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Vana DNA proovi kvaliteedi s6ltuvus vanusest ja proovile antud visuaalsest hinnangust

Liihikokkuvdte. T60s antakse iilevaade vana DNA uuringutest: millistes tingimustes viibinud
ja millistest bioloogilistest materjalidest DNA-d on suudetud eraldada. Koige paremaid
endogeense DNA tulemusi saadakse kuivas ja jahedas kliimas olnud proovidest ning parimaks
materjaliks on kaljuluu ja hambad. T66 teises pooles analiiiisiti Tartu Ulikooli evolutsioonilise
bioloogia todgrupi liikmete uuritud hammaste vana DNA tulemusi. Selgus, et nooremates
proovides on C>T asenduste osakaal vdaiksem kui vanemates ning endogeense DNA keskmine
sisaldus suurem. Visuaalse vaatluse alusel hasti sdilinuks nimetatud hammastest saab rohkem

endogeenset DNA-d kui halvasti séilinutest.
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The correlation between the quality of an ancient DNA sample and its age or the visual

assessment given to it

Abstract. This paper gives an overview of ancient DNA studies: from which conditions and
from which biological materials DNA has been extracted. Samples from dry and cold
environments and from petrous bone or teeth are considered to be the best sources of
endogenous DNA. In the second half of the paper, the ancient DNA results produced by the
evolutionary biology workgroup of the University of Tartu by extracting DNA from teeth were
analyzed. It turned out that younger samples contain fewer C>T substitutions and more
endogenous DNA compered to older samples. Samples that are considered to be well preserved
by visual inspection contain more endogenous DNA than those that are considered to be poorly

preserved.
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Kasutatud liihendid
aDNA —vana DNA (ingl. k. ancient DNA)

BP —enne kaasaega (ingl. k. before present)

bp — aluspaar (ingl. k. base pair)

Gb — gigaalus, miljard nukleotiidi (ingl. k. Gigabase)

mtDNA — mitokondriaalne DNA

NGS — teise polvkonna sekveneerimine (ingl. k. next generation sequencing)

gPCR — kvantitatiivne reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl. k. quantitative polymerase

chain reaction)

SNP — iihenukleotiidne poliimorfism (ingl. k. single nucleotide polymorphism)



Sissejuhatus

Ajaloo uurimiseks otsitakse pidevalt uusi ja tdpsemaid meetodeid. Teadmine, millised
geneetilised muutused on aja jooksul toimunud, on heaks eelduseks, et aru saada, miks
uuritavad organismid on sellised, nagu nad praeguseks on. Uheks selliseks meetodiks on vana
DNA (ingl. k. ancient DNA, aDNA) uuringud. Need voimaldavad geneetilisel tasandil vaadata,
mis on minevikus toimund. Sealt saab informatsiooni nii isendi genotiiiibi kui fenotiiiibi kohta

ning lisaks naiteks ka haiguste kohta, mida vaadeldav indiviid pddes.

Kuna vana DNA eraldamine on keeruline ja kogused on vdga viikesed, siis tuleb hoolikalt
vaadata tingimusi, kus vaadeldav proov on olnud ning millisest materjalist proov vétta. Lisaks
tuleb proovi votta nii, et kahju sdilmetele oleks minimaalne. Labor, kus DNA-d eraldatakse,

peab olema viga puhas, et proovi ei satuks uurija enda DNA-d ega muud saastust.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on anda kirjanduse alusel {ilevaade erinevatest vana DNA
uuringutest ning millistes tingimustes viibinud ja millistest bioloogilistest materjalidest
parinevat DNA-d on neis suudetud uurida. Samuti analiitisitakse pdhilisi kahjustusi, mis vana
DNA-1 surmajargselt voivad tekkida, ning pohjusi, mis teevad geneetilise informatsiooni
kéttesaamise proovidest keeruliseks. Antakse iilevaade vana DNA sdilimistingimustest ja
sdilimist segavatest faktoritest, mis peaks andma meile teadmise, millisest materjalist, millistest
tingimustest ning millise visuaalse sdilimisastmega materjalidest saab vana DNA-d koige

paremini katte.

To6 teises pooles analiiiisitakse Tartu Ulikooli evolutsioonilise bioloogia toogrupi liikmete
poolt Eesti Biokeskuse tuumiklaboris uuritud hammaste vana DNA tulemusi. Uuritakse
endogeense DNA sisalduse soltuvust proovi vanusest (ajaperioodist) ja hammaste valimusest
ning seost C>T kahjustuste osakaalu ja proovi vanuse vahel. Saadavate statistiliste tulemustega
tiritatakse kinnitada voi timber liikata jargmisi artiklites esitatud vaiteid: uuemast proovist saab
rohkem endogeenset DNA-d, vanemas proovis on rohkem C->T kahjustusi ning parema

véljandgemisega proovist saab rohkem endogeenset DNA-d.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Vana DNA uurimise ajalugu ja meetodid

Arvatakse, et umbes 99% koikidest Maal elanud liikidest on tdnapdevaks vélja surnud (RGmpler
et al., 2006). Selleks, et aimu saada, milliseid liigid on Maal elanud, milline on olnud nende elu
ja kui kaugele on nad rannanud, tuleb uurida Maa bioloogilist ajalugu. Just vana DNA uuringud
aitavad meil moista minevikku. Saame informatsiooni erinevatest liikidest, k.a. liikidest, mis

on juba vilja surnud (nt mammutid), samuti inimeste esiisade kohta.

Vana DNA-ks loetakse surnud organismist parit DNA-d, milles on hakanud toimuma
lagunemise protsessid (Herrmann ja Hummel, 1994). Nagu eclnevalt 6eldud, on selle uurimine
oluline, et mdista, kuidas on organismid aja jooksul muutunud. See annab aimu minevikus
elanud isendite genotiiiibiliste ja fenotiitibiliste tunnuste, péritolu ning rannete kohta. Niiteks
on voimalik vana DNA uuringute abil kindlaks méadrata indiviidi juuste ja silmade vérvi
(Rasmussen et al., 2010; Keller et al., 2012). Lisaks on voimalik uurida, mis haigusi uuritav
indiviid on oma eluajal pddenud (Rasmussen et al., 2010). Peale loomade ja inimeste on vana
DNA abil véimalik uurida veel ka néiteks taimede evolutsioonis toimunud muutusi (Jaenicke-
Despres et al., 2003).

Uurimise teeb raskeks kvaliteetse materjali vahesus ja endogeense DNA ehk uuritava isendi
DNA eraldamine materjalist. Lisaks uuritava indiviidi DNA-le on seal suure tdendosusega veel
mikroobide, seente, viiruste ja/vai tinapdaeva inimese DNA-d (Poinar et al., 2006). Paljudel
juhtudel on endogeense DNA sisaldus fossiilis ~1% voi isegi viahem (Pinhasi et al., 2015).
Uurimise teeb keeruliseks ka materjali kattesaadavus. Naiteks kaljuluu uurimisel tuleb
arvestada kahe asjaoluga: esiteks tihes koljus on ainult 2 kaljuluud ehk materjali kogus on
piiratud ning teiseks tuleb selle kittesaamiseks koljusse auk teha, aga kuna tegemist on

vadrtusliku materjaliga, siis ei taheta seda nii lihtsalt Iohkuda (Hansen et al., 2017).

Viimase 10 aasta tehnoloogilised avastused on teinud voimalikuks vana DNA uurimise.
Varasemad seadmed olid ndudlikud nii ajakulu kui hinna osas (Der Sarkissian et al., 2015).
Proovi tuli mitu korda PCR-i abil paljundada ning lisaks tuli paljundamisel kasutada veel ka
bakteriaalseid vektoreid (Hofreiter et al. 2001). Selleks, et olla kindel, kas saadud DNA
sekveneerimise tulemus oli ikka dige, tuli seda protseduuri korrata ka mones teises laboris
(Cooper ja Poinar, 2000). Alles siis, kui ka teises laboris suudeti sama tulemust korrata, sai

kindlalt viita, et leitud DNA néol on tegemist uuritava indiviidi DNA-ga, mitte aga saastusega.



Algselt uuriti pohiliselt mitokondriaalset DNA-d (mtDNA) (Der Sarkissian et al., 2015).
mMtDNA oli lihtsam sihtmaérk, kuna sellel on rakus kdrgem koopiate arv (~500 mtDNA molekuli
inimese raku kohta) ning suurem tdendosus organismi surmajiargsete DNA kahjustuste
kuhjumisele vaatamata alles jadda (Handt et al., 1994). Raku surma jirel, kui toimub
tsiitoplasma ja organellide lagunemine ning dehiidratsioon, on mtDNA paremini kaitstud just
tanu oma kahekordsele membraanile (Gilbert et al., 2006). Tanu teaduse ja tehnoloogia
arengule on tdnapdeval vdimalik vana DNA proovist sekveneerida kogu genoom. Kui
varasemate meetoditega sai siduda ainult kindlaid jérjestusi, siis teise polvkonna
sekveneerimine (NGS) vdimaldab siduda k&ik proovis leiduvad erinevad lithikesed ning
kahjustunud DNA fragmendid sekveneerimisraamatukogusse. NGS-i puhul immobiliseeritakse
DNA ahelad alusele. Ténu sellele on voimalik teha tuhandeid kuni miljoneid sekveneerimise
reaktsioone samaaegselt. NGS-meetodi eeliseks ongi selle voimekus toota lithikese ajaga suures
koguses jarjestusi (Metzker, 2010), samas tehes sekveneerimise odavamaks ja ka kiiremaks kui
varasemad meetodid. Voimalus teha DNA raamatukogusid iiheahelalisest DNA-st on samuti
aidanud kaasa vana DNA uurimisele (Meyer et al., 2012).

