (795 v. Chr. — 248 n. Chr.) konnte
ebenfalls eine hohe Diversitit nachgewiesen werden. Sie bilden in einer PCA vier Cluster
entsprechend ihrer genetischen Ahnlichkeiten mit modernen Populationen aus: 1. eine
nordeuropiische Gruppe (NE), 2. eine siideuropiische Gruppe (SE) 3. eine Gruppierung
innerhalb der Steppe (SC) und 4. eine zentrale Gruppe mit Bezug zum heutigen Griechen-
land, Kroatien und der Turkei (CC) (Krzewinska et al. 2018).

In der vorliegenden Arbeit konnten zwar ebenfalls keine bzw. nur geringe genetische Dis-
tanzen zwischen den Kulturgruppen der zentral- und nordasiatischen Skythen errechnet
werden, die Ergebnisse der PCA mit modernen Populationen sowie die Berechnung der
genetischen Drift mittels oufgroup-£3-Statistik verdeutlichen, dass die Ostlichen, eisenzeitli-
chen Skythen keine homogene Gruppe bilden.

Auch die hier untersuchten skythischen Individuen der zentral- und nord-asiatischen Step-
pe waren keine homogene Gruppierung hinsichtlich ihrer Ahnlichkeit zu modernen Popu-

lationen in der PCA, auch nicht innerhalb ihrer entsprechenden Kulturstufen. Individuen
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der Pazyryk-Kultur Sudsibiriens bilden ein zentral-asiatisches Cluster, wobei ein Individu-
um der Chuya-Region (J12-6) innerhalb der Verteilung moderner, ost-asiatischer Populati-
onen liegt. Ein Vertreter der ilteren Aldy-Bel-Kultur aus Arzan 2 weist ebenfalls diesen
deutlichen ost-asiatischen Bezug auf. Die Resultate der F3-Statistik sind konsistent mit den
Ergebnissen der PCA. Fir A21 liegt Han-China unter den sechs hochsten f3-Werten, fiir
die Probe J12-6 liegen die beiden héchsten f3-Werte bei ost-asiatischen Populationen und
bestitigen im Vergleich mit den F3-Werten der gruppierten Fundplitze Arzan bzw. Justyd
ithre Sonderstellung in der PCA. Des Weiteren ist die Probe J12-6 fiir den Marker SLLC24A5
homozygot mit dem abgeleiteten Allel. Dieser Genotyp kann ausschlief3lich in osteuropii-
schen Populationen nachgewiesen werden. Die weiteren Fundplitze Arzan, Ak-Alacha,
Justyd und Berel des ,,zentralasiatischen Clusters weisen die meiste genetische Drift mit
Nganasanen, Ewenken und der Republik Tuwa (Ak-Alacha, Berel) bzw. Nganasanen, Bur-
jaten, Tschuwaschen und der Republik Tuwa auf (ArZan, Justyd). Die Verbindung nach
Sibirien zu den Nganasanen konnte auch anhand einer ADMIXTURE-Analyse von acht
eisenzeitlichen Skythen, fiir Vertreter der Aldy-Bel, Zevakino-Cilikta und Pazyryk-Kultur
nachgewiesen werden. Drei Individuen (Pr3, Be9 und Bell) wurden ebenfalls in der vorlie-
genden Arbeit analysiert (Unterlinder et al. 2017). Zusatzlich ist fur die Skythen der Eisen-

zeit eine Komponente nachweisbar, die in ost-asiatischen Populationen dominant ist.

Die beiden Vertreter der der iltesten hier untersuchten Kultur der Zevakino-Cilikta Studie
aus Ost-Kasachstan bilden keine einheitliche Gruppe hinsichtlich ihrer Position in der
PCA. Die breite geografische Streuung der ost-kasachischen Proben Ze3 und Ze4 konnte
ebenfalls in der outgroup-3-Statistik bestitigt werden. Wihrend Ze3 eine deutliche Nihe zu
russischen, europiischen und osteuropiischen Populationen zeigt, liegen die hochsten £3-
Werte fiir Ze4 bet sibirischen und ost-asiatischen Populationen. Fiir SLC45A2 ist die Probe
Ze3 homozygot im abgeleiteten Allel, welches in Europa nahezu fixiert ist. Auf Ebene der
mitochondrialen Haplogruppen iiberwiegen fiir diesen Fundplatz westeurasische Linien,
54,5 % europiisch und 45,5 % ostasiatisch (Unterlinder 2014). Dies ldsst auf einen Ein-
fluss der westlichen geprigten Andronovkultur der spaten Bronzezeit schlief3en, der bereits
fir Individuen der Aldy-Bel- und der spiteren Pazyryk-Kultur abnimmt. Das Zentrum
frih-skythischer Kultur wird basierend auf archiologischen Funden in Tuva und Studsibiri-
en angenommen. Einflisse aus Zentralasien und Ostasien sind erst in darauf folgenden
Gruppen sichtbar (Parzinger 2007). Fur eisenzeitliche Steppe-Individuen konnte bereits ein
westeurasischer Einfluss nachgewiesen werden, der zur damaligen Zeit deutlich hoher war,

als es fir heutige Populationen derselben Regionen festzustellen ist (Allentoft et al. 2015).
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Dies kann ebenfalls in den berechneten genetischen Distanzen der vorliegenden Arbeit
bestitigt werden. Fir die Berechnung der genetischen Distanzen zu modernen Referenz-
populationen wurden die Proben entsprechend ihrer kulturellen oder zeitlichen Zuordnung
gruppiert. Das ermdglicht es Fundplitze mit einem oder wenigen Individuen einzubeziehen

und dennoch Unterschiede moglichst kleiner Gruppierungen aufzuzeigen.

Eisenzeitliche Proben zeigen die geringsten genetischen Distanzen zu Populationen Siid-
Asiens (0,0337-0,0383), im Vergleich jedoch héhere Distanzen zu Ostasien (0,0603-0,0651)
als zu europiischen Populationen (0,0436 und 0,0432). Die Distanzen spiegeln eher eine
Nihe zu Westeurasien, als zu Ostasien wider. Die geringeren Distanzen zu siid-asiatischen
Populationen kénnen moglicherweise durch das Fehlen an zentral-asiatischen Referenzpo-
pulationen erklirt werden.

Die Ost-Skythen (Pazyryk, Aldy-Bel) zeigen die geringsten genetischen Distanzen zu siid-
asiatischen Populationen (0@ 0,0383 und 0,0322), die hochsten zu Ostasien (0,058 und
0,0460) und Europa (0,051 und 0,045). Die Differenz der berechneten Werte ist jedoch
sehr gering und konnte auf Einflisse aus Ost und West zurtickzuftihren sein. Der Genpool
heutiger Populationen Sibiriens setzt sich ebenfalls aus ost- und westeurasischen Linien
zusammen. Die Altai-Region Sudsibiriens zeigt dabei den héchsten Anteil einer europai-
schen Komponente, die jedoch stark zwischen den untersuchten Populationen variiert
(Cardona et al. 2014). Der Anteil westeurasischer Linien ist in westlichen und stdlichen

Teilen Sibiriens hoher als in zentralen - und nordostlichen Teilen (Derenko et al. 2014).

Eine Sonderstellung innerhalb der kasachischen und sibirischen Skythen weisen Vertreter
der Tagar-Kultur aus dem Minusinsker Becken auf. Die Distanz zu modernen zentral-
asiatischen Populationen lisst auf eine isolierte Population mit geringem Genfluss zu loka-
len Populationen schlieBen. Auch kann eine Verwandtschaft mit Vertretern der zeitlich
folgenden Pazyryk-Kultur nicht angenommen werden. Auch auf mitochondrialer Ebene
weisen Vertreter der Tagar-Kultur innerhalb der Ost-Skythen hohe genetische Distanzen
zu allen in der Studie bearbeiteten Ostlichen Skythen auf (Unterlinder 2014) und zeigen
eine Nihe zu den frihen Sarmaten, was in der vorliegenden Arbeit in der PCA bestitigt
werden kann. Vertreter der Aldy-Bel-Kultur des Altai stehen bei einem Baum der Form
D(Tagar, Solonzy, Aldy Bel, S_Mbuti) den neolithischen Proben aus Solonzy niher als den
Proben des Minusinsker Beckens. Dies schlie3t eine genetische Verbindung der friheren
Populationen aus Arzan mit der spiter folgenden Tagar-Kultur im Minusinsker Becken
aus. Weitere Baum-Formationen in der D-Statistik erzielten fur die Fundplitze leider keine

weiteren signifikanten D-Werte |Z| > 3.
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Die Nihe skythischer Proben des nord-pontischen Raums zu Vertretern der Tagar-Kultur
aus Sudsibirien im Vergleich zu Proben der Pazyryk-Kultur konnten auch Juras und Kolle-
gen in ihrer Studie nachweisen (Juras et al. 2017).

Fir Vertreter der innerasiatischen Saken, die teilweise mit der Tagar-Kultur assoziiert wer-
den, konnte basierend auf genomischen Daten kein Genfluss mit ungarischen Skythen
festgestellt werden (Damgaard et al. 2018), jedoch zwischen frith-skythischen Gruppen der
nord-pontischen Region und Zentralasien (Unterlinder et al. 2017).

Die Proben der Tagar-Kultur aus dem Minusinsker Becken zeigen entsprechend ihrer ab-
weichenden Position in der PCA in Bezug auf ihren Fundplatz die meiste genetische Drift
mit Finnland, Polen, Russland und Europa, gefolgt von Lindern Osteuropas und des Bal-
kans. Proben des Fundplatzes Barsucij Log zeigen auch in den Fst-Werten eine deutliche
Nihe zu europiischen Populationen mit den vergleichsweise geringen genetischen Distan-
zen zu CEU und TSI (0,0188 und 0,0197). Es ist somit ein deutlich westeurasischer Ein-
fluss erkennbar, der mit einer Abstammung von bronzezeitlichen Viehhirten erklirt werden
konnte (Damgaard et al. 2018). Ein westeurasischer Bezug wurde auch auf mitochondrialer
Ebene fir 12 Individuen der Tagar-Kultur aus Chakassien nachgewiesen (Keyser et al.
2009). Der ost-asiatische Einfluss fir die Individuen der Tagar-Kultur (Unterlinder 2014)
kann anhand genomischer Daten nicht nachgewiesen werden und kénnte auf eine Migrati-

on weiblicher Individuen aus Osteurasien hindeuten.

Kontinuitit der westlichen Steppe

Trotz verbindender kultureller Elemente der frithen Skythen des nordpontischen Raums
und eisenzeitlichen Nomadenreitern des eurasischen Steppengiirtels ist von einer geneti-
schen Distanz der westlichen und Ostlichen Gruppen auszugehen (Damgaard et al. 2018;
Krzewinska et al. 2018), wobei ein kontinuietlicher Genfluss zwischen West und Ost teil-
weise angenommen wird (Unterldnder et al. 2017; Krzewinska et al. 2018).

Anhand eines Vertreters der Initialen Skythen Sudwest-Russlands (Nov7) aus der Oren-
burg-Region sowie eines Skythen (Kol4) der Woronesch-Region kann fiir SW-Russland ein
Zeitraum von 800 -300 v. Chr. untersucht werden. Fur zentralasiatische Skythen kann wih-
rend der Eisenzeit eine Zunahme ostasiatischer Linien bestimmt werden. Fur die beiden
westlichen Skythen SW-Russlands kann die meiste genetische Drift mit Russland und Po-
pulationen Osteuropas nachgewiesen werden. Auch die Berechnung der genetischen Dis-
tanzen zu modernen Populationen zeigt keinen zentral- oder ost-asiatischen Einfluss in der
spiten Eisenzeit. Jedoch mussen die Ergebnisse aufgrund der geringen Probenzahl unter

Vorbehalt interpretiert werden.
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Die Migration der Sarmaten aus dem Osten bewirkte nach einer Phase der Koexistenz den
Untergang der nord-pontischen Skythen (Parzinger 2007). Genomische Studien belegen
eine Nihe zur Ostlichen Jamnaja-Kultur und der bronzezeitlichen Poltavka-Kultur. Fir
Sarmaten des stdlichen Urals konnte eine genetische Kontinuitit iber einen Zeitraum von
300-500 Jahren belegt werden (Krzewinska et al. 2018). Die Sarmaten bilden mit eisenzeit-
lichen Nomaden der pontisch-kaspischen Steppe ein Cluster in der PCA, was fiir eine gene-
tische Kontinuitit im Bereich des stidlichen Urals spricht. Die frithen Sarmaten aus Pokro-
vka weisen basierend auf ihrer Lage in der PCA einen zentral-asiatischen Einfluss auf und
liegen siid-Ostlicher als ihr Fundort in SW-Russland. Die F3-Werte weisen zwar hohe Stan-
dardfehler auf, die meiste genetischen Drift teilen die Sarmaten jedoch mit Russland und
Polen, gefolgt von osteuropdischen Populationen was wiederum mit der geografischen
Lage des Fundplatzes korreliert. In der Dissertation von Martina Unterlinder basierend auf
mitochondrialen Daten kénnen die geringen genetischen Distanzen zu modernen Refe-
renzpopulationen SW-Russlands die vorliegenden Ergebnisse der outgroup-f3-Analyse eben-
falls bestitigen (Unterlinder 2014).

Die frihen Sarmaten als Vertreter der eisenzeitlichen West-Skythen weisen die geringsten
genetischen Distanzen zu modernen europiischen Populationen auf (0,0392 und 0,0279)

auf.

Europiischer Ursprung der bronzezeitlichen Sintaschta-Kultur

Die im siidostlichen Uralvorland erstmals aufgetretene und weit verbreitete Sintaschta-
Kultur dehnte sich bis nach Europa aus und gilt als Vorldufer der Andronovo-Kultur in
Asien. Es konnte eine genetische Nahe der Sintaschta-Kultur zu Vertretern der Schnur-
bandkeramik nachgewiesen werden (Allentoft et al. 2015). Ein mdglicher gemeinsamer
Ursprung beider kultureller Gruppen schlief3t eine Entstehung der Sintaschta-Kultur in
Asien aus. Die Autoren postulieren vielmehr eine Ostwirts-Bewegung von Individuen die-
se Kulturgruppe.

Fur die hier untersuchten bronzezeitlichen Individuen der Sintaschta-Kultur aus SW-
Russland ist eine deutliche genetische Nihe zu europdischen Populationen erkennbar. Sie
weisen jeweils die meiste genetische Drift mit Russland, Wei3russland, Polen, Finnland und
CEU auf. Die Proben der Sintaschta-Kultur verteilen sich in der PCA tber Europa und
Osteuropa und mit Kama6 bis nach Zentralasien. Die Individuen aus Kamennyj Ambar
bilden in der PCA keine homogene Gruppe. Diese Beobachtung konnte ebenfalls in einer

weiteren Studie anhand 50 Vertretern der Sintaschta-Kultur derselben Fundgruppe besta-
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tigt werden (Narasimhan et al. 2018). Menschen verschiedenster Abstammungsverhiltnisse
konnten hier lange Zeit parallel zusammengelebt haben. Die Autoren weisen hier geneti-
sche Anteile frihbronzezeitlicher Steppenomaden, ein Muster west-sibirischer Jager-
Sammler-Kulturen sowie vereinzelt ost-asiatische Einflisse nach. Die errechnete Nukleo-
tiddiversiat ist fur Vertreter der Sintaschta-Kultur im Vergleich zu den anderen eisenzeitli-
chen Kulturgruppen dieser Arbeit am hochsten, was ebenfalls die Annahme einer stark
heterogenen Gruppe stiitzt.

Der weitere bronzezeitliche Fundplatz Kalinovka des Oblast Kursk liegt an der ukraini-
schen Grenze, basierend auf der Position in der PCA zeigt Kall deutlich einen Einfluss aus
Osteuropa. Alle bronzezeitlichen Individuen kumuliert zeigen ebenfalls hohe Distanzen zu
ostasiatischen Populationen (0,0885-0,0994), jedoch vergleichbare Werte fir Sid-Asien
(0,0452-0,0510) und Europa (0,0477 und 0,0465). Werden die Fst-Werte nur fir Vertreter
der Sintaschta-Kultur berechnet, wird die genetische Distanz mit Werten tber 0,09 fiir ost-
asiatische Populationen noch deutlicher. Die Distanzen sind hier zu CEU und TSI gerin-

ger, als zu sud-asiatischen Populationen.

Verbindung siidlicher Steppenomaden nach Stidwest-Asien

Die Unterscheidung zwischen sakischen und skythischen Verbinden ist aufgrund ihrer
verbindenden, kulturellen Elemente in schriftlichen Uberlieferungen nicht immer eindeutig,
sie schienen jedoch ein Bindeglied zwischen dem achaimenidischen-persischen Raum und
der nord-6stlich gelegenen eurasischen Steppe zu sein.

