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Inimese Y-kromosoomi haplogrupi N3a alamharude N3a3 ja N3a4 leviku ja

sisestruktuuri analiiiis eestlaste ja nende naaberrahvaste seas

Koik inimese Y-kromosoomi variandid on omavahel seostatavad isaliinide iihtse
fiillogeneesipuu kaudu. Ténu erineva kiirusega evolutsioneeruvatele geneetilistele markeritele
on voimalik uurida selle puu harusid ehk haplogruppe (hg) ja nende struktuuri. T6o
eesmargiks oli uurida Y-kromosoomi Pohja-Euroopas sagedase hg N3 alamklaadide N3a3 ja
N3a4 levikut ja maidrata nende sagedus eestlastel ja nende naaberpopulatsioonidel ning
vorrelda saadud tulemusi populatsioonide keelelist ja ruumilist tausta arvestades. N3a3
sisestruktuuri tdiendati uute markerite L550 ja VL39 abil. Analiiiisi tulemused néitasid, et ligi
kolmandik genotiipiseeritud eestlastest kuulub hg N3a, millest valdav enamus kuulub
alamklaadi N3a3 harusse N3a3a. Sellesse kuulub ka enamik siinse valimi slaavi ja balti keele
radkijatest. Viiksem osa eestlastest kuulub koos soome-ugri keelte rédkijatega

alamklaadidesse N3a3b ja N3a4.

Mirksonad: Y-kromosoom, haplogrupp, populatsioonigeneetika, geneetilised markerid,

eestlased
CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

The distribution and internal structure of human Y chromosomal haplogroup N3a sub-
clades N3a3 and N3a4 among Estonians and their neighbouring populations

The phylogenetic tree of human paternal lineages connects all variants of human Y
chromosomes. Genetic markers evolving with different speed allow the study of the structure
of the branches of the tree — the haplogroups (hg). The aim of this study is to reveal the
distribution of hg N3a3 and N3a4, sub-clades of hg N3 frequent in Northern Europe, among
Estonians and their neighbouring populations, in the context of their linguistic and spatial
background. The internal structure of hg N3a3 was updated by new markers L550 and VL39.
The results showed that almost third of the genotyped Estonians belong to the hg N3a and
majority of these to the N3a3a sub-branch. This sub-clade encompasses also the majority of
the Baltic and Slavic speakers from the current sample. A smaller portion of Estonians belong

together with Finno-Ugric speakers to the sub-clades N3a3b and N3a4.
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Kasutatud liihendid ja moisted

ap — aluspaar (base pair)

DNA (deoxyribonucleic acid) — desoksiiribonukleiinhape

EBK — Eesti Biokeskus

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) — ctiileendiamiintetra-ddadikhape

hg (haplogroup) — haplogrupp (klaad)

Mb (Mbp, mega base pairs) — miljon aluspaari

MRCA (most recent common ancestor) — viimane iihine eellane

MSY (male-specific region of the Y chromosome) — Y-kromosoomi meessoo-spetsiifiline ala

mtDNA (mitochondrial DNA) — mitokondriaalne DNA

Ne (genetically effective population size) — geneetiliselt efektiivne populatsioonisuurus

NGS (next-generation sequencing) — jargmise polvkonna sekveneerimine

PAR (pseudoautosomal region) — pseudoautosomaalne regioon

PCR (polymerase chain reaction) — poliimeraasi ahelreaktsioon

SAP (shrimp alkaline phosphatase) — kreveti aluseline fosfataas

SNP (single nucleotide polymorphism) — iiksiku nukleotiidi poliimorfism

STR (short tandem repeat) — lithike kordusjarjestus ehk mikrosatelliit



Sissejuhatus

Inimese Y-kromosoomi meessoospetsiifiline regioon (MSY) on haploidne ega rekombineeru
X-kromosoomiga. Rekombinatsiooni puudumise tottu parandub MSY muutumatul kujul isalt
pojale jargmisesse polvkonda. Vaid aja jooksul tekkivad ja akumuleeruvad mutatsioonid
mojutavad MSY-i mitmekesisust. Ténu sellele saab inimese Y-kromosoomi kasutada
populatsioonigeneetilistes uurimistoddes, mis kasitlevad inimese demograafilise ajaloo

erinevaid aspekte. Y-kromosoomist saame infot isaliinide leviku ja mitmekesisuse kohta.

Bakalaureusetdo kasitleb inimese Y-kromosoomi haplogrupp N3 alamhaplogruppide jaotust
eestlaste ja naaberrahvaste seas. Kirjanduse osas antakse iilevaade inimese Y-kromosoomist ja
selle spetsiifilistest omadustest, samuti nende rakendusvdimalustest populatsioonigeneetilistes
uuringutes. Tutvustatakse Y-kromosomaalsete markerite tiilipe ja nende kasutusvoimalusi.
Tapsem iilevaade antakse ka inimese Y-kromosoomi haplogruppide levikust, eelkdige

haplogrupist N3 ja selle alamklaadidest.

Hg N3 muudab huvipakkuvaks asjaolu, et sellel on Euraasia pohjaosas selge geograafiline
struktuur ja ruumiline jaotus. Eestlaste ja eelkdige meie naabruses elavate keelesugulaste
isaliinidest moodustab N3 umbes kolmandiku, samas kui Ladne-Euroopas see haplogrupp
praktiliselt puudub. Hg N3 on muude Euroopas levinud isaliinide seas erakordne ka seetottu,
et on pirit Ida-Euraasiast ja seob meid tdna Siberis elavate rahvastega. Kéiesoleva t60
praktiline osa késitleb hg N3 levikut monedes soomeugri, balti ja slaavi keeli rddkivates
Euroopa populatsioonides. Uuritakse alamklaadi N3a3 sisestruktuuri ning N3a3 ja N3a4
geograafilist jaotust ja sagedust, saadud tulemuste alusel vorreldakse populatsioonide keelelist

ja ruumilist seotust.



1. Kirjanduse iilevaade
1.1. Inimese Y-kromosoomi spetsiifilised omadused

Inimese Y-kromosoom on sugu maérava rolliga, ainult meestel esinev ja isalt pojale paranduv
haploidne kromosoom. Tadnu oma unikaalsele pidrandumismustrile on see oluliseks
informatsiooniallikaks inimese isaliini evolutsiooniuuringutes ning meditsiinis  ja
kohtugeneetikas [(Jobling and Tyler-Smith 2003) ja selles viidatud artiklid]. Umbes 95% Y-
kromosoomi 57 Mb-sest jérjestusest (Ensembl version nr. 88, avaldatud martsis 2017,
referentsjérjestus GRCh38.p10; http://www.ensembl.org) moodustab mitterekombineeruv ala
(non-recombining region of the Y chromosome — NRY) ehk meessoo-spetsiifiline ala (male-
specific region of the Y chromosome — MSY) (Skaletsky et al. 2003), mis ei vaheta meioosis
X-kromosoomiga materjali (Joonis 1). MSY on oluline testiste arengus ja spermatogeneesis.
See on thtlasi suurim mitterekombineeruv ala inimese genoomis (Underhill and Kivisild
2007). Kaks segmenti, nn. pseudoautosomaalsed ehk X-kromosoomiga homoloogsed
regioonid (pseudoautosomal region — PAR) kromosoomi otstes, rekombineeruvad X-
kromosoomiga, aga need kokku katavad vdhem kui 3 Mb Y-kromosoomi jérjestusest.
Rekombinatsiooni puudumise tottu pdrandub MSY muutumatul kujul edasi jdrgmistele
polvkondadele, vilja arvatud vaid aja jooksul juhuslikult tekkinud ja kogunenud

mutatsioonide osas (Jobling and Tyler-Smith 2003).

