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Kasutatud luhendid

(alam)hg (alam) haplogrupp

AMH anatoomiliselt tdnapdeva inimene (anatomically modern human)
bp/kbp aluspaar (base pair)/tuhat (kilo) aluspaari

DNA desoksiiribonukleiinhape

HVS-I/II mitokondriaalse DNA kontrollregiooni I/II hiipervarieeruv segment
LGM viimane jddaja maksimum (the Last Glacial Maximum)

MRCA viimane {ihine eellane (the most recent common ancestor)

mtDNA mitokondriaalne DNA

np(s) nukleotiidi positsioon(id)

PCR poliimeraasne ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)

rCRS Cambridge'i mtDNA jarjestus (revised Cambridge reference sequence)
RFLP restriktsioonifragmentide pikkuse poliimorfism (restriction fragment

length polymorphism)

Pdhiliste antud magistritéos kasutatud terminite definitsioonid

haplotiitip iseloomulike poliimorfismidega mtDNA jérjestus; holmab kdiki
identseid jdrjestusi
haplogrupp haplotiiiipide, mis jagavad antud iseloomulikke poliimorfisme

monofiileetiline klaad

klaad, klaster monofiileetilised tihikud

koalestsentsi aeg aeg MRCA-ni

fillogeograafia uuring genealoogiliste liinide geograafilisest jaotusest
tahekujuline fiillogeneetilise puu iihest haplotiiiibist/kesksest sdlmest toimub
fiillogenees uute harude tdhekujuline hargnemine



Sissejuhatus

Mutatsioonid, mis tekivad inimese genoomis kannavad endas viirtuslikku
informatsiooni, mille abil saab analiilisida inimpopulatsioonide ajalugu. Mitokondriaalne
DNA (mtDNA) ja Y kromosoom on olnud ligi kaks aastakiimmet inimese
evolutsioonibioloogia huviorbiidis, kuna neile mdlemale on omane rekombinatsiooni
puudumine, kdrge varieeruvus ja uniparentaalne parandumine. Viimane tdhendab seda, et
Y kromosoom pérandub edasi vaid isaliinis ja mtDNA emaliini pidi. Haplogruppide
leviku mustrite uurimine erinevates populatsioonides vdimaldab konstrueerida
fiillogeneetilisi puid ja vorgustikke, mis annavad meile aimu inimpopulatsioonide
eelajalooliste ja ka hilisemate geenivoolude kohta. Inimkonna fiillogeneetilise puu baasil
on voimalik mdista iiksikutes populatsioonides leiduvate liinide asukohta globaalsel
fiillogeneetilisel puul, hargnemiste suundi ja toetudes koalestsentsiteooriale, ajalist
siigavust. Molekulaarantropoloogia peamiseks kiisimuseks on kus ja millal

inimpopulatsioonide diversiteet tekkis.

MtDNA fiilogeneetiline klassifikatsioon on siiani peamiselt baseerunud kontrollregiooni
varieeruvuse ja kodeeriva regiooni poliimorfsuse klassifikatsioonide siinteesil. Selleks, et
tdpsustada olemasolevat mtDNA nomenklatuuri ja lahendada seni ebaselgeid kohti
fiilogeneetilisel puul, on viimastel aastatel {iha suuremat tidhelepanu hakatud pdorama
mtDNA genoomide tdisjdrjestustele, mis annavad tdpsema fiilogeneetilise resolutsiooni

kui eelpool nimetatud ldhenemisviisid.

Antud  magistritoé  keskendub ~ mtDNA  superhaplogrupi U  alamharude
haplogrupeerimisega seotud probleemidele ja ebaselgustele. Téhelepanu all on
ebatiilipiliste HVS-I jirjestusmotiividega mtDNA-d, mis seni on defineeritud U*-na.
Probleemi uurimiseks ja lahendamiseks kasutatakse erinevaid metoodikaid nagu
restriktsioonifragmentide pikkuse poliimorfismi ja kodeeriva regiooni defineerivate
mutatsioonide analiitisi ning HVS-I piitkonna ja kodeeriva regiooni nukleotiidse

jérjestuse méadramist.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Mitokondri iseloomustus

On mitmeid pohjuseid, miks inimese ja teiste kdrgemate loomade mitokondriaalne DNA
on leidnud nii laialdast kasutust fiilogeneetilistes uuringutes. Mitokondritel on olemas
tuumavéline genoom — iga mitokondri maatriksis on keskmiselt 5 — 10 mtDNA molekuli,
somaatilises rakus on neid ligikaudu 1000 — 10 000 (Lightowlers et al. 1997). Enamasti
on indiviidi mtDNA molekulid organismis identsed, st esineb homoplasmia. Imetajate
mtDNA on tsirkulaarne kaheahelaline molekul, mille pikkus erinevatel liikidel on
vahemikus 15 000 - 17 000 bp. Inimese mtDNA pikkus on 16 569 bp (Anderson et al.
1981; Andrews et al. 1999)( joonis 1).

Mitokondriaalne DNA kodeerib 2 rRNA-d, 22 tRNA-d, tsiitokroom C subiihikuid ja
ATPaasi subiihikuid, mis pohiliselt on seotud mitokondri sisemembraanil toimuva
elektrontranspordi ja oksiidatiivse fosforiileerimise rajaga ehk siis rakusisese energia
tootmise siisteemiga (Anderson et al. 1981). Enamus hingamisahela ensiiimkompleksi
valkudest kodeeritakse raku tuumas ja transporditakse mitokondrisse tsiitoplasmast.
MtDNA-I eristatakse kahte ahelat — guanosiinirikas raske ehk H-ahel ja tsiitosiinirikas
kerge ehk L-ahel. Mitokondriaalselt DNA-It kodeeritavast 37 geenist asub 28 H-ahelal ja
9 L-ahelal (Wallace et al. 1999). MtDNA on viga kompaktne ning erinevalt tuuma DNA-
st 93% ulatuses kodeeriv. Puuduvad intronid ja mdlemat ahelat transkribeeritakse kogu
ahela ulatuses (Anderson et al.1981). Suurim mittekodeeriv regioon mtDNA-s on 1,1 kbp
pikkune segment D-ling ehk kontrollregioon, mis sisaldab mtDNA replikatsiooni ja

transkriptsiooni kontrollelemente (Lightowlers et al.1997)(joonis 1).

Uued mitokondrid tekivad jagunemise teel, kusjuures nende jagunemine ja kasv ei ole
seotud tuuma jagunemisega. Fiilogeneetiliste uuringute aspektist ldhtudes on mtDNA
viga sobiv uurimismaterjal mitmel pdhjusel. Esiteks on mtDNA-le omane unilineaarne
emaliinis paritavus (Giles et al. 1980), mille pdhjuseks on see, et spermatosoidi mtDNA

degradeeritakse ubikvitiniileerimise teel vahetult peale viljastamist (Hastings 1992;
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Joonis 1. Inimese mtDNA (16,6 kb) geenikaart, kus on &ra mairgitud oksiidatiivse
fosforiileerimise kompleksid ja nendega seotud geenide asukohad: kompleks I (ND1, 2, 3, 4, 4L,
5, 6); kompleks III (Cytb); kompleks IV (COI, COIl, COIIl). Kaardil on ndidatud 12SrRNA,
16SrRNA ja 22 tRNA geenide paiknemine ning D-lingu piitkond. MtDNA kergelt ja raskelt
ahelalt transkribeeritavad geenid on joonisel maérgitud vastavalt sisemisel voi vélimisel
ringjoonel. Nooled margivad transkriptsiooni promooterite ja replikatsiooni alguspunktide
asukohta. http://www.mitomap.org

Thomson et al. 2003; Sutovsky et al. 2004). MtDNA unilincaarne parandumine annab
meile vOimaluse uurida inimpopulatsioonide emaliini ajalugu. Teiseks on
mitokondriaalsele DNA-le omane rekombinatsiooni puudumine niiteks erinevalt tuuma
DNA-st (Merrywether et al. 1991; Piganeau ja Eye-Walker 2004). See voimaldab
sdilitada  erinevate mutatsioonide kombinatsioone mtDNA  geenitiigis, sest

mitokondriaalne DNA on geneetiliselt kui iiks lookus, olenemata tema korgest



koopaarvust rakus. Lisaks iseloomustavad mtDNA-d suhteliselt kdorge mutatsioonide

tekke kiirus ja intensiivse valiku puudumine enimvarieeruvatele piirkondadele.

MtDNA kontrollregioon

Kontrollregioon ehk D-ling on mitokondriaalses DNA-s peamine regulatiivne piirkond,
kus paiknevad mtDNA raske ahela replikatsiooni alguspunkt ja promootorid modlema
ahela transkriptsiooniks (Desjardins ja Morais 1990; Lightowlers et al. 1997). Antud
piirkond on mtDNA mittekodeeriv ala, millele on omane viga korge varieeruvus — 90%
mitokondri genoomi varieeruvusest on kontsentreerunud just sellesse piirkonda
(Greenberg et al. 1983). Kontrollregioon asub nukleotiidi positsioonide (nps) 16024 ja
576 vahel. Poliimorfsed piirkonnad kontrollregioonis on peamiselt koondunud kolme
hiipervarieeruvasse segmenti (HVS) — HVS-I (nps 16024-16365), HVS-II (nps 73-340)
ja HVS-III (nps 438-574), millest kdige korgema varieeruvusega on HVS-I (Lutz et al.
1998; Vigilant et al. 1991).

Mutatsioonide teke ja fikseerumine

Keskmiselt akumuleeruvad mutatsioonid mtDNA-s 10 korda kiiremini, kui rakutuumas
(Brown et al. 1979; Ingman ja Gyllenstein 2001). Mitokondriaalsete mutatsioonide
tekkepohjuseid arvatakse olevat kolm — esiteks hingamisahelast tekkivate vabade
radikaalide oksiidatiivne moju mtDNA-le, teiseks vorreldes tuumaga on mitokondriaalne
reparatsiooni siisteem ndrgem ning ei suuda korvaldada koiki tekkinud mutatsioone ning
kolmandaks mtDNA-d kaitsvate valkude, nagu nditeks histoonide puudumine
(Bogenhagen 1999). Selleks, et mutatsioon kanduks edasi jargnevatesse pdlvkondadesse,

peab see tekkima organismi sugurakkudes.

Mutatsioonide tekke kiirus ja fikseerumine mitokondriaalses DNA-s sdltub mtDNA
piirkonnast ja mutatsiooni iseloomust. On teada, et mitokondriaalse DNA kodeeriva
regiooni mitteslinoniiimsete asenduste médir on sarnane tuuma genoomiga. MtDNA
siinoniilimsete asenduste méér ja mitokondriaalsete rRNA geenide mutatsiooni kiirus on
kuni 20 korda ning tRNA geenide puhul isegi ca 100 korda kdrgem kui sarnase

funktsiooniga geenidel tuumas (Pesole et al. 1999). Transitsioonid, kus puriin asendub



puriiniga vOi pirimidiin piirimidiiniga, toimuvad 12 - 37 korda sagedamini kui
transversioonid, kus toimub puriin-piirimidiin asendumine (Meyer et al. 1999 koos

viidetega).

Eriti korge mutatsioonikiirus on iseloomulik mtDNA mittekodeerivas alas paiknevatele
HVS-I ja HVS-Ille, kuna see piirkond ei ole suure selektiivse surve all ning tekkinud
mutatsioonid saavad suure tdendosusega fikseeruda. Inimese HVS-I piirkonna
muteerumise miéraks on arvutatud 36% miljoni aasta kohta (Foster et al. 1996) ning
kogu mtDNA genoomil 2-4% miljoni aasta jooksul (Cann et al. 1987; Torroni et al.
1994a). Fiilogeneetilises uuringutes on peamiselt kasutatud koalestsentsiaja arvutamiseks
mutatsioonimééra, mis viljendab aega, mille jooksul tekib HVS-I piirkonnas {iks
transitsioon. Selleks ajaks loetakse 20 180 aastat (Forster et al. 1996). Tdendosus, et
tekkinud mutatsioonid mtDNA-s fikseeruvad, soltub sellest, kas mutatsioon on

organismile kasulik, kahjulik vdi neutraalne.

Fulogeneetilised puud ja vorgustikud

Koige levinum viis kuidas véljendada erinevate geenide voi organismide fiilogeneetilisi
suhteid, on seda teha fiilogeneetilise puuna. Inimpopulatsioonide fiilogeneesi uurimiseks
ei ole aga antud meetod koige optimaalsem. Selle pohjuseks on suhteliselt lithikesed
geneetilised distantsid erinevate populatsioonide/indiviidide vahel, tihtipeale viga suured
valimid, paralleelsed ja tagasipdorduvad mutatsioonid. Kd&iki vordselt vdimalikke puid
saab kokku votta fiilogeneetilisse vorgustikku, mis sisaldab ka lahendamata
retikulatsioone, kui alternatiivseid evolutsiooni teid. Viiksemate valimite jaoks on
otstarbekas kasutada reduced median (Bandelt et al.1995) ning suuremahuliste andmete
tootlemiseks median joining network’i (Bandelt et al. 1999). Selleks, et ndidata
fillogeneetilise puu vdi vorgustiku hargnemiste ajalist kihistumist, peab sel olema juur.
Kasutatakse ka nn vilisgruppi (outgroup), milleks on tavaliselt viimasest iihisest eellasest
(MRCA) eraldunud erinev liin. Inimese mtDNA analiilisil on selleks sageli Simpansi
vastav jarjestus (Vigilant et al. 1991; Ingman et al. 2000; Maca-Meyer et al. 2001) voi
neandertallase mtDNA kontrollregiooni jarjestus (Krings et al. 1997; 1999a;

Ovchinnikov et al. 2000). Kui vilisgruppi pole vdimalik médratleda, siis kasutatakse



keskpunkti juurimist (midpoint rooting). Keskpunkti juur paigutatakse nii, et distants

koikidest puu terminaalsetest solmedest oleks minimaalne (Cann et al. 1987).