Die Saken bevélkerten Landstriche im stidostlichen Kasachstan und archiologische Funde
belegen das erste Erscheinen skythisch-sakischer Kulturelemente bereits in der frithen
Skythenzeit 7.-6. Jh. v. Chr. (Parzinger 2007). Sakische Stimme wanderten Gber den Tien
Shan bis ins heutige Usbekistan. Auch im Pamir-Gebirge Tadschikistan und im Norden
Pakistans bis zum Indus konnten skythisch-sakische Funde nachgewiesen werden. Auf-
grund massiver Bevolkerungsverinderungen Innerasiens und einer Migration der Wusun
wurden die Saken vermutlich am Ende des 3. Jh. v. Chr. aus ihrem Bereich vertrieben bzw.
aufgelOst.

In der vorliegenden Arbeit kann fiir den Saken aus Ulzan aus Siidkasachstan eine geneti-
sche Ahnlichkeit mit heutigen Populationen des Nahen Ostens identifiziert werden. Die
Position des Saken in der PCA weicht massiv von der geografischen Lage seines Fundplat-
zes ab und liegt in der Verbreitung von modernen syrischen und iranischen Individuen.
Der hier nachgewiesene, genetische Bezug zu Iran und Syrien kann mit dem Verbreitungs-

gebiet sakischer Kulturgruppen begrindet werden und soll im Kapitel 5.3.3 niher erldutert
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werden. Fur Saken der Tian Shan-Region kann ein Genfluss von neolithischen Iranern
nachgewiesen werden, was durch Vermischungsereignisse dieser siidlichen Steppenomaden
mit Vertretern des Bactria-Margina-Komplexes des heutigen Turkmenistans begriindet

werden kann (Damgaard et al. 2018).

Die Position der kasachischen Proben aus Ulzan in der PCA im Nahen Osten kann anhand
der outgroup-f3-Statistik nicht eindeutig bestitigt werden. Hohe Standardfehler der F3-Werte
machen eine genaue Zuordnung geteilter genetischer Drift nicht méglich. Die niedrigsten
F3-Werte sind zwar zwischen Populationen Zentralasiens zu finden, die hochsten Werte
treten jedoch fiir Weillrussland und Populationen Osteuropas auf. Auch phinotypisch zeigt
die Probe an zwei Positionen erwihnenswerte Unterschiede zu allen anderen typisierten,
eisenzeitlichen Proben. Fur das Gen TCF7L2 konnte ein anzestral homozygoter Genotyp
(T/T) bestimmt werden, welcher weltweit sehr selten und am chesten in Europa (11,5 %)
und siid-asiatischen Populationen nachzuweisen ist (8,8 %). Die den Saken zugeordnete
Probe bildet auch bei beiden Markern, die in Verbindung mit Bluthochdruck und Zoliakie
stehen, eine Ausnahme und zeigt an beiden Positionen den homozygoten Status (C/C) fiir
das abgeleitete Allel. Dieser Genotyp kann fiir moderne ostasiatische Populationen nicht
nachgewiesen werden, in Europa tritt er zu 21,3 % bzw. 21,7 % und in std-asiatischen Po-
pulationen zu jeweils 1 % auf. Somit weist die Probe auf phanotypischer Seite einen deut-

lich europiischen und stidasiatischen Bezug auf.

5.3.2 Homogenitit der eisenzeitlichen Individuen Zentral — und Nord-
Asiens zu den Individuen des Schwarzmeer-Raums und SW-
Russlands

Hinsichtlich der Fragestellung einer Kontinuitit zwischen westlichen und 6stlichen skythi-
schen Populationen bestitigen die Ergebnisse der PCA mit modernen Populationen sowie
der outgromp-£3-Statistik der vorliegenden Arbeit, dass auf genomischer Ebene zumindest
kein exzessiver Genfluss zwischen Skythen der westlichen Steppe und der zentral-
asiatischen Steppe nachgewiesen werden kann (Damgaard et al. 2018). In der Studie von
Damgaard und Kollegen wurden Skythen des Schwarzmeerraums, Vertreter der Tagar-
Kultur Stdsibiriens und Saken Zentralasiens und des Tian Shan analysiert. Wie im voran-
gegangenen Kapitel jedoch bereits erortert, grenzen sich Saken und Vertreter der Tagar-

Kultur deutlich von eisenzeitlichen Nomaden-Gruppen Zentralasiens ab. Mogliche geneti-
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sche Strukturierung der Gruppen konnte in Bezug auf Skythen des NSR und Vertretern
der eisenzeitlichen Pazyryk-Kultur abweichen. Die Abgrenzung der West-Skythen zu zent-
ralasiatischen Populationen ist auch fiir die Skythen SW-Russlands erkennbar. Fir einen
Vertreter der initialen skythischen Phase durch Nov7 (8. — 6. Jh. v.Chr.) und ein Individu-
um der spiten Phase aus Kolbino (3. Jh. v. Chr.) ist kein ost- bzw. zentralasiatischer Bezug
erkennbar. Mit jeweils nur einzelnen Individuen kann auch von einem Stichproben-
Artefakt ausgegangen werden. Die genetischen Differenzen werden jedoch auch durch
genomische Daten von Skythen der west-pontischen Steppe bestitigt (Krzewinska et al.
2018). Einige Skythen der westlichen pontischen Steppe zeigen gar keine stidasiatische oder
osteurasische Komponente. Bemerkenswert ist hier, dass auch die Skythen der pontisch-
kaspischen Steppe, also Vertreter der West-Skythen, keine homogene Gruppe bilden, son-
dern sich in vier Cluster unterteilen lassen mit unterschiedlichen Affinititen nach Zentrala-
sien. Ein Individuum der spaten Skythenzeit gleicht jedoch eher den frithen 6stlichen Altai-
Skythen und steht fiir eine mégliche Verbindung der West-Skythen mit Zentraleurasien
(Krzewinska et al. 2018). Ein Bezug der nordpontischen Skythen zu Populationen des Alta-
1-Gebirges konnte auch anhand mitochondrialer Haplotypen nachgewiesen werden (Juras
et al. 2017). Die Mobilitit aus dem Osten wird jedoch als sehr gering eingeschitzt. Als
Hauptquelle der westlichen Nomaden werden die 6stlich-pontische Steppe und der siidli-
che Ural angenommen. In der Eisenzeit wird vielmehr von einem Bevélkerungszuzug im
Bereich des Minusinsker Becken aus sudwestlicher Richtung ausgegangen und einer starken
Bevolkerungskonzentration wihrend der Skythenzeit. Der Reichtum des Altai-Gebirges
zieht Skythen des Schwarzmeerraums sowie Perser an (Parzinger 2007).

Die genetische Distanz der westlichen eisenzeitlichen Skythen zu den eisenzeitlichen Popu-
lationen Zentral- und Nordasiens ist allerdings mit einem Wert von 0,0271 als sehr gering
einzustufen. Mit Ausnahme der Allelfrequenzen des Markers SLC45A2 sind keine signifi-
kanten Unterschiede in der Frequenzverteilung zwischen den 6stlichen und westlichen
Skythen der Eisenzeit erkennbar. Aufgrund der geringen Grof3e der Stichprobe westlicher

Skythen sollten diese Ergebnisse jedoch mit Vorsicht interpretiert werden.

Basierend auf der Diversitit mitochondrialer Haplogruppen konnten ebenfalls keine signi-
fikanten Unterschiede und nur geringe genetische Distanzen zwischen westlichen Skythen
und skythischen Gruppierungen Zentralasiens festgestellt werden (Unterlinder 2014). Her-
vorzuheben ist dabei, dass in der Publikation von Unterlinder und Kollegen zwei Sarmaten

stellvertretend fiir die westlichen Skythen herangezogen wurden.
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Die geringen genetischen Distanzen, die sich auch auf nukleirer Ebene bestitigen, deuten,
mit Ausnahme der Fundplitze Ulzan und Barsu¢ij Log, somit auf einen kontinuierlichen
Genfluss zwischen Sarmaten SW-Russlands mit 6stlichen Skythen Zentralasiens hin, je-
doch mit starken Einflissen lokaler Populationen.

Die genetischen Distanzen West- und Osteurasiens sind in modernen Populationen deut-
lich hoher als in der Eisenzeit und sprechen dafiir, dass die nomadische Steppebevolkerung
eine hochmobile Gruppe darstellt.

Simulations-basierte Methoden unterstiitzen die Theorie eines konstanten Genflusses zwi-
schen westlichen Sarmaten und Ostlichen Gruppierungen, der jedoch stirker von West

nach Osteurasien angenommen werden kann (Unterldnder et al. 2017).

5.3.3 Das Verhiltnis zu neolithischen und bronzezeitlichen
Populationen der eurasischen Steppe

Die genetische Identitit eisenzeitlicher Reiternomaden des eurasischen Steppengiirtels ist
bis heute nicht geklirt. Die Nihe zu vorangegangenen prihistorischen Populationen der
eurasischen Steppe kann hierbei einen Hinweis auf Migrationsbewegungen und Verwandt-
schaftsverhiltnisse liefern. Die damit eng verbundene Frage nach dem mdglichen Utr-
sprungsgebiet skythischer Gruppen soll ausfihtlich im abschlieBenden Kapitel 5.3.5 disku-
tiert werden.

Uber den zentralasiatischen Raum fanden beginnend mit dem Paliolithikum immer wieder
Migrationsbewegungen statt (Palstra et al. 2015). Vermutlich zunichst aus Ostlicher Rich-
tung und zu Beginn der Bronzezeit von West- nach Osteurasien (Li et al. 2010).

In der Bronzezeit fanden in der eurasischen Steppe zwischen 3000 - 1200 v. Chr. zwei ent-
scheidende Migrationsbewegungen statt, die mit der Expansion der Jamnaja-Kultur in Ver-
bindung stehen (Abb.36). Zum einen eine ost- und siidostwiirts gerichtete Verbreitung aus
der westlichen Steppe, die eine Mischung aus EHG und kaukasischen Komponenten nach
Zentralasien und Sibirien brachte und durch die genetische Ahnlichkeit mit Vertretern der
Afanasievo-Kultur aus dem Altai belegt werden konnte (Allentoft et al. 2015). Im stidsibiri-
schen Altai erscheinen in darauffolgenden kulturellen Gruppierungen, wie der Karasuk-
Kultur, zunehmend ost-asiatische Einfliisse. Diese ostwirts gerichtete Bewegung in die
eurasische Steppe Uber Zentralasien nach Sibirien fiihrte zu einer bis heute nachweisbaren

Verbindung von Zentral-Europa zu Populationen der eurasischen Steppe (Haak et al.
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2015), wo es anschlieBend nur zu einer geringen Vermischung mit ost-asiatischen Populati-
onen gekommen ist (Allentoft et al. 2015).

Zu Beginn der Bronzezeit kann seitens der Archdologie sowie basierend auf genomischen
Daten der Einfluss der Jamnaja-Kultur aus der pontisch-kaspischen Steppe auch in Europa
belegt werden. Diese Jamnaja-Komponente ist dabei in Nordeuropa hoher als in Stideuro-
pa (Haak et al. 2015).

Das Auftreten westeurasischer Linien in Stidasien wird vor und nach der Jamnaja-Kultur
nachgewiesen und wird zwei unabhingigen Migrationsbewegungen zugeschrieben. Fiir das
bronzezeitliche Anatolien konnte kein Nachweis von Steppe-Vorfahren gefunden werden.
(Damgaard et al. 2018b).

Es stellt sich also die Frage, inwieweit die Steppe-Herkunft (Jones et al. 2015) fur die ein-
zelnen eisenzeitlichen Kulturgruppen der zentralasiatischen Populationen sichtbar ist. Kann
ein exzessiver und anhaltender Genfluss zwischen westlichen und 6stlichen Gruppierungen
bestitigt werden (Unterlidnder et al. 2017; Krzewinska et al. 2018)? Besteht eine nachweis-
bare Kontinuitit zwischen bronzezeitlichen Populationen und lokalen eisenzeitlichen Indi-

viduen?

Der als Referenz verwendete prihistorische genomische Datensatz setzt sich aus iiberwie-
gend bronzezeitlichen Individuen der eurasischen Steppe, sowie europiischen und Gstli-
chen Jiger-Sammler-Populationen (JS) zusammen (Allentoft et al. 2015; Mathieson et al.
2015; Haak et al. 2015; Lazaridis et al. 2016). Die folgende Diskussion legt daher ebenfalls
einen Schwerpunkt auf die Verbindung der eisenzeitlichen Skythen zu jenen Kulturgrup-

pen.
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a 3000-21008c | | b 2100-1200 &c p 1200-200 sc

Il Yamnaya and Afanasievo expansion
[ Sintashta, Srubnaya and
Andronovo expansion

B scythian expansion

[l Late Bronze Age admixture
B xiongnu-Hunnic expansion
[l Asian Medieval impact

Abbildung 36 Schematische Darstellung der fiinf groBen Migrationsbewegungen der Pontischen
Steppe (PS), zentralen Steppe (CS) sowie dem 6stlichen Steppenraum. a Expansion der Jamnaja-
und Afanasievo-Kultur der frithen Bronzezeit b Spitbronzezeitliche Migration der Sintaschta- und
Andronovo-Kultur ¢ Migrationsbewegungen der eisenzeitlichen Reiternomaden und Vermischungs-
ereignisse in der spiten Bronzezeit d und e Ausdehnung der Hunnen aus dem 6stlichen Steppen-
raum und asiatischer Einfluss im anschlieSenden Mittelalter; nach (Damgaard et al. 2018)

Betrachtet man die PCA (Abb. 27/36) der votliegenden Proben mit prihistorischen Vet-
gleichsgruppen (Lazaridis et al. 2014; Fu et al. 2014; Jones et al. 2015; Allentoft et al. 2015;
Mathieson et al. 2015; Jones et al. 2017; Sikora et al. 2017) (Lazaridis et al. 2016) fallen alle
bronzezeitlichen Individuen, mit Ausnahme von Kama0, in die Verteilung europdischer
und westeurasischer bronzezeitlicher Gruppierungen. Die drei eisenzeitlichen Proben aus

Stidsibirien (Allentoft et al. 2015) liegen im zentralasiatischen Cluster der Fundplitze Berel,
Arzan, Justyd und Ak-Alacha. Die Vertreter der russischen Karasuk-Kultur (Allentoft et al.
2015) liegen im Verteilungsbereich der Proben des Minusinsker Beckens der Tagar-Kultur.
Wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits erwihnt, liegen die Proben deutlich westli-

cher als ihr Fundplatz in Sibirien.
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Abbildung 37 PCA der untersuchten Proben und zusitzlichen aDNA-Referenzen (Lazaridis et al.
2014; Fu et al. 2014; Jones et al. 2015; Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015; Jones et al. 2017;
Sikora et al. 2017). SK = Individuen der vorliegenden Arbeit, inklusive bronzezeitlicher und neolithi-
scher Individuen und Sarmaten; Aufteilung der bronzezeitlichen Steppenpopulationen der Referen-
zen in ihre Untergruppen

Wie im Kapitel 5.3.1 bereits besprochen, stellen die skythischen Gruppen der Eisenzeit
Zentralasiens keine homogene Gruppe dar. Die Historien der jeweiligen Kulturgruppen
sollten unabhingig voneinander betrachtet werden. Im Folgenden werden deshalb der Sak-
e, die Vertreter der Tagar-Kultur und eisenzeitliche, kasachische bzw. stid-sibirische Kul-

turgruppen gesondert diskutiert, ebenso die westlichen Skythen und frithen Sarmaten.
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Bronzezeitliche Individuen

Die Sintaschta-Kultur verbreitete sich ausgehend vom Ural bis nach Asien und zeigt eine
Affinitit zu neolithischen Farmern Europas (Allentoft et al. 2015). Es konnte bereits ein
gemeinsamer Ursprung der Sintaschta-Kultur mit den europidischen Schnurband-
Keramikern festgestellt werden, was einen asiatischen Ursprung der Sintaschta-Kultur aus-
schlief3t. Die enge genetische Verwandtschaft zur Andronovo-Kultur, welche sich wieder-
rum deutlich von Jamnaja und Afanasievo abgrenzt, weist auf eine Ostwirts-Bewegung von
Vertretern der Sintaschta-Kultur hin.

Wird ein Baum der Form D(Pazyryk, Test, Sintaschta, AG) angewendet, teilen die bronze-
zeitlichen Individuen eine gemeinsame Abstammung mit allen Jager-Sammler-
Populationen, sowie den Individuen der Poltavka- und Jamnaja-Kultur. Dies zeigt, dass die
bronzezeitliche Sintaschta-Kultur den lokalen, westeurasischen und europdischen, bronze-
zeitlichen Populationen sowie Jager-Sammler-Gruppen (JS) niher ist, als skythischen Ver-
binden aus dem Osten in der Eisenzeit. Die Nihe bronzezeitlicher Populationen zu euro-
péischen Jager-Sammlern ist konsistent mit den Ergebnissen vorangegangener Publikatio-
nen (Allentoft et al. 2015; Mathieson et al. 2015).