1.1.1 Esimene imetaja vana DNA genoom

Esimene imetaja, kelle vana DNA genoomi suures mahus sekveneeriti, oli mammut. 2006.
aastal uurisid Poinar ja kolleegid (Poinar et al., 2006) materjali, mis pérines Venemaal Siberis
Jakutski oblastis Khatanga linnas asuvast Mammuti muuseumist. Luuproovid voeti 8 paremini
sdilinud mammutilt. Proovist eraldati vana DNA, mida paljundati kvantitatiivse PCR meetodiga
(QPCR). Selleks kasutati Aafrika ja Aasia elevandi praimereid, mis olid disainitud
mitokondriaalse DNA (mtDNA) molekuli paljundamiseks. Parim tulemus saadi ihe Taimdri
jarve Baikuraturku lahe kaldalt parit mammuti hambutust alaldualuust. Pleistotseeni ajast parit
luu oli hésti sailinud tdnu Taimdris valitsenud kliimale: ekstreemselt kiilmad talved, lithikesed
jahedad suved ja vdhene sademete hulk. Seejérel eraldati 1g luumaterjalist metagenoomne
DNA, millest kontsentreeriti 100ul DNA lahust, millest valmistati DNA raamatukogu. T66
autoritel onnestus sekveneerides genereerida 302 692 jarjestust, keskmise pikkusega 95
aluspaari (bp). Esialgse fragmendi pikkus parast 16ikamist oli 630 bp. T66 tulemusena saadi
28x10° bp DNA-d, millest endogeenne DNA moodustas 13x10° bp (45,4%). Endogeense DNA
kattuvus Aafrika elevandi DNA jérjestusega oli suurem kui Aasia elevandi omaga, mis néitas
tihtlasi ka seda, et Aafrika elevant on mammutiga ldhedasemas suguluses kui Aasia elevant

(Poinar et al., 2006).

2007. aastal eraldati vana DNA ka mammuti karvaproovist (Miller et al., 2008). Tegemist oli

Siberist parit ~20 000 aastat vana mammuti prooviga, millest sekveneeriti 2,982 miljardit
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nukleotiidi (Gb) informatsiooni. Koos teiste mammuti proovidega saadi kokku 4,168 Gb
pikkune jarjestus, millest 80% moodustas mammuti DNA. Leiti, et mammuti ja Aafrika

elevandi valkude aminohappeline jérjestus oli 99,4% ulatuses identne (Miller et al., 2008).

1.1.2 Esimene inimese vana DNA genoom

Esimene inimese vana DNA proov sekveneeriti 2008. aastal. Tegemist oli 4000 aastat vanade
igikeltsas sdilinud juustega Gréonimaalt, mis kuulusid Sagqaqi paleoeskimo kultuuri meessoost
indiviidile. Saadi esimene terviklik vana mtDNA genoom (Gilbert et al., 2008). Proov oli
piisavalt hea, et sellest sai sekveneerida ka nukleaarse genoomi (Rasmussen et al., 2010).
Eraldatud materjalist moodustas endogeenne DNA 80%. Neil onnestus katta 79% inimese
genoomist ning nad hindasid, et teoreetiliselt oleks kasutatud meetodiga voimalik katta 85-87%
genoomist, seega oli nende tulemus maksimaalsele piris lihedal. Uhenukleotiidsete
poliimorfismide (SNP) abil uurisid nad ka antud indiviidi fenotiiiibilisi tunnuseid. Néiteks said
nad oma uurimisest teada, et antud indiviidil oli A+ tiilipi veri. Lisaks leiti, et tal ei olnud
eurooplasele tiitipilist heledat nahka, tal olid tumedad ja tihedad juuksed ning tal oli risk
Kiilanemisele. See uurimisto6 tdestas, et antud proov oli piisavalt hea, et teha
populatsioonigeneetilisi analiiiise ning kirjeldada fenotiitibilisi tunnuseid mitu tuhat aastat
tagasi elanud inimesel. Uurimist66 andis selgust ka inimeste rannete kohta: uuritav indiviid oli
geneetiliselt 1dhedasem kaasaegsetele tSuktsi ja korjaki populatsioonidele Pohja-Siberist kui

tanapdevastele Groonimaa inuiitidele (Rasmussen et al., 2010).

1.1.3 Vana DNA uurimise ajalised piirangud

1994 viitsid Woodward ja tema t66rithm (Woodward et al., 1994), et nad suutsid eraldada vana
DNA 80 miljonit aastat vana dinosauruse luu fossiilist. Aasta hiljem liikati see vdide timber.
Hedges ja Schweitzer (Hedges ja Schweitzer, 1995) toid vilja, et flilogeneetiliselt oli
Woodwardi eraldatud DNA ldhedasem inimesele (joonis 1), ndidates, et eraldatud DNA néol
oli tegemist saastusega. Lisaks toid nad vélja asjaolu, et saadud tulemust ei ole kinnitatud mones

teises laboris.
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Joonis 1. Tetrapoodide tsiitokroom b DNA jarjestuste fiilogeneesipuu. Numbrid sdlmede
juures nditavad bootstrap meetodil saadud statistilist tdenédosust, et antud harude morfoloogia

on tdene. (Kohandatud: Hedges ja Schweitzer, 1995).

Mitu aastat loeti vanimaks sekveneeritud mtDNA genoomiks Norrast Svalbard’i saarestikust
Poolepynten’i pankrannikult leitud jadkaru vasakust alaloualuust eraldatud DNA-d (Lindqvist
et al., 2010). Selle vanuseks méarati 110 000 — 130 000 aastat, paigutades selle luufragmendi

Viimase jddaja aegsesse aega (Ingolfsson ja Wiig, 2008).

2013. aastal avaldasid aga Orlando jt. (Orlando et al., 2013) artikli, kus nad teatasid, et on
suutnud eraldada vana DNA 2003. aastal Kanada Kesk-Laéne Yukon’i territooriumilt Thistle’i
oja lahedalt leitud hobuse jasemeluu fossiilist. Luu vanuseks maérati 560 000 — 780 000 aastat
enne kaasaega (BP), mis teeb sellest praeguseks vanima vana DNA proovi.

1.2 DNA siilimist mdjutavad tegurid ja uurimistingimused

Pérast surma hakkavad organismid erinevate mikroorganismide koostdo tulemusena lagunema.
Seejuures hakkab lagunema ka vaadeldava organismi DNA. Aja moddudes saastub organismi
DNA erinevate mikroobide, seente ja muude organismide DNA-ga (Poinar et al., 2006). Oma
osa on ka loomadel, niditeks putukatel ja selgroogsetel, kes laibast toituvad, jéttes sinna oma
DNA-d. Samuti vdivad proovi saastada sdilmeid uurivad inimesed. Selle kdige tulemusena on
uuritavad proovid tegelikult segu paljude erinevate organismide DNA-st. Seda arvesse vottes
tuleks uurimiseks valida selline materjal, kust on kodige suurema tdoendosusega voimalik
endogeenset DNA-d kitte saada. Lisaks saastumisele tuleb arvestada ka mitmete muude
teguritega: nditeks erinevate DNA kahjustustega ja keskkonnatingimustega, kus proov on

olnud.
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1.2.1 Enamlevinud vana DNA kahjustused

Surmajiargselt hakkab DNA lagunema ning tekivad erinevad kahjustused. DNA ahelate
katkemist on rohkem tdheldatud puriinide (adeniin, guaniin) naabruses. Depuriinimine on
protsess, mille kdigus I10igatakse lammastikalus (puriin) desoksiiriboosidest ja
fosforhappejadkidest koosneva DNA ,,selgroo* kiiljest dra. Puuduva lammastikaluse tottu tekib
ahelasse norgem koht ning seal tekib kergemini katkestus (Briggs et al., 2007). DNA
fragmendid, mis on lagunenud viiksemaks kui 30bp, eemaldatakse andmestikust, kuna neid ei
ole voimalik usaldusvaérselt referentsgenoomile joondada — joonduda voivad ka teiste liikide
DNA fragmendid (Saag et al., 2017).

Tekkinud vana DNA fragmentide sekveneerimisjérjestustes leidub hulgaliselt ka nukleotiidide
transitsioone (C>T 5’ ja G>A 3’ otstes). C>T transitsioon on tingitud tsiitosiini
deamineerimisest ehk tsiitosiinilt eemaldatakse aminorithm, mille tulemusena saab sellest
uratsiil (Briggs et al., 2007; Rasmussen et al., 2010; Hofreiter et al., 2001). Kuna DNA ahela
ehituses uratsiil puudub, siis siinteesitakse sekvenaatoris selle asemel ahelasse tiimiin.
Tsiitosiini transitsiooni (C—>T) tulemusena siinteesitakse Vvastasahelasse guaniini asemel
adeniin (G>A). Sellised kohad teevad evolutsiooniliste muutuste uurimise raskeks, kuna ei ole
aru saada, kas tegemist on olnud evolutsiooni kdigus tekkinud mutatsiooniga voi hoopis
surmajargse vana DNA Kkahjustusega. Seepérast piiiitakse osades uuringutes enne vana DNA
uurimist kKindlaks teha kahjustatud kohad ning need uurimisest vélja arvata (Rasmussen et al.,
2010). Uks viis kahjustuste vaatlemiseks on mapDamage programm (Ginolhac et al., 2011).
Uhtlasi aitavad kahjustused kindlaks teha, kas tegemist on ikka vana DNA vdi saastusega.
Pohilised vana DNA-le omased tunnused, mille abil seda tuvastada, on liihikesed jarjestused ja
hulgaliselt nukleotiidide transitsioone (C>T 5’ ja G> A 3’ otstes) (Green et al., 2009).