Kuna Y-kromosoom pérandub ainult isalt pojale, on see mutatsioonide poolt mdjutatavam kui
autosomaalsed kromosoomid v&i X-kromosoom (Karmin et al. 2015). Kui vaadelda
inimpopulatsiooni mudelina tihest mehest ja iihest naisest, arvestades sugude suhteks 1:1, siis
selline paar kannab igast autosoomist nelja koopiat ja kolme X-kromosoomi, aga ainult iihte
Y-kromosoomi.  Populatsioonis  tervikuna on seega Y-kromosoomi  efektiivne
populatsioonisuurus (Ne) iliks neljandik iikskdik millisest autosoomist, iiks kolmandik X-
kromosoomist ja sarnane haploidsele mitokondriaalsele DNA-le (mtDNA) (Hammer 1995;
Thomson et al. 2000). Seetottu on Y-kromosoom geenitriivile tundlikum kui diploidsed
kromosoomid ning geenitriiv omakorda suurendab mutatsioonide akumuleerumist (Jobling
and Tyler-Smith 2003). Tanapédeva inimese MSY on oluliselt degenereerunud vorreldes X-
kromosoomiga nii eukromaatilises piirkonnas (vastavalt 23Mb ja 150Mb) kui ka valke
kodeerivate geenide seas (vastavalt 78 ja 800 geeni) (Skaletsky et al. 2003; Ross et al. 2005).
Isaliinis akumuleerub keskmiselt 0,74x10~° mutatsiooni aluspaari (ap) kohta aastas (Karmin
et al. 2015).
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Joonis 1. Inimese Y-kromosoomi skemaatiline ehitus; a) Y-kromosoom ja selle
meessoospetsiifiline regioon (MSY); b) MSY eukromaatiline regioon. Palindroomsed
jarjestused on margitud tumesiniste kolmnurkadena. Valke kodeerivad geenid on tdhistatud
kromosoomi MSY eukromaatilise regiooni skeemi all vertikaalsete joontega. PAR1 tédhistab
pseudoautosomaalse regiooni pikka ala ja PAR2 liihikest. Kohandatud (Hughes and Rozen
2012).

Y-kromosoomi puudumist (45, X kariiotiiiip) tuntakse Turneri siindroomina, Y-kromosoomi
geenide inaktivatsioon vOi kadumine pohjustab XY naise vOi hermafrodiidi fenotiiiibi

kujunemist (Berta et al. 1990) ja viljatust (Sun et al. 1999; Jobling and Tyler-Smith 2003).

1.2. Y-kromosoom kui vahend populatsioonigeneetika uuringutes

Antropoloogias ja ajaloos, aga ka inimpopulatsioonide vaheliste geneetiliste seoste uurimisel
ja soospetsiifiliste erinevuste véljaselgitamisel on Y-kromosoomi varieeruvust késitlevatel
uurimistéddel olnud suur roll (Jobling and Tyler-Smith 2003; Hughes and Rozen 2012). Paari
viimase aastakiimne jooksul on Y-kromosoom ténu oma unikaalsele pirandumismustrile ja
suurele mutatsioonikiirusele olnud laialdaselt kasutuses informatiivse markerina inimese
demograafilise ajaloo uurimisel (Rosser et al. 2000; Semino 2000; Battaglia et al. 2009;
Fedorova et al. 2013; Underhill et al. 2015). Geneetilise materjali uurimisel populatsiooni
demograafilise ajaloo seisukohalt tuleb lihtsustatud iildistuste tegemisel ettevaatlik olla,
nditeks ei tohi geeniliine ajada segi populatsioonidega, ning tuleb meeles pidada, et Y-
kromosoomi puhul on meil sisuliselt tegu {ihe meessoospetsiifilise lookusega. Samas annab
just Y-kromosoom (nagu ka mtDNA), mis vdimaldab uurida geeniliinide ajalis-ruumilist
jaotust, huvitava geneetilise andmestiku erinevate valdkondade teadlastele, sealhulgas
paleontoloogidele, antropoloogidele, keeleteadlastele ja ajaloolastele (Jobling and Tyler-Smith

2003). Téna pakub voimalus sekveneerida peaacgu kogu Y-kromosoomi genoom uusi
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lahenemisviise inimese evolutsiooni uuringuteks (Poznik et al. 2013; Batini et al. 2015;
Hallast et al. 2015; Karmin et al. 2015; Iluméde et al. 2016). Nii on suudetud viaga tépselt
rekonstrueerida haplogruppide fiilogeneetilisi suhteid, nende vdimalikku péritolu ning

geograafilist jaotust ja migratsioonisuundi (Joonis 2).

Ligikaudu 70% ténapdeva iihiskondadest on patrilokaalsed (Murdock 1967; Burton et al.
1996). See tahendab, et kui eri regioonidest périt mees ja naine abielluvad, siis pigem kolib
uude kohta elama naine. Matrilokaalsuse puhul liiguvad kodukohast eemale mehed.
Patrilokaalsus pohjustab Y-kromosoomi, matrilokaalsus aga emaliinis paranduvate mtDNA
haplogruppide suurema lokaalse diferentseerituse (Oota et al. 2001). Patrilokaalsuse puhul
peaks mMtDNA seega vastupidiselt Y-kromosoomile nditama kahanevat geograafilist
klasterdumist. Sellist tendentsi ongi nédidatud niiteks Euroopas (Seielstad et al. 1998) ja Kagu-
Aasia saartel (Kayser et al. 2001).

Y-DNA Adam (focation of root ADO)

Paleo-take

FIVETS fe.s Euptfoten/Tiorn, Indue, Imaslexdit/Sokween, Vetow/Yongtee, Amr)

Exposed land during Last Glacial Maximum),  ———e- |

Notes: 1, Only/dom:
tce sheet during Last Glacial Maximum > 2. Prgvious
3. Related

tree: Y-DNAAdam > A B DE F F>GH K K-> NO MS P(=>Q R)

Joonis 2. Pohiliste Y-kromosoomi haplogruppide globaalne jaotus maailma rahvaste seas ja
voimalikud migratsiooniteed. Kollase tdhekesega on tdhistatud Y-kromosomaalne Aadam —
koikide tdnaste Y haplogruppide eellasvariant. Kaardil on erinevate virvidega téhistatud
erinevate haplogruppide levilad ja nende nomenklatuuris kasutatavad tdhised (allikas:
https://en.wikipedia.org/wiki/Human_Y-chromosome_DNA _haplogroup#/media/
File:World_Map_of Y-DNA_Haplogroups.png).



Lisaks kaasaegsete inimeste DNA uuringutele keskendutakse itha enam ka nn. ,,vana“ DNA
uurimisele. Arheoloogilisest materjalist eraldatud proovide DNA-jérjestuste analiiiisimine
vOoimaldab tdnapédevaste ja iidsete populatsioonide mitmekesisust kdrvutada ja nendevahelisi
seoseid uurida, lisaks saame aimu, millisel kiirusel mutatsioonid kuhjuvad (Kivisild 2017).
Niiteks Y-kromosoomi hg G, mis oli varajastel farmeritel Anatoolias ja Iraanis levinuim
haplogrupp (Kivisild 2017), on tdnapdeval haruldane ning sdilinud eelkdige Sardiinial ja
Korsikal (Rootsi et al. 2012; Francalacci et al. 2013). Samas, hg J, mida varasemalt seostati
pollunduse varajase levikuga Euroopasse (Rosser et al. 2000; Semino 2000), pole leitud siiani
Euroopa neoliitikumi kontekstist, vaid hoopis kiittidelt-korilastelt erinevatest piirkondadest
Kaukaasiast kuni Karjalani (Kivisild 2017). Lisaks Y-kromosoomist saadavale infole
vorreldakse nii ka mtDNA ja autosoomide varieeruvust (Rasmussen et al. 2010; Brotherton et
al. 2013; Allentoft et al. 2015), et saada inimese geneetilisest mitmekesisusest eri

ajaperioodidel voimalikult tdpne iilevaade.