Fir 6stliche Skythen konnte bereits eine Nihe zur Srubnaja-Alakulskaya und Jamnaja-
Kultur festgestellt werden (Unterldnder et al. 2017). Das Individuum aus Kalinovka weist
eher eine geteilte genetische Drift mit Ostlichen Jager-Sammlern (EHG) anstatt mit Srub-
naja auf.

Fir die Individuen aus Kamennyj Ambar zeigt sich ebenfalls eine Nihe zu westlichen Ji-
ger-Sammlern (WHG, SHG), aber auch zu Srubnaja, Afanasievo, Poltavka, Jamnaja-Samara
anstatt mit Jager-Sammlern des Kaukasus (CHG). Kamao6 liegt auB3erhalb des Clusters der
weiteren Proben des Fundplatzes und liegt im westlichen Teil des Verteilungsgebietes der
eisenzeitlichen Skythen in der PCA. Dass Vertreter der Sintaschta-Kultur aus Kamennyj
Ambar keine homogene Gruppe bilden und einzelne Individuen Komponenten West-
sibirische-]S-Herkunft ebenso wie eine ostasiatische verwandte Abstammung zeigen, konn-
te ebenfalls in einer weiteren Studie von Narasimhan und Kollegen festgestellt werden
(Narasimhan et al. 2018).

Wihrend keine genetischen Distanzen anhand definierter mitochondrialer Haplogruppen
zwischen allen skythischen Gruppen und der spitbronzezeitlichen Population Zentralasi-
ens nachgewiesen werden konnten (Unterlinder 2014), zeigen die Ostlichen Skythen der
Pazyryk und Aldy Bel-Kultur als Ergebnis der D-Statistik eine gréBere Ahnlichkeit zuei-

nander im Vergleich zu Vertretern der bronzezeitlichen Sintaschta-Kultur.
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Westliche Skythen

In der Hauptkomponentenanalyse weisen die frithskythischen Individuen aus Novo-
zavedennoe und der Skythe aus Kolbino eine deutliche Affinitit zu bronzezeitlichen Step-
penpopulationen auf. Ein dhnliches Bild zeigt sich fir die West-Skythen in den Ergebnis-
sen der D-Statistik mit der Form D(CHG, SHG/WHG, Kolbino, AG). Hier kann eher
eine geteilte genetische Drift mit europdischen S als mit S des Kaukasus identifiziert wer-
den.

Die Abgrenzung zum zentralasiatischen Raum wird des Weiteren in der geteilten gemein-
samen Herkunft mit SHG und nicht mit Vertretern der Pazyryk-Kultur deutlich. Dies kann
zum einen auf einen unabhingigen Ursprung der westlichen Gruppen hindeuten oder unter
der Annahme von Kontinuitit zwischen der Bronze- und Eisenzeit fiir ein Ausbleiben ei-
nes starken ost-asiatischen Einflusses stehen.

Einen Genfluss zwischen europdischen Farmern und ungarischen Skythen konnte ebenfalls
nachgewiesen werden. Dies deutete vielmehr auf eine Verwandtschaft mit spatbronzezeitli-
chen Viehziichtern als mit der Jamnaja-Kultur der Bronzezeit hin (Damgaard et al. 2018).
Skythische Populationen der pontisch-kaspischen Steppe teilen jedoch mehr genetische
Drift mit Vertretern der Andronovo-, Afanasievo und Sintaschta-Kultur als mit Jamnaja,

was einen zentral-asiatischen Ursprung nahe legen wiirde (Krzewinska et al. 2018).

Ostskythen

Aufgrund der ostwirts gerichteten, bronzezeitlichen Jamnaja-Bewegung tragen alle Step-
penpopulationen Jiager-Sammler-Komponenten (Allentoft et al. 2015; Mathieson et al.
2015; Haak et al. 2015; Unterlinder et al. 2017). Die eisenzeitlichen Skythen Zentralasiens
zeigen eine kaukasische und osteuropiische JS-Sammler-Komponente, was fiir eine Nihe
zu Jamnaja-verwandten Populationen spricht. Zusitzlich konnte eine Néhe zu ostasiati-
schen bzw. nordsibirischen Populationen nachgewiesen werden (Unterldnder et al. 2017)
Eine eisenzeitliche Probe aus Turkmenistan (~800 v. Chr.) zeigt eine genetische Nihe zu
Jager-Sammler-Populationen des Kaukasus (CHG) ebenso wie zu europiischen Farmern,
was typisch fir die spite Bronzezeit ist (Narasimhan et al. 2018). Mogliche Vermischungs-
ereignisse werden daher in die spitere Bronzezeit mit Vertretern der Jamnaja bzw. Afan-
asievo-Kultur datiert. Eine weitere eisenzeitliche Probe aus Anatolien (~600 v.Chr.) liegt in
der PCA mit ausgewihlten modernen Populationen Eurasiens und prihistorischen Step-
penpopulationen im Bereich der frithen bis mittleren Individuen der Bronzezeit (Anatolia

EBA/MLBA) sowie ]S des Kaukasus. Zusammenfassend sprechen sich die Autoren fir
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einen geringen genetischen Einfluss friher Jamnaja-Viehziichter auf Anatolien sowie Zent-

ral- und Suidasien in der Bronzezeit aus.

Ein signifikanter Anteil an europiischen und kaukasischen JS-Komponenten ist fur alle
Steppenpopulationen der hier analysierten prahistorischen Vergleichsgruppen (Lazaridis et
al. 2016) von der frihen Bronzezeit bis zur Eisenzeit nachweisbar. (Unterlinder et al.
2017). Das Auftreten dieser JS-Komponenten steht ebenfalls in Verbindung mit einer ost-
wirts gerichteten Migrationsbewegung der Jamnaja-Kultur iiber die eurasische Steppe bis
nach Sibirien, die ein genetisches Substrat der Jiger-Sammler-Populationen mit sich trugen
(Haak et al. 2015).

Es besteht ebenfalls eine deutliche Verbindung 6stlicher Skythen zu Vertretern der Andro-
novo-Kultur der westsibirischen Waldsteppe, was die These einer Ostwirts-Bewegung in
der mittleren Bronzezeit stiitzt (Unterlander et al. 2017).

Die eisenzeitliche skythische Probe aus (Mathieson et al. 2015) liegt in einer Hauptkompo-
nentenanalyse mit 777 modernen Individuen Westeurasiens und 221 prihistorischen Indi-
viduen ebenfalls bei den bronzezeitlichen Steppenpopulationen (Abb. 30).

Die Ergebnisse der outgroup-f3-Analyse der eisenzeitlichen Individuen aus der vorliegenden
Arbeit weisen alle eine geteilte genetische Drift zu 6stlichen JS-Populationen auf.

Die Nihe zu dneolithischen Steppe-Individuen ist auch fir alle Ost-Skythen, hier inklusive

der Individuen der Tagar-Kultur, festzustellen.

Vertreter der Tagar-Kultur

Fir die Tagar-Kultur Siidsibiriens ist eine erhohte EHG-Verwandtschaft und der héchste
Anteil an einer Abstammungskomponente bronzezeitlicher Viehziichter im Vergleich zu
weiteren innerasiatischen Skythen festgestellt worden (Damgaard et al. 2018). Auch in der
vorliegenden Arbeit kann die Nihe zu 6stlichen JS (EHG) fur Individuen aus Barsudij be-
statigt werden. Zudem ist festzustellen, dass die Individuen der Tagar-Kultur in der PCA
im Verbreitungsgebiet der Karasuk-Kultur liegen, aus welcher die Tagar-Kultur hervorge-
gangen ist (Parzinger 2006). Die Nihe zu Karasuk-Kultur sowie die deutliche Abgrenzung
zu allen anderen eisenzeitlichen zentral-asiatischen Kulturgruppen lassen auf eine mogliche
Ostwirts-Bewegung der Tagar-Kultur mit geringem Genfluss lokaler Populationen schlie-
Ben. (Damgaard et al. 2018) Die Sonderstellung der Tagar-Kultur im Vergleich zu den 6st-
lichen Skythen kann auch auf mitochondrialer Ebene detektiert werden (Unterlinder 2014).
Die Karasuk-Kultur zeigt zudem eine Nihe zu skythischen Proben des nord-pontischen

Raums (Juras et al. 2017).
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Die Proben der Tagar-Gruppe aus Barsucij Log weisen bei einer D-Statistik der Form
D(Pazyryk, Test, Tagar, AG) eine geteilte, genetische Drift mit EHG und SHG sowie Ver-
tretern der Jamnaja-Samara-Gruppe auf und bestitigen die Ergebnisse der Hauptkompo-
nenten-Analyse und somit eine genetische Prigung von Populationen der westeurasischen

Steppe.

Der Sake

Fir das mit der sakischen Kultur assoziierte Individuum aus Ulzan (Ul2) ist feststellen, dass
es sich deutlich von allen anderen 6stlichen Gruppierungen abzugrenzen scheint und ein
geringer Genfluss zu den 6stlichen Skythen bestanden haben muss.

In der D-Statistik der Form D(Skythen-A, Test, Skythen-C, AG) kann fir die Pazyryk-
Kultur eine groBere Ahnlichkeit zu den beiden neolithischen Proben und zur Aldy-Bel-
Kultur, als zur sakischen Probe nachgewiesen werden.

Das Verbreitungsgebiet sakischer Stimme reichte bis nach Nord-Pakistan (Parzinger 2007).
Viele sakische Kurgane liegen im Pamir-Gebirge des heutigen Tadschikistan und verweisen
basierend auf archiologischem Fundgut ins Siebenstromland und nach Sudsibirien. Eine
genetische Nihe zu sibirischen ]S von Saken der Tian Shan-Region konnten Damgaard
und Kollegen nachweisen (Damgaard et al. 2018), ebenso eine genetische Komponente die
mit neolithischen Farmern Irans assoziiert werden kann. Die Autoren schlieBen daher auf
einen Genfluss zwischen Saken des Tian Shan-Gebietes und Vertretern der Oasenkultur
(Bactria-Margina-Komplexes) des heutigen 6stlichen Turkmenistans.

Die in dieser Studie analysierten Saken der zentralen Steppe und der Region um das Tian
Shan-Gebirge bilden zwei genetisch differenzierte Gruppen aus mit unterschiedlichen Ein-
flissen bronzezeitlicher Steppenpopulationen. Ein nordwirts gerichteter Genfluss aus Us-
bekistan, Turkmenistan, Tadschikistan auf zentrale Steppengebiete konnte bereits fur die

Bronzezeit belegt werden (Narasimhan et al. 2018).

Die Sarmaten

Aus der sauromatischen Kultur entsteht die frithsarmatische Kultur, wobei mogliche Fin-
flisse aus dem Osten dabei nicht auszuschlieBen sind. Die Sarmaten fallen zwischen 3. und
2. Jh. v. Chr. in die nordpontische Steppe ein und mischen sich mit den dort ansissigen
Skythen (Parzinger 2007). Im stdlichen Ural am 6stlichen Rand der pontisch-kaspischen
Steppe kann von einer genetischen Kontinuitit der Sarmaten tber eine Zeit von 300-500
Jahren ausgegangen werden (Krzewinska et al. 2018). Interessanterweise zeigen die in der

zuletzt genannten Studie analysierten spiten Sarmaten (4 -323 n. Chr.) eine geteilte geneti-
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sche Drift mit bronzezeitlichen Steppenpopulationen und nicht mit Kimmerern des
Nordschwarzmeerraums. In einer Hauptkomponentenanalyse ist eine Nihe zu pontisch-
kaspischen Skythen erkennbar, welche sich in einem Cluster mit Bezug zur Steppe gruppie-
ren. Die frihen Sarmaten dieser Studie grenzen sich jedoch deutlich von zentral-
asiatischen, eisenzeitlichen Skythen ab (Unterlinder et al. 2017; Krzewinska et al. 2018).
Dass eine geteilte Herkunft friher Sarmaten aus Sudwest-Russland mit Vertretern der
bronzezeitlichen Sintaschta-Kultur Ostlich des Urals wahtscheinlicher ist, als mit der
Pazyryk-Kultur des Altai, kann in der D-Statistik ebenfalls gezeigt werden. Die Nihe zu
EHG zeigt sich fiir die frithen Sarmaten aus Pokrovka, ebenso wie eine genetische Ahn-
lichkeit zur Probe aus Loschbour, als Vertreter der westlichen JS (WHG).

Die frithen Sarmaten orientieren sich in der PCA deutlich nach Siid-Osten und liegen im
Verteilungsbereich der bronzezeitlichen Jamnaja-Individuen des Referenzdatensatzes. Die
genetische Ahnlichkeit zur bronzezeitlichen Jamnaja-Kultur und die bronzezeitliche
Poltavka-Kultur konnte auch von Unterlinder und Kollegen fur die frihen Sarmaten her-

ausgestellt werden (Unterldnder et al. 2017).
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Abbildung 36: Hauptkomponentenanalyse mit 777 modernen Individuen Westeurasiens (grau),
Projektion von 221 prihistorischen Individuen nach ihren entsprechenden Kulturstufen gruppiet;
E/M/LN, Friihes/Mittleres/Spites Neolithikum; LBK, Linearbandkeramik; E/WHG, Ostlich -
/Westliche Jager-Sammler; EBA frithe Bronzezeit; IA, Eisenzeit; LNBA, Spites Neolithikum und
Bronzezeit (Mathieson et al. 2015).

5.3.4 Ostasiatischer Einfluss auf nomadische Populationen im
Ubergang von der Bronze- zur Eisenzeit

Drei wesentliche Fragen sind mit dem moglichen Anstieg ostasiatischer Linien in Westeu-
rasien verbunden: Besteht zwischen westlichen und Ostlichen nomadischen Populationen
eine gemeinsame Herkunft mit anschlieBender zsolation by distance? Oder ist von einem kon-
tinuierlichen Genfluss mit ostasiatischen Populationen, also Migrationsbewegungen osteu-
rasischer Populationen mit anschlieBender Vermischung mit lokalen Populationen auszu-
gehen? Kann die These eines multiregionalen Ursprungs (Unterlinder et al. 2017) gestiitzt
werden? Der Anstieg ostasiatischer Komponenten im zentralasiatischen Raum ldsst auf
Vermischungsereignisse mit lokalen Populationen bzw. Migrationsbewegungen mit an-

schlieBendem Genfluss schliel3en.
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Bisherige Studien belegen, dass mit Beginn der Eisenzeit ein Zustrom ostasiatischer Linien
nachweisbar ist. Fasst man die Ergebnisse aus der Literatur betreffend der maternalen His-
torie zusammen, konnten ebenfalls ostasiatische Haplogruppen in der Bronzezeit fiir die
Mongolei nachgewiesen werden (Gonzalez-Ruiz et al. 2012); wohingegen kasachische Indi-
viduen und Proben aus Chakassien der spiten Bronzezeit nur europiische Linien aufwei-
sen (Lalueza-Fox et al. 2004; Keyser et al. 2009). In der Steppe West-Sibiriens zeigen unter-
suchte Proben von der frithen bis zur spiten Bronzezeit bereits 60 % ostasiatische Linien
(Molodin et al. 2012). Im nord-pontischen Raum des Aneolithikum und der Bronzezeit
wurden ausschlieBlich westeurasische Linien nachgewiesen (Wilde et al. 2014).

Fir dieselbe Region (Moldawien und Ukraine) weisen Juras und Kollegen in der Eisenzeit
eine Mischung aus west- und osteurasischen Haplogruppen nach (Juras et al. 2017). Der
Anteil ostasiatischer Linien liegt hier bei 26,3 %. Resultierend aus der Zusammensetzung
der Haplogruppen (A und HS8c) postulieren die Autoren eine Verbindung der West-
Skythen des nord-pontischen Raums mit dem Altai und definieren dieses Gebiet als mégli-
chen Ursprung des ost-asiatischen Einflusses.

Basierend auf mitochondrialen Daten der hier analysierten Skythen aus der Eisenzeit lassen
sich 26,3 % osteurasische Linien in westlichen Skythen (inklusive Sarmaten) feststellen
(Unterlinder 2014). Fir die ostlichen Skythen konnten west- und osteurasische Linien in
einem nahezu ausgeglichenen Verhiltnis nachgewiesen werden. Allerding zeigen die Pro-
ben der Fundplitze Novozavedennoe und Kolbino aus SW-Russlands ausschlief3lich west-
eurasische Linien. Da keine ostasiatische Komponente in westlichen, frihen und spiten
Skythen nachweisbar ist (Nov7, Kol4) (Unterlinder 2014), jedoch fiir ost-kasachische
Skythen eines vergleichbaren Zeitraums (Zevakino) kann, basierend auf den Ergebnissen
dieser beiden Fundplitze, von einer Isolation by distance mit geringem Genfluss bis zur spiten
Eisenzeit in SW-Russland ausgegangen werden. Jedoch sollte aufgrund der geringen Pro-
benzahl nur mit Vorsicht geschlussfolgert werden.