1.2.2 DNA siilimine erinevates bioloogilistes materjalides

Kuna tihtipeale on vana DNA erinevate voororganismide DNA-ga saastatud, siis on viga
oluline teada, kust on kdige suurema toendosusega voimalik kétte saada endogeenset DNA-d.
Ténapéeval eelistatakse vana DNA proove votta kas hambast voi voimalusel kaljuluust (Hansen
et al., 2017). Need kaks on siiamaani ndidanud kdige paremaid vana DNA sekveneerimise
tulemusi. Proove on vdimalik votta ka niiteks juustest/karvadest (Miller et al., 2008),

koproliitidest (Poinar et al., 1998) ja merekarpidest (Der Sarkissian et al., 2017).

1.2.2.1 DNA siilimine luudes ja hammastes
Pérast surma hakkavad organismi enda ensiitimid orgaanilist kudet lagundama. Sellele jargneb
lagundamine mikroobide ja seente poolt. Selle tulemusena jddb jargi ainult ekso- voi

endoskelett ja keratiini sisaldavad elemendid nagu karvad ja suled. Luustikud séilivad paremini
11



kui pehme kude, mis tuleneb arvatavasti sellest, et vee ja ensiitimide sisaldus luustikus on
vorreldes pehme koega mérksa madalam. Samuti on luustike eeliseks pehme koe ees see, et
nende struktuur on mineraliseerunud ja kova, tinu millele on nad paremini kaitstud ka
mikroorganismide eest (Herrmann ja Hummel, 1994). Vana DNA uuringutes on eelistatud just
tugevad, tihked luud, sest kuigi poorsed luud vdivad samuti sisaldada suures koguses DNA-d,

on see viahem tdendoline (Prinz et al., 2007).

Paljud luustikest voetud proovid sisaldavad koigest ~1% endogeenset DNA-d, kuid leidub ka
parema DNA siilivusega luid. Kdige sagedamini on korge endogeense DNA sisaldusega
kaljuluud (Pinhasi et al., 2015). Hanseni t66grupp (Hansen et al., 2017) leidis, et uuritavast
materjalist saadavat endogeense DNA hulka voib lugeda heaks, kui kogu eraldatud DNA-st
moodustab see >10%.

Gamba jt. (Gamba et al., 2014) uurimist6o néitab, et vorreldes teiste luudega on kdige paremad
tulemused saadud just kaljuluust. Tema to6rithm uuris 13 Ungarist parit indiviidi luustikke,
mille vanused ulatusid varasest neoliitikumist (~5700 a. eKr) kuni rauaajani (~800 a. eKr).
Neist seitsmele tehti vordlev analiiiis endogeense DNA sisalduse kohta. Gamba jt. vordlesid
omavahel kaljuluus ning vastava indiviidi mones teises luus leiduva endogeense DNA sisaldust
(joonis 2). Kaljuluust saadud endogeense DNA hulk iiletas hambast saadud DNA hulka 4 kuni

16 korda ja teiste luudega oli erinevus veelgi suurem (Gamba et al., 2014).

SUALACRO 5070-5310  5060-5200 20995200 4.990-5.210 4,950-5.300 1.110-1270 | 830-980
Indiviid ; NE2 TONEL NES NE6 BR2 IR1
o} . 3 82 106 105 148 147 146 145 144 142 143 I 84 | 102 101

Inimese DNA 3% 6 57 5 3.07 7 NA 122 1816 2072 7521 799 531 8544 61.95 RIFNEETET R E- O]
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Joonis 2. Kaljuluu vérdlus teiste luudega. Endogeense DNA protsent parast sekveneerimist.

Inimese DNA %

Punase ringiga on maérgitud luu osad, kust proov on vdetud. N.A. viitab nendele proovidele,
mille DNA raamatukogu kvaliteet ei olnud sekveneerimiseks piisavalt hea. (Kohandatud:
Gamba et al., 2014).

12



Haid tulemusi kaljuluust ja hammastest on saanud ka Hansen ja kolleegid (Hansen et al., 2017).
Kasutatavad materjalid olid erineva vanuse ja péritoluga ning materjali kvaliteedi hindamisel
lahtuti hambal juuretsemendi olemasolust voi puudumisest ning kaljuluul selle tugevusest
l1oikamisel. Hansen jt. (Hansen et al., 2017) said uurimist66 tulemuseks, et endogeense DNA
sisaldus hambas oli keskmiselt 16,4% ja kaljuluus 40%, néidates, nagu ka Gamba jt. (Gamba

et al., 2014), et kaljuluus on endogeense DNA sisaldus tunduvalt suurem kui hambas.

Vorreldes tihe ja sama indiviidi hambast ja kaljuluust saadava endogeense DNA kogust (joonis
3), sai luustikud jaotada kahte rithma: 1) luustikud, millel oli endogeense DNA sisaldus halb
molemas materjalis ning 2) luustikud, millel endogeense DNA sisaldus oli hambas vaiksem kui
kaljuluus (Hansen et al., 2017). Sellest toost tuli lisaks vélja, et kui hammas oli valimuselt hésti
sailinud, siis kohati sai sealt parema proovi kui sama indiviidi kaljuluust. Kui aga hammas oli
halvasti siilinud, siis oli endogeense DNA sisaldus seal palju madalam kui sama indiviidi
kaljuluus (Hansen et al., 2017). See néitab iihtlasi, et ainult hamba vélimuse jargi ei saa kindlalt
ennustada kaljuluust saadava endogeense DNA kogust. Samas vdib véita, et hamba vélimuse
pdhjal saab tuletada sealt saadava endogeense DNA hulka — vilimuselt hésti sdilinud hambast
saab rohkem endogeenset DNA-d kui halvasti sdilinust. Samuti sai teha jéarelduse, et halbadele
keskkonnatingimustele on kaljuluu vastupidavam ja/voi paremini kaitstud, kui seda on hamba
juure tsement (Hansen et al., 2017). Proovi vilise vaatluse ja proovist saadava endogeense DNA
koguse vordlusel saadi tulemuseks, et visuaalne hinnang ja proovist saadav endogeense DNA
kogus on 80% ulatuses vastavuses (Hansen et al., 2017). Lisaks tuli Hanseni jt. (Hansen et al.,
2017) uurimistoost vélja, et kaljuluus on tsiitosiini deaminatsioonist (C—>T) tingitud kahjustuse
tase kdrgem kui hambas. Ajalisest aspektist vaadatuna oli vanemal hambal kahjustusi rohkem
kui nooremal ning vorreldes hamba tsemendiga oli kaljuluus mtDNA/nukleaarse DNA suhe

véiksem (Hansen et al., 2017).
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Joonis 3. Endogeense DNA sisaldus. Iga andmepunkt nditab sama indiviidi hamba tsemendi
ja kaljuluu endogeense DNA omavahelist suhet. Punased punktid tdhistavad proove, millel

hamba proov oli vilisel vaatlusel halb. (Kohandatud: Hansen et al., 2017).

Kaljuluus on oluliseks DNA allikaks just luu sisemine osa (Hansen et al., 2017), mida ka
Pinhasi ja tema kolleegid (Pinhasi et al., 2015) oma uurimist6ds uurisid (joonis 4). Uurimistdos
kasutasid nad 10 kaljuluu proovi, mis olid erineva vanusega ja périt erinevatest luu osadest.
Saadud tulemustest on ndha, et kaljuluu tugevamast osast (osa C), mis moodustab luulise
labtiirindi ehk teo, saadakse kdige paremad endogeense DNA tulemused. Seega on kdige parem
votta proov voimalusel just kaljuluu luulisest labiirindist. Peale selle, et sealt on suurem
voimalus kitte saada endogeenset DNA-d, on see ka oluline muu informatsiooni allikas.
Kaljuluus olev luuline labiirint areneb vélja juba looteeas (Jeffery ja Spoor, 2004). Loplik
luustumine toimub teise eluaasta 10puks, pdrast mida struktuurilisi ja keemilisi muutusi
kaljuluus enam ei toimu (Jerkov et al., 2009). Tanu sellele on kaljuluust véimalik strontsiumi
isotoopide abil saada informatsiooni indiviidi geograafilise asukoha kohta ema raseduse ajal
(Harving et al., 2014). Samuti on vdimalik saada andmeid varase lapsepdlve aegse toitumise
kohta. Selle uurimine toimub ldmmastiku ja siisiniku stabiilsete isotoobite kaudu (Jerkov et al.,
2009).
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Joonis 4. Laigatud vasaku kaljuluu mediaalne vaade. Suuremal fotol on erinevate vérvidega
4ra niidatud uurimistoos kasutatavad kohad (A, B ja C). Uleval paremal pildil on niidatud
l1oikamise suunda. All paremal pildil on nédidatud detailsemalt alad B ja C, millele viitavad

vastavalt sinised ja oranzid nooled (Pinhasi et al., 2015).

Hamba puhul voetakse proov eelistatult hamba juure osast (Hansen et al., 2017), sest see on
tsemendiga kaetud ning tinu sellele ka paremini kaitstud (joonis 5). Uurimismaterjali on
voimalik votta ka hamba dentiinist, sest see on pealt kaitstud emailiga ja alt juuretsemendiga
(Adler et al., 2011), vihendades seega keskkonnast tingitud kahjustuste ja saastatuse hulka.
Vaorreldes dentiiniga saab ronkem DNA-d kitte ikkagi hamba tsemendist, eriti just hamba juure
tipu osast, sest seal on tsemendi hulk suurem (Adler et al., 2011).
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Joonis 5. Hamba ehitus. a. hamba ehitus ja vertikaaltasapinna 16ike asukoht, b. hamba juure

vaade vertikaaltasapinnlt. (Kohandatud: Damgaard et al., 2015).

15



Teadmine, et hambajuurest ja eriti just tsemendi osast, saab kitte ronkem vana DNA-d kui
hambakroonist, on oluline, sest see aitab sddsta hambakrooni, millelt saab hiljem teha vaatlusi
morfoloogiliste tunnuste jaoks. Juurest eemaldatud dentiinist (joonis 5b) saab teha stabiilsete

isotoopide analiilise ning radiosiisiniku abil saab kindlaks maérata proovi vanuse (Damgaard et

al., 2015).