1.3. Y-kromosoomi pdhilised markerite tiiiibid

Y-kromosoomi uuritakse DNA jarjestuse variatsioonide alusel. Pohilisteks neist on:
1) Uhenukleotiidsed asendused ehk SNP-d (single nucleotide polymorphisms)

2) Mikrosatelliidid ehk lithikesed kordusjérjestused ehk STR-id (short tandem repeats)

1.3.1. Inimese Y-kromosoomi SNP-d

SNP-de puhul eeldatakse, et enamus neist on kaasaegse inimese evolutsioonis tekkinud
tihekordselt, flilogeneetiliste markeritena kasutatakse peamiselt just selliseid poliimorfisme.
Andmebaasi Ensembl (version nr. 88, avaldatud martsis 2017) andmetel on inimese Y-
kromosoomis (referentsjarjestus GRCh38.p10) kindlaks tehtud 226 603 liihikest
jarjestusvarianti, kuhu lisaks SNP-dele on juurde arvestatud ka insertsioonid/deletsioonid ehk
indelid (http://www.ensembl.org). Keskmine mutatsioonikiirus SNP-idel on erinevate
uuringute pohjal erinev, kuid ,,vana“ DNA andmestiku pdhjal on see viiksem, 0,71x10°
(Trombetta et al. 2015) kuni 0,82x10°° ap pdlvkonna kohta (Poznik et al. 2013). Kaasaegsetest
proovidest eraldatud DNA jérjestuste pohjal on mutatsioonikiirus 0.78 x 10~° (Balanovsky
2017) kuni 1x10° (Xue et al. 2009), kuid keskmiselt 0.89 x 10° (Helgason et al. 2015) ap

pdlvkonna kohta.
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Viimaste aastate jooksul kasutusele voetud jargmise pdlvkonna sekveneerimisega (NGS - next
generation sequencing) on suudetud sekveneerida suur osa inimese kogu Y-kromosoomi
MSY-st (Wei et al. 2012; Francalacci et al. 2013; Mendez et al. 2013; Poznik et al. 2013;
Lippold et al. 2014; Scozzari et al. 2014; Yan et al. 2014; Hallast et al. 2015). NGS vodimaldab
tuvastada SNP-e no. erapooletult, ilma eclneva infota jarjestuste varieeruvuse kohta, erinevalt
genotiipiseerimisest. Sekveneerimisinfo alusel saab teha fiilogeneesipuid, kus haru pikkused
on vordelised ajaga ja mis vdoimaldavad vaadeldava mitmekesisuse alusel méddrata isaliini
fiillogeneetiliste lahknevuste tdpse ajalise jérjestuse ja koikide jérjestusvariantide viimase
tihise cellase (MRCA - most recent common ancestor) (Hallast et al. 2015; Karmin et al.
2015).

1.3.2. Inimese Y-kromosoomi STR-id

SNP-de varieeruvusinfo vdimaldab defineerida Y-kromosoomi haplogruppide jaotust
erinevates populatsioonides ja dateerida fiilogeneesipuu sOlmi. Samas kasutatakse hiljuti
lahknenud alamklaadide sisese varieeruvuse uurimiseks teist tiitipi markereid, Y-kromosoomi-
spetsiifilisi mikrosatelliite ehk lithikesi kordusjdrjestusi (short tandem repeats — STR-id)
(Hallast et al. 2015). STR-ide mutatsioonikiirus on oluliselt suurem vorreldes haplogruppe
defineerivate SNP-dega. (Ballantyne et al. 2010) leidsid, et STR-ide mutatsioonikiirus jaab
vahemikku 3,8x10* kuni 7,2x102 asendust lookuse kohta generatsioonis. Kd&rgema
mutatsioonikiiruse tottu kasutatakse STR-ide variatsioone Y-kromosomaalsete haplogruppide
sisemise struktuuri uurimiseks. Eelkdige on STR-id kasutusel SNP-de v3i DNA jérjestuse
pohjal koostatud fiilogeneesipuude hiliste harude varieeruvuse hindamisel (Novelletto 2007;
Balaresque et al. 2010). Samuti on STR-id vdga olulised kriminalistikas indiviidide
eristamiseks ja isaduse tuvastamiseks, kus kasutatakse voimalikult varieeruvaid markereid
(Ballantyne et al. 2010; Purps et al. 2014). Kuna Y-STR-ide mutatsioonikiiruste hindamisel
on veel véga suuri ebakdlasid, ei sobi nad fiillogeneesipuul harude lahknemiste dateerimiseks
ning sel puhul kasutatakse palju usaldusvadarsemaid SNP-sid (Hallast et al. 2015; Karmin et
al. 2015; Balanovsky 2017).

1.4. Inimese Y-kromosoomi fiillogeneesipuu ja pohilised Euroopas levinud isaliinid

Y-kromosoomi  (ja mtDNA) populatsioonigeneetilistes uuringutes kasutatakse Y-

kromosoomide kirjeldamisel iihtset nomenklatuuri, mida on pidevalt tdiendatud uute
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markerite ja harudega (YCC 2002; Karafet et al. 2008; van Oven et al. 2014) ning kus
fiillogeneetiliselt ldhedased Y-kromosoomi tiiiibid jagatakse haplogruppidesse. Haplogrupiks
nimetatakse monofiileetilist ehk iihisest eellasest parinevat Y-kromosoomide gruppi. Uhte
haplogruppi kuuluvaid Y-kromosoome seovad iihised unikaalsed mutatsioonid, tavaliselt on
nendeks SNP-d voi indelid, mis on evolutsioonis eeldatavasti tekkinud ainult {ihel korral ja
kandunud edasi koikidele seda jérjestusvarianti kandvate indiviidide meessoost jirglastele.
SNP-ide jérjestusvariantide alusel on koostatud globaalne Y-kromosoomi fiilogeneesipuu
(Joonis 3). Samas vdivad lihte ja samasse haplogruppi kuuluvate Y-kromosoomide STR-id,
mis midravad haplotiiiibi, olla varieeruvad. Haplotiiiipide mitmekesisuse ja jaotuse alusel
vorgustikus on vdimalik teha jireldusi haplogruppide demograafilise ajaloo kohta, niiteks
tahelaadne struktuur viitab hiljutisele tugevale ekspansioonile, pikad harud vorgustikus aga

suuremale vanusele (Underhill et al. 2015; Tlumdée et al. 2016).

Koikide ténaste inimese MSY-ite MRCA, vahetevahel ka Y-kromosomaalseks Aadamaks
nimetatud variant (vt. Joonis 2), arvatakse olevat elanud umbes 254 000 aastat tagasi (Karmin
et al. 2015). Kuigi seda meest nimetatakse Y-kromosomaalseks Aadamaks, elas temaga samal
ajal veel palju teisi mehi, kes panustasid MSY-vilist geneetilist materjali tdnapédeva
inimpopulatsiooni. Seda saab vaadelda geneetilise informatsiooni isalt tiitrele parandamisega,
kus Y-kromosoom ldheb kiill kaotsi, kuid tiitar péarib pool autosomaalset genoomi ja X-
kromosoomi. Y-kromosomaalset Aadamat vaadeldakse kunagi elanud mehena, kellega on
MSY jérjestusvariantide kaudu tihendatud koik tdna elavad mehed katkematu isa-poja liinina
(Hughes and Rozen 2012).