1.2. Homo sapiens sapiens’i paritolu

Antropoloogia, kui teadusharu, keskseks kiisimuseks on alati olnud tdnapdeva inimese
(Homo sapiens sapiens) péritolu. Sellele kiisimusele vastuse leidmiseks on vélja pakutud
kaks erinevat hiipoteesi. Esiteks multiregionaalne hiipotees (Multiregional model), mis
pohineb fossiilsete leidude morfoloogiliste markerite interpretatsioonil. Multiregionaalse
mudeli pakkus esmakordselt vélja Franz Weidenreich, mis hiljem teiste poolt
edasiarendamist leidis (Wolpoff et al. 1984; Wolpoff ja Caspari 1997). Vastavalt sellele
teooriale, on koik ténapdeva inimesed arenenud iihisest arhailisest esivanemast Homo
erectus’est, kes lahkus Aafrikast ligikaudu 1,8 miljonit aastat tagasi. Erinevatel
kontinentidel toimus in situ inimpopulatsioonide jark-jarguline evolutsioon anatoomiliselt
tanapdeva inimeseks (AMH) lébi pidevalt toimuva geenivoolu. “Multiregionalismile”
vastupidine hiipotees on Aafrikast hiljutise valjarinde (Out of Africa) ehk Eedeni aia
mudelil (Garden of Eden), mille jargi AMH arenes vilja Aafrikas suhteliselt hiljuti ning
koloniseeris jark-jargult kogu maailma, torjudes vélja eelnevalt eksisteerinud arhailised

hominiidid (Cann et al. 1987; Stringer ja Andrews 1988).

Tuginedes viimasel aastakiimnendil tehtud mtDNA ja Y kromosoomi fiilogeneetiliste
uuringute tulemustele ning paleoantropoloogilistele leidudele (Foley 1998; Stringer 2000;
2003), on Aafrikast hiljutise viljardnde teooria leidnud enim kinnitust. On ndidatud, et
Aafrika populatsioonides on mtDNA fiilogeneetilise puu harude ajaline sligavus suurim
ja mtDNA nukleotiidse jarjestuse diversiteet kuni kaks korda korgem vorreldes teiste
kontinentide populatsioonidega, kus diversiteet on palju madalam, puu harude ajaline
stigavus viiksem ning puude struktuur valdavalt tdhe-kujuline (Ingman et al. 2000; Yu et
al. 2002).

Paleoantropoloogilised leidude jargi ilmub AMH esmakordselt Aafrikas ja ligikaudu
160 000 aastat tagasi (Clark et al. 2003). MtDNA ja Y kromosoomi liinide pdhjal on



AMH oletatavaks koalestsentsiajaks arvutatud ligikaudu 150 000 - 200 000 aastat tagasi
(Underhill et al. 1997; Ingman et al. 2000; Maca-Meyer et al. 2001; Takahata et al.
2001). Kuigi mtDNA ja Y kromosoomi tédnapdeva geenitiigi koalestsentsiajad ei pruugi
tingimata ihtida liigi tegeliku koalestsentsiajaga, on paleo- ja molekulaar-
antropoloogiliste andmete sarnasus markimisvddarne. AMH Aafrikast viljardnde alguse
ajaks loetakse 50 000 — 80 000 aastat tagasi (Watson et al. 1997; Ingman et al. 2000;
Maca-Meyer et al. 2001).

1.3. MtDNA haplogruppide nomenklatuur ja fiillogeograafiline jaotus

Esimesed inimpopulatsioonide mtDNA varieeruvuse uuringud pohinesid kas
restriktsioonifragmentide pikkuse poliimorfismi analiiiisil (RFLP) v&i kontrollregiooni
hiipervarieeruvate segmentide (tavaliselt HVS-I piirkond) sekveneerimisel. Praegu
kasutusel olev mtDNA nomenklatuur on kontrollregiooni varieeruvusel (Richards et al.
1996) ja RFLP analiiiisil (Torroni et al.1994b) pohinevate klassifikatsioonide siintees
(Torroni et al. 1996; Richards et al. 1998; Macaulay et al. 1999).

Olemasolevate mtDNA  jdrjestuste mitmekesisus on tekkinud mutatsioonide
akumuleerumise tottu ja nende fikseerumisel l&bi geenitriivi. Erinevad mtDNA
jérjestused ehk haplotiilibid saab jagada monofiileetilistesse rithmadesse ehk
haplogruppidesse (hg). Haplogrupid on tihistatud suurte tihtedega ja jagunevad tavaliselt
edasi alam-haplogruppideks. Enamusele haplogruppidele on omane spetsiifiline
geograafiline levikuala — voib Oelda, et haplogrupid on kontinendi vd&i etnose
spetsiifilised. MtDNA fiilogeneetilise puu ja nomenklatuuri tdiustamine on pidevalt
toimuv protsess. Viimastel aastatel on iiha suuremat tdhelepanu hakatud podrama
mtDNA-de téisjarjestustest saadavale informatsioonile, mis annab parema vodimaluse
emaliinide flilogeneetika lahendamiseks (Finnild et al. 2001; Herrnstadt et al. 2002;
Kivisild et al. 2002; 2005; Reidla et al. 2003; Palanichamy et al. 2004; Achilli et al.
2005).
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Globaalse inimpopulatsioonide mtDNA puu pohiline skeem on kujutatud joonisel 2. Puu
juure asukoht on haplogruppide LO ja L1 vahel, jagades flilogeneetilise puu kaheks

suureks osaks — L0 ja iilejdénud.

Makrohaplogrupp L

Kdige vanem inimese mtDNA haru on makrohaplogrupp L, mis jaguneb edasi neljaks
pohiliseks haplogrupiks - LO, L1, L2 ja L3 (joonis 2). LO, L1 ja L2 jagavad
restriktsioonisaiti Hpal nps 3592 (3594T/C) ning on Aafrikale omased kolm peamist suur
haplogruppi (Chen et al. 1995; Salas et al. 2002; Mishmar et al. 2003).

Kui haplogrupp L0, mida peetakse {iheks koige varasemaks L haruks (Chen et al. 1995;
2000) on valdavalt levinud Ida- ja Louna-Aafrikas, siis haplogrupp L1 on levinud iile
kogu Aafrika. Alamhaplogrupp Llb on tdendoliselt tekkinud Ladne-Aafrikas, kuid
populatsioonide ekspansioonid ja migratsioonid on teda kandnud ka Pohja- ja Kesk-
Aafrikasse, kus esineb ka alamhaplogrupp Llc. Vanimaks L1 alamhaplogruppidest
peetakse Lle-d, mis on levinud Ida- ja Kesk-Aafrikas (Salas et al. 2002). Haplogrupi L2
ekspansiooniaega peetakse LO ja L1-st hilisemaks, koalestsentsiajaks on arvutatud 59 000
— 78 000 aastat (Chen et al. 1995; 2000). Alamhaplogrupp L2a on kdige suurema
sagedusega haplogrupp Aafrikas, holmates iihte kolmandikku kdigist Aafrika pdlistest
liinidest. Alamhaplogrupid L2b, L2c ja L2d on levinud peamiselt Aafrika l4d&neosas,
vanimaks neist peetakse L2d (Chen et al. 2000; Pereira et al. 2001; Salas et al. 2002).

Aafrika mtDNA harud, millel puudub Hpal restriktsioonisait nps 3592, kuuluvad
superhaplogruppi L3 (joonis 2). Kdikidel Euraasia, Okeaania ja Ameerika haplogruppidel
puudub samuti eelnimetatud sait, seega on nad ekspandeerunud superhaplogrupist L3
(Chen et al. 1995; Maca-Meyer et al. 2001; Kivisild et al. 2002). L3 ekspansiooni
algusajaks loetakse hinnanguliselt 50 000 — 70 000 aastat tagasi (Ingman et al. 2000;
Maca-Meyer et al. 2001). Kuna L3 sagedus ja diversiteet on Ida-Aafrikas suhteliselt suur,
peetakse just seda piirkonda tema tekkekohaks (Watson et al. 1996). L3

alamhaplogruppidest on kodige sagedasem L3e, mis tdenéoliselt hakkas ekspandeeruma
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Joonis 2. Inimese mtDNA skemaatiline fiilogeneesi puu, mille koostamisel on ldhtutud HVS ja
kodeeriva piirkonna defineerivatest mutatsioonidest. Ringid, kolmnurgad ja ruudud tdhistavad
vastavaid geograafilisi piirkondi nagu Aafrika, Lédne-Euraasia ja Ida-Euraasia/Ameerika. Puu
harudel toodud numbrid téhistavad antud haru iseloomustavaid poliimorfisme; numbri jérel olev
tdht mérgib transversiooni, transitsioone eraldi ei tdhistata. Puu juure asukoht on joonisel
téhistatud noolega, viélisgrupina on kasutatud Simpansi vastavat jarjestust (Torroni et al. 2006).
Puu koostamiseks on kasutatud jargmisi allikaid: Chen et al. 2000; Richards et al. 2000; Bandelt
et al. 2001b; Finnild et al. 2001; Maca-Meyer et al. 2001; Herrnstadt et al. 2002; Kivisild et
al.2002; 2003b; Kong et al. 2003; Salas et al. 2002; 2004; Macaulay et al. 2005.
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46 000 aastat tagasi Kesk- v0i Ida-Aafrikas ja haruneb omakorda mitmeteks

alamklastriteks (Bandelt et al. 2001Db).

Pikalt on vaieldud, kuidas toimus viljardnne Aafrikast. On pakutud vdhemalt kahte
iseseisvat migratsiooni (Kivisild et al. 2000), kuid samas on ka arvamusi, et toimus ainult
tiks véljardnne (Foster et al. 2001). Euraasias levinud haplogrupid kuuluvad péhiliselt
kahte suurde makrohaplogruppi M ja N, millest viimasest haruneb omakorda
makrohaplogrupp R. Makrohaplogrupid M ja N hargnevad superhaplogrupist L3, mille
teised alamharud on levinud vaid Aafrikas. Seetdttu arvatakse, et makrohaplogruppide M
ja N eellas-mtDNA variandid olid esindatud Euraasia esimeste koloniseerijate geenitiigis,
kuid antud makrohaplogruppide divergeerumine toimus juba kohapeal (Metspalu et al.

2004)(joonis 3).

Joonis 3. Euraasia arvatav asustamine AMH poolt (Metspalu et al. 2004).

Makrohaplogrupp M

Makrohaplogrupi M divergeerumse alguseks Ida- ja Louna-Aasias loetakse ligikaudu 50
000 aastat tagasi (Kivisild et al. 2002; Metspalu et al. 2004). M koondab enda alla
haplogrupid M1-M9 ja E, G, D, C ning Z (joonis 2). Huvitava fiilogeograafilise levikuga
on haplogrupp M1, mis on levinud Ida- ja Pohja-Aafrikas (Rando et al. 1998; Quintana-
Murci et al. 1999), Lahis-Idas (Macaulay et al. 1999) ja Indias (Kivisild et al. 1999a),
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kus tema diversiteet on suurim. Selle alusel on arvatud, et haplogrupp M1 ekspandeerus
Indias ning hiljem leidis aset tagasirinne Aafrikasse (Maca-Meyer et al. 2001).
Haplogrupid M2 ja M3 haaravad enda alla enamuse Lduna-Aasias levinud mtDNA
liinidest (Kivisild et al. 2003b). Haplogrupid D ja C esinevad korge sagedusega Kirde-
Aasias ja Ameerika indiaanlaste seas (Torroni et al. 1993). Haplogrupid G ja Z on
enamlevinud Kirde-Aasias ning haplogrupp E Kagu-Aasias (Schurr et al. 1999; Qian et
al. 2001; Kivisild et al. 2002; Yao et al. 2002; Yao ja Zhang 2002).

Makrohaplogrupp N

Makrohaplogrupp N, teine suur haru, mis périneb superhaplogrupist L3, koondab enda
alla enamuse Ladne-Euraasia haplogruppidest [R(H, V, T, J, U), I, W, X], aga on
esindatud ka Ida-Aasia mtDNA geenitiigis (A, B, R9,Y) ja Ameerika indiaanlaste seas
(A, B, X)(joonis 2).