1.2.2.2 DNA siilimine karvades

Peale luumaterjalide on vana DNA-d vodimalik eraldada ka juukse- ja karvaproovidest.
Enamasti on juukse/karva proovidel kasutatud DNA saamiseks juure osa, kuna karvad ise
koosnevad surnud keratiinist ja seal leidub DNA-d vihe (Gilbert et al., 2007). On mitmeid
pShjuseid, miks mdnikord eelistatakse juukse- voi karvaproove luuproovidele. Esiteks, kui
juuksematerjal on sdilinud, siis on see heaks alternatiiviks luudest ja hammastest proovi
votmisele, sest viimane voib hévitada sdilmete olulised morfoloogilised tunnused. Teiseks on
juustes palju keratiini, mis kaitseb DNA-d ning tdnu sellele on ka mtDNA tase nendes rakkudes
suurem Kui teistes kudedes (Gilbert et al., 2007). Kolmandaks on tdaheldatud, et juukseproovide
DNA uurimisel on leitud vihem saastet. See viitab sellele, et juuksed on kas vastupidavamad
vilisele saastusele v3i on neid lihtsam eksogeensest DNA-st puhastada (Gilbert et al., 2004).
Lisaks on tdheldatud, et vorreldes luudega on karvades vdhem tsiitosiini deaminatsioonist

tingitud kahjustusi: karvades 0,24% ja luudes 1,7% (Gilbert et al., 2007).

2006. aastal viisid Gilbert jt. (Gilbert et al., 2006) 14bi katse, kus nad saastasid juukseproovid
verega, siiljega, kokkupuutel inimesega ning kastsid proovid puhta DNA lahusesse. Seejarel
proovid puhastati ja kontrolliti nende DNA sisaldust. Enamikust proovidest ei leitud jélgi
saastatusest, toestades veelkord juuste vastupidavust vilistele saastajatele. Erandiks olid kaks
kdige rohkem lagunenud proovi, mida vannitati siiljes. Neil leidus lisaks doonori jirjestusele

ka teisi jarjestusi (Gilbert et al., 2006).

Juuksed ja karvad on seega heaks DNA allikaks. Karvas olevad hiidrofoobsed valgud ning
keratiini pakitud rakud moodustavad veekindla kaitse. See on arvatavasti ka pohjus, miks
eksogeenne DNA ei padse nii lihtsalt juuste sisse. Juuksekarva lagunemisel tekkiv poorsus
lubab &ra puhastada kogu voor-DNA (Gilbert et al., 2006).

Karvadest on eraldatud endogeenset DNA-d nii mammutitelt kui inimestelt. 2007. aastal
eraldasid mammuti karvaproovist endogeense DNA Miller jt. (Miller et al., 2008) ja 2008.
aastal uurisid mammuti karvu Gilbert ja tema kolleegid (Gilbert et al., 2008). Nad analiiiisid
igikeltsast leitud 5 mammuti karvaproove ning koos varasemalt teadaolevate proovide

tulemustega panid kokku iihe suurima vana mtDNA andmestiku. Lisaks on iiritatud uurida ka
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mammuti karvade varvust. Uurimise tulemuseks saadi, et karvade varvi poolest olid mammutid

poliimorfsed: esines nii heleda kui tumeda karvaga isendeid (Rompler et al., 2006).

2008. aastal eraldati ka inimese juuksekarvast mitokondriaalne genoom (Gilbert et al., 2008).
Uuritav proov oli piisavalt hea, et sai uurida ka tuumagenoomi ning maéérata nii indiviidi
juuksevarvi kui ka veregruppi (Rasmussen et al., 2010). Samuti on juuksekarvadest saadud
informatsiooni ridnnete ja paritolu kohta. 2011. aastal eraldati vana DNA Austraalia aborigeeni
100 aasta vanusest juukseproovist. Juuste uurimisel saadi kinnitust hiipoteesile, et tdnapideva
aborigeenid pdlvnevad esimestest Austraalisse sisserdnnanud inimestest (Rasmussen et al.,
2011).

1.2.3 DNA siilimist méjutavad keskkonnategurid

Koige paremini sdilib DNA kiilmades kuivades tingimustes. Sellised tingimused valitsevad
naiteks igikeltsas ja kdrgmaestike koobastes (Wayne et al., 1999). Igikeltsast parineb ka juuste
proov, millest sekveneeriti esimene inimese vana DNA genoom (Gilbert et al., 2008;
Rasmussen et al., 2010). Esimese imetajana sekveneeritud Taimdrilt péarit mammuti genoomi

proov oli samuti séilinud tdnu sealsele kliimale (Poinar et al., 2006).

Uheks tuntumaks inimese leiuks on 1991. aastal Itaalia Otztali alpidest leitud inimese
surnukeha, mis oli osaliselt kaetud jd4 ja lumega. Tegemist oli 5300 aasta vanuse pronksiajast
pirit indiviidiga, keda hakati leiukoha jirgi nimetama Otziks. Handt jt. (Handt et al., 1994)
votsid jaamehest 8 proovi (lihas-, side- ja luukoest). Sekveneeritud ~200 bp pikkune mtDNA
jarjestus oli kdige ldhedasem ténapédeva eurooplastele (Alpidest pdhja poole) (Handt et al.,
1994). Praeguseks on Otzi tdisgenoom sekveneeritud 7,6-kordse katvusega ning on teada
saadud, et autosoomiandmetele tuginedes sarnaneb jddmees enim tidnapdeva sardiinlastele.
Lisaks jéreldati, et Otzil olid arvatavasti pruunid silmad, ta kuulus O+ veregruppi ning tal oli
laktoositalumatus. Proovist eraldatud jéarjestuse sekveneerimisel leiti lisaks 60%-line kattuvus
Borrelia burgdorferi bakteriga, mis pdhjustab borrelioosi, tehes Otzist teadaolevalt iihe

varasema inimese, kes on seda haigust podenud (Keller et al., 2012).

Kuumast kliimast périt proovidest {ildiselt vana DNA-d ei leita voi on kogused uurimiseks liiga
viikesed. Egiptuse muumiatest on véidetavalt saadud vana DNA-d juba aastaid tagasi (Zink ja
Nerlich, 2003), aga Gilbert jt. (Gilbert et al., 2005) liikkkasid need tulemused timber, tuues
pohiliseks pohjuseks seal valitseva kliima, mis on lagunemist soodustav. 2017. aastal toestasid
aga Schuenemann ja tema kolleegid (Schuenemann et al., 2017), et Egiptuse muumiatest on
NGS metoodikaga ikkagi voimalik vana DNA-d eraldada. Lisaks niitasid Pinhasi jt. (Pinhasi

et al., 2015), et soojast kliimast périt kaljuluudest on vdimalik endogeenset DNA-d kitte saada.
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Samuti on endogeenset DNA-d eraldatud aastaid toatemperatuuri olnud juukseproovidest,

ndidates, et ka muuseumides olevatest proovidest on voimalik DNA-d kitte saada (Gilbert et

al., 2007).

Vana DNA eraldamine poletatud Iuudest ei ole seni tulemusi andnud (Hansen et al., 2017).
Samuti on ebatdendoline vana DNA-d eraldada soodest leitud luustikest, sest happeline ning
liigniiske keskkond mojub DNA-le kahjustavalt (Lynnerup, 2015).

Fossiili termaalne reziim soltub keskmisest temperatuurist ja selle temperatuuri kdikumisest
keskmise timber. Kuna aja jooksul on temperatuur kliimamuutuste tottu palju koikunud, tuleb
seda arvesse votta temperatuuriga seotud uuringute tegemisel. Materjali leiukoha termaalse
ajaloo uurimine on oluline, et teada, kui tdenéoliselt on DNA proovis sdilinud (Smith et al.,

2003).

1.2.4 Vana DNA uurimiseks vajalikud tingimused

Nagu eelnevalt 6eldud, on vana DNA saastatud teiste organismide DNA-ga (Poinar et al.,
2006). Selleks, et sinna ei satuks DNA eraldamise ja sekveneerimisraamatukogude tegemise
kaigus veel lisaks uurija enda voi muude organismide DNA-d, peab labor olema viga puhas.
Vana DNA labor peaks asuma teistest DNA-ga tegelevatest laboritest eraldi, et sinna ei kantaks
sisse voorDNA-d (PCR-i produkte jms) (Knapp et al., 2012). Samuti on soovitatav vana DNA
laboris erinevaid protsesse 1dbi viia eri ruumides, et vdhendada osakeste kandumist iihelt
materjalilt teisele. Kuna kogu tegevus peab olema vdga puhas, siis on ka laboris to6tavad
teadlased kaitseililikonnas ning kannavad maski, juuksevorku ja spetsiaalseid jalandusid
puhtuse hoidmiseks. Kuna laboris tuleb tihti kindaid vahetada, siis on korraga kies 2 paari
kindaid, et vidhendada ohtu naha paljastamiseks ja labori saastamiseks. Laborit puhastatakse
DNA-d 1ohkuvate kemikaalidega ja traditsiooniliselt ka UV valgusega, mistottu peavad
ruumides kasutatavad to6pinnad ja materjalid olema nendele tingimustele vastupidavad (Knapp
et al., 2012). Samas tuleb arvestada, et DNA lagundamise efektiivsus viheneb UV lambist
kaugenedes, seega laes olevad lambid ei ole t66pindade puhastamiseks praktilised (Champlot
et al., 2010).
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2. Uurimus

2.1 Too eesmirk
Antud t66 eesmirgiks oli kinnitada vOi timber liikata jargmisi artiklitest ldahtuvaid véiteid:
nooremast proovist saab rohkem endogeenset DNA-d, parema viljandgemisega proovist saab

rohkem endogeenset DNA-d ning vanemas proovis on rohkem C—>T kahjustusi.
Keskendutakse kolmele vordlusele:

1. Ajaperioodi ja endogeense DNA sisalduse seos.

2. Ajaperioodi ja C->T asenduste osakaalu vaheline seos.

3. Proovi vilimuse kirjelduse ja endogeense DNA sisalduse seos.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Hambaproovid, mille andmeid kasutati

Antud td6s analiilisiti Tartu Ulikooli (TU) Genoomika Instituudi Eesti Biokeskuse
evolutsioonilise bioloogia grupi liikmete poolt uuritud 141 hamba vana DNA tulemusi (lisa 1).
Koik proovid, peale iihe Egiptuse muumia hamba, pirinesid parasvootmest (Eesti, Lati,
Valgevene, Venemaa, Kasahstan). DNA on eraldatud TU zooloogia osakonna vana DNA
laboris ja Cambridge’i Ulikooli vana DNA laboris ajavahemikus 11.01.2016 — 19.02.2018.