Y-kromosomaalsetest liinidest on Euroopas téna iildiselt kdige sagedasem haplogrupp R1b
(43,1%), mis on levinud eelkdige Ladne- ja Loode-Euroopas. Sellele jargnevad I1 (13.8%), 12
(9.0%), Rla (7.5%) ja J2 (7.5%) (Batini et al. 2015). Samas, enamuse Y-kromosoomi
haplogruppide ja alamhaplogruppide levik on geograafiliselt struktureeritud — niiteks esineb
siinses t00s kisitletud, kuid mujal Euroopas haruldast hg N korge sagedusega eelkodige
soomlastel (Joonis 4), samas kui hg-d E, G ja J on valdavad Vahemere timbruses (Joonis 4A).
Hg N sagedus on lisaks soomlastele ka eestlastel (Joonis 4B) ja teistel La&inemere idakalda
rahvastel oluliselt suurem kui nditeks Ladne-Euroopas (Joonis 4A). Eestlaste (ja soomlaste)
seas on enim levinud Y-kromosomaalsed haplogrupid N, Rla ja I1 (Joonis 4B), eestlastele
sarnane Y-kromosoomi haplogruppide jaotus esineb nditeks ka létlastel, leedukatel ja pdhja-
venelastel. Seevastu rootslastel esineb hg N3 véga vihe, samas hg R1b ja I1a on neil oluliselt

rohkem esindatud kui eestlastel ja soomlastel (Joonis 4B).
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Joonis 3. Y-kromosoomi fiilogeneesipuu lihtsustatud skeem (Karafet et al. 2008) alusel.
Haplogruppe defineerivate markerite nimetused on vilja toodud puu harudel ja joonise
legendis. Haplogruppide nimetused on esitatud harude tipus. Siinsel skeemil ei ole harude

pikkused proportsionaalsed mutatsioonide arvuga.
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Uldiselt on Y-kromosoomi haplogrupid kdige mitmekesisemad Tiirgi ja Kreeka ning veelgi
1dunapoolsemate Lihis-Ida populatsioonide seas, kdige madalam diversiteet on saamidel ja
Orkney saarte elanikel Suurbritannia pdhjarannikul. Mitmekesisus véheneb nii louna-pohja
kui ka ida-lddne suunas (Joonis 4A), millest voib jéreldada, et pohilised rahvasterdnded

Euroopasse said alguse Léahis-ldast (Batini et al. 2015).

Haplogroup
E1b1b1a1l
G2a

I

12a

J2

N

R1a

R1b

others

000000000

Eestlased Soomlased Rootslased

2,8

| Y
= R1b = R1b ‘ = R1b
= Ria ‘ 0  aRla = Rla
= N3 7.9 =mN3

Joonis 4. Euroopa pohiliste isaliinide kaart; A. Y-kromosoomi haplogruppide levik Euroopas.

m N3

Sektordiagrammide virvid tdhistavad joonise legendis niidatud haplogruppe; (allikas:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Percentage_of _major_Y-

DNA _haplogroups_in_Europe.png). B. Isaliinide haplogrupilise jaotuse vordlus eestlaste
(N=209), soomlaste (N=38) ja rootslaste (N=141) seas. Kohandatud Tambets et al. (2004)
andmete pohjal.
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1.5. Haplogrupi N iildine iseloomustus ja fiillogeograafiline levik

Hg N kuulub suuremasse haplogruppi NO, millel on kaks pohilist alamharu: tiitarklaadid N-
M231 ja O-M175 [Joonis 3; (Rootsi et al. 2007)]. Haplogruppide N ja O ruumiline
sagedusjaotus erineb teineteisest suuresti, kuid nende modlema tekkekohaks on tdenioliselt
Kagu-Aasia (Kayser et al. 2003; Hammer et al. 2006; Rootsi et al. 2007). Nende lahknemine
toimus umbes 35 000 aastat tagasi (Rootsi et al. 2007). Hg O esineb tidna korge sagedusega
Ida- ja Louna-Aasia, aga ka suurel osal Okeaania meestest, kuid ei ole levinud Euroopas. Hg
N seevastu holmab suurt osa Ida-Euroopa, Aasia ning Kaug-Ida isaliinidest, sealjuures on
selle esinemissagedus suurem korgematel laiuskraadidel (Zerjal et al. 1997; Karafet et al.
2002; Tambets et al. 2004). Hg N ulatuslikum ekspansioon algas umbes 5000-7000 aastat
tagasi toimunud migratsioonilainega tdendoliselt algusega Louna-Siberist nii ida kui l4déne
suunas (Ilumie et al. 2016). Arheoloogiliste leidude pdhjal on ndidatud, et hg N oli valdav
isaliin Pohja-Hiinas neoliitikumis 6500 aastat tagasi (Cui et al. 2013), selle sagedus seal
vihenes ajapikku pronksiajal umbes 3000 aastat tagasi (Zhao et al. 2014; Gao et al. 2015). Hg
N vanimad leiud Euroopas on périt rauaaegsest Ungarist (Gamba et al. 2014), kus see hg on

tanapdeval peaaegu olematu (Ilumie et al. 2016).

Hg N pdhilised alamharud hg N3 ja N2a lahknesid umbes 18 000 aastat tagasi (Joonis 5) ja
nende ekspansioon algas arvatavasti vastavalt 13 000 ja 9000 aastat tagasi (Ilumie et al.
2016).

Hg N2 on jaotunud ebaregulaarselt pohiliselt Siberi populatsioonides, kuid seda esineb ka
Lidnemere-addrsetel karjalastel ja vepslastel, viimastel on levikusagedus kiillalt suur - 17,9%.
Korgeimad N2 sagedused on leitud Kirde-Siberi populatsioonidel: 92% nganassaanidel, 72%
eenetsitel ja 74% tundraneenetsitel (Karafet et al. 2002). Euroopas on N2 sagedus korgeim
Volga-Uurali populatsioonides (20%) (Tambets et al. 2004). Koige lddnepoolsem N2

levikuala on Soomes, kus seda hg-d esineb juba vaid 0,4% ulatuses (Lappalainen et al. 2006).

Hilisemates uurimustoodes on defineeritud ka hg N4, mis on madala sagedusega jaotunud

pohiliselt Ida-Aasia I6unapoolses mandriosas, ulatudes Kambodzast ja Vietnamist kuni

Hiinani (Cui et al. 2013).
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Joonis 5. Hg N fiilogeneesipuu ja alamklaadide geograafiline jaotus, (Ilumie et al. 2016)
jargi. Ulemisel skeemil on niidatud hg N teke ja positsioon suuremal fiilogeneesipuul, ,,vana‘
DNA Y-kromosoomi variant Ust’ Ishim'i mehelt Laane-Siberist ja hg NO mutatsioonid.
Alumisel skeemil on vélja toodud hg N alamklaadide geograafiline klasterdumine ja ajatelg
(*1000 aastat). Varvidega on tdhistatud erinevad geograafilised piirkonnad. Kéesolevas t60s
olulised alamklaadid on N3a3: must — Ida-Euroopa (eestlased, ldtlased ja venelased Venemaa
keskosast); punane — Pohja-Euroopa (saamid ja pohjavenelased); beez — Siber (evengid); ja
N3a4: must — lda-Euroopa (eestlased ja kubani-vene kasakad); punane — P&hja-Euroopa

(vepslased, karjalased); sinine — VVolga-Uurali piirkond (tatarlased ja baskiirid).

Vaatamata sellele, et hg N enim levinud alamklaadid N3 ja N2 esinevad praegu paljudes
Siberi populatsioonides, sealhulgas tSuktSidel ja jupikidel TsSukotka poolsaarel Beringis,
puuduvad need haplogrupid polisameeriklaste hulgas (Bergen et al. 1999; Karafet et al. 1999;
Lell et al. 2002; Bortolini et al. 2003; Seielstad et al. 2003). Selle alusel voib oletada, et hg N

kromosoomid puudusid paleoliitilistel siberlastel Ameerika mandrite koloniseerimise ajal
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umbes 12-17 000 aastat tagasi (Zegura et al. 2003). Kuid on ka voimalik, et hg N liinid surid

asutajaefekti tottu koloniseerimise kdigus valja (Rootsi et al. 2007).