Haplogrupil A on sarnane levik eelpool mainitud haplogruppidega D ja C (Starikovskaya
et al. 1998). Haplogrupid B ja R9 on levinud eelkdige Kagu-Aasias ning nende
divergeerumine toimus arvatavasti Louna-Hiinas voi/ja Kagu-Aasias (Yao et al. 2002).
Hg B on suhteliselt sage ka Ameerika indiaanlaste seas (Torroni et al. 1993; Kivisild et
al. 2002; Yao et al. 2002; Yao ja Zhang 2002) ning teatud populatsioonides, nagu
poliineeslased, on hg B peaaegu ainus esinev haplogrupp (Ballinger et al. 1992).
Haplogrupp Y esineb korge sagedusega Ida- ja Kirde-Aasias ning sporaadiliselt iile kogu
Aasia (Ballinger et al. 1992; Comas et al. 1996; Schurr et al. 1999; Bermisheva et al.
2002; Kivisild et al. 2002). Haplogrupid I ja W on esindatud vdga madala sagedusega
Euroopas (alla 2%)(Kivisild et al. 1999b; Richards et al. 2000), hg W ka Indias (Kivisild
et al. 1999b). Huvitav on see, et soomlaste hulgas on hg W sagedus ligikaudu 11%, mis
viitab kas asutaja efektile vdi on populatsioon ldabinud pudelikaela (Meinila et al. 2001).
Haplogrupile X on omane huvitav geograafiline levik — teda voib leida Euroopast
(Torroni et al. 1996), kuid ka Pohja- ja Ida-Aafrikast, Lahis-Idast, Siberist ning Ameerika
indiaanlaste seast (Foster et al. 1996; Brown et al. 1998; Smith et al. 1999; Derenko et al.
2001).
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Makrohaplogrupp R
Makrohaplogrupist N harunev makrohaplogrupp R moodustab monofiileetilise sdlme,
kust omakorda hargnevad enamus Lidne-Euraasiale iseloomulikke mtDNA haplogruppe

nagu H, V, T, J, I, U, W ja X ning lisaks eelpool mainitud haplogrupid B ja R9 (joonis 2).

Vaadates Euroopa haplogruppide fiilogeneetilist pilti, on see iisnagi homogeenne —
geneetilised distantsid erinevate populatsioonide vahel on suhteliselt liithikesed, kuigi on
ka moned erandid nagu niiteks saamid, sardiinlased ja baskid (Cavalli-Sforsa et al.
1994). Siigavam fiilogeneetiline analiilis on siiski vélja toonud haplogruppide

levikumustrite erinevusi (Richards et al. 2000; 2003).

Haplogrupi H esialgne ekspansioon toimus hinnanguliselt 23 200 — 28 400 aastat tagasi
Lahis-Idas (Richards et al. 2000). Euroopas levinud H vanus on tunduvalt noorem -
ligikaudu 18 400 aastat (Achilli et al. 2004). Haplogrupp H ja tema alamharud on
Euroopas enimlevinud emaliini klastrid (Achilli et al. 2004; Loogvili et al. 2004).
Korgeim esinemissagedus (40-60%) on Léddne- ja Pohja-Euroopas, kuid antud
haplogruppi leidub ka Lédhis-Idas (Torroni et al. 1998; Richards et al. 2000), PShja-
Aafrikas (Rando et al. 1998) ja Kesk-Aasias (Metspalu et al. 1999; Quintana-Murci et al.
2004). Madalama sagedusega on H esindatud Louna-Aasias (Kivisild 1999a; 1999b;
2003b) ja Siberis (Torroni et al. 1998; Derbeneva et al. 2002a; Derenko et al. 2003;
Fedorova et al. 2003).

Haplogrupiga H fiilogeneetiliselt 1dhedased haplogrupid (preHV)1, HV1 ja HV2 on
peamiselt esindatud Léhis-Idas ja Kaukaasias (Metspalu et al. 1999; Richards et al. 2002;
2003), kuid madala sagedusega ka Euroopa populatsioonides (Metspalu et al. 1999;
Tambets et al. 2000a). HV1 klaad, mis on levinud Vahemere piirkonnas ja Kirde-
Aafrikas, ekspandeerus tdendoliselt Kaukaasias ligikaudu 30 000 aastat tagasi (Tambets

et al. 2000).

Haplogrupp V on samuti H haplogrupile fiilogeneetiliselt 1dhedane, kuid tema

esinemissagedus on enamikes Euroopa populatsioonides vaid 1-6%, vilja arvatud baskid
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ja kataloonlased Ibeeria poolsaarel (sagedus 20%)(Torroni et al. 1998; 2001) ning saamid
skandinaavia pdhjaosas (41,6%)(Tambets et al. 2004) Arvatakse, et hg V ekspansioon
Ibeeria poolsaarel ja levimine Euroopas toimus 10 000 — 15000 aastat tagasi peale

viimast jddaja maksimumi (LGM)( Torroni et al. 1998; 2001).

Haplogrupid T ja J on fiilogeneetiliselt ldhedased klaadid (joonis 2), mille
esinemissagedus Euroopas on suhteliselt sarnane - ligikaudu 20%. Mdlemad haplogrupid
arvatakse parinevat Lahis-Idast, kus nad ekspandeerusid ja levisid neoliitikumi perioodil

9000 aastat tagasi Euroopa aladele (Richards et al.1998; 2000).

Superhaplogrupp U koondab enda alla terve rea haplogruppe (U1 — U9 ja K) ning on
valdavalt iseloomulik Léadne-Euraasia populatsioonidele, kuid mitte eranditult. Kuna
antud magistritod keskendub superhaplogrupile U ning detailsemat késitlust leiab ka
alamharu U3, siis erinevatest U alamhaplogruppidest tuleb pohjalikumalt juttu jargnevas

peatiikis.

Euroopa asustamine

Euroopa esmane koloniseerimine AMH poolt toimus ligikaudu 40 000 — 50 000 aastat
tagasi (Richards et al. 2000; Tambets et al. 2003), kuid Euroopa asustamise laineid oli
kokku arvatavasti neli - varajases iilempaleoliitikumis, keskmises iilempaleoliitikumis,
hilises tlempaleoliitikumis peale viimast jdfaja maksimumi (LGM) ja neoliitikumis
(Richards et al. 2000). Enne LGM-i, mis leidis aset 24 000 — 16 000 aastat tagasi, levisid
Euroopas Aurignac’i kultuur, mis saabus koos Euroopa esmaasustajatega ning hiljem
tekkinud Gravetti kultuur. Antud kultuuridele oli omane algeliste tooriistade
valmistamine ning esimeste kunstiteose ilmumine nagu luuskulptuurid ja
koopamaalingud  (Churchill ja Smith 2000). LGM-i perioodil taandusid
inimpopulatsioonid soojema kliimaga aladele ehk refuugiumitesse. Teada on mitmeid
arvatavaid refuugiumi alasid Louna- ja Ida-Euroopas, Louna-Siberis, Balkani poolsaarel

ja Musta mere rannikul (Tambets et al. 2003).
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Kui omavahel korvutada Euroopa ja Léhis-Ida haplogruppe, siis on néha, et suures osas
haplogrupid kattuvad. Eraldi peab vilja tooma haplogrupid U5, V, H3 ja H1 mis on
Euroopa sisese péritoluga. Diversiteedi arvutused Euroopa ja Lihis-Ida haplogruppidele
on ndidanud, et molemas piirkonnas esindatud haplogruppide diversiteet oli iildjuhul
suurem Léhis-Idas, vilja arvatud Euroopa sisese tekkega haplogrupid (Richards et al.
2000). Lahis—Ida on seega osutunud teatud mottes sdlmpunktiks, kust toimus Euroopa

esmane asustamine (Richards et al. 2000; Tambets et al. 2003).

1.4. Superhaplogrupp U

Superhaplogrupi U tekkepiirkonnaks peetakse Léhis-Ida regiooni, kus tema hinnanguline
vanus on ligikaudu 50 000 aastat voi isegi rohkem (Torroni et al. 1996; Richards et al.
1998; 2000; Maca-Meyer et al. 2003). Euroopa koikidest emaliinidest kuulub
superhaplogruppi U ligikaudu 20% (Richards et al. 2000). U koondab enda alla terve rea
erineva fiilogeograafiaga haplogruppe nagu Ul, U2, U3, U4, US, U6, U7, US, U9 ja K
(Torroni et al. 1996; Richards et al. 1998; 2000)(joonis 4).

Haplogrupp U1, mis jaguneb alamhaplogruppideks Ula ja Ulb (joonis 4), on peamiselt
levinud Lahis-Idas ja Euroopa Vahemere piirkonnas (Macaulay et al. 1999), kus tema

arvatav ekspansioon toimus 20 000 — 30 000 aastat tagasi (Richards et al. 2000).

Haplogrupp U2 jaguneb alamhaplogruppideks U2a — U2e (Quintana-Murci et al. 2004;
Palanichamy et al. 2004)(joonis 4), millest ainsana on Euroopas esindatud U2e
(Macaulay et al. 1999; Richards et al. 2000). U2a, U2b ja U2c¢ on pohiliselt levinud
Pakistanis ja Indias. Indo-Pakistani ja Lééne-Euraasia U2-¢ ekspandeerumise ajaks on
arvutatud 53 000 aastat (Kivisild et al. 1999a). Alamhaplogruppi U2d on leitud peamiselt
Lahis-Idast (Quintana-Murci et al. 2004).
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Haplogrupp U3, mis jaguneb alamhaplogruppideks U3a ja U3b (joonis 4), on levinud
Liahis-Idas, Pohja-Aafrikas ja Kaukaasia piirkonnas. Viimast peetaksegi U3 tekkepaigaks
ning antud piirkonnale arvutatud koalestsentsiaeg on 30 000 aastat (Krings et al. 1999b;
Metspalu et al. 1999; Maca-Meyer et al. 2001).
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Joonis 4. Superhaplogrupi U {ildine topoloogia. Puu koostamisel on kasutatud HVS ja kodeeriva
piirkonna defineerivaid mutatsioone. Puu harudel toodud numbrid tdhistavad antud haru
iseloomustavaid poliimorfisme; numbri jirel olev tdht mérgib transversiooni, transitsioone eraldi
ei tdhistata; insertsioonid on tihistatud + mérgi ja lisandunud nukleotiidiga. Puu koostamiseks on
kasutatud jargmisi allikaid: Maca-Meyer et al. 2003; Quintana-Murci et al. 2004; Achilli et al.
2005; Kivisild et al. 2005.
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Haplogrupp U4 on Euroopas U5 jérel sageduselt teine haplogrupp ning tema vanuseks
loetakse ligikaudu 25000 aastat (Richards et al. 2000). U4 jaguneb kaheks
alamahaplogrupiks U4a ja U4b (joonis 4). Kdige korgema sagedusega on U4 esindatud
Ladne-Siberi rahvaste seas, ulatudes ugri keeli kdnelevate manside hulgas 16% (Tambets
et al. 2003; Derbeneva et al. 2002a; 2002b). Euroopas on U4 sagedus kdrgem Kesk-,
Ladne- ja Kirde-Euroopa aladel ning madalam Louna-Euroopa Vahemere piirkonnas

(Tambets et al. 2003).

Haplogrupi U6 ekspansioon toimus 30 000 aastat tagasi arvatavalt Lahis-Ida piirkonnas,
kust ta tagasirindega Pohja-Aafrikasse levis (Maca-Meyer et al. 2003). U6 jaguneb
kolmeks alamhaplogrupiks U6a — 6¢ (Joonis 4). U6 on pdhiliselt esindatud Kirde-,
Pohja- ja Loode-Aafrikas ning Kanaari saartel (Rando et al. 1998; 1999; Krings et al.
1999b; Salas et al. 2002; Maca-Meyer et al. 2003). Euroopas on U6 levinud vaid Ibeeria
poolsaarel (Pereira et al. 2000; Larruga et al. 2001).

Haplogrupp U7 on vihesel miiral esindatud Ida- ja Pohja Euroopas, kuid sage Léhis- ja
Kesk-Idas ning Ladne-Indias (Kivisild et al. 1999b; 2000). Haplogrupp U8 (joonis 4) on
levinud peamiselt Euroopas, kuid US8b alamklasrtit on leitud Lééne-Iraani kurdi
populatsioonidest, kus ta esineb ligikaudu 10% sagedusega (Quintana-Murci et al. 2004).
Haplogrupp K, mis haruneb hapogrupist U8 (joonis 4), jaguneb omakorda mitmeteks
alamklastriteks. K on enam levinud Lééne- ja vahem Ida-Euroopas (Richards et al. 2000;
Herrnstadt et al. 2002), samas leidub teda Lé&his-Idas ja Anatoolias (tdnapdeva
Tiirgi)(Kivisild et al. 2003a). Korgeim haplogrupi K sagedus (30%) on leitud Ashkenazi
ehk Euroopa juutidel (Behar et al. 2004). Haplogrupp U9 on suhteliselt haruldane ja
hiljuti defineeritud haplogrupp, mida on leitud peamiselt Louna- ja Kagu-Pakistanist, kus

ta holmab kuni 10% kdigist emaliinidest (Quintana-Murci et al. 2004).
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1.4.1. Haplogrupp U5

Haplogrupp U5 on superhaplogrupi U iiks suurim ja divergeerunum haru, mis jaguneb
omakorda mitmeteks alamhaplogruppideks ja klastriteks (Richards et al. 1998; 2000;
Tambets et al. 2003; 2004)(joonis 5). Haplogrupi U5 koalestsentsiajaks on arvutatud
ligikaudu 45 000 — 55 000 aastat (Richards et al. 2000), mis nditab et U5 on suhteliselt
vana haplogrupp. Kui enamus Lé&éine-Euraasiale iseloomulikke haplogruppe pirineb

algselt Lahis-Ida piirkonnast, siis U5 on Euroopa sisese tekkega (Richards et al. 2000).