Proovid on sekveneeritud Eesti Biokeskuse tuumiklaboris ja analiiiisitud TU arvutiklastris.

Ajaperioodi ja endogeense DNA sisalduse vordluses ning C->T asenduse osakaalu ja
ajaperioodi vahelise sdltuvuse vordluses kasutati 25 pronksiaja, 59 rauaaja ja 56 keskaja proovi.
Proovi vdlimuse kirjelduse ja sellele vastava endogeense DNA sisalduse vordluses kasutati 18
visuaalselt halvasti sdilinud, 50 hésti sdilinud, 22 véga hésti séilinud, 3 klaasjat ja 7 tumedat

proovi.

2.2.2 Statistiline analiiiis: Studenti t-test

Statistilise analiitisi tegemiseks kasutati Excelit ja Studenti t-testi soltumatute ja erinevate
dispersioonidega valimite vordlemiseks moeldud versiooni (Two-Sample Assuming Unequal
Variances). Kasutati seda versiooni, kuna vorreldi kahte erinevat valimit, milles oli erinev arv
proove ning védrtuste varieeruvus oli samuti erinev. Selles testis piistitati null-hiipotees, milles
vaideti, et kahe valimi vorreldavate tunnuste véartuste keskmised on samasugused. Vorreldes
kahte valimit sai seda viidet kas kinnitada voi timber liikata. Keskmised on oluliselt erinevad,
kui t-statistiku absoluutvdirtus on suurem kui kahe sabaga testi t-kriitiline vdirtus ja kahe

sabaga testi p-véartus on vdiksem kui testi tehes valitud piirvaartus (enamasti ja ka siin 0,05).
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P-vdirtus nditab tdendosust, et vaadeldav tulemus on saadud juhuslikult. Antud analiiiisis
vaadati just kahe sabaga (ingl. k. two-tail) testi tulemusi, kuna taheti kontrollida ega kahe valimi

vaartuste keskmised ei erine kummaski suunas.

2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Ajaperioodi ja endogeense DNA sisalduse seos
Too6s vorreldi omavahel endogeense DNA keskmist sisaldust erinevatel ajaperioodidel elanud
indiviidide proovides. Uurimises kasutati 25 pronksiajast, 59 rauaajast ja 56 keskajast parinevat

proovi.

Pronksi- ja rauaaja statistilisel vordlemisel saadi tulemuseks, et nende ajaperioodide proovides
oli keskmine endogeense DNA sisaldus sarnane ehk ei olnud statistiliselt oluliselt erinev (tabel
1). Rauaaja 59 proovi keskmine endogeense DNA sisaldus oli 25% ja pronksiaja 25 proovil
24%.

Tabel 1. Pronksiaja ja rauaaja endogeense DNA sisalduse vordlus.

Pronksiaeg Rauaaeg

Keskmine 0,2351 0,2507
Dispersioon 0,0529 0,0736
Vaatluste arv 25 59
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0
Vabadusastmed 53

t-statistik -0,2689

p-véartus (iihe sabaga) 0,3945

t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6741

p-véirtus (kahe sabaga) 0,7891

t-kriitiline (kahe sabaga) 2,0057

Pronksi- ja rauaaja proovide liidetud valimite vordlemisel keskaja proovidega saadi tulemuseks,
et nende ajaperioodide proovide keskmised endogeense DNA sisaldused olid statistiliselt
oluliselt erinevad (tabel 2). Pronksi- ja rauaaja 84 proovi keskmine endogeense DNA sisaldus
oli 25% ning keskaja 56 proovil 36%. Oluline erinevus siilis ka ainult rauaaja proovide

vordlemisel keskaja proovidega (tabel 3).
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Tabel 2. Pronksi- ja rauaaja ning keskaja endogeense DNA sisalduse vordlus.

Pronks+raud | Keskaeg
Keskmine 0,2461 0,3629
Dispersioon 0,0668 0,0813
Vaatluste arv 84 56
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0
Vabadusastmed 110
t-statistik -2,4639
p-véirtus (iihe sabaga) 0,0076
t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6588
p-vairtus (kahe sabaga) 0,0153
t-kriitiline (kahe sabaga) 1,9818

Tabel 3. Rauaaja ja keskaja endogeense DNA sisalduse vordlus.

Rauaaeg Keskaeg
Keskmine 0,2507 0,3629
Dispersioon 0,0736 0,0813
Vaatluste arv 59 56
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0
Vabadusastmed 112
t-statistik -2,1585
p-véartus (iihe sabaga) 0,0165
t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6586
p-véirtus (kahe sabaga) 0,0330
t-kriitiline (kahe sabaga) 1,9814

Saadud statistilised tulemused naitavad, et vorreldes pronksi- ja rauaajaga on keskaja proovides
keskmine endogeense DNA sisaldus suurem. See kinnitab kirjanduse iilevaates kirjeldatud
véidet, et uuematest proovidest saab suurema tdendosusega rohkem endogeenset DNA-d kui
vanematest. Samas tuleb silmas pidada, et iga iiksiku proovi kohta see vidide ei kehti, kuna
vaadeldavate keskaja proovide madalaim endogeense DNA vaartus on 0,07% ning pronksi- ja

rauaaja proovide korgeim 86,82% (lisa 1).

Pronksi- ja rauaaja keskmise endogeense DNA sisalduse omavahelisel vordlusel statistiliselt
olulist erinevust ei leitud. limselt tuleneb see sellest, et pronksi- ja rauaaja leidude vanusevahe
on ~500 aastat, mis on liiga lithike aeg, et vidhemalt antud valimi suuruse juures keskmiste
erinevust tuvastada. Samas nende perioodide ja keskaja ajaline erinevus on ~2000 aastat,

mistottu keskmiste erinevus on samuti suurem.
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Saadud tulemused kinnitavad, et mida rohkem acga moodub, seda rohkem DNA laguneb ning
vaheneb toendosus, et endogeenset DNA-d on uurimiseks piisavalt palju ja piisavalt pikkade
fragmentidena sdilinud. See info on kasulik, kuna voimaldab sarnaste keskkonnatingimustega
piirkondade proove hdlmavat vana DNA uuringut planeerides arvestada sellega, et kui tahta
vanemast ajaperioodist analiilisidesse kaasata sama suurt valimit kui nooremast ajaperioodist,

tuleb suure toendosusega DNA-d eraldada rohkematest proovidest.

2.3.2 Ajaperioodi ja C> T asenduste osakaalu vaheline seos.
Vorreldi omavahel C>T asenduste osakaalu erinevate ajaperioodide 16ikes. Uurimises kasutati

25 pronksiaja, 59 rauaaja ja 56 keskaja proovi.

Pronksiaja ja rauaaja C->T asenduste osakaalu vordlemisel saadud keskmised olid statistiliselt
sarnased (tabel 4). Pronksiaja 25 proovi keskmine C>T kahjustuste osakaal oli 12% ja rauaaja

59 proovil samuti 12%.

Tabel 4. Pronksiaja ja rauaaja C=>T asenduste osakaalu vordlus.

Pronksiaeg Rauaaeg

Keskmine 0,1221 0,1244
Dispersioon 0,0008 0,0019
Vaatluste arv 25 59
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0
Vabadusastmed 69

t-statistik -0,2819

p-véartus (iihe sabaga) 0,3894

t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6672

p-véirtus (kahe sabaga) 0,7789

t-kriitiline (kahe sabaga) 1,9949

Pronksi- ja rauaaja C>T asenduste osakaalu vordlemisel keskaja proovidega saadi tulemuseks,
et keskmised on statistiliselt oluliselt erinevad (tabel 5). Pronksi- ja rauaaja 84 proovis oli see
osakaal 12% ning keskaja 56 proovis 7%. Oluline erinevus sdilis ka ainult rauaaja ja keskaja

proovide vordlemisel (tabel 6).
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Tabel 5. Pronksi- ja rauaaja ning keskaja C-> T asenduste osakaalu vordlus.

Pronks+raud | Keskaeg
Keskmine 0,1237 0,0660
Dispersioon 0,0016 0,0006
Vaatluste arv 84 56
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0
Vabadusastmed 138
t-statistik 10,5715
p-véirtus (iihe sabaga) 8,3939E-20
t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6560
p-vairtus (kahe sabaga) 1,6788E-19
t-kriitiline (kahe sabaga) 1,9773

Tabel 6. Rauaaja ja keskaja C> T asenduste osakaalu vordlus.

Rauaaeg Keskaeg
Keskmine 0,1244 0,0660
Dispersioon 0,0019 0,0006
Vaatluste arv 59 56
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0
Vabadusastmed 93
t-statistik 8,8346
p-védrtus (ithe sabaga) 2,9840E-14
t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6614
p-véirtus (kahe sabaga) 5,9679E-14
t-kriitiline (kahe sabaga) 1,9858

Saadud statistilised tulemused néitavad, et vanemates proovides on C—>T asenduste osakaal

suurem. Seega, mida rohkem aega moddub, seda rohkem on DNA-s kahjustusi.