1.5.1. Haplogrupi N alamhaplogrupi N3 iseloomustus

Esimene suuremahuline hg N fiilogeograafilist levikut késitlev t66 (Rootsi et al. 2007) néitas
selle haplogrupi katkematut tsirkumarktilist levikut. Téanaseks on hg N suudetud
struktureerida juba selge geograafilise jaotusega alamklaadideks, mille lahknemisajad on

teada (Joonis 5; Ilumée et al. 2016). Hg N3 osaline sisestruktuur on esitatud joonisel 6.

| 708

N3a

CTS10760 IZl936

11 1 2
N3a2 N3a3 N3a4
|KSDB |FuLJL~2 Fa134 IVL29 |3539 | B535
3 2
I I
M1 M1 I VL39 Ias45 |5540 8194 I:'srz.a
a 12 14 g 1
N3a3b B546 B547 IBs41 B544 B195 VL2

B542 |B543 8 71941

B538 |B537

Joonis 6. Y-kromosoomi haplogrupi N3 osaline ja lihtsustatud flilogeograafiline skeem
(Ilumée et al. 2016) alusel. Esile on tostetud t66s genotiipiseeritud N3a3 (VL29) ja selle
alamklaadide N3a3a-L550, N3a3b-VL39 ja N3a4-Z1936 markerid. Harudele on mairgitud

mutatsioonide arv ja markerite nimetused.

Hg N3 (Joonis 6) on hg N koige sagedasem alamklaad, mis on iihtlasi ka iiks sagedasemaid Y-
kromosoomi tiilipe Pohja-Euraasia rahvastel (Zerjal et al. 1997; Rosser et al. 2000; Semino
2000; Zerjal et al. 2001; Karafet et al. 2002; Laitinen et al. 2002; Lell et al. 2002; Villems et

al. 2002; Tambets et al. 2004).
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Joonis 7. Haplogrupi N3 (A) ning selle alamklaadide N3a3 (B) ja N3a4 (C) iildine
geograafiline jaotus Euraasias. Levikusagedus on nididatud virviskaalaga (mida tumedam
punane, seda suurem sagedus). Roheliste sooridega on tdhistatud (Ilumée et al. 2016) artiklis
uuritud hg N3 populatsioonid ning mustad punktid tdhistavad varasemas Kkirjanduses

késitletud populatsioone ning on kdikidel kaartidel samad (Ilumée et al. 2016).

Hg N3 esineb tdna Hiinas, Koreas, Kalimantanil ja Jaapanis vaid vihesel méaaral (Kayser et al.
2003; Hammer et al. 2006; Rootsi et al. 2007), kuid just Kagu-Aasias arvatakse olevat tema
tekkekoht ja algkodu. Sellele viitab hg N3 sealne suurem mitmekesisus vorreldes Lduna-
Siberiga. Siberi kaudu lda-Euroopa suunas liikudes tegid N3 kandjad tdoenéoliselt 14bi tugeva
»asutaja-,, voi ,,pudelikaelaefekti, sest vaid moned N3 harud on joudnud Euroopasse. Kirde-
Euroopat voib vaadelda N3 teistkordse levikuallikana, kuna seda leidub korge sagedusega
Volga-Uurali ugri rahvastel ning soomlastel, saamidel ja eestlastel (Rootsi et al. 2007). Olles
valdav kogu Pohja-Aasias, on selle hg jaotus Euroopas piiratud pdhja- ja idapoolsete
populatsioonidega (Joonis 7). Hg N3 sagedus langeb jérsult ida-lddne suunas iile

Skandinaavia ning Leedu ja Poola vahel (Tambets et al. 2004).

Hg N3 alamklaadid N3c ja N3a’b lahknesid umbes 13 000 aastat tagasi. Jirgmine lahknemine

N3a’b sees toimus tdendoliselt umbes 12 000 aastat tagasi (Joonis 5). Umbes 5000 aastat
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tagasi toimus N3a3'6 erinevate harude Kkiire ekspansioon, mille tulemusena on need
praeguseks joudnud Euraasia mandri eri servadeni (Ilumaée et al. 2016). Alamklaad N3a3’6 on
levinud véga laial geograafilisel alal ning esineb peaaegu pooltel uuritud proovidel nii
leedukate, tSuktSide kui ka burjaadide seas. Kdesolevas t60s késitletakse siivendatult hg N3
alamklaade N3a3 ja N3a4. Need alamklaadid on Pohja- Euroopas véga sagedased isaliinid ja
tihtlasi koige lddnepoolsema levikuga hg N3 levialas. N3a3 alamklaadi kuulub iile
kolmandiku tdnapdeva meessoost cestlastest, latlastest ja leedulastest, aga seda esineb ka
saamidel, karjalastel ja soomlastel. Slaavi keeli konelevatel valgevenelastel, ukrainlastel ja
venelastel kuuluvad peaaegu kdik hg N3 Y-kromosoomid hg-i N3a3. Ainus silmapaistev erand
sellest mustrist on venelased Pohja-Euroopa poolsetest Venemaa piirkondadest, kellel on
korgem sagedus hg N3a4, mis on teine levinum Léiédne-Euraasia klaad. Hg N3a4 sagedus
suureneb Loode-Euroopa suunas, kuid on ka dominantne Volga tatarlaste ja Louna-Uurali
baskiiride hulgas (Ilumée et al. 2016).
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2. Too eesmirgid

Kéesoleva bakalaureusetoo eesmairgiks oli Y-kromosoomi iihe pohilise Pohja-Euraasias
levinud isaliinivariandi - haplogrupi N3 - Pohja Euroopas sagedaste alamharude N3a3 ja
N3a4 geograafilise leviku uurimine ja haplogrupisisese varieeruvuse tidpsustamine. Selleks
keskenduti nende haplogruppide sisemise struktuuri analiiiisile eestlaste ja nende
naaberpopulatsioonide seas. T66 on osaks suuremast hg N fiilogeograafilist levikut késitlevast

projektist.

Téapsemalt uuriti:
1) N3a3 alamharu sisemist struktuuri uute tdiendavate markerite (L550 ja VL39) abil;
2) N3a4 defineeriva markeri 21936 sagedust eestlaste valimis;
3) N3a3 alamharudesisest varieceruvust ja N3a4 varieeruvust STR haplotiiiipide alusel;

4) Uuritud alamharude seost uuritud populatsioonide: a) geograafilise ja; b) keelelise

taustaga
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3. Materjal ja metoodika

3.1. Toos kasutatud DNA proovid

Kiesolevas t60s kasutatud DNA proovid on pirit Tartu Ulikooli evolutsioonilise bioloogia
oppetooli ja Eesti Biokeskuse (EBK) kogust, on saadud vabatahtlikelt doonoritelt ning on
kogutud koosk®dlas Tartu Ulikooli eetikakomitee koodeksiga (luba nr. 252/M-17).

To6s keskenduti hg N3 Pohja-Euroopas levinud haplogruppide N3a3 ja N3a4 uurimisele
osana suuremast hg N flilogeograafilist levikut kéasitlevast uurimusest. Alamhaplogruppide
analiilisiks oli oluline esmalt suurendada hg N kuuluvate eestlaste valimit (valim 1). Selleks
genotiipiseerisin hg N markeri TAT (T—C) (Zerjal et al. 1997) osas 44 eestlast (valim 2),
kelle haplogrupiline kuuluvus oli eclnevalt teadmata. Lisaks méérasin ka alamhaplogruppe
defineerivad markerid antud valimis. T60 teiseks osaks oli N3a3 sisemise struktuuri
tdpsustamine proovidel, mille eelnev genotiipiseerimisanaliiiis oli pohiliselt teostatud EBK
vanemteaduri Siiri Rootsi poolt ja mis viitas nende kuuluvusele Y-kromosoomi hg N3 (Ilumée
et al., 2016). Kokku oli minu poolt sekveneeritud DNA proove 86 indiviidilt 14 erinevast
populatsioonist, mille lilkkmed kuulusid uurali (soome-ugri) ja indo-euroopa (balti ja slaavi)

keeleperekonda (Tabel 1).

Tabel 1. T6os kasutatud DNA-proovid ja uuritud indiviidide (N=2135) kultuuriline taust.

Sulgudes on mirgitud selles tods genotiipiseeritud/sekveneeritud proovide arv.