Kodige korgema sagedusega on haplogrupp U5 levinud Euroopas, kus ta holmab kuni
10% koikidest emaliinidest (Richards et al. 1998; 2000). Kuid siingi ei ole levikumuster
tihtlane, sest rohkem on U5 levinud Euroopa ida- ja pdhjaosas (Orekhov et al. 1999;
Tambets et al. 2003) ning viahem Iduna- ja lddnepoolsetel aladel (Torroni et al. 1996).
Korgeim U5 esinemissagedus on Pohja-Euroopa rahvastel nagu eestlased, karjalased,
soomlased ja saamid (Sajantila et al. 1995; Richards et al. 1996; Villems et al. 1998;
Tambets et al. 2003; 2004). Peale Euroopa on U5-t madala sagedusega leitud ka Léahis-
Idast (Richards et al. 2000; Quintana-Murci et al. 2004), Kaukaasiast (Tambets et al.
2003; Quintana-Murci et al. 2004), Niiluse joe orust Pdhja-Aafrikast (Krings et al.
1999b), Aafrika lddaneranniku Senegambia piirkonnast (Rosa et al. 2004) ning Siberi
erinevatelt aladelt (Derbeneva et al. 2002a; 2002b; Derenko et al. 2003; Fedorova et al.
2003).

U5 jaguneb kaheks alamhaplogrupiks USa ja USb, mis omakorda jagunevad
alamhaplogruppideks ja harudeks (joonis 5). Alamhaplogrupp USa on levinud pigem
Euroopa 10una- ja vdhemal médral loodeosas (Richards et al. 1998). USa ja tema
alamharu US5al vanuseks on arvutatud vastavalt 40 000 ja 30 000 aastat, mis lubab
arvata, et USa ekspandeerus enne viimast jddaja maksimumi (Richards et al. 1998). U5a
alamklaster USala on ekspandeerunud suhteliselt hiljuti, ligikaudu viimase 2000 aasta
jooksul. Antud alamklastril on viga madal diversiteet ning piiratud levikuala Loode- ja

Kesk-Euroopas (Richards et al. 1998).
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Alamhaplogrupp U5b ja tema alamharud on levinud madalal sagedusel iile kogu Euroopa
- Ibeeriast kuni Uurali médgedeni (Sajantila et al. 1995; Richards et al. 1998; Tambets et
al. 2004). Eraldi tuleks rddkida USb alamharust U5blbl, mille iiks alamklaster
moodustab saamide emaliinidest 47,6% (Tambets et al. 2004).
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Joonis 5. Haplogrupi U5 topoloogia. Puu koostamisel on kasutatud HVS ja kodeeriva piirkonna
defineerivaid mutatsioone, téhistus vt joonis 4 allkirjast. Kasutatud on jargmisi kirjandusallikaid:
Finnild et al. 2001; Herrnstadt et al. 2002; Tambets et al. 2004; Achilli et al. 2005.

Saamisid peetakse Pohja-Skandinaavia algseteks asutajateks. Ténapdeval elab Norra,
Rootsi ja Soome pohjaosas ligikaudu 60 000 saamit (Haetta 1996). Klassikaliste
geneetiliste markerite analiiiis Cavalli-Sforza et al. (1994) niitas saamide ja teiste

Euroopa rahvaste vahel védga suurt geneetilist distantsi ning seetdttu peeti saamisid pikka
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aega geneetiliselt Euroopast eraldiseisvaks ja pakuti neile pigem mongoloidset péritolu.
Kuid Saami mtDNA harude analiiiis niitas, et valdav enamus neist kuulub siiski Euroopa
mtDNA emaliinide alla (Torroni et al. 1998; Villems et al. 1998; Tambets et al. 2004).
Saamide populatsioonis on esindatud kaks pdohilist haplogruppi - USb1lbl alamklaster
moodustab 47,6% ja haplogrupp V 41,6% (Richards et al. 1998; Tambets et al. 2004).
Saamide U5blbl alamklaster ehk nn “saami motiiv sisaldab transitsioone nps 16189,
16144 ja 16270 (Sajantila et al. 1995). Alguses arvati, et antud motiiv on omane ainult
saamidele, kuid seda on vihesel maiéral leitud ka naaberpopulatsioonidest (karjalased ja
soomlased), mis on seletatav rahvaste segunemisega (Sajantila et al. 1995; Meinil4 et al.
2001). Saamide ebatavalise mtDNA leviku mustri pdhjuseks on populatsiooni ajaloos
toimunud juhuslik geenitriiv (pudelikael/asutajaefekt), mis on ménginud peamist rolli
selle vdikese Euroopa populatsiooni mtDNA maastiku kujundamisel (Tambets et al.

2004).

US5blbl alamklaster on peale saamide levinud suhteliselt madala sagedusega ka Ida-
Euroopa piirkonnas (Tambets et al. 2004). US5blbl eellasklastri USblb suurem
diversiteet Lddne- Euroopas toetab teooriat, et USblb ekspansioon algas 8600 aastat
tagasi Euroopa lddneosast (Achilli et al. 2005). USblb1 fiilogeograafiline muster viitab
sellele, et antud alamklaster on divergeerunud U5b1b eellasklastrist Ida-Euroopas. Seega
joudis alamklaster U5Sblbl Skandinaavia pohjaossa 1dbi Ida-Euroopa, mitte modda
Skandinaavia poolsaare Atlandi ookeani rannikut (Tambets et al. 2004). U5b1bl liinide
koalestsentsiajaks Euroopas on arvutatud 4300 aastat, mis on vanem kui skandinaavia

U5blbl liinide 1200 aastat (Tambets et al. 2004).

Haplogrupp U5 on teinud peale viimast jddaja maksimumi tdendoliselt ldbi
ekspansioonifaasi, sest U5 fiilogeneetiline puu niitab ligi tosina alam-asutaja haplotiiiibi
(subfounder) olemasolu. Peaaegu koigil neil on tihe-kujuline topoloogia ning
koalestsentsiacg jadb vahemikku 11 000 — 13 000 aastat (Tambets et al. 2003). On leitud,
et vidga erinevates geograafilistes piirkondades asuvad populatsioonid, nagu nditeks

Skandinaavia saamid ja POhja-Aafrika berberid, voivad jagada suhteliselt noore U5Sblb
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alamklastri mutatsioone (Achilli et al. 2005). Antud néhtus seletubki asjaoluga, et LGM-i
ajal asus Euroopa edela osas Franco-Cantabrian’i refuugium, kus haplogrupp U5 tegi
toendoliselt 14dbi ekspansioonifaasi ning peale viimase jddaja maksimumi 10ppu

taasasustasid antud refuugiumi populatsioonid Euroopa ja Pohja-Aafrika.

1.5. MtDNA analiiiisimise ja tulemuste tdlgendamisega seotud probleemid

Teadustehnika kiire areng viimasel aastakiimnendil on loonud vdimaluse analiiiisida tiha
kiiremini ja vdhesema vaevaga kiimneid ja sadu mtDNA jérjestusi suhteliselt viikese
ajakuluga. mtDNA andmebaaside kvantitatiivne kasv on samas tdstatanud kiisimuse ka
kvaliteedist (Bandelt et al. 2001a; 2002; 2006; Parson et al. 2004). Bandelt et al tehtud
uurimused on ndidanud, et avaldatud mtDNA andmetes on esinenud olulisi vigu, mis
omakorda voivad mojutada tulemuste 10ppinterpretatsiooni. Ka antud magistritéo iiheks
eksperimentaalse t00 osaks oli eelnevalt saadud andmete digsuse kontrollimine ning
tdpsustamine. Seetdttu on oluline modista DNA analiilisimise protsessi etappe ja teada

pohjuseid, mis viivad ebaadekvaatsete 1dpptulemusteni.

DNA analiiiisimisel ldbitakse laboris mitmed etapid, millest esimene on proovimaterjali
kogumine. Proovimaterjalina kasutatakse koige sagedamini juukseid, verd ja pdse
limaskesta epiteeli kaabet. Uldjuhul peaks iga prooviga kaasas olema mdningane
informatsioon doonori kohta nagu niiteks tema etniline taust 2-3 pdlve emaliinis tagasi.
Doonori péritolu teadmine voimaldab 1dppandmete interpreteerimisel dieti analiilisida
erinevate populatsioonide péritolu ja populatsiooni sisest diinaamikat. Peale
proovimaterjali kogumist jidrgneb DNA eraldamine ning seejdrel PCR valitud
praimerpaariga. Amplifitseeritud produktilt teostatakse sekveneerimisreaktsioon vastavalt
valitud praimeriga ning saadud produkti nukleotiidne jarjestus analiiiisitakse

sekvenaatoris. Viimases faasis toimub tulemuste interpreteerimine.

Probleeme, mis mdjutavad 10pptulemust, voib esineda koikides eelpool nimetatud t66

ctappides (Bandelt et al. 2006). Esimene neist, DNA eraldamine, omab v&tmerolli
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edasiste eksperimentide dnnestumise voi ebadnnestumise suhtes. Kdige suurem oht antud
t00 etapis on proovi saastumine voOr-DNA-ga, mida saab hiljem kindlaks teha piisava
hulga poliimorfsete saitide vordlemisel (Bandelt et al. 2006). Kui proovi ja voor-mtDNA
jéarjestused on suhteliselt sarnased, siis vdidakse sekventsilt vilja lugeda valepositiivsed
heteroplasmiaid. Kui jirjestused on suhteliselt erinevad, siis saadud sekventsis on niha
palju ebaselgeid nukleotiidi positsioone (margitud kui N). Viga tugeva saastuse puhul on
voimalik, et voor-mtDNA n6 jookseb iile dige jarjestuse ning saadud tulemus ei vasta
tegelikult doonori proovile (Bandelt 2006). Kdigi nende vigade tekkimise vastu aitab hea
labori praktika jargimine (good laboratory practice), mille peamine ndue on see, et t60
kdigus liigutaks analiilisitavate proovidega igas etapis uuele alale ning mitte kunagi
tagasi, st et proovide litkumine (work flow) oleks iithesuunaline. Soovituslik on iiles seada
laboritootajate mtDNA jérjestuste andmebaas, kus oleks ka hiljuti laboris analiitisitud

proovid, et oleks voimalik jélgida ja kontrollida saadud tulemusi (Bandelt et al. 2001a).

PCR, sekveneerimisreaktsioon ja proovide analiilisimine sekvenaatoris on samuti aldis
saastusele ning proovide segamini minekule, eriti kui on palju eraldiseisvaid t66 etappe
ning enamus neist tehakse kisitsi, mitte automatiseeritud kinnistes siisteemides (Bandelt
et al. 2006). Sekveneerimiskeemia ja metoodikate areng on jatnud oma jélje ka mtDNA
sekveneerimise tulemustesse. Tsiiklilise sekveneerimise kommertsiaalsed komplektid on
tunduvalt parandanud jdrjestuste elektroferogramme ehk fluorestsentssignaalide
kvaliteeti, kuid osade komplektide puhul on kaasnevaks probleemiks nd fantoom-
mutatsioonide teke (Bandelt et al. 2002). Antud mutatsioonide anomaalne tekkeprotsess
ndib olevat pdhjustatud suuresti analiiiisi spetsiifilistest biokeemilistest tingimustest.
Niiteks vanema dye terminator sequencing kiti puhul on probleemiks nukleotiidse
jérjestuse  3’otsa esimene adenosiiniga (A) kiilgnev  guanosiin  (G), mis
elektroferogrammil on kujutatud vdga madala piigina (Parson et al. 1998). Teatud
tingimustel, nagu pikkade jarjestuste lugemine, vdib G piik tdiesti olematuks kaduda.
Oluline on sekveneerimisreaktsiooni produktide hoolikas puhastamine enne
sekvenaatoriga analiilisimist, selleks et eemaldada mitteseondunud terminaatorid,

praimerid jms, mis muidu jidks segama produktide analiilisimist, varjutades esimese
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paarikiimne nukleotiidi fluorestsents signaali ning on samuti soodsaks pinnaseks

fantoom-mutatsioonidele (Bandelt et al. 2002).

MtDNA  analiiisi  viimaseks etapiks on saadud andmete tdlgendamine.
Sekveneerimisprotsessi jooksul toimub arvuti tarkvara poolt automaatne nukleotiidi
positsioonide nimetamine (automated basecalling), mis aga ei pruugi tulenevalt
programmi seadistustest alati koigi nukleotiidi positsioonide puhul adekvaatne olla
(Bandelt at al. 2006). Seepérast on oluline esmased andmed enne tabelitesse ja
andmebaasidesse kandmist iile vaadata ning kontrollida detekteeritud mutatsioonide
Oigsust ning paikapidavust. Selline ldhenemine on kiill aegandudvam, kuid vélistab
arvutitarkvara poolt tehtud vigade edasikandumist 16ppjareldustesse. Kehva kvaliteediga
jarjestus, kus on suhteliselt palju ebaselgeid positsioone, peaks loetama kehtetuks, sest
referentsjérjestuse (rCRS)(Andrews et al. 1999) najal analiiiisitud halva kvaliteediga

jarjestus on aldis andma valepositiivseid ja -negatiivseid tulemusi.