Pronksi- ja rauaaja proovide C>T asenduste osakaal oli sarnane. See on arvatavasti sarnaselt
endogeense DNA sisalduse peatiikis nahtule tingitud sellest, et vaadeldavate perioodide ajaline

erinevus oli viike.

Proovide vanuse vordlus néitas, et mida vanema prooviga on tegemist, seda suurem on C>T
asenduste osakaal DNA-s. Sellele tuginedes voib 6elda, et C>T asenduste alusel vana DNA
autentsust hinnates ei ole pohjendatud erinevate ajaperioodide jaoks sama piirvédrtuse
kasutamine — vanema proovi jaoks saastuse kahtlusi tekitav véartus voib noorema proovi jaoks
tdiesti ootuspadrane olla. Samas tuleb silmas pidada, et antud uurimuses vorreldi ainult kolme
ajastu proove ning kahjustuste ja endogeense DNA sisaldus oli pronksi- ja rauaaja materjalis
sarnane, seega ei saa nende andmete pdhjal teha kindlaid ildistavaid jareldusi. Kindlamate
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tulemuste saamiseks oleks vaja uurida rohkemaid ajaperioode ning proovide kogust

suurendada.

2.3.3 Proovi vilimuse Kirjelduse ja endogeense DNA sisalduse seos

Jargnevalt vorreldi omavahel proovi valimuse kirjeldust ja endogeense DNA sisaldust proovis.
Uurimuses kasutatavad proovid jaotati eraldamise kdigus minu juhendaja ja tema kolleegide
poolt Kirja pandud Kirjelduste jargi 5 rithma: halvasti sdilinud (18 proovi; peamisteks
marksonadeks kuiv, kaltsifitseerunud, pude (ingl. k. dry, calcified, brickle), hasti séilinud (50
proovi; proovid, mille kohta ei tekkinud uurijatel ei negatiivseid ega eriliselt positiivseid
kommentaare; marksonaks ok), vaga hésti séilinud (22 proovi; peamisteks marksonadeks hasti
sdilinud (ingl. k. well preserved), klaasjad (3 proovi; proov veidi labikumav nagu klaaskomm)

jatumedad (7 proovi; hambajuur seest tume) (lisa 1).

Viga hésti ja histi sdilinud proovide keskmise endogeense DNA sisalduse vordlemisel
statistiliselt olulist erinevust ei leitud (tabel 7). Vidga hasti sdilinud 22 proovi keskmine

endogeense DNA sisaldus oli 25% ja hésti sailinud 50 proovil 34%.

Tabel 7. Viga histi ja hasti siilinud proovide endogeense DNA sisalduse vordlus.

Viga histi siilinud | Histi siilinud

Keskmine 0,2515 0,3388
Dispersioon 0,0524 0,0760
Vaatluste arv 22 50
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0

Vabadusastmed 48

t-statistik -1,3978

p-véirtus (iihe sabaga) 0,0843

t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6772

p-véirtus (kahe sabaga) 0,1686

t-kriitiline (kahe sabaga) 2,0106

Hésti ja viaga hasti séilinud proovide vordlemisel halvasti sdilinud proovidega saadi tulemuseks,
et keskmine endogeense DNA sisaldus on statistiliselt oluliselt erinev (tabel 8). Hésti ja viga
hasti sailinud 72 proovi keskmine endogeense DNA sisaldus oli 31% ja halvasti séilinud 18

proovil 0,9%.
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Tabel 8. Histi ja viaga histi siilinud proovide vordlus halvasti sdilinutega endogeense

DNA sisalduse alusel.

Histi+v.histi Halvasti siilinud
Keskmine 0,3121 0,0099
Dispersioon 0,0696 0,0002
Vaatluste arv 72 18
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0
Vabadusastmed 73
t-statistik 9,6632
p-véirtus (iihe sabaga) 5,3714E-15
t-kriitiline (iihe sabaga) 1,6660
p-véirtus (kahe sabaga) 0,0000
t-kriitiline (kahe sabaga) 1,9930

Saadud statistilised tulemused néitavad, et proovi vélimus ja sellest saadava endogeense DNA
hulk on omavahel seoses: kui proov ndeb vilisel vaatlusel hea vilja, saab sealt suure
toendosusega kitte analiiisimiseks piisavas koguses endogeenset DNA-d. Halva vilimusega
ehk kuivadelt ja kaltsifitseerunud ning pudedatelt proovidelt iildiselt head endogeense DNA
sisaldust ei ole oodata. Viga hésti ja hésti sdilinud proovidelt saadava endogeense DNA hulk
oli sarnane. Samas tuleb arvestada, et paratamatult on kirjeldused subjektiivsed ja ei ole
erinevate eralduste vahel péris soltumatud. Nii v3ib juhtuda, et kui korraga vaadatakse halvasti
ja histi sdilinud proove, siis tunduvad hésti séilinud proovid isegi vdga hésti sdilinutena, aga
kui koik vaadeldavad proovid on head, siis jadvadki need pigem lihtsalt heaks, kuna neid ei ole

millegagi vastandada.

Uuritavate proovide seas oli ka veidi labikumavaid ehk klaasjaid ja seest tumedaid proove.
Selleks, et teada saada, kas need proovid on pigem head vdi halvad, vorreldi neid hasti ja viga

histi sdilinud proovidega ning halvasti sdilinud proovidega.

Klaasjate proovide keskmise endogeense DNA sisalduse vordlemisel histi ja viga hasti sédilinud
proovide keskmise endogeense DNA sisaldusega sain tulemuseks, et keskmised endogeense
DNA sisaldused on statistiliselt sarnased (tabel 9). Kolme klaasja proovi keskmine endogeense

DNA sisaldus oli 52% ning histi ja vdga hésti sdilinud 72 proovil 31%.
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Tabel 9. Klaasjate proovide vordlus viga histi ja histi sdilinud proovide endogeense DNA

sisaldusega.
Klaasjas Haisti+v.histi

Keskmine 0,5202 0,3121
Dispersioon 0,0190 0,0696
Vaatluste arv 3 72
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0

Vabadusastmed 3

t-statistik 2,4369

p-vairtus (iithe sabaga) 0,0464

t-kriitiline (iihe sabaga) 2,3534

p-véirtus (kahe sabaga) 0,0928

t-kriitiline (kahe sabaga) 3,1824

Klaasjate proovide keskmise endogeense sisalduse statistilisel vordlemisel halvasti siilinud
proovide keskmise endogeense DNA sisaldusega sain tulemuseks, et keskmised on oluliselt
erinevad (tabel 10). Kolme klaasja proovi keskmine endogeense DNA sisaldus oli 52% ning

halvasti sdilinud 18 proovil 0,9%.

Tabel 10. Klaasjate proovide ja halvasti siilinud proovide endogeense DNA sisalduse

vordlus.
Klaasjas Halvasti siilinud

Keskmine 0,5202 0,0099
Dispersioon 0,0190 0,0002
Vaatluste arv 3 18
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0

Vabadusastmed 2

t-statistik 6,4106

p-véaartus (iihe sabaga) 0,0117

t-kriitiline (ithe sabaga) 2,9200

p-véartus (kahe sabaga) 0,0235

t-kriitiline (kahe sabaga) 4,3027

Statistilise analiilisi tulemused niitavad, et proovide klaasjas vdlimus ei viita halvale DNA
sailimisele. Kuna aga vaadeldavas valimis oli selliseid proove ainult kolm, siis ei saa seda péris

kindlalt viita.

Tumedate proovide keskmise endogeense DNA sisalduse vordlemisel hésti ja vdga histi

sdilinud proovide keskmise endogeense DNA sisaldusega saadi tulemuseks, et keskmised on
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statistiliselt sarnased (tabel 11). Seitsme tumeda vélimusega proovi keskmine endogeense DNA

sisaldus oli 21% ning hésti ja vdga histi sdilinud 72 proovil 31%.

Tabel 11. Tumedate proovide vordlus viga histi ja histi sdilinud proovide endogeense

DNA sisaldusega.

Tume Histi+v.histi

Keskmine 0,2072 0,3121
Dispersioon 0,0384 0,0696
Vaatluste arv 7 72
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0

Vabadusastmed 8

t-statistik -1,3062

p-véartus (iihe sabaga) 0,1139

t-kriitiline (ithe sabaga) 1,8595

p-véirtus (kahe sabaga) 0,2278

t-kriitiline (kahe sabaga) 2,3060

Tumedate proovide keskmise endogeense sisalduse statistilisel vordlemisel halvasti sdilinud
proovide keskmise endogeense DNA sisaldusega saadi tulemuseks, et keskmised on oluliselt
erinevad (tabel 12). Seitsme tumeda vilimusega proovi keskmine endogeense DNA sisaldus oli

21% ning halvasti sdilinud 18 proovil 0,9%.