Uuritud |Hg N
provide | proovide
Keeleperekond | Populatsioon || Keelerithm arv(N) Jarv(n) Allikas

Soome-Ugri Eesti (valim 1)  lddnemeresoome 235 72 (Ilumée et al., 2016)
Eesti (valim 2)  lddnemeresoome 44 (25) Autor
Karjala lddnemeresoome 139 52(12) (Ilumée et al., 2016)
Vepsa lddnemeresoome 40 22(1) (Ilumée et al., 2016)
Permikomi permi 60 18(1) (Ilumée et al., 2016)

Balti Lati balti 86 37(1) (Tlumée et al., 2016)

Slaavi Ukraina ukraina 566 51(2) (Tlumée et al., 2016)
Slovakkia slovakkia 73 2(2) EBK avaldamata
Pihkva vene 132 30(11) (Tlumée et al., 2016)
Pinega vene 103 42(5) (Tlumée et al., 2016)
Voronez vene 96 6(1) (Tlumée et al., 2016)
Kostroma vene 51 6(1) (Ilumée et al., 2016)
Belgorod vene 143 17(1) (Ilumée et al., 2016)
Smolensk vene 100 7(2) (Tlumée et al., 2016)
Valgevene valgevene 267 26(2) (Ilumée et al., 2016)
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Populatsioonidest olid valimis esindatud eestlased, ldtlased, karjalased, vepslased,
ukrainlased, slovakid, venelased (Pinega, Voronezi, Kostroma, Belgorodi, Smolenski),

valgevenelased ja permikomid.

3.2. DNA amplifitseerimine

3.2.1. Poliimeraasi ahelreaktsioon ehk PCR

Poliimeraasi ahelreaktsiooni (polymerase chain reaction - PCR) reaktsioonisegu tegin iihe
proovi kohta 15 pl. Molema ahela siinteesiks vajalikke praimereid (10 pmol/ul DNA
Technology A/S) voeti 0,3 pl, reaktsioonipuhvrit 3 ul (5x FIREpol® Master Mix, mis
sisaldab ka 12,5 mM MgCl,, Solis BioDyne) ja milli-Q vett (Millipore) 13 pul iga DNA proovi
kohta. Segu segasin kokku 1,5 ml katsetuubis ja kandsin 13 pl kaupa 200 pl-se mahuga PCR-i
tuubiribadesse. Igasse tuubi lisasin 1-2 ul DNA-d, vastavalt DNA algkontsentratsioonile -
slovakkide, valgevenelaste ning Voronezi, Kostroma, Belgorodi ja Smolenski venelaste

proovide puhul 1 pl (5 ng/ul), iilejddnute puhul 2 pl (10 ng/ul).

PCR-i labiviimiseks kasutati termotsiiklerit UNOII (Biometra). Programm sisaldas:
e 94°C juures 3 min eelkuumutust;
e 94°C 15 sekundit kaheahelalise DNA denaturatsiooniks;
e 15-25 sekundit 60°C juures praimerite seondumiseks DNA-le;

e 15-25 sekundit 72°C juures siinteesitava DNA ahela pikendamiseks

DNA denaturatsiooni, praimerite seondumist ja DNA ahela siinteesi korrati kogu protsessi
kéigus vastavalt 30-40 korda, tsiiklite arv soltus proovide DNA kontsentratsioonist, vdiksema
kontsentratsiooniga proovide puhul kasutati rohkem tsiikleid. Tsiiklite pikkus soltus
amplifitseeritud DNA 158igu pikkusest. Seejérel jaeti proovid veel 2-3 minutiks 72°C juurde, et
koik tekkinud DNA ahelad saaksid 10puni siinteesitud, ning programmi 10pus langetati

temperatuur 4°C voi 10°C-ni, viltimaks DNA edasist lagunemist.

Kasutatud praimerite jarjestuste tabel on Lisas 1.

3.2.2. Geelelektroforees

DNA amplifitseerimise Onnestumist sekveneeritavate proovide hulgas kontrollisin
horisontaalsel geelelektroforeesil 2% agaroosgeelil 0,5-kordses TBE puhvris (45mM
Trisboraat, 0,05 M EDTA, pH=8,3), millele lisasin 100 pl etiidiumbromiidi 100 ml geeli
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kohta. Forees toimus 170 V juures elektroodide vahega 32 cm 25-30 minuti véltel. Seejérel

pildistasin geeli UV-valguses (UVIPro), et hinnata saadud DNA-produkti kvaliteeti ja kogust.

3.2.3. DNA produkti ,,puhastamine“

PCR-i segu jadkide eemaldamiseks lisasin madala kontsentratsiooniga produktidele
(foreesipildil dhmane joon) kahe ensiitimi segu (1 pl proovi kohta): 0,9 ul eksonukleaas I
(Exol, Thermo Scientific, 20 U/ul), mis lagundab liigse praimeri jadgid ja 0,1 pl SAP-i
(shrimp alkaline phosphatase ehk kreveti aluseline fosfataas, Thermo Scientific, 1U/ul), mis
lagundab iileliigsed nukleotiidid. Tuubid panin termotsiiklerisse, kus neid inkubeeriti 15
minutit 37°C (ensiilimide to0reziim) ja seejarel 15 minutit 85°C juures (ensiliiimide

inaktiveerimine).

3.2.4. Sekveneerimine

DNA sekveneerimine toimus Sangeri meetodil kapillaarelektroforeesil. Vajaliku PCR-i ja
sadestamise teostasin mina, edasine t66 tehti EBK sekveneerimise tuumiklabori sekvenaatoril
(3730xI DNA Analyzer, Applied Biosystems). Sekveneerimise eesmérgiks oli tuvastada, kas
uuritava proovi hg N siinses td0s kisitletud alamharusid miiravas positsioonis (VL29,
71936, L550 ja VL39) on referentsjirjestusega vdorreldes toimunud asendusreaktsioon voi

mitte.

3.2.4.1. Sekveneerimisreaktsioon

DNA sekveneerimiseks TAT (C) eestlastele ja teiste populatsioonide esindajatele vajalike

markerite sekveneerimisreaktsiooni labiviimiseks segasin 1 proovi kohta 1,5 ml katsetuubis

kokku:

0,75 ul segu BigDye Terminator v3.1 reagent premix (BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems),

e 2 ul BigDye 5x sekveneerimispuhvrit (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit, Applied Biosystems)

e 6,1 ul milli-Q H,O

0,16 pl sekveneerimispraimerit (sama, mis PCR-il; 1,6 pmol)

Segu kandsin 200 ul PCR-i tuubidesse. Lisasin igasse tuubi 1 ul PCR-i produkti.

Reaktsioonisegu kogumaht proovi kohta oli 10 pl. Reaktsiooni viisin 1dbi termotsiikleris.
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PCR-i programm koosnes kolmest etapist: denaturatsioon 15 sekundit 95°C juures, praimerite

seondumine 10 sekundit 50°C juures ja DNA ahela siintees 1 minut 60°C juures. Kdiki etappe

korrati 30 korda.

3.2.4.2. DNA sadestamine

Pérast sekveneerimisreaktsiooni lisasin DNA sadestamiseks igasse tuubi:
e 30 ul 96% piiritust (temperatuuril -20°C);

e 2 pl ammooniumatsetaadi ja dekstraani segu [3,5M CH3COONH4 [pH>8]/EDTA
(250 mM) ja 20 mg/ml punane dekstraan suhtes 1:1]

Ammooniumatsetaat on vajalik DNA sadestamiseks ja dekstraan selle seondamiseks tahkele
kandjale, et teostada DNA puhastamiseks vajalikud etapid. Tuube hoidsin 10 minutit
stigavkiilmas -20°C juures (DNA sadeneb lahusest vilja), seejirel tsentrifuugisin neid 10
minuti jooksul (13 000 pdoret minutis) ning eemaldasin supernatandi veejoapumbaga. DNA
sade ja dekstraan jdid tuubi pohja. Seejdrel lisasin igasse tuubi 200 pl 70% piiritust
(temperatuuril -20°C) pesemiseks. Jargnevalt tsentrifuugisin veel 5 minutit (13000 pooret
minutis), eemaldasin supernatandi, kandsin igasse tuubi teistkordseks pesemiseks veel 200 ul
70% piiritust (temperatuuril  -20°C) ning eemaldasin supernatandi ilma eelneva
tsentrifuugimiseta. Seejirel lasin proovidel 15 minutit 37°C termostaadis kuivada. Kdige
16pus lisasin igasse tuubi 10 pl 70% formamiidi. T66 16pus kandsin kdik proovid

sekveneerimisplaadile, mille viisin edasiseks sekveneerimiseks EBK tuumiklaborisse.