Andmete dokumenteerimisel ja tabelitesse/andmebaasidesse kandmisel vdivad samuti
tekkida tdhelepanematusest vead (Bandelt 2006) - mutatsioon jadb mirkamata, toimub
numbrite segiajamine vOi dravahetamine, C mairgitakse G-ks voi vastupidi jne. Kuna
andmetabeleid koostatakse kdsitsi, siis on vdimalik ka ridade ja/vdi veergude segamini

minek.

Kui vaadata mtDNA andmeid, siis tdhelepanelikuks peaks muutma haruldaste
mutatsioonide esinemine erinevates jarjestustes, ka hiipervariaabel piirkondades, mis voib
viidata sekveneerimise artefaktidele voi muudele probleemidele jirjestuse lugemisel. Ka
transversioonide ning haruldaste indelite liigsage esinemine peaks muutma ettevaatlikuks

antud andmete adekvaatsuse suhtes (Bandelt et al. 2001a).
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2. MATERJAL JA METOODIKA

2.1. Katsematerjal

Antud magistritdd eksperimentaalne osa pdhineb 46 mtDNA nukleotiidse poliimorfsuse
médramisel ja analiilisil. Koik antud magistritos analiitisitud mtDNA-d olid eelnevalt
meie labori to6riihma poolt np12308 transitsiooni alusel madratud superhaplogruppi U
kuuluvaks, kuid HVS-I piirkonna jérjestuse pohjal ei kuulunud nad thtegi U
alamharusse. MtDNA proovid périnesid erinevatest geograafilistest piirkondadest: Eesti
(1 indiviid); Kiipros (2); Léti (3); Poola (3); Prantsusmaa (2); Rootsi (2); Rumeenia (4);
Sitsiilia (2); Slovakkia (1); Altai piirkond (1); Kasahstan (1); Ukraina (1); Volga-Uraali
piirkond (2); Venemaa edela piirkond (9); Albaania (1); Egiptus (1); Iraan (1); Jordaania
(1); Maroko (2); Kuveit (1); Siiiiria (3) ja Tiirgi (2). Valimi koostamiseks analiiiisiti meie
tooriihma andmebaasis 36 populatsiooni, kus esines superhaplogruppi U ja tema
alamharusid. Analiiiisitav andmete kogum sisaldas 9383 mtDNA haplogrupeerimise
tulemusi, millest 1801 olid médratud superhaplogrupi U erinevatesse alam-

haplogruppidesse ja 46 U*-ks.

Viimastel aastatel lisandunud teave mtDNA kodeeriva regiooni defineerivate nps kohta
on voimaldanud tépsustada haplogruppide sisetopoloogiat. Kuna antud valimi puhul ei
olnud HVS-I regiooni jarjestuste informatsioon piisav alamhaplogrupeerimiseks, siis
analiilisiti antud valimit kodeeriva regiooni U alamhaplogruppe defineerivate nps suhtes.
Selleks kasutati RFLP analiiiisi ja nps sekveneerimist (tabel 1 ja 2). Samuti kontrolliti
HVS-I piirkonna jérjestuste Oigsust teistkordse HVS-I piirkonna sekveneerimisega.
Kuuele mtDNA-le antud valimist teostati lisaks eelnevatele analiilisidele ka genoomi
taisjarjestamine. Koik nps ja RFLP saidid on alljargnevates tabelites dra toodud rCRS-i

suhtes (Andrews et al. 1999).

Haplogrupi U5 ja U3 tdisjérjestuste siinteesipuu koostamisel kasutati lisaks antud
magistritod  kdigus  sekveneeritud 6  tdisjirjestusele andmeid  jArgmistest

kirjandusallikatest: Finnild et al. 2001 (22 tdisjérjestust); Herrnstadt et al. 2002 (24);
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Palanichamy et al. 2004 (1); Kivisild et al. 2005 (12); Achilli et al. 2005 (18). U3 ja U5
puude koostamiseks kasutati kokku 83 tdisjarjestust. Fiilogeneetilised puud koostati
késitsi, vastavalt median-joining pohimdtetele (Bandelt et al. 1995; 1999). U5b2
alamharu koalestsentsiaja arvutamiseks kasutati statistilist vaartust p (Foster et al. 1996;
Saillard et al. 2000) ning arvutamisel kasutati kodeeriva regiooni (nps 577-16023)
mutatsioone (va indelid). Uhe mutatsiooni tekkeajaks loeti vastavalt 5139 aastat

(Mishmar et al. 2003). Standardviga arvutati Saillard et al. 2000 jargi.

2.2. DNA amplifitseerimine

DNA kogus amplifikatsiooni reaktsioonisegus oli 10-20 ng ning  poliimeraasne
ahelreaktsioon (PCR) viidi ldbi 25ul mahus. Koigi DNA amplifitseerimisel kasutatud
praimerite vahelahuse kontsentratsioon oli 10 pmol/ul. PCR-i reaktsioonid viidi ldbi

termoblokis “Biometra UNO I1”.

16ppkontsentratsioon  PCR-i komponent

1/10 Tartrazine puhver (750 mM Tris-HCIL, pH 8.8, 200 mM
(NH4)2SOy4, 0.1% Tween 20; 5% Ficoll 400)

2,5 mM MgCl, (25 mM)

0,1 mM dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)( 10 mM)

0,05U/ul Taq DNA poliimeraas FIREPol 5 U/ul (Solis Biodyne) ja/vdi
LongExtention Taq 2 U/ul (Fermentas)

0,2 pmol/ul F praimer (10 pmol/ul)

0,2 pmol/pl R praimer 10 pmol/pul
1-2 ul DNA-d

deioniseeritud vesi
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DNA amplifikatsiooni tingimused:

* denaturatsioon 94°C 3 min

* denaturatsioon 94°C 25s

* praimerite seondumine 52-61°C 20s 40-44 tsiiklit
* ekstensioon 72° C 1,5 -2 min

* 10plik ekstensioon 72° C 3 min

Amplifikatsiooni tsiiklite arv ja praimerite seondumise temperatuur sdltus praimerite
spetsiifikast ja DNA kvaliteedist. Defineerivate nps sekveneerimiseks ja RFLP analiiiisiks
kasutatud praimerite nimekiri ja nukleotiidne jirjestus on dra toodud tabelis 1 ja 2.
MtDNA HVS-I piirkonna ja kogu genoomi tdisjdrjestuse sekveneerimiseks kasutatud

praimerid koos nukleotiidse jédrjestusega on dra toodud antud to0 lisades.

PCR-i produkti olemasolu kontrolliti 2% horisontaalses agaroosgeelis [0,5 kordses TBE
puhvris (45mM Tris-boraat, 0,05M EDTA)], kasutati konstantset pinget 140 V,
elektroodide distants 32 cm. DNA visualiseerimiseks ultraviolettkiirguses lisati geelile

etiiddiumbromiidi 16ppkontsentratsiooniga 0,5ug/ml. Geelile kanti 4ul PCR-i produkti.

Tabel 1. MtDNA kodeeriva regiooni U haplogruppe defineerivad nps ja nende sekveneerimiseks
kasutatud praimerid. Téht np jarel mérgib transversiooni. #

defineeriv
hg np viide amplifitseerimiseks kasutatud praimerid
U2a 16206C 5 F | 5- 15879 - AATGGGCCTGTCCTTGTAGTAT - &
R | 5- 16545 - AACGTGTGGGCTATTTAGGCT - 3’
uad 13720 1 F | 5- 13338 - CTTCAAAGCCATACTATTTATGTG - 3’
R | 5-13843 - CTAGGGCTGTTAGAAGTCCTAGGA - 3
u3 14139 2 F | 5°- 14000 - TAACCTGACTAGAAAAGCTATTA -3’
R | 5- 14268 - CGGGAGGATCCTATTGGTGCGGG - 37
us 13617 6 F | 5- 13338 - CTTCAAAGCCATACTATTTATGTG - 3’
R | 5- 13843 - CTAGGGCTGTTAGAAGTCCTAGGAAAGT - &
u7 980 2 F | 5- 543 - CCGAACCAACCAAACCCCAAAGA -3
R | 5-1220 - TATCGATTACAGAACAGGCTCCTCTAGAG - 3’
us 9698 6 F | 5-9230 - TCATATAGTAA AACCCAGCCCATG -3’
R | 5- 10130 - TAGTCAAAATGTAATAATTATTAGTAG - 3’
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2.3. RFLP analuis

Restriktsiooni ensiilimid ehk restriktaasid on voimelised teatud nukleotiidse jérjestuse
ehk dratundmissaidi esinedes 16ikama DNA-d spetsiifilistest kohtadest. Mutatsioonid
DNA jirjestuses voivad pohjustada restriktsioonisaidi kao voi tekke. RFLP analiiiisil
kasutatud restriktaasid on dra toodud tabelis 3. Restriktsiooni reaktsiooniks lisati 20pul
PCR produktile 0,3 U restriktaasi (Fermentas) ja 2ul vastavat puhvrit. Restriktsiooni
tingimused valiti vastavalt tootja poolsetele soovitustele. Restriktsioonifragmendid
lahutati agaroosgeel-elektroforeesil. Koik ebaselged RFLP tulemused kontrolliti iile

vastava nps sekveneerimisega.

Tabel 2. U haplogruppe defineerivad nps ja RFLP analiiiisil kasutatud praimerid. Téht np jérel
margib transversiooni. #

defineeriv
hg np viide amplifitseerimiseks kasutatud praimerid
U 12308 4 F | 5-12104 - CTCAACCCCGACATCATTACCGGGTTT - &

R | 5-12388 - GGGGAATTAGGGAAGTCAG -3’

Ul 13104 3 F | 5-12541 - GCCACAACCCAAACAACCCA-%
R | 5-13403 - ATATCTTGTTCATTGTTAAGG - 3’

U2b 15049 1 F | 5-14815- CCCATCCAACATCTCCGCATGATGAA - 3’
R | 5-15431- CGTCTTTGATTGTGTAGTAAG - 3’

U2c 5790A 1 F | 5-5424 - CATACAAAACCCACCCC ATTCCTCCCC -3
R | 5-5920 - CAACGGTCGGCGAACATCAG -3’

U2e 13734 1 F | 5-13583 - CCTCCCTG ACAAGCGCCT ATAGCA -3
R | 5-13843 - CTAGGGCTGTTAGAAGTCCTAGG - 3’

U4 4646 3 F | 5-4308 - GGAGCTTAAACCCCCTTATTTCTAG -3’
R | 5-4739 - GGTAGTATTGGTTATGGTTCATTGTC - 3’

U6 3348 7 F | 5-3153 - TCACAAA GCGCCTTCCC CCGTAAATGA -3
R | 5-3426 - TACAACGTTGGGGCCTTTGCTAG - 3’

K 9055 1 F | 5-8829 - CT CATCACCCAACTAAAAATAT -3’

R | 5-9184 - GGTTTACTAGAAGTGTGAAAACGTAG - 3°

U9 6386 1 F | 5-6242 - CGCATCTGC TATAGTGGAG GCCGGAG - ¥
R | 5-6699-CTTTTTTTCCGGAGTAGTAAGTTAC -3’

# Tabelis tdhistab: F ja R vastavalt mtDNA kerge ning raske ahela praimereid; number
praimerjdrjestuse ees praimeri 5 otsa np. Viide 1 — Quintana-Murci et al. 2004; 2 - Palanichamy
et al. 2004; 3 — Macaulay et al. 1999; 4 - Torroni et al. 1996; 5 — Kivisild et al. 1999b; 6 — Finnild
etal. 2001; 7 — Torroni et al. 1999.
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Tabel 3. U haplogruppide RFLP analiiiisil kasutatud restriktaasid ja restriktsiooni saidid.
+ maérgib restriktsioonisaidi teket ja - kadu. Viide 1 — Quintana-Murci et al. 2004; 3 —
Macaulay et al. 1999; 4 - Torroni et al. 1996; 7 — Torroni et al. 1999.

PCR-i
hg | defineeriv RFLP aratundmis- | produkti RFLP tulemus viide
np motiiv motiiv pikkus + -
12308
U A-G 12308 Hinfl + | 5°G JANTC 3" | 284 bp 40+138+30 | 40+168 4
13104
Ul A—-G 13104 Mbol+ | 5°|GATC 3’ 862 bp 563+299 862 3
15049
U2b CoT 15047 Haelll- | 5°GG |[CC3" | 615bp 231+384 615 1
5790A
U2c C—oA 5789 Taql+ 5T| CGA 3" | 496 bp 1314365 496 1
13734
U2e T—-C 13730 Hinfl+ | 5°G |/ANTC 3" | 260 bp 113+147 260 1
4646
U4 T—-C 4643 Rsal+ 5GT| AC3’ 432bp | 157+178+96 | 157+274 3
3348
U6 A—-G 3348 Mbol+ 5 |GATC 3’ 273 bp 195+78 273 7
9055
K G-A 9052 Haell- 5'GCGC| 3’ 356 bp 228+128 356 1
6386
U9 CoT 6383 Haelll- | 5GG |[CC3 | 457 bp | 19+123+315 | 19+438 1

2.4. Amplifitseeritud produkti puhastamine

Amplifitseeritud DNA sekveneerimise puhul on oluline PCR-i produkti puhastamine
praimeritest ning ahelasse liilitamata jdénud vabadest nukleotiididest. Selleks lisati PCR-i

produktile 1 pl puhastussegu, mis koosnes:

* eksonukleaas I (10U/ul)(Exol E. coli, Amersham Pharmacia Biotech) 1 osa
* Shrimp aluseline fosfataas (1U/ul)(SAP, Amersham Pharmacia Biotech) 9 osa

Tootlemine toimus termoblokis jargmistel tingimustel:
* vabade nukleotiidide defosforiileerimine ja iiheahelalise
DNA degradeerimine 37°C 20 min

* enstiimide inaktiveerimine 80°C 15 min
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2.5. DNA sekveneerimine

MtDNA primaarjirjestuse madramiseks kasutati Sangeri didesoksiiterminatsiooni
meetodit. DNA siinteesitakse in vitro DNA poliimeraasi poolt, mis kasutab matriitsina
itheahelalist DNA-d. Reaktsioonisegus sisalduvad kindlas kontsentratsioonis
didesoksiinukleotiidtrifosfaadid (ddNTP-d), mille kaasamisel siinteesireaktsiooni 1dpeb
konkreetse DNA ahela siintees. Eri pikkusega DNA fragmentide detekteerimiseks on

ddNTP-dega seotud neli erinevat fluorestseeruvat vérvi.