Tabel 12. Tumedate proovide ja halvasti siilinud proovide endogeense DNA sisalduse

vordlus.
Tume Halvasti siilinud

Keskmine 0,2072 0,0099
Dispersioon 0,0384 0,0002
Vaatluste arv 7 18
Hiipoteetiline keskmiste erinevus 0

Vabadusastmed 6

t-statistik 2,6629

p-védrtus (iihe sabaga) 0,0187

t-kriitiline (iihe sabaga) 1,9432

p-véirtus (kahe sabaga) 0,0374

t-kriitiline (kahe sabaga) 2,4469

Statistilise analiiiisi tulemuseks saadi, et juure sisemuse tumenemine pigem ei ole mairk
madalast endogeense DNA sisaldusest. Kuna aga tumedaid proove oli ainult seitse, siis ei saa

seda péris kindlalt véita.
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Saadud statistilised tulemused néditavad, et proovi valimus on oluline indikaator selles sisalduva
endogeense DNA hulga kohta. Hésti sdilinud (valgetest, kdvadest) proovidest saab suurema
toendosusega rohkem endogeenset DNA-d kui halvasti sdilinud (Kriitjatest, kuivadest,
pudedatest) proovidest. Samuti tuli vélja, et nii klaasja kui tumeda valimusega proovidest on
voimalik saada kitte piisavas koguses endogeenset DNA-d. Samas tuleb selle statistilise
analiiiisi puhul arvestada asjaoluga, et klaasjaid ja tumedaid proove oli valimis vihe ning seega
el saa kindlalt véita, kui head materjalid need tegelikult on. Klaasjaid ja tumedaid proove
vordlesin sellegi poolest, et evolutsioonibioloogia grupi vana DNA to6rithma litkmetele aimu

anda, mida nendest proovidest vihemalt olemasolevate andmete alusel v3iks oodata.

Antud analiiiis kinnitab, et visuaalne vaatlus on Tartu Ulikooli evolutsioonibioloogia todriihma
kasutatava materjali puhul olnud {sna usaldusvddrne endogeense DNA sisalduse
ennustamiseks. See tdhendab, et visuaalse vaatluse alusel proovide uuringusse kaasamata
jatmine on ildiselt pdhjendatud. Samas iga individuaalse hamba kohta see ei kehti, nii et kui
vaadeldav proov on oluline uurimiskiisimuse vastamiseks, siis tasub sealt voimalusel ikkagi

vana DNA proov vatta.
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Kokkuvote

Kéesoleva to6 esimeseks eesmirgiks oli anda kirjanduse alusel tilevaade erinevatest vana DNA
uuringutest: millistes tingimustes viibinud ja millistest bioloogilistest materjalidest DNA-d on
suudetud eraldada. Teiseks eesmérgiks oli kontrollida artiklitest 1ahtuvaid viiteid, et nooremast
proovist saab rohkem endogeenset DNA-d, parema viljanigemisega proovist saab rohkem

endogeenset DNA-d ning vanemas proovis on rohkem C->T kahjustusi.

T66 esimeses pooles vaadeldi vana DNA uurimise ajalugu, imetaja ja inimese esimesi vana
DNA genoome ning vana DNA uurimise ajalisi piiranguid. Kirjeldati pohilisi vana DNA
kahjustusi ning uuriti vana DNA séilimist luudes, hammastes ja karvades. Analiitisitud artiklite
pohjal jareldati, et kdige paremaid endogeense DNA tulemusi annavad kaljuluu ja hambad.
Haid tulemusi on saadud ka karvadest, aga kuna need tihti ei siili, kasutatakse neid vdhem.
Lisaks uuriti DNA sailimist mojutavaid keskkonnategureid ja vana DNA uurimiseks vajalikke
tingimusi. Selgus, et kdige paremini séilib vana DNA kiilmades kuivades keskkondades. Kuna
suurema osa vana DNA proovist moodustab teiste organismide DNA ning endogeenset DNA-
d on proovides tavaliselt vihe, siis peavad vana DNA uurimislaborid olema véga puhtad, et

proovile ei lisanduks uurijate enda DNA-d ega muud saastust.

To6 teises pooles analiiiisiti Tartu Ulikooli evolutsioonilise bioloogia tédgrupi liikmete poolt
uuritud hammaste vana DNA tulemusi. Ajaperioodi ja endogeense DNA sisalduse statistilisel
vordlemisel selgus, et nooremates proovides on endogeense DNA sisaldus keskmiselt suurem
kui vanemates. C>T asenduste osakaalu ja ajaperioodi vahelise seose statistilisel analiiiisil
leiti, et nooremates proovides esineb keskmiselt ronkem C->T asendusi kui vanemates. Nende
kahe vordluse kokkuvdttes saab 6elda, et mida vanem on proov, seda rohkem on selles C>T
asendusi ning seda vdhem Onnestub sellest eraldada endogeenset DNA-d. Hamba kvaliteedi
visuaalse hinnangu ja endogeense DNA sisalduse vordlusest on vdimalik jareldada, et hamba
halb vidlimus on {isna usaldusvdirne vahend selle madala endogeense DNA sisalduse
ennustamiseks. Lisaks selgitati vélja, millise vdlimuse kategooria alla vOiks liigitada tumeda
ning klaasja vilimusega hambad — molemat tiilipi proovid andsid (vdga) hésti sidilinutena
kirjeldatutega sarnaseid endogeense DNA tulemusi. Samas tuleb arvestada asjaoluga, et antud
proove oli statistilises analiilisis vdga vihe ja seega ei saa kindlalt viita, et saadud tulemus
kehtib koikidele proovidele. Saadud tulemused voimaldavad evolutsioonibioloogia t6dgrupi

liikmetel tulevikus paremini vana DNA uuringutesse kaasatavaid proove valida.
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The correlation between the quality of an ancient DNA sample and its age

or the visual assessment given to it
Kadri Irdt

Summary

Understanding the genetic changes that took place during evolution is important to understand
why organisms are the way they are today. Therefore scientists are always looking for new
methods for learning about evolution. One of these methods is studying ancient DNA (aDNA).
Since extracting aDNA is difficult and materials are limited it is very important to know which
conditions and which biological materials to extract from. This thesis gives an overview of
these conditions and materials. The second aim of this study was to verify the claims made in
articles that older samples contain more C—>T substitutions, younger samples contain more
endogenous DNA and samples that are considered to be well preserved by visual inspection

contain more endogenous DNA.

In the first part of the thesis, | gave an overview of the history of aDNA studies, described the
first successful aDNA extractions from mammalian and human samples and wrote about the
time limitations of aDNA research. | also described the main damage patterns that occur in
aDNA and told about aDNA preservation in bones, teeth and hair. I learned that samples from
petrous bones or teeth are considered to be the best sources of endogenous DNA. Ancient DNA
has been successfully extracted also from hair but the use of hair is not very common since it is
often not preserved. | also studied how different environmental conditions affect aDNA
preservation and which are the laboratory conditions requiered to study aDNA. It turned out
that samples from dry and cold environments are considered to be the best sources of
endogenous DNA. Since aDNA samples are usually contaminated with DNA from other
organisms and they often contain very little endogenous DNA, it is important that aDNA

laboratories were extremely clean to prevent further contamination of the samples.

In the second half of the paper, | analyzed aDNA results that were produced by the evolutionary
biology workgroup of the University of Tartu by extracting DNA from teeth. While comparing
the time period and the amount of C—>T substitutions of the samples with their endogenous
DNA content, it turned out that younger samples contain fewer C->T substitutions and more
endogenous DNA compared to older samples. This means that the older a sample is the more
C->T substitutions and less endogenous DNA it contains. Comparing the quality estimate from

a visual inspection of the sample before extraction and its endogenous DNA content showed
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that samples that are considered to be well preserved by visual inspection contain more
endogenous DNA than those that are considered to be poorly preserved. This proves that one
can predict the endogenous DNA content of a sample by visual inspection. In addition, |
determined whether dark and glass-like samples should be categorized as well preserved or
poorly preserved. Since both types of samples had endogenous DNA precentages similar to
well preserved samples, it is likely that these samples should be included in the well preserved
category. At the same, time we must take into consideration that only 7 and 3 samples with the
,dark® or ,,glass-like* description respectively were used in this study. Therefore we cannot be
certain that the result applies to all samples. The results from this thesis will help the members

of the evolutionary biology workgroup to better choose samples for their future research.
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Lisad