Auf phinotypischer Ebene entspricht die bronzezeitliche Probe aus Kalinovka, mit Aus-
nahme des Laktase-Gens (LCTa) und dem Pigmentierungsmarker SLC45A2, dem europii-
schen Phinotyp und damit den westlichen Skythen der Eisenzeit aus SW-Russland.
Anhand der outgroup-f3-Statistik mit modernen Populationen konnte fiir die westlichen Pro-
ben der Bronze- (Kall) und Eisenzeit (Nov7, Kol4) jeweils keine genetische Drift mit zent-

ral-asiatischen bzw. Populationen aus Ost-Asien festgestellt werden.

Die frithen Sarmaten weisen mit 18,2 % cinen leicht erhéhten Anteil asiatischer Linien auf
(Unterlinder 2014). Sie zeigen ostasiatische Haplogruppen, die vorab nicht in der westli-

chen eurasischen Steppe bestimmt werden konnten, was auf einen stindigen Genfluss aus
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dem Osten hindeuten konnte, der in der Eisenzeit hoher war als dies fiir heutige Populati-
onen (8%) desselben Gebietes der Fall ist (Malyarchuk et al. 2002).

Neueste Studien gehen davon aus, dass Ostliche Linien in der Eisenzeit mit den Kimmerern
in die pontisch-kaspische Steppe kamen (Krzewinska et al. 2018).

Die archiologischen Funde der Kimmerer und Skythen weisen eine groe Ubereinstim-
mung auf, Einflisse aus dem ost-asiatischen Raum sind auf archdologischer Seite jedoch
nicht ganz auszuschlieBen (Parzinger 2007). Fir Kimmerer die zwischen ~ 1000 — 800 v.
Chr. datieren, konnte eine grof3ere Ubereinstimmung mit west-sibirischen bronzezeitlichen
Populationen belegt werden als zu Vertretern der Srubnaja-Kultur aus der pontisch-
kaspischen Steppe. Schon im Ubergang der Bronze- zur Eisenzeit kann fiir die Kimmerer
des Schwarzmeerraums ebenfalls eine Nihe zu heutigen siid-asiatischen und nordost-
asiatischen Populationen belegt werden, die mit dem Alter der Individuen zunimmt
(Krzewinska et al. 2018).

Der nachweislich geringe Anteil ostasiatischer Linien auf mitochondrialer Ebene und leich-
te Ausdehnung der Sarmaten in den Nahen Osten bzw. den westlichen Teil der eurasischen
Steppe unterstiitzen die Annahme, dass die Region stidlich des Urals als Ort des kontinu-
ierlichen Genflusses und Bindeglied der pontisch-kaspischen und kasachischen Steppe an-

gesehen werden kann.

Studien basierend auf genomischen Daten stiitzen die Annahme, dass ein ost-asiatischer
Einfluss bereits in der mittleren bis frihen Bronzezeit in der zentralen Steppe (Kasachstan)
und dem Altai stattgefunden hat (Damgaard et al. 2018b).

Ein ostasiatischer Bezug kann ebenfalls fiir drei Individuen aus West-Sibirien (6200-4000
BCE) nachgewiesen werden. Diese reprisentieren eine neue Abstammungsmischung, die
West-Sibirian-HG-Komponente (Narasimhan et al. 2018), die auch in Usbekistan, Turk-
menistan, Tadschikistan und der siidlichen Steppe detektiert wurde. Die Komponente aus
30 % EHG, 50 % ANE (ancient north enrasien), 20 % heutigem Ostasien soll eine genetische
relative homogene Gruppe darstellen, die sich zwischen 2000-1400 BCE zwischen Osteu-
ropa und trans-uralischer Steppe verbreitet hat. In der kasachischer Steppe und dem Mi-
nusinsker Becken entsteht wihrend der mittleren bis spiten Bronzezeit ein Cluster, ge-
nannt Szeppe-MIBA-East aus einer Vermischung von Viehhirten der westlichen Steppe und
Vorfahren dieser fritheren West-Sibirian HG. Fur Individuen der an den Kaukasus angren-
zenden Steppe Zone (Wang et al. 2018) kann zusitzlich eine mit anatolischen Ackerbauern

verwandte Abstammung nachgewiesen werden.
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b

Das Auftreten einer ,,0stlichen Komponente®, welche hauptsichlich in Nganasanen aus
Sibirien reprasentiert ist, konnte fiir eisenzeitliche Proben Zentralasiens der Aldy-Bel,
Pazyryk, Zevakino-Cilikta-Kultur und in westlichen, frithen Sarmaten festgestellt werden
(Unterldnder et al. 2017). Zusitzlich zeigen die Skythen der Eisenzeit eine weitere Kompo-
nente, die in ost-asiatischen Populationen dominant ist. Wihrend die genetische Verbin-
dung nach Sibirien auch in bronzezeitlichen Populationen der Karasuk- und Mezhovskaya-
Kultur prisent ist, konnte ein ost-asiatischer Einfluss ausschlieBlich fiir eisenzeitlichen Po-
pulationen detektiert werden. Beide Komponenten sind im Osten der eurasischen Steppe
signifikant héher. Dieses fir die skythische Periode typische Muster aus adwmixture mit ost-

asiatischem Bezug zeigen ebenfalls Individuen der kasachischen Steppe der mittleren Bron-

zezeit in einer spiteren Studie (Narasimhan et al. 2018).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass ein Ostlicher Einfluss von der Bronze- zur
Eisenzeit deutlich zunimmt, je weiter Ostlich sich die Proben in der eurasischen Steppe
befinden. Fur die zentralasiatische Steppe ist bereits in der mittleren und spaten Bronzezeit
ein Bezug zu Ostasien erkennbar.

Fur die frihen Sarmaten ldsst sich ein zentral-asiatischer Einfluss bzw. eine osteurasische
Komponente feststellen. Dies spricht fiir einen kontinuierlichen Genfluss durch Expansion
zentral-asiatischer Populationen oder fiir Migrationsbewegungen aus der Ostlichen Steppe

bis nach SW-Russland.

5.3.5 Multiregionaler Ursprung eisenzeitlicher Steppenomaden

Das Verbreitungsgebiet der mit skythischer Kultur assoziierten Populationen reichte vom
nord-pontischen Raum im Westen bis in den Osten der eurasischen Steppe. Seit Anbeginn
der Forschung tber die Skythenzeit stellt sich die Frage nach deren Ursprung und nach der
Verbindung dieser einzelnen Reiternomadenvélker iiber eine beeindruckende Distanz hin-
weg. Uber die Zeit wurde ein kaukasischer (Parzinger 2006), ostasiatischer und multiregio-
naler (Unterlinder et al. 2017; Damgaard et al. 2018) Ursprung diskutiert. Eine kontinuier-
liche Verbindung der Schwarzmeer-Skythen zum Osten der eurasischen Steppe ist aus ar-
chiologischer Sicht eindeutig (Parzinger 2007). Die Mdglichkeit eines polyzentristischen
Ursprungs skythisch geprigter Kulturen mit einem stindigen kulturellen Austausch der
Steppenpopulationen wurde aus archiologischer Sicht ebenfalls nie ganz ausgeschlossen

(Bashilov, V.A. & Yablonsky 2000).
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Neueste Studien anhand voll-genomischer Datensitze legen einen multiregionalen Utr-
sprung skythischer Reiterverbinde mit anhaltendem, aber geringem Genfluss nahe
(Unterlidnder et al. 2017; Krzewinska et al. 2018). Damgaard und Kollegen belegen mit ih-
rem Datensatz die Hypothese eines multiregionalen Ursprungs, kénnen jedoch einen kon-

tinuierlichen Genfluss nicht bestitigen (Damgaard et al. 2018).

Es stellt sich also die Frage, ob ein multiregionaler Ursprung der skythischen Populationen
mit dem vorliegenden Datensatz haltbar ist. Und hat dabei nur ein kultureller Austausch
oder genetischer Genfluss zwischen skythischen Subkulturen stattgefunden?

Grundlegend fiir die Frage nach einem Ursprung der Skythen ist, inwieweit die einzelnen
Kulturstufen selbst als homogene Gruppe betrachtet werden kénnen. Basierend auf den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und wie bereits in vorangegangenen Kapiteln disku-
tiert, konnen die zeitgleich existierenden, skythischen Kulturgruppen des kasachischen Al-
tai (Berel), des Ukok-Plateaus (Ak-Alacha) und des Chuya-Tals (Justyd) nicht als einheitli-
che Gruppierung betrachtet werden. Wie auch schon basierend auf mitochondrialen Daten
festgestellt wurde, besteht eine grof3ere genetische Distanz zwischen Individuen des Chuya-
Tals und den geografisch naheliegenden Vertretern der Pazyryk-Kultur. Dies kann in der
vorliegenden Arbeit durch nachweisbaren Bezug nach Ost-Asien der Probe J12-6 bestitigt
werden. Die Nihe zu modernen ostasiatischen Populationen kann im vorliegenden Daten-
satz ebenfalls fir einen deutlich dlteren (700-600 v. Chr.) Vertreter der Aldy-Bel-Kultur aus
Arzan nachgewiesen werden.

Die chronologisch folgende Tagar-Kultur des Minusinsker Beckens und der Sake aus Sud-
Ostkasachstan grenzen sich genetisch voneinander wie auch von Vertretern der folgenden
Pazyryk-Kultur ab.

Eine Feinstrukturierung innerasiatischer skythischer Populationen konnte auch fir sid-
sibirische Tagar, Saken der zentralen Steppe und des Tian Shan belegt werden (Damgaard
et al. 2018). Weiterfithrende Analysen zeigen Vermischungsereignisse dieser drei Gruppen
mit bronzezeitlichen Viehhirten und stdsibirischen JS zu unterschiedlichen Anteilen. Die
Autoren schlussfolgern demnach, dass kein intensiver Genfluss zwischen den skythischen
Gruppen stattgefunden haben kann, jedoch Vermischungsereignisse mit entsprechenden
lokalen Populationen.

In der vorliegenden Arbeit zeigen die West-Skythen eine Nihe zu vorangegangenen bron-
zezeitlichen Gruppen. Weder fiir den Vertreter der frihskythischen Kultur (800-600 v.
Chr.) des Nord-Kaukasus noch fir einen Vertreter der spiten skythischen Periode SW-

Russlands (300 v. Chr.) kénnen osteurasische Linien (Unterlinder 2014) oder genetische
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Drift mit zentral- und/oder ost-asiatischen Populationen nachgewiesen werden. Dies
spricht ebenfalls fir eine genetische Kontinuitit der skythischen Gruppierungen westlich
des Urals mit moglichem Genfluss mit lokalen Populationen. Eine klare Abgrenzung unga-
rischer Skythen zu innerasiatischen, skythischen Gruppen zeigt sich durch einen nachge-
wiesenen Genfluss mit europdischen Ackerbauern. Die Saken teilen jedoch eine genetische
Drift mit bronzezeitlichen Viehhirten und stid-sibirischen JS (Damgaard et al. 2018). Die
etwas weiter Ostlich gelegenen Skythen des Nordschwarzmeerraums aus Moldawien und
der Ukraine bilden ebenfalls keine homogene Gruppe. Die untersuchten Individuen teilen
sich in drei Cluster auf, basierend auf ihren mitochondrialen Haplogruppen, die zum einen
mit europdischen |S und frith-neolithische Farmern in Verbindung gebracht werden oder
osteurasische Haplotypen reprisentieren. Es konnte ebenfalls eine genetische Affinitit fiir
alle Individuen mit der bronzezeitlichen Srubnaja-Kultur nachgewiesen werden. Krzewins-
ka und Kollegen postulieren einen zentral-asiatischen Ursprung westlicher Skythen, da fiir
die Individuen der pontisch-kaspischen Steppe eine gemeinsame genetische Drift mit der
bronzezeitlichen Andronovo-, Afanasievo und Sintaschta-Kultur nachgewiesen werden
konnte.

Fir die frihen Sarmaten ist eine zentral-asiatische Verwandtschaft basierend auf den Posi-
tionierungen der Proben in der PCA anzunehmen. Dies ist durch die Evidenz einer sibiri-
schen Komponente in den frithen Sarmaten aus Pokrovka belegt (Unterlinder et al. 2017).
Trotz geringen bis keinen nachweisbaren, genetischen Distanzen konnten Fst-Werte > 0
fir Individuen der Pazyryk-Kultur zu den frithen Sarmaten (0,0093) sowie allen bronzezeit-
lichen Proben festgestellt werden (0,0180). Es wird von einer Westwirts-Bewegung der
Sarmaten bis in den Nordschwarzmeerraum ausgegangen, mit einem anschlieBenden Zeit-
raum der Koexistenz von Skythen und Sarmaten, die dann die Vorherrschaft der Skythen

mit der Zeit ablosten.

Die Nihe zu Jamnaja-verwandten Gruppierungen und der Nachweis einer nord-sibirischen
Komponente lassen die Hypothese eines unabhingigen, multiregionalen Ursprungs nur
unter der Annahme eines stindigen Genflusses tiber die eurasische Steppe zu.

Es kann aulerdem eine grofle genetische Affinitit zwischen der Schnurkeramik-Kultur
Nordost-Europas und der Sintaschta-Kultur gezeigt werden (Allentoft et al. 2015), was
gegen einen Ursprung der bronzezeitlichen Sintaschta in Zentralasien und dem Nahen Os-
ten spricht. Dies konnte fiir eine mogliche, unabhingige Vorgingerpopulation der westli-

chen eisenzeitlichen Skythen sprechen.
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Im Kapitel 5.3.3 wurde bereits die Verbindung zu 6stlichen Jager-Sammler-Populationen
fir die vorliegenden Proben sowie eisenzeitliche Skythen aus der Literatur diskutiert
(Mathieson et al. 2015; Unterldnder et al. 2017) Dieses verbindenden Element zwischen
den frithen Sarmaten und 6stlichen, skythischen Gruppierungen der Bronze — und Eisen-
zeit wird durch die Verbreitung der Jamnaja-Kultur aus der europiischen Steppe in den

osteurasischen Raum transportiert (Haak et al. 2015).

Auch anhand des Datensatzes dieser Arbeit kann bestatigt werden, wie komplex die Migra-
tionsbewegungen innerhalb des eurasischen Steppengiirtels gewesen sein miissen. Skythen
der westlichen Gebiete des Steppenraums weisen klare Vermischungsereignisse mit lokalen
Vorgingerpopulationen auf. Ein Einfluss zentralasiatischer Gruppen ist fiir einzelne Indi-
viduen der westlichen Skythen nicht nachweisbar, es kénnen jedoch fiir benachbarte
Skythen osteurasische Komponenten detektiert werden. Die Verbindung zum 6stlichen
Teil des Steppengtirtels kann nicht ausgeschlossen werden. Fur einzelne skythische Kultur-
gruppen Zentralasiens zeigen sich eine teilweise unabhingige Historie und kaum Vermi-

schung mit angrenzenden Populationen.
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Chemikalien
Agencourt AMPure XP beads Beckman Coulter
Agilent High Sensitivity DNA Reagent Agilent Technologies

AmpliTaq Gold ® Puffer II (10x)

Life Technologies ™

AmpliTaq Gold ® DNA Polymerase

Life Technologies ™

ATP (100 mM)

Life Technologies ™

Bovine Serum Albumin (BSA) (20 mg/ml)

Roche Diagnostics

Bst Polymerase, Large Fragment (8 U/ pl)

New England Biolabs GmbH

dNTPs (each 10 mM)

Qiagen

dNTPs (each 25 mM)

Agilent Technologies

Dynabeads ® MyOne ™ Streptavidin Tl magnetische
beads.

Thermo Fisher Scientific Inc.