Sekveneerimisreaktsioon DYE

* sekveneerimispraimer (5 pmol/pl) 1l
* puhastatud PCR-1 produkt Sul
* sekveneerimissegu 4 ul

Sekveneerimissegu koosneb 1 pl DYE Sequencing Premix (Amersham Dyenamic™ ET
Terminator Cycle Sequencing Kit; Amersham Pharmacia Biotech, USA) ja 3 pul
lahjenduspuhvrist (puhver B 100 pl: 750 mM Tris-HCI pH8.9, 200 mM (NH4)>SO4, 01%
Tween 20; MgCl, 30 pl (25mM); ddH,O 270 pl).

Sekveneerimisreaktsiooni tingimused DYE Sequencing Premix’ile

* DNA denaturatsioon 94°C 20 sek
* praimerite seondumine 50 - 56°C 15 sek 40 — 44 tsiiklit
* ekstensioon 60°C 60 sek

Tsiiklite arv ja praimerite seondumise temperatuur sdltus praimerite spetsiifikast ja DNA

kvaliteedist.
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Sadestamine

e 10 pl produktile lisati 2 pl lahust, mis koosnes 1,5 M CH3;COONH,4
(ammooniumatsetaat), [pH>8]/EDTA (250mM) ja 20mg/ml punane dekstraan suhtes
I:1

e lisati 30 pul kiilma (-20°C) 96% etanooli

e proove hoiti —20°C juures ~30 min

e tsentrifuugiti 15 min 13 000 rpm, eemaldati supernatant

e pesti 200 pl 70% etanooliga

e tsentrifuugiti 8 min 13 000 rpm, eemaldati supernatant

e pesti 200 pl 70% etanooliga

e tsentrifuugiti 8 min 13 000 rpm, eemaldati supernatant

e lasti sademel kuivada +37°C 10 min

e proovid suspendeeriti 10 ul MegaBACE geelile kandmise lahuses (70% formamiid, 1
mmol/l EDTA) (Amersham Pharmacia Biotech, USA)

Reaktsiooni produktid analiiiisiti  kapillaarsekvenaatoriga MegaBACE™ 1000

(Amersham Biosciences).

2.6. Andmeanaluis

Sekveneeritud mtDNA jérjestused jarjestati kidsitsi ja analiiiisiti vastavalt Cambridge
referents jarjestusele (rCRS) (Andrews et al. 1999), kasutades selleks GCG
programmipaketti, versioon 10,0 (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) ja
selle alamprogrammi Seqlab. Mutatsioonide detekteerimiseks kasutati MITOMAP’i
andmebaasi (A Human Mitochondrial Genome Database)(http://www.mitomap.org).
Aluspaariliste muutuste poolt pohjustatud aminohappe teisendusi analiiiisiti andmebaasis
MitoAnalyzer (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA)

(http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/mitoanalyzer.html).
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3.TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. T6O eesmark

Antud magistritdo eesmarkideks oli:

1) analiiiisida ebatiiiipiliste HVS-I jérjestusmotiividega U haplotiilipe, mis eelnevalt olid
defineeritud kui U*, kasutades selleks kodeeriva piirkonna defineerivaid nps.

2) kontrollida eelnevalt sekveneeritud HVS-I piirkonna nukleotiidse jirjestuse digsust.

3) médrata genoomi tdisjdrjestus teatud hulgale mtDNA-de antud valimist, eesmérgiga

tapsustada nende asukohta fiilogeneetilisel puul.

3.2. MtDNA kodeeriva piirkonna defineerivate nps analiiiis

MtDNA-de haplogrupeerimine pdhines pikka aega peamiselt mtDNA HVS-I piirkonna
poliimorfsusel ja iiksikutel kodeeriva regiooni defineerivatel nps. Antud valimisse
kuulunud 46 mtDNA-d olid eelnevalt defineeritud np 12308 transitsiooni alusel
superhaplogruppi U kuuluvaks, kuid HVS-I piirkonna ebatiilipilisete jarjestusmotiivide
tottu ei paigutunud nad iihtegi U alamhaplogruppi ning olid defineeritud U*-na.

Kasutades hetkel teadaolevat informatsiooni mtDNA kodeeriva regiooni defineerivate
nps kohta, analiitisiti antud t60s koiki valimi mtDNA-sid vastavate U alamharude
markerite suhtes. Kui voimalik, kasutati nps detekteerimiseks RFLP analiiiisi, vastava
restriktsioonisaidi puudumisel kasutati np sekveneerimist. Koik U alamharude
madramiseks kasutatud restriktaasid ja defineerivad nps on &ra toodud tabelis 1 ja 3
materjalid ja metoodika osas. Analiiiisi tulemused on &ra toodud tabelis 4, kust on vilja
jéetud antud valimis mitte esinenud haplogruppide RFLP/nps. Koik tulemused ja

mutatsioonid on dra toodud rCRS-i suhtes (Andrews et al. 1999).

Koikidele mtDNA-dele tehti uuesti 12308 Hinfl+ analiiiis, mis kinnitas eelnevalt saadud
tulemusi. Edasi analiitisiti 14 erinevat U alamharusid defineerivat markerit, mis

defineerisid haplogruppe U1, U2a-U2e, U3, U4, U5, U6, U7, U8/K ja U9. Haplogrupiline
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Tabel 4. RFLP analiitsi tulemused.

geogr. proovi U Ul U4 ué K/U8b u3 us u7 us
piirkond tahis Hinf [+ Mbo I+ Rsal+ | Mbo I+ | Haelll-
12308 13104 4646 3348 9055 14139 | 13617 | 980 | 9698
Eesti Est 361 + C
Kupros Kyp 41 +
Kyp 187 +
Lati Lat 26-11 + +
Lat 49-11 + +
Lat 30-11 + +
Poola Pl 35 + +
Pl 45 + +
Pl 109 + +
Prantsusmaa | P1 + C
Up Rh 6331 + -
Rootsi Ro g174 + C
Ro g3 40 + C
Rumeenia Rom 36x + +
Rom 381 + C
Rom 429 +
Rom 500 +
Sitsiilia S87 + +
M4165 + -
Slovakkia Slov 90 + C
Altai Alt 26m + +
Kasahstan Kaz 111 + C
Ukraina Ukr 716 + C
Volga-Uraal Udm 105 + C
Udm 24 +
Venemaa kst 121 +
kzl 124 + -
pin 132 + C
pin 136 + C
BGm 176 + - C
bg 201 +
BB 225 +
bg 229 + - C
sm 320 +
Albaania Alb 7 +
Egiptus Egip 785 + G
Iraan Ira 207 + +
Jordaania Jord 64 + -
Maroko Mar 36E + C
Mar(E) B32 + +
Kuveit Kuw 240 + +
Saria Syr 1368 + C
Syr 1300 +
Syr 519 +
Tirgi Tyr 346 + C
Tyr 172 + G
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jaotuvus valimis oli jargmine — nii haplogruppi U6 kui U7 kuulus vaid 1 mtDNA. Jargnes
haplogrupp U3, kuhu kuulus 2 ja haplogrupp U1, kuhu kuulus 5 mtDNA-d. Haplogruppi
U8/K kuulus kokku 9 proovi ning korgeima sagedusega olid antud valimis esindatud
haplogrupid U4 ja U5 — vastavalt 18 ja 12 mtDNA-d. Valimi hulgas ei olnud iihtegi
proovi, mis kuulunuks haplogruppi U2 v6i U9.

Antud analiiiis nditas, et koik eelnevalt U*-ks haplogrupeeritud mtDNA-d asetusid

kodeeriva regiooni defineerivate nps alusel superhaplogrupi U alamharudesse.

3.3. HVS-I piirkonna nukleotiidsete jirjestuste analiiiis

Koikidel U haplogruppidel on teada HVS-I piirkonnas defineerivad nps (tabel 6). Viikese
erandi moodustavad haplogrupid U8/K ja U9, kus HVS-I piirkonna defineerivad
mutatsioonid ei midra mitte haplogruppi, kiill aga alamhaplogruppe. Antud t60s
analtiisitud valimil ei olnud eelneva HVS-I piirkonna sekveneerimise pohjal
detekteeritud vastatvaid U haplogruppe defineerivaid mutatsioone. Kuna mtDNA
kodeeriva regiooni defineerivate nps analiiiis alamhaplogrupeeris kdik valimi mtDNA-d,
siis jargmise etapina viidi 1&bi HVS-I piirkonna nukleotiidse jarjestuse korduv
sekveneerimine, et kontrollida olemasolevate andmete digsust. Vordlevad tulemused on

toodud tabelis 5.

46 mtDNA HVS-I piirkonna sekveneerimistulemuste vdrdlemisel selgus, et
kordussekveneerimine andis sama tulemuse 61% ehk 28 jérjestust 46-st kattusid. 18
proovil ehk 39% oli eelnevalt sekveneeritud HVS-I piirkonna nukleotiidne jérjestus
erinev sellest, mis saadi teistkordsel sekveneerimisel (tabel 5). Seega oli antud mtDNA
valimis sekveneerimistulemuste korratavus 61%. Samas, kui votta arvesse algse valimi
suurus, millest ldhtudes eksperimentaalset t66d alustati (1801 U alamharudesse
haplogrupeeritud proovi), siis moodustab antud t66 katsete mittekorratavus algsest

valimist 1%.
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Tabel 5. HVS-I piirkonna vordlevad sekveneerimise tulemused. Tabelis olevate nps eest on &dra
jédetud numbrikombinatsioon 16.

geogr. proovi HVS-I eelnevad HVS-I kontrollitud maaratud
piirkond tahis andmed jarjestus haplogrupp
Eesti Est 361 93, 129, 189 93, 129, 189, 209, 270 U5
Klpros Kyp 41 129, 189 129, 189, 249, 288 Ul
Kyp 187 93, 129, 189 93, 129, 183, 189, 249, 274, 288 Ul
Lati Lat 26-Il 214 214 U4
Lat 49-Il 104, 294 104, 294 U4
Lat 30-II CRS CRS U4
Poola Pl 35 129 129, 362 U4
Pl 45 CRS CRS U4
PI 109 255 255 U4
Prantsusmaa P1 239, 311 239, 311 us
Up Rh 6331 CRS 182, 224, 311 K
Rootsi Rog174 271,174,189 271,174,189 U5
Ro g3 40 271,174, 189 271,174,189 U5
Rumeenia Rom 36x 119 119 u4
Rom 381 189 189, 325 U5
Rom 429 CRS 119 U4
Rom 500 CRS CRS U4
Sitsiilia S87 189 189, 381 Ul
M4165 189, 209, 259 189, 209, 259, 234 Usb
Slovakkia Slov 90 146,180 146, 180, 342 U8a
Altai Alt 26m CRS 356 U4
Kasahstan Kaz 111 286 256, 270 us
Ukraina Ukr 716 189, 192, 234, 256, 311, 362 189, 192, 234, 256, 311, 362 us
Volga-Uraal Udm 105 CRS CRS U5
Udm 24 221 134 U4
Venemaa kst 121 CRS CRS u4
kzl 124 259, 354 224, 311 K
pin 132 311 144, 189, 270 U5
pin 136 CRS CRS uUs
BGm 176 129, 189, 215, 320 129, 182, 189, 215, 320 Usb
bg 201 263 263 U4
BB 225 290, 294 290, 294 U4
bg 229 66, 129, 189, 234 66, 129, 189, 234 Usb
sm 320 93 93 U4
Albaania Alb 7 93,183,254 93, 183, 254 U4
Egiptus Egip 785 192, 244, 311 192, 244, 311, 343 U3
Iraan Ira 207 119 119 u4
Jordaania Jord 64 189, 311, 324 189, 311, 324 Usb
Maroko Mar 36E 189, 278 189, 270 U5
Mar(E) B32 129, 169, 172, 189 129, 169, 172, 189 U6
Kuveit Kuw 240 134, 266, 355 134, 266, 356 U4
Sidria Syr 1368 126, 148, 309 126, 148, 309 u7
Syr 1300 189, 223 189, 249 Ul
Syr 519 CRS 249, 327 Ul
Tirgi Tyr 346 311 311 U5
Tyr 172 86, 247 86, 247 U3

36




Tabel 6. U haplogruppe defineerivad HVS-I piirkonna mutatsioonid. Hg U9 puhul ei ole andmete
vihesuse tottu veel tipselt teada, kas kdik toodud mutatsioonid on defineerivad.

hg HVS-I def. mutatsioonid hg HVS-I def. mutatsioonid
Ul 16249 U5 16270

Ula 16189, 16249 U5a 16270, 15256

Ulb 16111, 16311, 16249, 16327 U5Sb1b | 16189, 16270

U2 16051 USblc | 16189, 16270, 16311
U2a 16051, 16206C U6 16172, 16219

U2c 16051, 16234 U7 16318T

U2e 16051, 16129C, 16189, 16362 | U8a 16146, 16342

U3 16343 U8b/K | 16311,

U3a 16343, 16390 U9a 16051, 16261, 16278, 16311
U4 15356 U9b 16242

Analiitisides 18 mtDNA-d, mille jirjestused kahel sekveneerimisel ei tihtinud, siis neist
15 paigutus peale teist sekveneerimist HVS-I piirkonna pdhjal monda U haplogruppi.
Kolmel juhul andis teistkordne sekveneerimine kiill erineva tulemuse, kuid antud
mtDNA-d jdid HVS-I pdhjal siiski alamhaplogrupeerimata. Maroko B32 proovi puhul
oli ilmselt tegemist eelneva haplogrupeerimise veaga, sest np 16172, mis defineerib
haplogruppi U6, oli detekteeritud ka esimesel sekveneerimisel, kuid tdendoliselt

markamata jaddnud.