Lisa 1. Koondtabel

# ID Ajaperiood | Riik Visuaalne hinnang Endog. | 5
DNA |C->T
1 OLS11 pronksiaeg Eesti - 45,91% | 8,64%
2 0LSO01 varauusaeg Eesti - 7,32% | 9,25%
3 0LSO07 rauaaeg Eesti - 0,18% | 9,53%
4 0LSO08 rauaaeg Eesti - 0,36% | 24,15%
5 OLS09 rauaaeg Eesti - 2,14% | 19,19%
6 OLS10 rauaaeg Eesti - 35,78% | 9,32%
7 0LS12 rauaaeg Venemaa - 86,82% | 7,93%
8 OLS13 rauaaeg Venemaa |- 80,82% | 12,48%
9 0LS02 keskaeg Eesti - 51,01% | 10,77%
10 | OLS03 keskaeg Eesti - 9,81% | 6,50%
11 | OLS04 keskaeg Eesti - 13,40% | 7,29%
12 | OLS05 keskaeg Eesti - 2,17% | 9,62%
13 | OLSO06 keskaeg Eesti - 40,70% | 4,64%
14 | 1112 keskaeg Valgevene | - 38,61% | 7,71%
15 | 1115 keskaeg Valgevene | - 30,16% | 7,57%
16 | 1117 keskaeg Valgevene | - 75,77% | 12,84%
17 | 24 keskaeg Valgevene | - 63,83% | 8,82%
18 | I3 keskaeg Valgevene | - 35,26% | 8,07%
19 |lla keskaeg Eesti ok 88,42% | 4,80%
20 | llb keskaeg Eesti ok 69,47% | 4,94%
21 | llc keskaeg Eesti ok 2,32% | 6,33%
22 | 1ld keskaeg Eesti ok 39,13% | 4,20%
23 | lle keskaeg Eesti ok 61,27% | 4,17%
24 | lIf keskaeg Eesti ok 50,90% | 3,28%
25 | llg keskaeg Eesti ok 23,64% | 7,00%
26 | Ilh keskaeg Eesti ok 88,96% | 6,77%
27 | i keskaeg Eesti ok 2,32% | 7,06%
28 | keskaeg Eesti ok 1,57% | 6,22%
29 | 11129 pronksiaeg Valgevene | - 58,17% | 7,79%
30 |11 keskaeg Valgevene | - 48,65% | 5,72%
31 | 110 keskaeg Valgevene | - 58,02% | 6,74%
32 | 11118 keskaeg Valgevene | - 72,65% | 6,01%
33 | 1120 keskaeg Valgevene | - 0,59% | 9,90%
34 |14 keskaeg Valgevene | - 37,57% | 6,46%
35 | 16 keskaeg Valgevene | - 57,84% | 5,64%
36 | 1119 keskaeg Valgevene | - 0,43% | 14,80%
37 | Ik keskaeg Eesti ok 80,56% | 6,36%
38 | Il keskaeg Eesti ok 22,31% | 5,57%
39 | Hn keskaeg Eesti ok 79,25% | 3,75%
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40 | Illo keskaeg Eesti ok 0,82% | 5,28%
41 | llp keskaeg Eesti ok 34,72% | 3,80%
42 | llir keskaeg Eesti ok 35,45% | 4,53%
43 | llIs keskaeg Eesti ok 17,03% | 5,15%
44 | 11t keskaeg Eesti ok 8,99% | 6,50%
45 | lHIm keskaeg Eesti poor, dry 0,07% | 10,44%
46 | 11130 keskaeg Valgevene | - 41,98% | 4,46%
47 | IVLSOL1KT | keskaeg Venemaa - 19,67% | 3,25%
48 | IVLSO2KT | keskaeg Venemaa - 73,47% | 2,88%
49 | IVLSO3KT | keskaeg Venemaa |- 18,99% | 8,90%
50 | IVLSO4KT | keskaeg Venemaa |- 6,77% | 6,77%
51 | IVLSO5KT | keskaeg Lati - 0,32% | 4,13%
52 | IVLSO6KT | keskaeg Eesti - 0,93% | 6,04%
53 | IVLSO8KT | keskaeg Eesti - 7,94% | 5,87%
54 | IVLSO9KT | keskaeg Eesti - 62,65% | 5,95%
55 | IVLS11KT | keskaeg Eesti - 17,46% | 7,61%
56 | IVLS12KT | keskaeg Eesti - 40,55% | 3,07%
57 | IVLS13KT | keskaeg Eesti - 80,49% | 3,60%
58 | IVLS14KT | keskaeg Eesti - 35,61% | 6,08%
59 | IVLS15KT | keskaeg Eesti - 76,26% | 6,56%
60 | IVLS16KT | keskaeg/ Eesti - 96,07% | 9,07%
varauusaeg
61 | V16 pronksiaeg Eesti ok 56,90% | 9,40%
62 | V9 pronksiaeg Eesti very good 27,02% | 10,98%
63 | V14 pronksiaeg Eesti white and clean 47,84% | 6,53%
64 | V4 rauaaeg Kazakhstan | good 24,39% | 11,08%
65 | V8 rauaaeg Estonia not good, dry 2,26% | 9,76%
66 | V1 rauaaeg Kasahstan | ok 26,64% | 10,23%
67 | V10 rauaaeg Estonia ok 38,25% | 12,50%
68 | V11 rauaaeg Estonia ok 66,99% | 11,25%
69 | V12 rauaaeg Estonia ok 72,19% | 11,25%
70 | V3 rauaaeg Kasahstan | ok 9,04% | 5,94%
71 | V5 rauaaeg Venemaa ok 17,85% | 12,37%
72 | V7 rauaaeg Eesti ok 4,14% | 14,85%
73 | V2 rauaaeg Kasahstan | poor, white and dry 517% | 6,19%
root-tips
74 | V15 rauaaeg Eesti spongy, bad 0,19% | 16,82%
75 | V6 rauaaeg Venemaa | very white 71,71% | 8,09%
76 | VI9 rauaaeg Venemaa | dirty, washed 49,60% | 14,70%
77 | VI7 rauaaeg Venemaa | not good, dirty, 0,12% | 14,06%
washed
78 | VI5 rauaaeg Valgevene | not good, powder 0,03% | 3,04%
79 | VI15 rauaaeg Venemaa | not good, like fabric, | 1,40% | 19,89%
dirty, washed
80 | VI10 rauaaeg Venemaa | ok 66,06% | 11,28%
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81 |VIil rauaaeg Venemaa ok 24,73% | 13,41%
82 | VI12 rauaaeg Venemaa | ok 1,96% | 11,63%
83 | VI13 rauaaeg Venemaa ok 18,39% | 9,72%
84 | VIl4 rauaaeg Venemaa ok 32,30% | 7,54%
85 | VI16 rauaaeg Venemaa | ok 20,62% | 9,02%
86 | VI6 rauaaeg Venemaa | ok 48,49% | 11,28%
87 | VI8 rauaaeg Venemaa ok 84,12% | 8,58%
88 | VIl keskaeg Valgevene | ok 28,48% | 4,29%
89 | VI2 keskaeg Valgevene | ok 36,48% | 6,45%
90 | VI3 keskaeg Valgevene | ok 17,64% | 8,63%
91 | VI4 keskaeg Valgevene | ok 19,22% | 11,36%
92 | VIl ? Egiptus well preserved root 0,14% | 5,00%
with a large root
canal
93 | VII7 rauaaeg Venemaa | enamel broken, grey | 47,75% | 12,25%
from inside
94 | VIl16 rauaaeg Venemaa | dry 0,37% | 19,02%
95 | VII2 rauaaeg Eesti dry, poor 0,52% | 16,65%
9% | VIl14 rauaaeg Venemaa | dry, poor, cracks into | 0,03% | 19,22%
pieces very easily
97 |VII11 rauaaeg Venemaa | flecks of enamel 10,07% | 11,18%
missing, very strong
root, good quality
98 | VII12 rauaaeg Venemaa | part of the enamel 81,66% | 6,39%
missing
99 | VII15 rauaaeg Venemaa | ok 37,91% | 13,70%
100 | VI3 rauaaeg Eesti ok 2,24% | 9,40%
101 | VII4 rauaaeg Eesti ok 44,17% | 10,91%
102 | VII10 rauaaeg Venemaa | well preserved 48,52% | 6,66%
103 | VII5 rauaaeg Venemaa | well preserved 3,83% | 14,01%
104 | VII6 rauaaeg Venemaa | well preserved 6,07% | 8,94%
105 | VII8 rauaaeg Venemaa | well preserved 36,05% | 9,43%
106 | VII9 rauaaeg Venemaa | well preserved 41,82% | 5,93%
107 | VIS rauaaeg Venemaa | a bit dry, brickle, 30,79% | 9,73%
calcified
108 | VIII7 rauaaeg Venemaa | dark, but well 13,67% | 16,93%
preserved
109 | VIII2 rauaaeg Venemaa | parts of enamel 4,03% | 18,70%
missing, dark from
inside
110 | VIII12 rauaaeg Venemaa | dry roottips, calcified | 0,30% | 15,57%
111 | VIHI10 rauaaeg Venemaa | dry, brickle, calcified | 0,25% | 17,30%
112 | VIII11 rauaaeg Venemaa | dry, brickle, calcified | 0,55% | 18,73%
113 | VIII13 rauaaeg Venemaa | ok, a bitdry, calcified | 1,71% | 12,18%
roottips
114 | V4 rauaaeg Venemaa | dry, brickle, calcified | 0,17% | 21,93%
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115 | VIII14 rauaaeg Venemaa | well preserved 23,31% | 15,30%

116 | VIII15 rauaaeg Venemaa | well preserved 16,23% | 14,93%

117 | VIII16 rauaaeg Venemaa | well preserved 43,08% | 10,88%

118 | VI3 rauaaeg Venemaa | well preserved 0,45% | 10,12%

119 | VIII6 rauaaeg Venemaa | well preserved 2,49% | 12,49%

120 | VIII8 rauaaeg Venemaa well preserved 12,12% | 17,64%

121 | VIII9 rauaaeg Venemaa | well preserved 76,31% | 10,54%

122 | X04 pronksiaeg Eesti dark brown, dirty, 47,75% | 15,20%

ood

123 | X02 pronksiaeg Eesti gark brown, dirty, 6,50% | 16,95%
strong, good

124 | X16 pronksiaeg Eesti dark, dry, dirty, poor | 3,17% | 13,63%

125 | X18 pronksiaeg Eesti dirty 0,32% | 9,44%

126 | X12 pronksiaeg Eesti dry, white, brickle 4,30% | 13,47%

127 | X03 pronksiaeg Eesti dry, white, calcified, 0,51% | 16,92%
one broken root

128 | X07 pronksiaeg Eesti dry, yellow, well 1,11% | 11,64%
preserved crown

129 | X10 pronksiaeg Eesti good roots, degraded | 40,68% | 9,52%
grown

130 | X13 pronksiaeg Eesti good, well-preserved | 3,14% | 10,83%

131 | X06 pronksiaeg Eesti good, yellow 0,79% | 11,86%

132 | X20 pronksiaeg Eesti good, yellow, 17,21% | 16,50%
degraded crown

133 | X11 pronksiaeg Eesti missing crown, open | 37,76% | 11,47%
root, numbered

134 | X19 pronksiaeg Eesti ok, one broken root 2,25% | 13,37%

135 | X05 pronksiaeg Eesti one root, ok 4,60% | 12,25%

136 | X15 pronksiaeg Eesti very dark (black), 22,18% | 13,56%
degraded crown

137 | X01 pronksiaeg Eesti white, dry, calcified, 0,41% | 14,52%

oor

138 | X14 pronksiaeg Eesti Sellow, glass-like 57,41% | 9,73%

139 | X17 pronksiaeg Eesti yellow, glass-like 36,36% | 14,76%

140 | X08 pronksiaeg Eesti yellow, glass-like, 62,28% | 12,30%
well-preserved root

141 | X09 pronksiaeg Eesti yellow, ok, roots 3,24% | 13,98%

grown together
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