EDTA (0.5 M), pH 8.0

Ambion ®

Ethanol 96% (vergillt)

Carl Roth GmbH + Co. KG

Herculase IT fusion DNA Polymerase Agilent Technologies
Herculase II Reaktionspuffer Agilent Technologies
HPLC-H20 Fisher Scientific GmbH

KAPA SYBR ® FAST QPCR MasterMix Universal

Biosystems/ Peqlab

Kapa
MgCI2 (25 mM) Life Technologies ™
1N NaoH Solution Agilent Technologies

N-Laurylsarcosine

Merck Millipore Corporation

Nuclease-freies H20

Life Technologies ™

PEG-4000

Thermo Scientific ™

Proteinase-K Roche Diagnostics

Roche Diagnostics

Roti ® -Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

Roche Diagnostics

T4 DNA Ligase (5 U/ul)

Thermo Scientific ™

T4 DNA Ligase Buffer (10X)

Thermo Scientific ™

T4 DNA Polymerase (5 U/pl)

Thermo Scientific ™

T4 Polynukleotide Kinase

Invitrogen ™

Tango Buffer (10x)

Life Technologies ™

ThermoPol Buffer (10X)

New England Biolabs GmbH

Trichlormethan/Chloroform

Carl Roth GmbH + Co. KG

USER ™ Enzym

New England Biolabs GmbH
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Kits

High Sensitivity DNA Kit Agilent Technologies
MinElute ® PCR Purification Kit Qiagen

MSB ® Spin PCRapace Kit Stratec

Agilent ® Sure Select Target enrichment Kit Agilent

SeqCap EZ Developer Library, 4 Reactions Roche

MYhbait s kit 1-48 MYcroarray®
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Qubit ® HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific Inc.
Gerite

2100 Expert Bioanalyzer Agilent Technologies
Eppendorf Concentrator plus Speed-vac Eppendorf AG

Hettich Zentrifugen Mikro 200 Hettich Lab Technology
Hettich Zentrifugen Universal 320 Hettich Lab Technology
MasterCycler® Thermocycler Eppendorf AG

Qubit® Fluorometer

Invitrogen ™

StepOnePlus™ Real-Time PCR System

Applied Biosystems

Thermomixer comfort

Eppendorf AG

Vetrbrauchsmaterialien

Amicon ® Ultra-15 (30, 50 kDa)

Merck Millipore Corporation

Astronaut caps

HANSA - TRADING HTH GmbH & Co. KG

DNA LoBind Tubes 0,5 ml, 1,5 ml

Eppendorf AG

DuPontTM Tyvek ® Protective Apparel

DuPont (via VWR International)

Eppendorf Safe-Lock Tubes 0,5 ml, 1,5 ml

Eppendorf AG

Falcon 15 ml, 50 ml

Falcon 15 ml, 50 ml SARSTEDT AG & Co

Einweg Handschuhe

HANSA - TRADING HTH GmbH & Co. KG

Gesichtsmaske

HANSA - TRADING HTH GmbH & Co. KG

Alconox ® detergent IF BC

Sigma-Aldrich Co.

DanKlorix Hygiene Reiniger

DanKlorix

DNA-ExitusPlusTM IF BC

AppliChem GmbH
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Anhang B

B1 Adapter - und Primersequenzen nach (Kircher et al. 2012) und (Meyer and Kircher 2010)

Bezeichnung Sequenz

IS1_adapter.P5 A*CFA*C*TCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGHA*T*C*T

1S2_adapter.P7 G*T*G*A*CTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCG*A*T*C*T
1S3_adapter.P5+P7 A*GHA*T*CGGAA*G*A*G*C

154 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTT
IS5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTT
IS6 CAAGCAGAAGACGGCATACGA

IS7 ACACTCTTTCCCTACACGAC

IS8 GTGACTGGAGTTCAGACGTGT

Read 1 (P7) ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

Index Read (P7) GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC

Read 2 (P5) GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

P5 index sequencing AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT

* bezeichnet eine PTO-Bindung
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B2 Sequenz der Positivkontrolle (NH)

Bezeichnung  Sequenz (5¢ - 39)

CCATCTCATCCCTGCGTGTCAACTGACTAAACTAGGTGCCACGTCGT-
GAAAGTCTGACAACCTATCCCCTGTGTGCCTTG

CAAGGCACACAGGGGATAGGTTGTCAGACTTTCACGACGTGGCACCTAGTT-
TAGTCAGTTGACACGCAGGGATGAGATGG

Nonsense 1

Nonsense 2

B3  Auflistung ausgewihlter funktionaler Marker im Anreicherungsverfahren

Bezeichnung | rs-Nummer | Chromosom Start Position | Stop Position
SEC16B rs10913469 chrl 177913518 177913519
NOTCH2 rs10923931 chrl 120517958 120517959
LEPR rs1137100 chrl 66036440 66036441
SLC44A5 rs13373826 chrl 75970794 75970795
MTHFR 517367504 chrl 11862777 11862778
NEGR1 rs2568958 chrl 72765115 72765116
ADAM30 1rs2641348 chrl 120437883 120437884
PROX1 1rs340874 chrl 214159255 214159256
AGT rs5051 chrl 230849871 230849872
PCSK9 1s562556 chrl 55524236 55524237
AGT 15699 chrl 230845793 230845794
HHEX/ IDE | rs1111875 chr10 94462881 94462882
TCF71.2 1511196205 chr10 114807046 114807047
CAMKI1D/ rs12779790 chr10 12328009 12328010
CDC123

c1901f107 1rs1530440 chr10 63524590 63524591
GBF1 1rs3802678 chr10 104115394 104115395
TCF7L.2 1rs4506565 chr10 114756040 114756041
PLRP2 rs4751995 chr10 118397883 118397884
HHEX/IDE | 1s5015480 chr10 94465558 94465559
TCF7L2 rs7901695 chr10 114754087 114754088
TCF7L2 57903146 chr10 114758348 114758349
HHEX/IDE | 157923837 chr10 94481916 94481917
TYR.1 rs1042602 chrll 88911695 88911696
MTNR1B rs10830963 chrll 92708709 92708710
MTCH2 rs10838738 chrll 47663048 47663049
TYR.2/3 rs1126809 chrll 89017960 89017961
MTNR1B rs1387153 chrll 92673827 92673828
CENTD2 rs1552224 chrll 72433097 72433098
FADS2/FAD | rs174570 chrll 61597211 61597212
S3

KCNQ1 152074196 chrll 2824799 2824800
KCNQ1 1rs2237892 chrll 2839750 2839751
KCNQ1 1rs231362 chrll 2691470 2691471
GRB2 rs2373115 chrll 78091149 78091150




Bezeichnung | rs-Nummer | Chromosom Start Position | Stop Position
TPCN2.1 1535264875 chrl1 68846398 68846399
TPCN2.2 153829241 chrl1 68855362 68855363
BDNF/LGR4 | 154923461 chrl1 27656909 27656910
/LIN7C

CASP12 5497116 chrl1 104763116 104763117
KCNJ11 55215 chrll 17408629 17408630
KCNJ11 55219 chrll 17409571 17409572
F2 155896 chrll 46745002 46745003
BDNF 156265 chrll 27679915 27679916
MADD/FOL | 157395662 chrll 48518892 48518893
H1

BDNF/LGR4 | 15925946 chrll 27667201 27667202
/LINC7

DCD rs1153188 chr12 55098995 55098996
KITLG.2 1512821256 chr12 89328334 89328335
HMGA2 rs1531343 chr12 66174893 66174894
HMGA2 152612067 chr12 66170162 66170163
SH2B3 153184504 chr12 111884607 111884608
ENaC/SCNN | 1s3759324 chr12 6485660 6485661
la

KRT77 153782489 chr12 53086644 53086645
VDR 154516035 chr12 48299825 48299826
GNB3 rs5443 chr12 6954874 6954875
KITLG.1 15642742 chr12 89299745 89299746
SH2B3/ATX | 15653178 chr12 112007755 112007756
N2

ALDH2 15671 chr12 112241765 112241766
OASL/HNF1 | 157957197 chr12 121460685 121460686
A

TSPANS/LG | 157961581 chr12 71663101 71663102
R5

RPL21 510507380 chrl3 27879525 27879526
RGS6 rs10149848 chri4 72855161 72855162
CYP17A1 rs1191548 chr14 30000681 30000682
SLC24A4 rs12896399 chri4 92773662 92773663
RAB27A.1 rs104894497 | chrl5 55520890 55520891
RAB27A.2 rs104894498 | chrl5 55516164 55516165
RAB27A.3 rs104894499 | chrl5 55516099 55516100
RAB27A.4 15104894500 | chrl5 55516201 55516202
TRPM2 11070811 chr15 31394081 31394082
BCL2A1/ZF | 1511634397 chrl5 80432221 80432222
AND

HERC2 1512913832 chrl5 28365617 28365618
CYP1A2 151378942 chrl5 75077366 75077367
SLC24A5 151426654 chrl5 48426483 48426484
OCA2 151667394 chrl5 28530181 28530182
MYOS5A 1516964944 chrl5 52676391 52676392
MYOS5A 151724577 chr15 52689630 52689631
TRPM1 rs17815774 chrl5 31334361 31334362
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Bezeichnung | rs-Nummer | Chromosom Start Position | Stop Position
OCA2.1 151800401 chrl5 28260052 28260053
OCA2.2 151800407 chrl5 28230317 28230318
OCA2.3 51800414 chrl5 28197036 28197037
RAB27A.5 1528938176 chr15 55522620 55522621
MYOS5A 154776053 chr15 52816194 52816195
CYP1A2 15762551 chr15 75041916 75041917
PRC1 158042680 chr15 91521336 91521337
OCA2 151545397 chr15 28187771 28187772
MCIR.6 rs1110400 chr16 89986129 89986130
MC1R 4 1511547464 chr16 89986090 89986091
SLC12A3 151529927 chr16 56904586 56904587
ABCC11 1517822931 chr16 48258197 48258198
MC1R.1 151805005 chr16 89985843 89985844
MC1R.2 151805006 chr16 89985917 89985918
MC1R.5 151805007 chr16 89986116 89986117
MC1R.7 151805008 chr16 89986143 89986144
MCIR.9 51805009 chr16 89986545 89986546
MCIR.3 152228479 chr16 89985939 89985940
ENaC/SCNN | rs5718 chr16 231938064 23193865
1

S%IZBl 157498665 chr16 28883240 28883241
FTO 158050136 chr16 53816274 53816275
MCIR.8 15885479 chr16 89986153 89986154
FTO 159939609 chr16 53820526 53820527
PLCD3 1512946454 chr17 43208120 43208121
ZNFG652 1516948048 chr17 47440465 47440466
KCNJ2 517779747 chrl7 68494991 68494992
TCF2 rs4430796 chr17 36098039 36098040
TCF2/HNF1 | 15757210 chrl7 36096514 36096515
B

MC4R rs17782313 chr18 57851096 57851097
ANGPTLA4 rs116843064 | chrl9 8429322 8429323
KCTD15 rs368794 chr19 34320451 34320452
APOE rs429358 chr19 45411940 45411941
APOE rs7412 chr19 45412078 45412079
BCL11A 10490072 chr2 60669930 60669931
LCTb 15182549 chr2 136616753 136616754
BCL11A 15243021 chr2 60584818 60584819
IRS1 152943041 chr2 227093744 227093745
EDAR 153827760 chr2 109513600 109513601
LCTa 154988235 chr2 136608645 136608646
TMEM18 156548238 chr2 634904 634905
IRS1 1rs7578326 chr2 227020652 227020653
THADA 1rs7578597 chr2 43732822 43732823
RBMS1/ITG | 157593730 chr2 161171453 161171454
B6

GCKR rs780094 chr2 27741236 27741237
ALMS1 rs9309473 chr2 73743981 73743982
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Bezeichnung | rs-Nummer | Chromosom Start Position | Stop Position
ASIP.3 151015362 chr20 32738611 32738612
ASIP.4 154911414 chr20 32729443 32729444
ASIP.2 156058017 chr20 32856997 32856998
ADCY5 1511708067 chr3 123065777 123065778
SYNC/PPAR | 1517036101 chr3 12277844 12277845
G

PPARG 151801282 chr3 12393124 12393125
MCF2L.2 152314349 chr3 183091097 183091098
IGF2BP2 154402960 chr3 185511686 185511687
ADAMTS9 154607103 chr3 64711903 64711904
WES1 110010131 chr4 6292914 6292915
TLR.10 111096955 chr4 38776106 38776107
TLR.10 1511096957 chr4 38776490 38776491
NPY1R/NPY | rs11724320 chr4 164267922 164267923
5R

ADH1Bb 151229984 chr4 100239318 100239319
FGF5 1516998073 chr4 81184340 81184341
ADH1Ba 53811801 chr4 100244318 100244319
TLR.10 154129009 chr4 38774888 38774889
CORIN 154558836 chr4 47592649 47592650
TLR.1 154833095 chr4 38799709 38799710
TLR.1 155743618 chr4 38798647 38798648
TLR.6 155743810 chr4 38830349 38830350
UCP1 156536991 chr4 141481580 141481581
SCOC 156840033 chr4 141228860 141228861
CAMK2D 156850980 chr4 114710293 114710294
ADRB2 rs1042713 chr5 148206439 148206440
ADRB?2 151042714 chr5 148206472 148206473
MTRR 15162036 chr5 7885958 7885959
SLC45A2.1 1516891982 chr5 33951692 33951693
SLC45A2.2 1rs26722 chr5 33963869 33963870
SLC45A2 528777 chr5 33958958 33958959
SLC45A2 rs35391 chr5 33955672 33955673
ZBED3 rs4457053 chr5 76424948 76424949
PCSK1 rs6235 chr5 95728897 95728898
DTNBP1.1 rs1018381 chr6 15657069 15657070
DTNBP1.2 15104893945 | chr6 15627621 15627622
CDKALI 1510946398 chr6 20661033 20661034
IRF4.1 1512203592 chr6 396320 396321
IRF4.2 151540771 chr6 466032 466033
TNXB 5185819 chr6 32050066 32050067
TNXB/CREB | 152269426 chr6 32076498 32076499
L1

DTNBP1.3 152619522 chr6 15653648 15653649
DTNBP1.4 152619538 chr6 15665208 15665209
CDKAL1_a 157754840 chr6 20661249 20661250
CDKALI1_b 57756992 chr6 20679708 20679709
PPARD rs9470015 chr6 35369083 35369084
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Bezeichnung | rs-Nummer | Chromosom Start Position | Stop Position
VEGFA 159472138 chr6 43811761 43811762
ABCBlc 151045642 chr7 87138644 87138645
ABCBla 151128503 chr7 87179600 87179601
POUGF2 151525791 chr7 39156557 39156558
IL6 51800795 chr7 22766644 22766645
ABCB1b 152032582 chr7 87160617 87160618
TRIPG 152075756 chr7 100466440 100466441
DGKB 152191349 chr7 15064308 15064309
CYP3A4 152740574 chr7 99382095 99382096
TRPV6a 154987657 chr7 142574912 142574913
TRPVGb 154987667 chr7 142572907 142572908
TRPVGc 154987682 chr7 142569595 142569596
PONI1 rs662 chr7 94937445 94937446
CYP3A5 15776746 chr7 99270538 99270539
JAZF1 15864745 chr7 28180555 28180556
GCK 15917793 chr7 44245852 44245853
KLF14 1s972283 chr7 130466853 130466854
NAT2 51041983 chr8 18257794 18257795
SLC30A8 1513266634 chr8 118184782 118184783
NAT2 1801280 chr8 18257853 18257854
ZMAT4 152722425 chr8 40484238 40484239
SMAD3 15717834 chr8 19740867 19740868
PLEKHF2 15896854 chr8 95960510 95960511
MYC/BC0420 | rs9642880 chr8 128718067 128718068
52

CDKN2A/B | 510811661 chr9 22134093 22134094
CHCHDY/TL | 1513292136 chr9 81952127 81952128
E4

TYRP1.1 151408799 chr9 12672096 12672097
TYRP1.1 152733832 chr9 12704724 12704725
ASIP.1 rs491142 chr9 135327188 135327189
CDKN2B rs564398 chr9 22029546 22029547
DUSPY 1rs5945326 chrX 152899921 152899922
M304 rs13447352 chrY 22749852 22749853
M324 1513447361 chrY 2821785 2821786
U106/821/M | 1516981293 chrY 8796077 8796078
405

P215 517307294 chrY 16638803 16638804
P224 rs17307398 chrY 17285992 17285993
M436 rs17315680 chrY 18747492 18747493
M184 1520320 chrY 14898162 14898163
M168 152032595 chrY 14813990 14813991
M174 152032602 chrY 14954279 14954280
M172/P294 152032604 chrY 14969633 14969634
M73 152032634 chrY 21888873 21888875
M201 152032636 chrY 15027528 15027529
M86 12032643 chrY 21905916 21905917
M217 12032668 chrY 15437332 15437333
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Bezeichnung | rs-Nummer | Chromosom Start Position | Stop Position
M69 152032673 chrY 21894057 21894058
M175 152032678 chrY 15508705 15508710
M526 152033003 chrY 23550923 23550924
SRY10831.1 152534636 chrY 2657175 2657176
P58 1534043621 chrY 14486666 14486667
127 1534126399 chrY 23021977 23021978
P312/8116 1534276300 chrY 22157310 22157311
Tat 1534442126 chrY 14922582 14922583
L1497 1535141399 chrY 17423319 17423320
M145 153848982 chrY 21717207 21717208
M12 153903 chrY 7583479 7583480
M15 153906 chrY 21724698 21724700
M17 153908 chrY 21733167 21733168
M20 153911 chrY 21733453 21733454
P143 154141886 chrY 14197866 14197867
1.223 15810801 chrY 6345147 6345148
1.223 810801 chrY 9525231 9525232
M242 158179021 chrY 15018581 15018582
M96 159306841 chrY 21778997 21778998
M230 159341277 chrY 15481371 15481372
M231 159341278 chrY 15469723 15469724
M267 159341313 chrY 22741817 22741818
P297 159785702 chrY 18656507 18656508
P159 159785905 chrY 18097250 18097251
U1 159785956 chrY 15058877 15058878
1.23 159785971 chrY 6753510 6753511
M412 9786140 chrY 8502235 8502236
M269 rs9786153 chrY 22739366 22739367
M343 159786184 chrY 2887823 2887824
L13 159786706 chrY 14698927 14698928
P99 chrY 14886385 14886386
P324/P260 chrY 17286005 17286006
M479 chrY 208346066 20834667
M35.1 chrY 21741702 21741703
L1421 chrY 6753305 6753306
M407 chrY 2750407 2750408
M342 chrY 23243941 23243942
P15 chrY 23244025 23244026
P16_1 chrY 20668987 20668988
P16_2 chrY 20975189 20975190
L190 chrY 18759689 18759690
L140 chrY 7570858 7570859
L72 chrY 23243886 23243887
P38 chrY 14484378 14484379
P37.2 chrY 14491683 14491684
M410 chrY 2751677 2751678
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Bezeichnung | rs-Nummer | Chromosom Start Position | Stop Position
P256 chrY 8685229 8685230
M128 chrY 21767930 21767931
P43 chrY 21880972 21880973
M122 chrY 21764673 21764674
M458 chrY 24366463 24366464
L584 chrY 28731916 28731917
P40 chrY 14484393 14484394
M3 rs3894 chrY 17605756 17605757
M9 rs3900 chrY 20189644 20189645
M45 rs2032631 chrY 20327174 20327175
M89 rs2032652 chrY 20376700 20376701
M173 rs2032624 chrY 13535817 13535818
M216 rs2032666 chrY 13946957 13946958
RPS4Y rs35284970 chrY 2794853 2794854
(M130)

B4 Oligonukleotidsequenzen der Blocking-Oligos im Hybridisierungsansatz

Bezeichnung

Sequenz (5¢ - 39)

Meyer.Bo4.P7.partl.R?
Meyer.Bo6.P7.part2.R?