3.2.4.3. Restriktsioonanaliiiis

Restriktsiooni viivad ldbi restriktsioonilised endonukleaasid ehk restriktaasid, mis loikavad
DNA molekuli spetsiifilise nukleotiidse jérjestuse alusel fragmentideks, I10hkudes é&ra
nukleotiididevahelised fosfodiestersidemed. DNA jirjestuses tekkinud mutatsioonid vdivad
restriktsioonisaite juurde tekitada voi dra kaotada. Restriktsioonanaliiiisi tegin selleks, et nidha,

kas restriktaasid 16ikavad amplifitseeritud DNA proovi vai mitte.

Uurimiseks valisin 44 eestlaste proovi, kelle isaliini haplogrupiline kuuluvus ei olnud teada ja
amplifitseerisin neil hg N3 defineeriva markeri TAT (T/C) jérjestust sisaldava DNA 16igu (112
ap). Restriktaasina kasutasin Hinlll (Nlalll) ensiiiimi (5 U/ul). Need proovid, mida restriktaas
mutatsiooni kohalt 16ikas, on lithemad ja liiguvad foreesil kiiremini, jagunedes 85 ap ja 27 ap
pikkusteks fragmentideks (Joonis 8). T66 jaoks olulised hg N kuuluvad proovid olid
derivaatalleeli (C) kandjad, mida restriktaas ei 16iganud.
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Joonis 8. Markeri TAT (T/C) allelide tuvastamine Hinlll restriktsioonanaliiiisil. Markeri
algne (ingl. k. ancestral allele) alleelivariant on T, mille restriktaas 1dikab 85 ja 27 ap
pikkusteks fragmentideks. Derivaatalleeli (ingl. k. derived allele) variant on C, mis on 112 ap

pikkune fragment ning mida restriktaas ei ldika.

Restriktsiooni ldbiviimiseks lisasin eelnevalt amplifitseeritud PCR-i produktidele 0,5 iihikut
ehk 0,1 pl Hinlll ensiitimi ja 5 ihikut ehk 1 pl puhvrit ihe proovi kohta. Seejarel hoidsin
proove 2 tundi 37°C termostaadis. Reaktsiooni tulemust kontrollisin geelelektroforeesil (vt.
3.2.2).

3.2.4.4. STR analiiiis

Hg N3 kuuluvatest populatsioonidest analiiiisisin 23 erineva STR-markeri (DYS576,
DYS3891/1l, DYS448, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS533, DYS438, DY S437,
DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS393, DY S458, DY S385a/b,
DYS456 ja Y-GATA-H4; Promega) suhtes jargnevaid proove: 22 eestlast, 6 Pihkva venelast ja
1 latlane (vt. Lisa 2). Need proovid kuulusid alamhaplogruppi N3ad4 ja N3a4.
Genotiipiseerimiseks kasutati Applied Biosystems PowerPlex® Y23 System kit-i.

Reaktsioonisegu komponendid 5 pl-s:
e 1 ul PowerPlex® Y23 5X Master Mix
e 0,5 ul PowerPlex® Y23 10X Primer Pair Mix
e 3ulHO
e 0,5 ul matriits-DNA-d
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Reaktsiooni toimumise tingimused (PCR-i 4 esimest etappi 30 tsiiklit):

e 96°C 2 minutit

e 94°C 10 sekundit

e 61°C 1 minut

e 72°C 30 sekundit

e 60°C 20 minutit
Parast PCR-1 lisasin igale proovile 9,5 pl formamiidi ja 0,35 pl 5-Dye PowerPlex® STR
Systems (CC5 Internal Lane Standard 500, sisemine pikkusstandard) pikkusmarkerit. Seejérel

kandsin proovid sekveneerimisplaadile, lisades veel 1 pl koigi uuritud markerite koikide

alleelide segu (ingl. k. allelic ladder).

STR-ide alleelide pikkused maérasin GeneMapper® Software 4.0 (Applied Biosystems)
programmiga. Vdrdluspopulatsioonidena kasutasin ka varasemalt Applied Biosystems
AmpFISTRe Yfiler™ PCR Amplification Kit-iga genotiipiseeritud proove. Osa kasutatud
proove votsin avaldatud andmestikust: saamid (Hallast et al. 2015), eestlased (Karmin et al.
2015).

3.2.5. Andmeanaliiiis
3.2.5.1. Fiilogeneetilise vorgustiku koostamine

Fiilogeneetilise vorgustiku loomiseks kasutasin tarkvara Network 5.0.0.1. (2017) ja Network
Publisheri (Fluxus Technology). Selleks koostasin Microsoft Exceli tabeli pohjal sisendfaili
laiendiga .ych ja kasutasin seda fiilogeneetilise vorgustiku konstrueerimiseks iihendatud

mediaanide (ingl. k. median joining) meetodil. Viljundfaili salvestasin .sto failina.
3.2.5.2. Sekveneeritud jirjestuste analiiiis

Sekveneeritud DNA jérjestusi analiiiisisin programmi Chromas Pro 1.5 (Technelysium) abil.
Sellega sai tuvastada, millise alleeliga on vastava markeriga uuritavas proovis mutatsiooni

madravas positsioonis tegu (Joonis 9).
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> mutatsioon T—C

Joonis 9. Sekveneeritud DNA 1digu jarjestus markeri L550 (T/C) nditel, kus on néha
molemad alleelivariandid; algne alleel T ja derivaatalleel C. PCR-il kasutati markerit L550.

(Chromas Pro 1.5 Technelysium, ekraanitdmmis)
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4. Tulemused ja arutelu

4.1. N3a3 uute markerite L550 ja VL39 ning N3a4 esinemissagedus uuritud valimis

To66 aluseks on voetud Ilumée et al. (2016) poolt uuritud indiviidid, kelle hg N3a3
sisestruktuuri tdiendasin uute markerite L550 ja VL39 tiipiseerimise abil ning méérasin nende
sageduse erinevatel populatsioonidel (Tabel 2). Samuti uurisin hg N3a4 sagedust markeri
Z1936 abil. Eestlaste valimit suurendasin varasemalt genotiipiseerimata proovidega (valim 2).

Minu poolt sekveneeritud hg N3 DNA proovide arv oli kokku 53 (Tabel 2).

44-st eestlasest, keda genotiipiseerisin, kuulus hg-i N3 [marker TAT (T—C)] 19 indiviidi. TAT
(C) proovidest kuulus alamhg-sse N3a3 (marker VL29) 13 eestlast. Alamhg-sse N3a3a kuulus
10 indiviidi, alamhg-sse N3a3b kolm ja alamhg-sse N3a4 viis indiviidi. Uks proov, mis
kuulus alamhg-i N3a3, ei olnud defineeritav kummagi uuritud markeri pohjal ja jai N3a3*

parafiileetilisse gruppi.

Tabel 2. T66s kasutatud proovide arv ning haplogrupisisene jaotuvus. Sulgudes on antud t66
autori poolt sekveneeritud proovide arv. Alamhaplogruppide seas on antud levikusagedused
(%) iga populatsiooni kohta.