28 mtDNA proovi puhul, mille HVS-I nukleotiidne jérjestus oli kahel sekveneerimisel
sama, vOib detekteerida mitmeid mutatsioonide tagasipdordumisi. Néiteks positsioon
16270, mis defineerib haplogruppi U5, on kdigil antud valimi ebatiiipiliste HVS-I
jérjestusmotiividega U5-tel tagasipodrdunud. Sama v3ib ndha ka haplogrupi U4 puhul,

kus tagasi on pdordunud defineeriv mutatsioon 16356.

Analiiiisides tabelis 5 toodud sekveneerimistulemuste erinevusi, saab vilja tuua mitmeid
oletatavaid pohjuseid. Niiteks Eesti 361 ja Kiiprose proovide puhul on néha, et jdrjestuse
esimene osa kattub, kuid tagumine mitte. Siin vOib pdhjus olla selles, et esimese
sekveneerimise kéigus ei ole Oieti kokku viidud kerge ja raske ahela jarjestusi. Kui
sekventsid on téiesti erinevad, siis on toimunud proovide segiminek kas praktilise t60
kédigus voi hilisemal jérjestuste analiiiisimisel. Kui moni mutatsioon puudub nukleotiidest

jarjestusest vorreldes teise sekveneerimisega, on tegemist ilmselt tdihelepanematusega
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sekventside analiiiisimisel ning kui on no iile, vdib tegu olla fantoom-mutatsiooniga,

mille tekkepohjusteks peetakse sekveneerimiskeemia isedrasusi.

MtDNA kodeeriva regiooni defineerivate nps ja HVS-I piirkonna sekveneerimis-
tulemuste analiilisi pohjal on tabelis 5 maidratud koigi antud valimi mtDNA-de

haplogrupiline kuuluvus.

Antud tulemusi kokku vodttes peab vélja tooma kahte olulist asja. Esiteks, nagu tehtud
analliiis selgelt nditab, on mtDNA kodeeriva regiooni defineerivad mutatsioonid
haplogrupeerimisel maidrava tdhtsusega. Kiirelt muteeruva HVS-I piirkonna
informatsioon ei pruugi olla alati piisav, eriti kui on toimunud defineerivate
mutatsioonide tagasipddrdumine. Selleks, et véltida iileliigse miira teket fiilogeneetilistes
puudes, on mtDNA-de haplogrupeerimisel oluline pdhjalik ja kompleksne analiiiis.
Teiseks t0i antud t60 vélja katsete korratavuse probleemi, millele pohjustele tuleks

kindlasti pdorata suuremat tdhelepanu.

3.4. mtDNA-de téisjarjestuse mddramine ja fiilogeneetiliste siinteesipuude
analiiiis

Selleks, et tdpsustada antud t60s analiilisitud ebatavaliste HVS-I jérjestusmotiividega U
haplogruppide asukohta fiilogeneetilisel puul, valiti antud proovide hulgast vilja 6
mtDNA-d ning tdissekveneeriti. 5 proovi olid kodeeriva regiooni defineerivate nps alusel
madratud haplogruppi U5 ja 1 haplogruppi U3. U5 mtDNA-del oli teada np 16270 ja U3
mtDNA-1 npl16343 tagasipodrdumine. Sekveneerimiseks valitud proovid olid: US -
Rumeenia 381, Prantsusmaa P1, Rootsi 74, Rootsi 40, Tiirgi 346; U3 — Tiirgi 172 (vt
tabel 5). MtDNA-dele teostati genoomi tdisjarjestamine ning saadud tulemuste ja
kirjandusallikate pohjal koostati erinevad siinteesipuud. Detekteeritud mutatsioonid on

ara toodud tabelis 7.
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Tabel 7. MtDNA-de genoomi tdisjdrjestamisel detekteeritud mutatsioonid (va HVS-I piirkond).
Sinises kirjas on médrgitud rCRS-st tulenevad mutatsioonid (rCRS kuulub hg H2a)(Andrews et al.
1999).

Rum. Targi Rootsi Rootsi Prants. Targi mutatsiooni mdju am.h.
vahemik 381 346 74 40 P1 172 koodonile
16574 73 73 73 73 73 73 (kontrollregioon)
- 150 150 150 150 150 150 (kontrollregioon)
16569 152 152 (kontrollregioon)

187C (kontrollregioon)
228 (kontrollregioon)
1- 263 263 263 263 263 263 (kontrollregioon)
1999 769 -
896 -
1000 - 1438 1438 1438 1438 1438 1438 -
1721 1721 1721 1721 1721 -
1811 -
2000 - 2706 2706 2706 2706 2706 2706 -
2833 -
3000 - 3044 -
3197 3197 3197 3197 3197 -
3546A stinon. m.
3604A -
4000 - 4188 stinon. m.
4562 stinon. m.
4640A mittestinon. m.
4654 mittesiinon. m.
4732 4732 4732 4732 4732 mittesiinon. m.
4769 4769 4769 4769 4769 4769 siinon. m.
5000 - 5465 stinon. m.
5918 5918 5918 sinon. m.
7000 - 7028 7028 7028 7028 7028 7028 slinon. m.
7768 7768 7768 7768 7768 slinon. m.
8000 - 8812 mitteslinon. m.
8860 8860 8860 8860 8860 8860 mitteslinon. m.
8778 stinon. m.

9000 - 9438 9438 mittestinon. m.

9477 9477 9477 9477 9477 mittesiinon. m.
9656 stinon. m.

9966 mittestinon. m.
11000 11467 11467 11467 11467 11467 11467 slinon. m.
- 11719 11719 11719 11719 11719 11719 siinon. m.

12000 12308 12308 12308 12308 12308 12308 -

- 12372 12372 12372 12372 12372 12372 siinon. m.
13000 13617 13617 13617 13617 13617 slinon. m.

- 13637 13637 13637 13637 13637 mittesiinon. m.
13743 stinon. m.
14000 14139 siinon. m.
- 14182 14182 14182 14182 14182 slinon. m.
14323 14323 14323 siinon. m.

14766 14766 14766 14766 14766 14766 mittesiinon. m.
14968 stinon. m.

15000 15326 15326 15326 15326 15326 15326 mittesinon. m.
- 15454 siinon. m.
16024 15511 15511 slinon. m.
15629 stinon. m.
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Joonisel 6 on haplogrupi U5 tdisjérjestuste siinteesipuu ja joonisel 7 kodeeriva regiooni
stinteesipuu. Antud t66s sekveneeritud US mtDNA-d kuulusid alamhaplogruppi U5b2.
U3 mtDNA paigutus U3b alamhaplogruppi ning tdisjarjestuse tulemused on vélja toodud

joonisel 8.

US5 kodeeriva regiooni siinteesipuu alusel (joonis 7) arvutati US5b2 alamharu
koalestentsiaeg, kuna antud harusse kuulusid ka antud t66s sekveneeritud US mtDNA-d.
Arvutamisel voeti arvesse kdik kodeeriva regiooni mutatsioonid (va indelid) ning iihe
mutatsiooni tekkeajaks loeti 5139 aastat (Mishmar et al. 2003). U5b2 alamharu
koalestsentsiajaks saadi 19 000 = 6800 aastat. Vorreldes saadud tulemust kirjanduse
andmetega, siis Achilli et al. 2005 on arvutanud sama meetodit aluseks vottes U5
koalestsentsiajaks 41 400 + 9200 ja USblb 8600 + 2400 aastat. Alamharu U5b2
arvutatud vanus on noorem kui haplogrupil U5 ja vanem kui U5blb-l, mis on igati
ootuspdrane tulemus. Koalestsentsiaja arvutamisel saab aluseks votta ka ainult kodeeriva
regiooni siinoniitimseid transitsioone ning sel juhul loetakse {ihe mutatsiooni tekkeajaks
6764 aastat (Kivisild et al. 2005). Vanemate haplogruppide/alamharude puhul annavad
Mishmar et al ja Kivisild et al suhteliselt sarnase koalestsentsiaja, kuid nooremate
mtDNA harude puhul on erinevus suhteliselt suur. Pohjus on mitteslinoniilimsetes
transitsioonides, mida nooremates mtDNA harudes esineb suuremal hulgal, kui
vanemates, kust puhastav selektsioon on suure osa mittesiinoniilimseid transitsioone
eemaldanud. Vottes aluseks Kivisild et al. (2005) ldhenemise saadi U5b2 alamharu
koalestsentsiajaks 9100 * 2200 aastat. Saadud tulemust ei olnud voimalik kirjanduse

allikatega vorrelda, sest vastavasisulisi andmeid ei ole veel avaldatud.

Kuue tdisjarjestatud mtDNA nukleotiidse varieeruvuse analiilisi nditas, et antud
indiviidid kuulusid kdik U haplogruppide eelnevalt defineeritud alamharudesse. Sellest
saab jdreldada, et harvaesinevad nps kombinatsioonid HVS-I piirkonnas on enamasti
antud piirkonna kiire muteerumise tulemus, mitte seni defineerimata alamharud. HVS
piirkonna ebaselguste lahendamiseks on valik kodeeriva regiooni defineerivate nps

kompleksne analiiiis, sest HVS piirkonna informatsioon ei ole antud olukorras piisav.
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11467 3197; 947T;
R 12308 U 13617; 16270~ |
12372
us
I
14793; 16256 150; TT68; 14182
15218; 1&399 16525 5&5& 1?|21
13637
: 7843 13827 :
16192 7975 13928C
B104 161444 16189 5437 4732
| M45 16192 | 15721
199 5339 9E67 11107 16294 |
5585 12801 16562 12618 15191 16270 3212
§023 13889 F122 16192 | 9632
BET4 15466 243 5441 152 12630 ]_‘_\ 16311 | 12138
7569 A21 5153 15595 14198 16271 10927 217 199 742 15511 263 16189
5251 16362 16129 F126 F124, 7385 16192 22058 2892 5918 16192
16311 16399 16291 125 F135, m. 138, 3507 6917 14323 16398
A20 PC3 | 139, - B053 G865 16311 16183 A3T
161156 a054 §277 15355
16428 15215 F123 16129 1 555 §743 A4
F128 F127 16274 14420 10084 1834 263 2445 152 9435
A3 14470 12136 5452 15337 769 16172
| | | | 16336 A33 8705 16192 36044 16271
11732 15884 A25 16144 16192 16519 15924 187C 895 F143 16325 RT4
16093 F133, 134, 131 7740 8934 145 A32 16519 225 16239 R381
A22 | FI#1 F142 F137 A3 2833 P1 8965
723 5441 | | | g413 152 | 3044 1)
5964 11775 4059 150 14927 1850 16320 2387 4655 14963
16183C 13308 F129 F132  A2T 16145  A20 4345 9804 T346
A23  A24 16335 5639 A35
A28 A30
3395 16129
A26  F130

Joonis 6. U5 téisjérjestuste siinteesipuu *



g80
2387
2583
G023
G366
7569
11914

13412
K23

11467
12308 U |
12372 3197; 9477; 13617
| |
14793 7768; 14182
H541
d
I
| | | | | 3636
3714 5339 15218 9548 7843 13827
10619 12801 HMEG 7O9TE 13923C
10768 13889 F127 &104
14034 15466 3915 15301 13351 9143 | |
15791 K9% H111 H22T K56 11107 12630 14198 2757 12618 14470 15191 5437  H187
K22 [M5aT] K38 F123,  F126 10283 F135, 136, H518 15721
F122 124 12616 137, 138,
125 13353 139, 140
1700 5585 5339 9657 K45
6023 12801 H 219, 277, 354, 9064 1555
674 13383 432, 477 A30 14420 22252 742 1721
5495 5319 7569 15466 | 14470 3507 2892 13637
15924 BE29 8251 A2 | | | | | | A32 8053 E37 H548
H262, 6719 A20 5153 8441 4553 6260 981 12582 8277 8865
483 12346 F128 15595 H43, H311 8531 K27 8743 15355
H124, PC3 48 K88 10084 A34
138 12136
| | | A33 4732 B023
7740 10827 8934 H97,383  H454
F14 F132, 133, F142
134 |
15511 3212 #25 5318
y_‘_! | | 9845 14323
| | | | | | | | (e R | | | | L ’_l_‘
11732 15884 A25 4059 14927 1850 8413 2357 H423, Fi3 F129,130 2445 1834 2833 896 12678 12136
A 22 A2T A28 A29 4345 15337 5452 3044 P11 K89 769 9435
3395 5539 708 F143 8705 14963 | 36044 RT4
723 548 A26 A30 3705 15924 T346 9682 5508 R381
5964 11775 H315 A36 A3T 7257 9966
A23 13308 K59 10589 R40
A24 4655 K85
9504
A35

Joonis 7. U5 kodeeriva regiooni siinteesipuu &
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150 11467; 12308; 12372
309+C 1811
14139 U
15454
u3 16343
2204 4155
4703 4B408
G515 QESE
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10506
13934
16390
16519
50999 152
E545 35464,
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207 16192 8812
1719 16513 16056
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11050 |
13215
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16343C 16119 15629
A5 AT 16247
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Joonis 8. Haplogrupi U3 tdisjirjestuse siinteesipuu. Antud t66s sekveneeritud Tiirgi 172 mtDNA on
joonisel nédidatud punase tdhisega T172. Np 16343 tagasipodrdumine on tdhistatud allajoonitult. Puu
koostamisel on kasutatud kirjanduse allikat Achilly et al. 2005.