BOIsl.revcomp

GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-Pho
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Pho
AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT-Pho

2 nach (Kircher et al. 2012); Pho bezeichnet ein 3*-Phosphat

B5 Ubersicht der Referenzdaten alter DNA fiir die PCA aus der Literatur
Referenz Sample ID Gruppen ID Kultur Alter Land
Mathieson et 10231 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 2921-2762 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10357 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3090-2913  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10429 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3339-2918  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10439 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3321-2921  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10370 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3300-2700 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10438 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3021-2635 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10444 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3335-2882 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10443 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3300-2700  Russland
al. 2015 v. Chr.
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Referenz Sample ID Gruppen ID Kultur Alter Land
Mathieson et 10441 Steppe_EMBA  Yamnaya-Samara 3010-2622  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10017 Motala_ HG Motala_ HG 5721-5631 Schweden
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10015 Motala_ HG Motala_ HG 5964-5629 Schweden
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10014 Motala_ HG Motala_ HG 5964-5629 Schweden
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10013 Motala_ HG Motala_ HG 5964-5638 Schweden
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10012 Motala_ HG Motala_ HG 5714-5575 Schweden
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10011 Motala_ HG Motala_ HG 5714-5575 Schweden
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 11504 Europe_LNBA  Spite Bronzezeit 1270-1110  Ungarn
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10440 Steppe_EMBA  Poltavka 2887-2666  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10371 Steppe_EMBA  Poltavka 2872-2583  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10374 Steppe_EMBA  Poltavka 2800-2200  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10126 Steppe_EMBA  Poltavka 2867-2486 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10430 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1600  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10431 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1600  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10424 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1600  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10422 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1200  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10358 Steppe_MLBA  Srubnaya 1906-1631 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10359 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1200 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10360 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1200 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10361 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1200  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10232 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1200  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10234 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1600  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10235 Steppe_MLBA  Srubnaya 1850-1600 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10247 Steppe_IA Scythian_IA 375-203 v. Russland
al. 2015 Chr.

Mathieson et 10246 Steppe_EMBA  Potapovka 2469-1928 Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10418 Steppe_EMBA  Potapovka 2125-1769  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10419 Steppe_EMBA  Potapovka 2200-1900  Russland
al. 2015 v. Chr.

Mathieson et 10061 EHG Karelia_ HG ~ 6850- Russland
al. 2015 6000 v.

Chr
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Referenz Sample ID  Gruppen ID Kultur Alter Land
Mathieson et 10124 EHG Samara HG ~ 5657- Russland
al. 2015 5541 v.

Chr.
Jones et al. KK1 CHG CHG 7940-7600  Georgien
2015 v. Chr.
Jones et al. SATP CHG CHG 11430- Georgien
2015 11180 v.

Chr.
Jones et al. ZVE]25 Latvia_ HG HG 5841-5636 Lettland
2017 v. Chr.
Jones et al. ZVE]31 Latvia_ MN2 4229-3800 Lettland
2017 v. Chr.
Jones et al. ZVE]27 Latvia_ HG HG 5302-4852 Lettland
2017 v. Chr.
Jones et al. StPet2 Ukraine_ HG HG 9193-8641 Ukraine
2017 v. Chr.
Jones et al. ZVE]28 Latvia_I.N1 3089-2676 Lettland
2017 v. Chr.
Jones et al. StPet12 Ukraine_ N1 4519-4343  Ukraine
2017 v. Chr.
Jones et al. ZVE]26 Latvia_ MN1 4251-3976 Lettland
2017 v. Chr.
Sikora et al. SI OoP Oberes Paliolithikum 33875- Russland
2017 31770 cal

BP
Sikora et al. SIT orP Oberes Paliolithikum 35283- Russland
2017 33185 cal

BP
Sikora et al. SIII orP Oberes Paliolithikum 35154- Russland
2017 33031 cal

BP
Sikora et al. SIV oP Oberes Paliolithikum 34485- Russland
2017 33499 cal

BP
Sikora et al. SVI oP Oberes Paliolithikum 730-850 Russland
2017 cal BP
Allentoft et al. RISE109 Europe_LNBA  Unetice_ EBA 1954-1772  Polen
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE150 Europe_LNBA  Unetice_ EBA 1885-1693 Polen
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE154 Europe_LNBA Unetice_ EBA 1925-1765 Polen
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE175 Europe_LNBA Nordic_BA 1395-1132  Schweden
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE179 Europe_LNBA Nordic_LN 2010-1776  Schweden
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE210 Europe_LNBA Nordic_BA 1432-1292  Schweden
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE240 Steppe_EMBA  Yamnaya_Kalmykia 2880-2632 Russland
2015 v. Chr.
Allentoft et al.  RISE247 Europe_LNBA  Vatya 1746-1611 Ungarn
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE254 Europe_LNBA Vatya 2128-1909 Ungarn
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE276 Europe_LNBA Nordic_LBA 794-547 v. Dinemark
2015 Chr.
Allentoft et al. RISE391 Steppe_MLBA  Sintashta MBA 2120-1887 Kasachstan
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE392 Steppe_MLBA  Sintashta MBA 2126-1896 Russland
2015 v. Chr.
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Referenz Sample ID Gruppen ID Kultur Alter Land
Allentoft et al. RISE394 Steppe_MLBA  Sintashta MBA 1949-1754  Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE395 Steppe_MLBA  Sintashta MBA 1960-1756  Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE434 Europe_LNBA  Corded_Ware_Germany 2880-2630 Deutschland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE435 Europe_LNBA  Corded_Ware_Germany 2863-2498 Deutschland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE436 Europe_LNBA  Corded_Ware_Germany 2868-2580 Deutschland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE446 Europe_LNBA  Corded_Ware_Germany 2829-2465 Deutschland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE47 Europe_LNBA Nordic_BA 1499-1324 Daianemark
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE471 Europe_LNBA  Germany_Bronze_Age kA Deutschland
2015

Allentoft et al. RISE479 Europe_LNBA  Vatya 2000-1500  Ungarn
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE480 Europe_LNBA  Vatya 1700-1500  Ungarn
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE483 Europe_LNBA Vatya 2000-1500 Ungarn
2015 v. Chr.

Allentoft et al.  RISE484 Europe_LNBA Vatya 2000-1500 Ungarn
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE493 Karasuk Karasuk 1531-1427 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE494 Karasuk Karasuk 1416-1268 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE495 Karasuk Karasuk k.A Russland
2015

Allentoft et al. RISE496 Karasuk Karasuk 1414-1261 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE499 Karasuk Karasuk kA Russland
2015

Allentoft et al. RISE500 Steppe_MLBA  Andronovo kA Russland
2015

Allentoft et al. RISE502 Karasuk Karasuk 1496-1306  Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al.  RISE503 Steppe_MLBA  Andronovo 1727-1511  Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al.  RISE505 Steppe_MLBA  Andronovo 1746-1626  Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISES508 Steppe_EMBA  Afanasievo 3331-2935 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE509 Steppe_EMBA  Afanasievo 2887-2677 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE510 Steppe_EMBA  Afanasievo 2851-2468 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISES511 Steppe_EMBA  Afanasievo 2909-2679  Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE512 Steppe_MLBA  Andronovo 1446-1298 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE546 Steppe_EMBA  Yamnaya_Kalmykia kA Russland
2015

Allentoft et al. RISE547 Steppe_EMBA  Yamnaya_Kalmykia 2887-2634 Russland
2015 v. Chr.

Allentoft et al. RISE548 Steppe_EMBA  Yamnaya_Kalmykia kA Russland

2015
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Referenz Sample ID  Gruppen ID Kultur Alter Land
Allentoft et al. ~ RISE550 Steppe_EMBA  Yamnaya_Kalmykia 3334-2635 Russland
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE552 Steppe_EMBA  Yamnaya_Kalmykia 2849-2143  Russland
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE559 Europe_LNBA  Bell_Beaker_Germany kA Deutschland
2015
Allentoft et al. RISE560 Europe_LNBA  Bell_Beaker_Germany kA Deutschland
2015
Allentoft et al. RISE562 Europe_LNBA  Bell_Beaker_Germany kA Deutschland
2015
Allentoft et al. RISE563 Europe_LNBA  Bell_Beaker_Germany kA Deutschland
2015
Allentoft et al. RISE564 Europe_LNBA  Bell_Beaker_Germany kA Deutschland
2015
Allentoft et al. RISE577 Europe_LNBA  Unetice_ EBA k.A Deutschland
2015
Allentoft et al. RISE586 Europe_LNBA  Unetice_ EBA k.A Deutschland
2015
Allentoft et al. RISE61 Europe_LNBA  Nordic_MN_B 2851-2492 Dinemark
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE71 Europe_LNBA Nordic_LN 2196-2023 Dinemark
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE97 Europe_LNBA Nordic_LN 2025-1885 Schweden
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISE555 Russia_ EBA Russia_ EBA 2857-2497  Russland
2015 v. Chr.
Allentoft et al. RISEG602 Eisenzeit Eisenzeit kA Russland
2015
Allentoft et al. RISEG601 Eisenzeit Eisenzeit kA Russland
2015
Allentoft et al. RISEG600 Eisenzeit Eisenzeit kA Russland
2015
Allentoft et al. RISE504 Eisenzeit Eisenzeit 721-889 Russland
2015 n. Chr.
Allentoft et al. RISE492 Eisenzeit Eisenzeit 396-209 Russland
2015
Lazaridis et al.  Loschbour WHG Loschbour_ HG 6210-5990 Luxemburg
2014 v. Chr.
Fu et al. 2014 Ust_Ishim Ust_Ishim Ust_Ishim_HG 45530- Sibitien
40610 v.
Chr.

B6

Screening-Ergebnisse der MiSeq-Sequenzierung aller extrahierten Proben

Auflistung der Proben mit Angabe der Laborkennzeichnung; Anz.Seq.QF= Anzahl der alignierten Sequenzen
(hg19) nach dem Qualititsfilter; endo. DNA= Sequenzen ohne Duplikate nach QF im Verhiltnis zu allen
ausgelesenen Sequenzen in %; Dup.rate= Duplikationsrate der /Jbraries in %

Probenname Lab.code Anz. Seq. QF  endo. DNA [%] Dup.rate [%)]

Al 114_1 179620 10.45 0.20
A10b L.53 2607308 4.62 0.22
A17 L_55 2236417 9.03 0.82
A19b 110_8 921511 65.79 0.29
A20 L_56 2004899 35.41 0.76
A21 L.57 2810095 56.36 1.37
Adb L.51 2329514 0.60 0.31
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Probenname Lab.code Anz. Seq. QF endo. DNA [%)] Dup.rate [%]

A6 141 3124691 4.55 0.82
AS8b L 52 2999973 4.00 0.20
A9 L10_7 456903 21.85 0.17
Akl 1 Lo_1 1468613 13.94 0.07
Ak1-2b L12_6 1068228 29.61 0.19
Ak4-1 L13_6 529973 19.06 0.16
AK5_1c L6_6 873257 12.59 0.33
AK5_4b L6_7 1018971 16.00 0.28
AKk5-6a L13_7 474331 32.72 0.11
AKk5-7a L13_8 656421 8.25 0.16
AKk5-8a L13_9 596277 71.11 0.16
Bel 143 4710027 48.15 2.28
Bel L 58 2835898 45.37 3.27
Bell L2 1065546 37.91 0.22
Bel2 L2 528725 13.45 0.80
Bel4 145 2451348 13.71 1.77
Be5 L13_1 6136 0.10 0.00
Be7 L13_2 460788 0.46 0.00
Be9 L2 1468728 12.79 0.07
Bi1 Lo_2 690214 11.00 0.37
BI2 L6_3 487673 23.26 0.23
BI13 L6_4 636143 44.16 0.53
Bl4 L10_5 612023 21.64 0.69
BI5 L10_6 339118 17.84 0.74
Isl L13_10 724276 5.35 0.19
Is3 L14_3 386863 1.14 0.09
Is4 142 525120 2.24 0.88
Is4 L 510 2337586 2.21 0.84
J12_8 L6_5 817520 66.82 0.43
J12-1a L12 3 202503 33.87 0.34
J12-2a L12 1 591230 2.28 0.03
J12-3 L12 4 453035 0.88 0.03
J12-6a L12_5 431023 67.04 0.14
J12-7a L13_5 771792 26.97 0.15
J12-9a L12 2 252535 15.03 89.52
Kal1l LC8_1 57528 8.52 0.00
KAMA 1 LCo_1 342092 25.80 2.05
KAMA 10 LC6_7 513710 5.31 0.34
KAMA 2 LCo6_2 414972 15.19 1.10
KAMA 3 LC6_3 636578 0.14 0.00
KAMA 6 LC6_4 464613 7.14 0.43
KAMA 7 LC6_5 645380 48.04 0.42
KAMA 8 LC6_6 459487 7.68 1.08
Kol4 L11_3 647105 6.83 0.11
Kol5 L11_4 636366 0.54 0.06
Nov7 L14_6 562547 6.89 0.16
Nov8 L14_7 546815 1.26 0.04
Prl 19 1 1104366 0.50 0.02
PR10 L10_1 706498 16.10 0.14
PR11 L.10_2 749830 4.03 0.25
PR12 L10_3 679829 5.22 0.20
PR13 L10_4 726482 1.57 0.08

Pr2 L9 2 869589 0.36 0.00




Probenname Lab.code Anz. Seq. QF endo. DNA [%] Dup.rate [%]
Pr3 193 742546 3.56 0.20
Pr4 19_4 672496 10.14 0.17
Pr5 195 577434 3.36 0.09
Pr6 1.9_6 404840 0.99 0.10
Pr7 1.9_7 669500 0.73 0.02
Pr8 1.9_8 854234 4.63 0.09
Pr9 199 635867 1.41 0.12
Sol5-1a L11_1 322280 6.40 0.13
Sol5-9a L11_2 418590 12.57 0.20
Zel0a L14_5 393744 9.70 0.10
Ze2 146 3161082 7.34 0.35
Ze3 147 2617489 15.98 0.83
Ze4 1.10_9 507663 14.43 0.35
Zel 1.10_10 379427 4.19 0.36
Ze8 1438 4003234 3.09 0.24
Ze8b L11_5 336594 1.61 0.15
Ze9a L14_4 436331 1.13 0.06

B7 Koordinaten der Fundplitze fiir die Kartenerstellung in R
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Population  Fundplatz Lingengrad Breitengrad Farbe Gruppe

A Arzan 2 93.711133 52.096067 maroonl Eisenzeit
Ak Ak-Alacha 1 87.546033 49.2954  maroonl Eisenzeit
Be Berel 86.20525 49.343533 maroonl Eisenzeit
Bl Barsucij Log 91.1971 54.008083 maroonl Eisenzeit
J12 Justid XII 89.3 49.774533  maroonl Eisenzeit
Ze Zevakino 81.832167 50.20775 maroonl Eisenzeit
Kol Kolbino 39.183333 51.616667 maroonl Eisenzeit
Sol5 Solonzy 5 82.927818 55.03923 aquamarinel  Neolithisch
Kama Kamennyj Ambar 5 60.637378 53.055399  gold Bronzezeit
Kal Kalinovka 51.289 53.8338 gold Bronzezeit
Ul UlZan 76.8681 43.299633  maroonl Eisenzeit
Pr Pokrovka 53.933333 52.066667 maroonl Eisenzeit
Nov Novozavedennoe 2 44.266667 43.633333 maroon2 Eisenzeit




B8

Auswertung der sequenzierten Capture-Produkte aller 41 Proben
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Rohdaten QF Alignment Aln Mkdup
Probe Laborcode R1+R2 R1+R2 join hg19 CAP hg 19 CAP
gesamt reads % of raw % read- reads reads reads reads 2 MQ
Paare
A9 NC8-3 7508140 5215756 69.47 86.99 1406633 1186661 198086 19472
NC8-4 9353956 6372281 68.12 87.63 1773469 1516554 220613 19925
merge 16862096 11588037 68.72 20889 36.74
A19 NC9-3 16943828 15488915 91.41 87.21 2833047 1479921 1199978 29628 36.96
A20 NC8-1 8714438 5835935 66.97 90.15 1472439 1007500 480938 49338
NC8-2 10520386 7277830 69.18 90.99 1998141 1455281 543231 52244
metge 19234824 13113765 68.18 56267 36.8
A21 NC10-4 23134696 22349412 96.61 97.60 9400849 5793026 2485636 46035 36.97
Akl_1 NC7a-1 68416202 62312750 91.08 86.18 5148286 291245 4552630 121783
NC7b-1 92637838 83703971 90.36 83.64 18874502 13750413 4160808 260442
161054040 263198 36.95
Akl 2 NC11-2 40780134 38486742 94.38 83.43 12430279 10504487 1036884 54907 36.82
AK5_6 NC11-3 32799972 30230199 92.17 81.38 9474963 7764060 1339303 68360 36.94
AK5_8 NC9-2 25103980 23348863 93.01 94.89 9556948 5065793 3970893 201318 37
Bel NC9-1 10685920 9878214 92.44 79.39 2773057 1537859 941780 13485 36.96
Be4 NCG6b-1 20138128 18833451 93.52 39.67 2042012 1195417 450086 2931
NC7a 2 31013096 28403415 91.59 76.74 3037269 116643 2673770 9226
NC7b-2 64573566 59522431 92.18 57.23 8347873 4840223 3018647 9443
mergeSAMPE 115724790 12994 51.97
Be9 NC7a-7 23675172 21625747 91.34 80.72 2024946 424045 13342066 92145
NC7b-7 92087170 84199570 91.43 76.36 18653106 14839753 2660444 138363
merge 115762342 140673 36.9
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Bel0 NC10-10 18294012 17862115 97.64 86.54 6760605 4997559 1669355 245555 36.86
Bel4 NC6b-2 17992876 16829129 93.53 54.13 2806613 2015905 308379 3651

NC7a-3 28630300 25862860 90.33 78.20 2055564 67086 1826659 14053

NC7b-3 41513416 38183206 91.98 61.59 6274822 4535298 1280424 9602

mergeSAMPE 88136592 19630 48.04
Bl1 NCo6b-4 18274224 17110938 93.63 47.14 2598654 1997063 264933 5467

NC7b-4 32036778 30099199 93.95 53.30 4269364 3239138 823945 5890

mergeSAMPE 50311002 10942 49.1
B12 NCo6-5 11364624 7948581 69.94 82.24 1980742 1428643 426265 11755

NC7-6 15199710 10940541 71.98 82.28 2711071 1955162 638266 12210

merge 26564334 21751 36.82
BI13 NC10-5 30160146 29021344 96.22 86.11 9669325 6315676 2524260 33111 36.84
J12_6 NC9-10 15181058 14010306 92.29 95.59 4202858 2354940 1647481 96416 36.96
J12_7 NC10-12 20701730 17334489 83.73 92.94 5708758 4398350 956999 76725 36.95
J12_8 NC9-9 21812394 20368059 93.38 88.85 7745187 4101683 2809931 56608 36.98
Ze3 NC6-3 10505868 6706242 63.83 78.54 1354703 1116439 164533 7058

NC7-5 9718694 6419264 66.05 80.16 1385674 1095714 254604 21485

mergeSAMPE 20224562 39588 41.92
Ze4 NC11-8 38488430 35708391 92.78 89.24 12280951 10820789 792281 28195 36.87
Kol4 NC10-1 13069072 11927677 91.27 92.32 2988717 2440647 389665 39358 36.89
Sol5_1a NC11-4 38984574 36041463 92.45 82.14 11228032 10457731 316394 27783 36.87
Sol5_9a NC10-14 23742836 22830617 96.16 88.37 8100872 6783874 808866 40956 36.88
Kama7 NC11-5 2621188 2513181 95.88 91.62 1050658 941696 95429 15043 36.78
Kall NC10-13 22961228 21855113 95.18 80.07 6016706 5027454 580926 36167 36.96
U12 NC10-11 16276618 15609745 95.90 94.96 5812478 3878045 1783545 64765 36.92
Pr3 NC9-4 14459962 13026879 90.09 84.38 1499422 1174894 213143 19056 36.91
Pr4 NC10-3 26334786 24887320 94.50 80.60 5939810 4742872 801569 41364 36.94
Pr8 NC11-1 13583716 12177680 89.65 93.13 3213995 3008030 74017 15313
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NC9-11 15827532 14104318 89.11 94.88 2434642 1948775 159547 7086

merge 29411248 22384 36.66
Pr10 NC9-7 14989177 13726976 91.58 87.63 2113122 1471642 612244 86987 36.99
Pril NC9-5 22310864 19108507 85.65 87.05 3652149 2823628 430583 17785 36.79
Pri2 NC9-6 21711261 18955793 87.31 93.93 2853383 2119515 434876 25454 36.75
Bell NC8-5 7114120 5119508 71.96 82.53 678566 283202 370611 9279 36.78
J12_1 NC9-8 16488033 15097431 91.57 95.33 5303886 3480974 808497 8505 36.94
Bl4 NC10-8 52802340 48691187 92.21 80.99 11758066 7931732 1900921 4795 36.79
Kamal NC10-7 13127002 12727075 96.95 87.60 4005316 2832966 531480 3418 36.87
Kama6 NC11-6 26869144 24753445 92.13 88.64 7589242 6771482 205495 3210 36.64
Kamal0 CBI 94726458 79531892 83.96 90.84 16861823 12739565 859087 3398 36.73
Nov7 NC10-2 15155316 14582400 96.22 87.01 3389801 2845708 302191 9404 36.83
B15 NC10-9 20098630 19384409 96.45 87.81 4812843 33630061 756828 4089 36.74
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B9 Ergebnisse der Kontaminationsbestimmung mit den Programmen conta-
MIX und ANGSD und Berechnung der Deaminierungsrate am 5‘-Ende;

FR=geschitze Fehlerrrate; Auth.= Authentizitit in %; Kon.=Kontamination

contaMIX ANGSD - Methode 1 ANGSD - Methode 2 mapDamage
Probe FR Auth. [%] Kon.[%] SE p-Wert Kon.[%] SE p-Wert mDS5 [%)]
A19 0.01 99.44 0.01 0 1 0.01 0 1 8.5
A20 0.01 98.93 0.01 0 1 0.01 0 1 18.06
A21 0.01 70.06 1.33  0.01 0.232 422 0.03 0.197 6.12
A9 0.01 96.85 19.04
Akl 1 0.01 99.92 3.04 0.01 0.00 432 0.02 0.001 6.33
Akl 2 0 97.20 0.01 0 1 0.01 0 1 10.6
AK5_6 0 98.73 0.01 0 1 0.01 0 1 7.85
AK5_8 0.01 96.85 0.31 0 0.52 0.41 0.01 1 2.75
Bel 0.01 99.21 3.30  0.03 0.37 0.01 0 1 9.53
Bel0 0 95.20 3.75  0.04 0.06 0.01 0 1 17.4
Bell 0 98.35 k.A. 18.90
Bel4 0.01 99.92 1.82  0.02 0.3 0.01 0 1 11.39
Be4 0.01 99.79 9.68
Be9 0 98.83 16.62
BI1 0.01 95.24 0.01 0 1 0.01 0 1 10.31
BI2 0.01 95.16 6.13  0.06 0.26 9.15 0.09 0.21 15.77
BI13 0.01 75.42 0.01 0 0.35 1.27  0.02 1 16.78
Bl4 0.01 98.39 kA 17.96
BI5 0 99.62 22.64
J12_1 0 85.61 2.07  0.02 0.3 0.01 0 1 10.4
J12_6 0.01 99.90 0.01 0 0.62 0.01 0 1 8.34
J12_7 0.01 98.91 0.01 0 1 0.01 0 1 11
J12_8 0 97.80 4.3
Kall 0 99.71 7.56  0.04 0 11.70  0.05 0.01 14.4
Kamal 0.01 91.74 kA 11.64
Kamal0 0.01 99.82 k.A. 20.15
Kama6 0.01 99.65 k.A. 19.95
Kama7 0.01 99.18 17.65
Kol4 0 99.51 12.10  0.05 0.06 0.01 0 1 33.38
Nov7 0.01 99.85 k.A. 17.47
Pr10 0.01 97.27 0.01 0 1 0.01 0 1 7.5
Pri1 0.01 95.03 0.01  0.09 1 0.01  0.09 1 24
Pr12 0 98.89 0.01  0.09 1 0.01  0.09 1 21.8
Pr3 0 96.14 0.01  0.09 1 0.01  0.09 1 13.32
Pr4 0.01 99.28 0.94 0 1 0.01 0 1 11.51
Pr8 0.01 95.31 28.75
Sol5_1 0.01 94.03 6.90 0.13 0.22 0.01  0.08 1 21.23
Sol5_9 0 91.41 0.69  0.02 0.66 0.01 0 1 17.84
U12 0 98.71 0.30 0 1 0.01 0 1 31.69
Ze3 0 99.63 0.01 0 1 7.36  0.08 0.38 14.12

Zed 0.01 98.48 0.01 0 1 0.01 0 1 13.44
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B10  Phinotyp-Bestimmung der Augen- und Haarfarbe mit dem HlIrisplex-
System (Walsh et al. 2014) fiir alle skythischen Proben mit Angabe der P-Werte fiir

jede Kategorie
NA= keine Angaben mdéglich

Augenfarbe Haarfarbe
Probe | P-blau P- P-braun | P-blond P-braun P-rot P- P-hell P-
Interm. schwarz dunkel

Nov7 0.175 0.205 0.619 NA NA NA NA 0.226 0.774
A19 0.034 0.066 0.901 NA NA NA NA 0.301 0.699
A20 0.000 0.005 0.995 0.000 0.053  0.000 0.947 0.001 0.999
A21 0.000 0.004 0.996 0.002 0.064  0.000 0.934 0.003 0.997
A9 0.001 0.029 0.969 NA NA NA NA 0.153 0.847
Akl1-1 0.016 0.054 0.930 0.002 0.109  0.000 0.889 0.004 0.996
Ak1-2 0.016 0.054 0.930 0.002 0.109  0.000 0.889 0.004 0.996
Ak5-6 0.000 0.008 0.992 0.036 0.272  0.000 0.693 0.074 0.926
Ak5-8 0.709 0.104 0.186 0.352 0.366  0.002 0.280 0.624 0.376
Bel 0.000 0.008 0.992 NA NA NA NA 0.043 0.957
Bel0 0.000 0.016 0.983 0.097 0.375 0.001 0.527 0.186 0.814
Bel4 0.030 0.101 0.869 NA NA NA NA 0.055 0.945
Be4 0.141 0.152 0.707 NA NA NA NA 0.323 0.677
Be9 0.004 0.023 0.973 0.019 0.244  0.000 0.736 0.032 0.968
BI1 0.060 0.122 0.818 0.029 0.445 0.001 0.525 0.064 0.936
BI12 0.122 0.145 0.734 NA NA NA NA 0.720 0.280
BI13 0.958 0.030 0.013 0.718 0.234 0.011 0.037 0.944 0.056
J12-1a 0.002 0.032 0.966 NA NA NA NA 0.218 0.782
J12-6 0.000 0.003 0.997 0.001 0.051  0.000 0.948 0.003 0.997
J12-7 0.000 0.003 0.997 0.006 0.226  0.000 0.769 0.007 0.993
J12-8 0.000 0.008 0.992 0.018 0.210  0.000 0.772 0.030 0.970
Kall 0.007 0.043 0.949 0.006 0.429  0.000 0.564 0.012 0.988
Kama7 0.964 0.030 0.007 NA NA NA NA 0.832 0.168
Kol4 0.154 0.158 0.688 0.403 0.448 0.003 0.146 0.800 0.200
Pr10 0.926 0.048 0.026 0.725 0.234  0.005 0.035 0.951 0.049
Prll 0.000 0.012 0.988 0.036 0.400 0.000 0.564 0.069 0.931
Pri2 0.000 0.003 0.997 0.042 0.950 0.007 0.000 0.012 0.988
Pr3 0.175 0.205 0.619 0.114 0.659  0.003 0.224 0.317 0.683
Pr4 0.127 0.147 0.726 0.212 0.340  0.001 0.446 0.393 0.607
Pr8 0.000 0.014 0.985 NA NA NA NA 0.045 0.955
Sol5- 0.001 0.021 0.978 0.003 0.098 0.000 0.899 0.109 0.891
la

Sol5-9 0.000 0.003 0.997 0.003 0.094 0.000 0.904 0.004 0.996
U12 0.008 0.029 0.963 0.040 0.416 0.000 0.544 0.124 0.876
Ze3 0.958 0.030 0.013 0.756 0.146 0.082 0.016 0.956 0.044
Ze4d 0.000 0.008 0.992 0.058 0.406  0.006 0.530 0.116 0.884
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Bell Abdeckung aller angereicherten, funktionalen Marker und Auswahl der dis-
kutierten Loci; cov = Abdeckung; SD = Standardabweichung

Funktionale Marker Auswahl funktionaler Marker

Probe cov SD Anzahl Loci  cov SD Anzahl Loci

A9 9.26 3.63 192 9.56 2.98 37
A19 12.73 4.53 192 12.83 4.37 37
A20 24.61 8.27 192 25.10 7.80 37
A21 16.33 5.62 193 16.28 5.09 37
Akl-1 123.66 35.77 193 129.94 29.20 37
Ak1-2 18.89 6.68 193 19.61 5.83 37
Ak5-6 28.59 8.56 193 30.19 7.48 37
Ak5-8 96.67 28.03 193 104.00 21.17 37
Be4 4.99 2.57 188 4.83 2.25 36
Be9 52.28 14.72 193 54.25 12.36 37
Bel0 109.63 33.12 193  116.50 29.47 37
Bell 417 2.16 186 4.37 2.32 36
Bel 5.48 2.48 192 5.42 2.34 37
Bel4 7.78 3.67 192 8.31 3.86 37
BI1 4.48 2.63 189 4.58 2.73 37
BI12 5.39 2.35 100 6.14 2.06 37
B13 14.58 5.32 193 15.67 4.33 37
B4 2.28 1.38 166 2.03 1.26 32
BI15 2.29 1.26 153 1.96 1.00 30
J12-1 4.01 2.11 183 4.85 2.64 34
J12-6 40.94 12.52 193 41.36 10.43 37
J12-7 40.62 16.34 193 44.44 16.97 37
J12-8 23.35 6.64 193  23.75 5.92 37
Kall 16.23 5.03 192 19.89 4.93 37
Kamal 1.98 1.30 128 1.93 1.57 30
Kama6 1.91 1.18 132 1.77 0.85 27
Kama7 6.73 3.20 189 7.11 3.33 37
Kamal0 1.84 1.03 142 1.81 1.00 27
Kol4 13.94 6.63 191 13.98 6.75 37
Nov7 4.01 2.30 186 4.36 2.68 37
Pr3 8.62 3.66 190 8.72 3.69 37
Pr4 16.69 5.75 193 16.92 5.45 37
Pr8 5.43 2.98 187 5.89 2.86 36
Pr10 38.32 13.37 191 40.61 12.74 37
Prll 7.43 3.13 192 8.36 3.14 37
Pr12 8.98 3.84 192 9.50 3.49 37
Sol5-1 10.41 4.24 192 10.28 4.74 37
Sol5-9 16.11 6.02 193 15.61 5.56 37
U12 115.70 40.29 193 199.92 38.11 37
Ze3 16.66 7.94 191 17.06 7.39 37