* Antud t60s sekveneeritud mtDNA téisjirjestused on siinteesipuul nédidatud siniste tihistega: Rumeenia
381(R381); Tiirgi 346(T346), Rootsi 74(R74), Rootsi 40(R40), Prantsuse P1(P1). Kirjanduse allikatest
vOetud jérjestused on puul tdhistatud rohelist vdrvi autori nime esitdhega: Achilli et al.2005 (A);
Palanichamy et al.2004 (P); Finnild et al. 2001 (F). Kokku on kirjanduse allikatest parit 41 tdisjarjestust
lisaks antud t60 5 tiisjarjestust. Siinteesipuu koostamisel ei kasutatud indeleid. Tagasipodrdunud
mutatsioonid on allajoonitud.

o Antud t06s sekveneeritud mtDNA téisjarjestused on siinteesipuul téhistatud siniste tdhistega: Rumeenia
381(R381); Tiirgi 346(T346), Rootsi 74(R74), Rootsi 40(R40), Prantsuse P1(P1). Kirjanduse allikatest
voetud jarjestused on puul tdhistatud rohelist virvi autori nime esitdhega: Achilli et al.2005 (A) ; Kivisild
et al.2006 (K); Palanichamy et al.2004 (P); Herrnstadt et al. 2002 (H); Finnila et al. 2001 (F). Kokku on
kirjanduse allikatest parit 77 kodeeriva regiooni jarjestust lisaks antud t66 5 tdisjérjestust. Siinteesipuu
koostamisel ei kasutatud indeleid ja kontrollregiooni informatsiooni.



4. KOKKUVOTE JA JARELDUSED

MtDNA fiilogeneetiline klassifikatsioon on siiani peamiselt baseerunud kontrollregiooni
varieeruvuse ja kodeeriva regiooni poliimorfsuse klassifikatsioonide siinteesil. Viimastel aastatel
on iiha suuremat tihelepanu hakatud péérama mtDNA genoomide tdisjirjestustele, sest nendest

saadav pohjalik informatsioon aitab lahendada seni probleemseid kohti fiilogeneetilisel puul.

Antud magistritod keskendus mtDNA superhaplogrupi U alamharude haplogrupeerimisega seotud
probleemidele ja ebaselgustele. Too kdigus analiitisiti 46 mtDNA-st koosnevat valimit, mis olid
eelnevalt ebatiiiipilise HVS-I regiooni jarjestusmotiivi ja np 12308 alusel defineeritud kui U*, see
tadhendab, et antud mtDNA-d kuulusid superhaplogruppi U, kuid samas ei asetunud iihtegi U
alamhaplogruppi. To6 kdigus analiiiisiti pohjalikult antud valimi mtDNA kodeeriva regiooni U
alamharusid defineerivaid nukleotiidipositsioone, midrati uuesti HVS-I piirkonna nukleotiidne

jarjestus ning kuuele proovile teostati genoomi téisjirjestuse mddramine.

Saadud tulemused niitasid, et mtDNA kodeeriva regiooni defineerivad mutatsioonid on
haplogrupeerimisel médrava tidhtsusega, eriti juhul, kui HVS-I piirkonna alusel ei ole vdimalik
haplogrupilist kuuluvust maédrata, sest on toimunud nditeks defineerivate mutatsioonide
tagasipodrdumine. Antud t66 kéigus sekveneeritud mtDNA tdisjérjestused ei defineerinud iihtegi
uut U alamharu, vaid asetusid kodeeriva regiooni pdhjal teadaolevatesse U harudesse. Antud
tulemused nditasid, et pohjalikum analiilis suutis lahendada koigi seni U*-na defineeritud

mtDNA-de alamhaplogrupilise kuuluvuse.

Teine aspekt, mille kdesolev t60 vilja toi, oli katsete korratavuse ja mtDNA analiiiisimise ning
tolgendamise probleem. Vorreldes eelnevalt teostatud HVS-I piirkonna sekveneerimise andmeid ja
antud t00s saadud tulemusi, oli sekveneeritud jéirjestuste kattuvus 61%. Teistkordsel
sekveneerimisel saadud erinevad tulemused voimaldasid 83% juhtudel erinevalt algandmetest
méiidrata mtDNA haplogrupilise kuuluvuse HVS-I regiooni pdhjal. See néditab, kui oluline on
proovide hoolikas kisitlemine laboris ja algandmete korrektne analiiiis, sest tehtud vead vdivad

mojutada hilisemaid tulemusi ja jareldusi.
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SUMMARY

The phylogenetic classification of mtDNA has been based on the combinational system taking into
account the variability of the control region and the polymorfisms of the coding region. During the
last few years, more attention has been paid to the entire mtDNA genome sequences, because this

information can help better solve the problematic issues on the phylogenetic tree.

This study focuses on the problems and obscurity involved with the haplogouping of the mtDNA
superhaplogroup U sub-branches. 46 mtDNA-s were analyzed, which were previously defined as
U* based on the np 12308 transition and HVS-I region sequencing results. It means that these
mtDNA-s belonged to the superhaplogroup U, but did not fall into place with any of the U sub-
haplogroups. During the research of chosen mtDNA-s polymorfisms, the coding region’s defining
mutations were comprehensively analyzed, the sequence of HVS-I region was re-determined and

the fullsequence of 6 samples was determined.

The obtained results depict clearly that the defining mutations in the mtDNA coding region are
very important in haplogrouping, especially when the classification can not be determined using
the HVS-I region. The sequenced mtDNA-s did not define any new U sub-branches, but fell into
already known U brances. The results illustrate that a complex analysis was able to solve the sub-

haplogroupic classification of all the mtDNA-s previously defined as U*.

Another aspect, which was brought up by this research, was the problems with experiments
repeatability and mtDNA analysis results interpretation. Comparing the results with the previous
sequencing of the HVS-I region, the observed sequence homology was not excellent. Different
results obtained from the second sequencing enabled most of cases to determine the haplogroupic
clasiffication based upon the HVS-I region. This shows that the correct analysis of original data is

important, because the mistakes during the analysis can affect successive results and conclusions.
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LISAD

Tabel 1. HVS-I amplifitseerimiseks ja sekveneerimiseks kasutatud praimerid

F 15974 | 5 ACTCCACCATTAGCACCCAAAGCT 3’
R 16420 | 3 CTGGTGGTAGGAGGCACTTTAGT 5’

Tabel 2. MtDNA taisjarjestuste amplifitseerimiseks kasutatud praimerid

raim.
ppaar F 330 | 5 CACTTAAACACATCTCTGCCA 3
1 R 2216 | 3" AATTCTTTCGCAAGTTCGAGTTGT &
F 2063 | 5" GAACCCTCTAAATCCCCTTGTAAAT 3’
2 R 4251 | 3’ TAATGTTAGAGGTCGTAAGG G &
F 4166 | 5° ACCTCCTATGAAAAAACTTCCTACC 3’
3 R 6220 | 3° GTATTCGAAGACTGAGAATGG 5’
F 6242 | 5" CGCATCTGCTATAGTGGAGGCCG 3’
4 R 8366 | 3' TTGTGGAGAAATGTCACTTTACGG 5’
F 7925 | 5" GGCGGACTAATCTTCAACTCCTA 3
5 R 9884 | 3' AAGTAGGCGGTTGATTATAAAGTG 5’
F 9767 | 5 CATTTCCGACGGCATCTACGGCTC 3’
6 R 11748 | 3" AGGAGTAATGATAAGACGGATCG 5
F 11614 | 5" CATTGCATACTCTTCAATCAGCCAC 3’
7 R 13638 | 3" GGATTGTCCAGTTGGAGCGAAGG 5’
F 13539 | 5" ATCATACACAAACGCCTGAGCC 3’
8 R 15431 | 3’ TTAGTTTCTGCGAATGATGTG 5’
F 15149 | 5" GAGGCCAAATATCATTCTGAGGG 3’
9 R 743 | 3’ AGTGGGAGATTTAGTGGTGCTAG &’

Tabel 3. MtDNA taisjarjestuste sekveneerimiseks kasutatud praimerid
Number esimeses veerus tihistab produkti amplifitseerimiseks kasutatud praimerpaari.

raim.
ppaar F 436 | 5 CCCAACTAACACATTATTTTCCCCT &
1 F 1291 | 5" AGTGGGAGATTTAGTGGTGCTAG 3’
F 1615 | 5° AACACAAAGCACCCAACTTACACT 3
R 743 | 3’ AGTGGGAGATTTAGTGGTGCTAG 5
R 1080 | 3" CGATTCTGGGTTTGACCCTAATCT 5’
R 1568 | 3" TTGTAAAATATATCTCCTCTGTTCA 5’
2 F 2245 | 5’AACTGAACTCCTCACA CCAATTGG 3’
F 2891 | 5" CAATTGATCCAATAACTTGACCA 3’
F 3388 | 5" CTAGGCTATATACAACTACGCAA 3
F 4057 | 5 TCCCCTGAACTCTACACAACATAT 3’
R 3717 | 3" AGCCGCGTGACGCTCGTCATCGG 5’
3 F 4308 | 5" GGAGCTTAAACCCCCTTATTTCT 3’
F 4925 | 5° CCCAAGGCACCCCTCTGACATCC 3
F 5548 | 5" AGCCCTCAGTAAGTTGCAATACT 3’
R 4739 | 3  GTTACTTGGTATTGGTTATGATGG 5’
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R 5920 | 3" GTGACTACAAGCGGCTGGCAAC &’
F 6890 | 5" TCGTTATACTAATGATCTGCTG 3’

F 7458 | 5" GAATCGAACCCCCCAAAGCTGG 3’
F 7793 | 5" GCCATCATCCTAGTCCTC ATCGC 3’
R 6699 | 3" ATTGAATGATGAGGCCTTTTTTTC 5’
R 7467 | 3’ TCTGTTTTTTCCTTCCTTAGCTTGG 5°
F 8188 | 5" AGCAAACCACAGTTTCATGCCCA 3’
F 9230 | 5" TCATATAGTAAAACCCAGCCCAT &
R 8806 | 3" GAGGACGGAGTGAGTAAATGTG 5’
R 9403 | 3° GCGCTACATTGTGCTCTTTCGTG 5’
R 9848 | 3" TTGTGAAGTGCAGTAATAACCGA 5’
F 9911 | 5" CGAAGCCGCCGCCTGATACTGG 3’
F 10672 | 5" CCTGCGAAGCAGCGGTGGGCCT 3’
F 11295 | 5TCACTCTCACTGCCCAAGAACTA 3’
R 10289 | 3° GGAGGAAAATGGGGATGGTACT 57
R 10959 | 3" GGATTGTTGGGGGGAGGATTA &’

F 11692 | 5" CGCAGTCATTCTCATAATCGCCC 3’
F 12210 | 5" AAAGCTCACAAGAACTGCTAA 3

F 13172 | 5" GCTTAGGCGCTATCACCACTCTG 3’
R 12818 | 3° GAGTAGTCAACTACTATGCGGGC 57
R 13403 | 3’ TACTTGTTCTATAAGCTTTTTAT 5°

F 13583 | 5° CCTCCCTGACAAGCGCCTATAG 3’
F 14365 | 5" CACCAATCCTACCTCCATCGCTA 3’
F 14815 | 5° CCCATCCAACATCTCCGCATGAT 3’
R 13843 | 3° GGATCCTGAAGATTGTCGGGATC 5’
R 14562 | 3" AGTCTTATTATTGTGTGGGCTG 5’

F 15409 | 5" CCCTTACTACACAATCAAAGAC 3’

F 15968 | 5" TCTTTAACTCCACCATTAGCACC 3
F 29 5" CTCACGGGAGCTCTCCATGCAT 3’
R 15701 | 3" TTGTTTCGTATTATAAAGCGG 5’

R 16515 | 3" AGGATGAAGTGACATAGGCTGTA 5’
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