Zed 12.68 4.35 193 12.67 3.61 37




B12  Genotypen der Marker fiir Laktasepersistenz

Kategorie Laktasepersistenz
Bezeichnung | LCTa LCTb

rs-Nr. rs4988235 | rs182549

CHR 2 2
Position 136608646 | 136616754

anz. / abgel. | G/A C/T persistent
A9 C/T +
A19 G/G -
A20 G/G c/C -
A21 G/G Cc/C -
Ak1-1 G/G Cc/C -
Ak1-2 G/G -
AKk5-6 G/G c/C -
Ak5-8 G/G c/C -
Be9 G/G c/C -
Bel0 G/G Cc/C -
Bl1 C/T +
BI2 G/A +
BI3 G/G -
J12-6 G/G c/C -
J12-7 G/G c/C -
J12-8 G/G Cc/C -
Kall G/G Cc/C -
Kol4 G/G -
Sol5-1 G/G -
Sol5-9 G/G C/T +
Ul2 G/G c/C -
Pr3 G/G -
Pr4 G/A C/T +
Pr8 G/G -
Pr10 G/G Cc/C -
Pr11 C/T +
Pr12 G/G -
Ze3 G/G Cc/C -
Zed Cc/C -

B13  Genotypen der Marker fiir Klimaanpassung

Kategorie Klimaanpassung
Bezeichnung | ABCCI11 EDAR
rs-Nrt. rs17822931 | rs3827760
CHR 16 2
Position 48258198 | 109513601
anz. / abgel. C/T A/G

A9 C/T

A19 A/A

A20 Cc/C A/A

A21 T/T

Akl-1 Cc/T A/A
Ak1-2 Cc/T A/A
Ak5-6 c/C A/A
Ak5-8 Cc/T A/G

Bel A/G

Be4 Cc/T

Be9 T/T A/G
Bel0 T/T A/G
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Kategorie Klimaanpassung

Bezeichnung | ABCCI11 EDAR

rs-Nr. rs17822931 | rs3827760

CHR 16 2

Position 48258198 | 109513601

anz. / abgel. C/T A/G

Bell A/G

Bl1 A/G

BI3 Cc/C G/G

J12-6 C/T G/G

J12-7 C/T A/A

J12-8 C/T A/A

Kall Cc/C A/A

Kol4 A/A

Ul2 Cc/C A/A

Pr4 A/G

Pr10 c/C A/A

Prl1 A/A

Ze3 A/G

Zed Cc/T A/A

B14  Genotypen der Marker fiir Hautpigmentierung nach (Spichenok et al. 2011)

Kategorie Hautpigmentierung

Bezeichnung | SLC24A5 OCA2 MC1R.8 | HERC2 IRF4.1 SL.C45A2.1

rs-Nr. rs1426654 | rs1545397 | rs885479 | rs12913832 | rs12203592 | rs16891982

CHR 15 15 16 15 6 5

Position 48426484 | 28187772 | 89986154 28365618 396321 33951693 | Pigm.

anz. / abgl. G/A A/T G/A A/G C/T C/G

A9 A/G A/T c/C hell -
interm.

A19 A/A A/T G/G A/G Cc/C C/G hell -
interm.

A20 A/A A/T G/A A/A C/T Cc/C hell -
interm.

A21 A/G A/T G/A A/A Cc/C Cc/C hell -
interm.

Akl1-1 A/A G/A A/G C/T c/C hell -
interm.

Ak1-2 A/A A/A G/A A/G C/T c/C hell -
interm.

Ak5-6 A/G A/T G/G A/A c/C Cc/G hell -
interm.

AKk5-8 A/A A/A G/A G/G Cc/C C/G hell -
interm.

Bel A/G C/G hell -
interm.

Be4 A/G nicht
moglich

Be9 A/A A/T G/A A/G c/C c/C hell -
interm.

Bel0 A/G T/T G/A A/A c/C G/G hell -
interm.

Bell Cc/G hell -
interm.

Bel4 G/A A/G C/T Cc/G hell -
interm.

Bl1 A/T nicht
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| | moglich
Kategorie Hautpigmentierung
Bezeichnung | SLC24A5 OCA2 MCI1R.8 | HERC2 IRF4.1 SLLC45A2.1
rs-Nr. rs1426654 151545397 | rs885479 | rs12913832 | rs12203592 | rs16891982
CHR 15 15 16 15 6 5
Position 48426484 | 28187772 | 89986154 28365618 396321 33951693 | Pigm.
anz. / abgl. G/A A/T G/A A/G C/T C/G
BI2 A/A A/T G/G hell -
interm.
BI3 A/T G/G Cc/C G/G hell -
interm.
J12-1 nicht
méglich
J12-6 G/G T/T A/A A/A Cc/C Cc/C hell -
interm.
J12-7 A/A T/T G/G A/A Cc/C Cc/C hell -
interm.
J12-8 A/A A/T G/A A/A Cc/C Cc/G hell -
interm.
Kama7 C/T nicht
mbglich
Kall A/A A/A G/G A/G C/T Cc/C hell -
interm.
Kol4 A/A A/A A/G Cc/C G/G hell -
interm.
Nov7 C/T nicht
méglich
Sol5-1 A/G A/T G/A A/A Cc/C hell -
interm.
Sol5-9 T/T G/A A/A Cc/C Cc/C hell -
interm.
Ul2 A/A A/A G/G A/G Cc/C Cc/C hell -
interm.
Pr3 A/A A/T A/G C/T hell -
interm.
Pr4 G/A A/G hell -
interm.
Pr8 G/A A/A C/G hell -
interm.
Pr10 A/G A/A G/G G/G Cc/C G/G hell -
interm.
Pri11 G/G A/A Cc/C hell -
interm.
Pr12 A/A A/T G/G A/A Cc/C Cc/C hell -
interm.
Ze3 A/A A/A G/G G/G Cc/C G/G hell -
interm.
Ze4 A/A A/T G/G Cc/C C/G hell -
interm.




B15  Genotypen der Marker fiir Hautpigmentierung

Kategorie Hautpigmentierung

Bezeichnung | TYR.1 OCA2.3 SLC24A5 | SLC45A2.1
rs-Nr. rs1042602 | rs1800414 | rs1426654 | rs16891982
CHR 11 15 15 5
Position 88911696 | 28197037 | 48426484 33951693
anz. / abgl. C/A T/C G/A C/G
A9 C/C T/T A/G

A19 C/C T/T A/A C/G
A20 C/C T/T A/A C/C
A21] C/C T/T A/G C/C
Ak1-1 C/C T/T A/A C/C
Ak1-2 C/C T/T A/A C/C
Ak5-6 C/C T/T A/G C/G
Ak5-8 C/C T/T A/A C/G
Bel A/G C/G
Be4

Be9 C/A T/T A/A C/C
Bel0 C/C T/T A/G G/G
Bell C/G
Bel4 C/G
Bl1

BI2 C/A A/A G/G
BI3 C/A T/T G/G
J12-1 C/A T/C

J12-6 C/C T/C G/G Cc/C
J12-7 C/A T/C A/A C/C
J12-8 C/C T/T A/A C/G
Kama7 C/C

Kall A/A T/T A/A C/C
Kol4 C/C T/T A/A G/G
Nov7

Sol5-1 A/A T/T A/G

Sol5-9 C/C T/T C/C
U12 c/C T/T A/A c/C
Pr3 C/A T/T A/A

Pr4 C/C T/T

Pr8 C/G
Pr10 C/C T/T A/G G/G
Pr11 C/C
Pr12 C/C T/T A/A C/C
Ze3 C/C T/T A/A G/G
Ze4 C/C T/T A/A C/G
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B16  Genotypen der Marker fiir ein erhéhtes Diabetes Risiko mit standardisierter Risikobewertung (GRS-Wert) nach (Cornelis et al. 2009)
Kategorie Diabetes Typ2

Bezeichnung | CDKN2B | SLC30A8 | CDKALl a | IGF2BP2 | WFS1 PPARG KCNJi1l [ HHEX/ IDE TCF7L2 [ TCF7L2
rs-Nr. 1s564398 1513266634 157754840 154402960 rs10010131 | rs1801282 rs5215 rs1111875 157903146 rs11196205
CHR 9 8 6 3 4 3 11 10 10 10

Position 22029547 118184783 20661250 185511687 6292915 12393125 | 17408630 94462882 114758349 | 114807047
R / KR T/C C/T C/G T/G G/A C/G C/T C/T GRS std GRS T/C C/G

A9 T/T C/T G/T A/G 5 10.00 C/T G/C
A19 T/T C/T G/G A/G C/G C/T T/T 6 6.86 C/C G/G
A20 T/T C/T G/C G/T A/A C/C C/T T/T 10 10.00 - G/G
A21 T/T C/T G/C G/T A/G c/C C/T T/T 9 9.00 c/C G/C
Akl-1 T/C C/T G/G G/G A/G c/C T/T C/T 7 7.00 c/C G/C
Ak1-2 T/C C/T G/G A/G c/C T/T C/T 6 6.86 c/C c/C
Ak5-6 T/T C/T G/G G/T G/G C/C C/T T/T 8 8.00 C/C G/G
Ak5-8 T/T C/T G/C G/T A/G C/G C/C C/T 10 10.00 G/C
Be9 T/C C/T G/C G/G G/G C/C T/T C/T 8 8.00 C/C G/G
Bel0 T/T C/T G/C G/G A/G c/C c/C C/T 10 10.00 c/C G/C
Bel4 T/C G/G A/G C/T C/T 4 6.40 C/T

BI3 T/T C/T G/G A/G c/C C/T C/T 8 9.14 C/T G/C
J12-6 T/T C/T G/C G/T G/G C/G T/T T/T 8 8.00 C/C

J12-7 T/T T/T G/G T/T A/G C/G C/C C/C 10 10.00 C/C G/G
J12-8 T/C C/T G/G G/T A/G C/C C/C T/T 8 8.00 C/C G/G
Kama7 C/T C/G C/T C/T 4 8.00 c/C G/C
Kall T/C c/C G/G G/T A/G c/C C/T T/T 6 6.00 G/C
Kol4 c/C T/T G/G G/G c/C T/T c/C 4 4.57 c/C G/G
Sol5-1 C/C G/C G/T C/G C/T T/T 6 8.00 C/C G/G
Sol5-9 T/C G/C G/T G/G C/G T/T C/T 7 8.00 T/T C/C
Ul2 C/C C/C G/C G/T G/G C/C C/T C/C 11 11.00 C/C
Pr3 T/T G/C c/C 3 8.00 c/C G/G
Pr4 T/C G/C G/G c/C T/T C/T 5 6.67 G/G
Pr10 T/C c/C c/C T/T G/G C/G C/T C/T 12 12.00 c/C G/G
Pri1 G/G A/A C/G C/T 2 4.00 C/C G/C
Pr12 T/C C/T C/C G/T C/C C/T 8 10.67 G/G
Ze3 T/C C/C G/G G/T A/G C/C C/T 8 9.14 C/C G/G
Ze4 T/T G/C A/G c/C T/T T/T 6 8.00 G/C
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B17  Genotypen der Marker fiir Xenobiotischen Metabolismus

Kategorie Xenobiotischer Metabolismus

Bezeichnung | ABCBla | ABCBI1b ABCBlc | NAT2 NAT2 AGT AGT CYP3A4 CYP3A5
rs-Nr. rs1128503 | rs2032582 151045642 | rs1041983 11801280 rs699 1s5051 12740574 1s776746
CHR 7 7 7 8 8 1 1 7 7
Position 87179601 87160618 | 87138645 18257795 18257854 | 230845794 | 230849872 99382096 | 99270539
anz. / abgel. | G/A C/AT G/A C/T T/C G/A T/C C/T T/C

A9 A/G - A/G T/T - - C/T - -

A19 A/G - A/G C/T T/T A/G C/T - C/T
A20 A/G Cc/C G/G Cc/C T/C A/G C/T T/T Cc/C
A21 - c/C G/G Cc/C T/T A/G C/T T/T c/C
Akl1-1 A/A A/A A/A C/T T/T G/G T/T T/T Cc/T
Ak1-2 - A/A A/A C/T T/T G/G T/T T/T Cc/T
AKk5-6 G/G c/C A/G C/T T/C A/G C/T T/T c/C
Ak5-8 A/A A/A A/A Cc/C T/T A/A Cc/C T/T c/C

Bel - - - - - - - - Cc/T
Be4 - - - - - - - - Cc/T
Be9 A/G A/C A/A Cc/C Cc/C A/G C/T T/T c/C
Bel0 A/G A/C A/A Cc/C T/C A/A Cc/C C/T Cc/T
Bell - - - - T/C - - - -

Bel4 - - - - - - - - Cc/T

BI2 - A/C - - T/C - - - -

BI3 G/G A/C A/G Cc/C T/C A/G C/T - Cc/C
J12-1 - - - - - - C/T - -

J12-6 G/G A/C G/G C/T T/T G/G T/T T/T Cc/C
J12-7 A/G A/C A/A Cc/C Cc/C A/G C/T T/T c/C
J12-8 G/G C/T G/G Cc/C T/C A/A Cc/C T/T c/C
Kama7 - - A/G - - A/G - - -

Kall A/G A/C A/A C/T T/C A/G C/T T/T c/C
Kol4 A/G - A/G C/T T/T - - - Cc/C
Sol5-1 - - - - - - - - Cc/C
Sol5-9 A/A - A/G C/T T/T A/G C/T T/T Cc/C

Ul2 A/G A/C A/G Cc/C T/T G/G T/T T/T Cc/C

Pr3 - - A/G - - - - - Cc/C

Pr4 A/A A/A - C/T T/C - T/T T/T Cc/C
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Kategorie Xenobiotischer Metabolismus

Bezeichnung | ABCBla | ABCBI1b ABCBlc | NAT2 NAT2 AGT AGT CYP3A4 CYP3A5
rs-Nr. rs1128503 | rs2032582 rs1045642 | rs1041983 rs1801280 rs699 rs5051 rs2740574 | rs776746
CHR 7 7 7 8 8 1 1 7 7
Position 87179601 | 87160618 87138645 | 18257795 18257854 230845794 | 230849872 | 99382096 99270539
anz. / abgel. | G/A C/AT G/A C/T T/C G/A T/C Cc/T T/C
Pr10 A/A A/A A/G c/C T/C G/G T/T - C/C
Pri1 - - - - T/T A/A - - -

Pr12 - - - - - - - T/T -

Ze3 - - G/G C/T T/C A/A - - C/C
Ze4 - A/C - Cc/C T/C A/G C/T T/T -




B18  Genotypen der Marker fiir Alkoholvertriglichkeit und Bluthochdruck

Kategorie Alkoholvertriaglichkeit Bluthochdruck
Bezeichnung | ADHI1Bb ADH1Ba ALDH2 SH2B3 SH2B3/ATXN2
rs-Nr. rs1229984 rs3811801 rs671 rs3184504 | rs653178
CHR 4 4 12 12 12
Position 100239319 100244319 112241766 | 111884608 112007756
anz. / abgl. C/T G/A G/A C/T T/C

A9 Cc/C G/G T/C C/T
A19 c/C G/G G/G - T/T
A20 c/C G/G G/G Cc/C T/T
A21 Cc/C G/G G/G - T/T
Akl1-1 Cc/C G/G G/G c/C T/T
Ak1-2 Cc/C G/G G/G c/C T/T
AKk5-6 c/C G/G G/G Cc/C T/T
Ak5-8 c/C G/G G/G Cc/C T/T
Bel G/G - -

Be4 G/G - -

Be9 Cc/C G/G c/C T/T
Bel0 c/C G/G G/G c/C T/T
Bell G/G -

Bl1 G/G - T/T

BI2 G/G

BI3 c/C G/G G/G T/C Cc/T

Bl4 G/G T/C Cc/T
J12-6 c/C G/G - -

J12-7 Cc/C G/G G/G c/C T/T
J12-8 Cc/C G/G G/G c/C T/T
Kamal G/G T/C Cc/T
Kama7 G/G - -

Kall c/C G/G - Cc/T
Kol4 c/C G/G - T/T
Nov7 G/G - T/T
Sol5-1 c/C G/G - -

Sol5-9 c/C G/G - T/T

U12 c/C G/G c/C T/T

Pr3 c/C G/G T/T c/C

Pr4 c/C G/G -

P8 G/G T/C Cc/T
Pr10 c/C G/G - -

Prl1 G/G G/G c/C T/T
Pri12 G/G c/C -

Ze3 c/C G/G G/G - -

Zed c/C G/G T/T
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B19 PCA der untersuchten Proben (SK) und zusitzlichen aDNA Referenzen
(aRef); ausgewihlte moderne Populationen sind hervorgehoben

[ ®  brahui ® chwash @  finnish ket ® mongola @  pathan selkup @ tuva

aRef ® bugaian @ daur ® ogeogan @ kymz @ mordovian @® polish SK @  ukrsinian
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