Populatsioon N hg N3 N3a3* |N3a3a N3a3b N3a4
N3 alamharude sagedus (%)

TAT L550 VL39 Z1936

(T—-C) |VL29 (C-T) (G—T) (C—T)
Eesti (valim 1) 235 72 1,2 15,8 10,2 34
Eesti (valim 2) 44 19 (19) 2,3 22,7 6,8 114
Karjala 139 51 (12) 8,6 3,6 2,2 20,1
Vepsa 40 15 (1) 2,5 0 0 32,5
Permikomi 60 14 (1) 1,7 0 0 5
Ukraina 566 48 (2) 0,2 6,7 0 1,1
Slovakkia 73 2(2) 0 2,7 0 0
Vene (Pinega) 103 25 (5) 3,9 0 0 19,4
Vene (Pihkva) 132 29 (3) 15 15,9 0,8 3,8
Vene (Voronez) 96 6 (1) 0 2,1 1,0 2,1
Vene (Smolensk) 100 72 1 9 1 1
Vene (Kostroma) 51 6 (1) 0 2,0 0 9,8
Vene (Belgorod) 143 16 (1) 0,7 9,1 0 0
Valgevene 267 24 (2) 0,4 7,1 0,4 0
Liti 86 37 (1) 0 38,4 0 1,6

28



Hg N3 kuuluvate teiste uuritud populatsioonide esindajatele tegin PCR-i markeritega L550 ja
VL39. Neist kuulusid alamhg-sse N3a3a kaks slovakki, liks karjalane ja iiks ukrainlane.
Alamhg-sse N3a3b kuulusid iiks Pihkva, iiks Voronezi ja iiks Smolenski venelane ning iiks

valgevenelane.

Ilumée et al. (2016) andmetel kuulus 235-st indiviidist 72 (valim 1; 30,6%) hg N3. 44-st
genotiipiseeritud eestlasest (valim 2) kuulus hg N3 19 indiviidi (43,2%). Mdlema t66 andmete
summeerimisel saadi hg N3 koondsageduseks 32,6%. Alamhg N3a3a oli uuritud hg N3
Kuuluvate populatsioonide seas enim levinud eestlaste, ldtlaste, ukrainlaste, valgevenelaste
ning Pihkva, Smolenski ja Belgorodi venelaste seas. Alamhg N3a3b esines siinses valimis
peamiselt eestlastel (7-10%), teistel vaadeldud populatsioonidel oli seda méarkimisvéarselt
viahem (Tabel 2), kuid kirjanduse andmetel on see alamhg 20% esindatud ka saamidel (Hallast
et al. 2015). N3a4 on valdav Karjalastel, vepslastel, permikomidel, Pinega ja Kostroma
venelastel ning osal eestlastest. Parafiileetilisse klaadi N3a3* kuulub osa karjalastest (8,6%)
ning iiksikud teiste populatsioonide esindajad. Selline parafiileetilise klaadi jaotus viitab
sellele, et nende populatsioonide puhul on tdendoliselt tegu senituvastamata hg N3

alamharuga, mis vajab edasist uurimist.

4.2. N3a3 ja N3a4 varieeruvus STR-haplotiiiipide alusel

STR-analiiiisi teostasin hg-i N3 kuuluvatele eestlastele. Kuna genotiipiseerimisel kasutatud
proovide hulk oli véike (44 indiviidi), kaasasin analiiiisi juba olemasoleva suurema eestlaste
valimi ja vOrdluseks ka teisi naaberpopulatsioone. Selleks lisasin iildvalimisse veel litlaste,
karjalaste, vepslaste, saamide ning Pihkva venelaste proove (Hallast et al. 2015; Ilumée et al.

2016). Kokku kasutasin 107 proovi, millest minu poolt tiipiseerituid oli 31.

Uuritud DNA proovide seast kuulusid hg N3a3 alamharudesse eestlased, litlased, Pihkva
venelased, moned saamid ja kaks karjalast. Hg N3a4 esines vaid saamidel, vepslastel,

karjalastel ja eestlastel.

STR-analiiisi andmete pohjal koostatud fiilogeneesivorgustikult (Joonis 10) on néha
haplogrupisisene varieeruvus uuritud populatsioonide hulgas. SNP-de alusel jaotub vorgustik
kolmeks suuremaks rithmaks. Marker L550, mis defineerib hg-i N3a3a, on eelkdige levinud
latlastel ja Pihkva venelastel, veidi vihem eestlastel. Genotiipiseeritud karjalastest ja

saamidest esines seda iiksikutel, vepslastel aga mitte iihelgi. Marker VL39, mis defineerib hg-
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i N3a3b, esines eestlastel, saamidel ja tihel karjalasel. Hg N3a4 defineeriv marker Z1936 on

levinud eestlastel, karjalastel, vepslastel ja saamidel.

Joonise 9 keskel olevad tiksikud defineerimata harud téhistavad neid haplotiiiipe (9 tk.), mis ei
jaotunud thtegi siin mddratud alamhaplogruppi. Nad kuuluvad kiill hg N3a3, kuid ei kuulu
uuritud markeritega (L550, VL39 ja Z1936) defineeritud harudesse ja jddvad siinses t00s
parafiileetilisse gruppi N3a3*.
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Joonis 10. STR andmete pdhjal konstrueeritud fiilogeneetiline vorgustik. Vorgustik on
koostatud mediaanvektorite ithendamise meetodil (vt. tipsemalt 3.2.5.1.). SGlmed vastavad
haplotiiiipidele, sdlme suurus haplotiiiibi esinemissagedusele ning virv legendis néidatud
populatsioonile. Slmedevaheliste liilide pikkus vastab mutatsioonide arvule kahe haplotiiiibi

vahel. Jdmedad jooned tihistavad SNP markereid Z1936, L550 ja VL309.

4.3. N3a3 ja N3a4 alamharude seos uuritud populatsioonide geograafilise ja keelelise

taustaga

Too tulemustest selgub, et uuritud indiviidid jagunevad alamhaplogruppidesse pohiliselt

vastavalt nende geograafilisele paiknemisele. Korvuti asetsevad populatsioonid on iildiselt
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sarnase haplotiiiibilise kuuluvusega. Niiteks on eestlaste Y-DNA uuritud markerite osas sageli
sarnane latlaste ja Pihkva venelaste omale. Omavahel on sarnased ka saamid, karjalased,
vepslased ning osa eestlasi. Kuna geograafiliselt on tegu naaberrahvastega, vastab tulemus
ootustele. Samas vdiks keelelise kuuluvuse pohjal arvata, et soome-ugri rahvad moodustavad
latlastest ja venelastest eraldiseisva riihma. Balti ja slaavi keeled kuuluvad indoeuroopa
keeleriihma, soome-ugri keeled aga uurali keelkonda. Need kaks riihma on lingvistiliselt viga
erinevad. Seega néiteks saamid ja eestlased on omavahel suuremas keelesuguluses, kuid Y-
kromosomaalne sarnasus tundub olevat suurem niiteks cestlaste ja latlaste vahel. Seetdttu
vOib arvata, et naaberpopulatsioonide vahel toimub geneetiline segunemine kiiremini kui
keeleline. Teine voOimalus, et on toimunud keelte segunemine, on véiksem, sest iiksikud

laensdnad ei muuda oluliselt keelestruktuuri, mille pohjal keelesugulust miiratakse.

Uuritud valimis on aga niha ka selget keelelist jagunemist, mida ,,rikuvad* ildiselt iiksnes
eestlased, kes kuuluvad koos balti ja slaavi keeli radkivate populatsioonidega hg N alamhg-sse
N3a3a ja koos teisi soome-ugri keeli rddkivate populatsioonidega alamhg-sse N3a3b ja N3a4
(Joonis 10). Samas, siinses t60s on eestlaste heterogeensus kiill teiste populatsioonide omast
maérksa suurem (vt. haplotiiiibilist jaotust joonisel 9), kuid on oluline silmas pidada, et uuritud
iildvalim on ebaiihtlane, siit on puudu soomlased ja uuritud eestlaste hulk teiste rahvuste
esindajatega vorreldes palju suurem. Samas on valim alamhaplogruppide vordlemiseks liiga
viike, et saadud erinevustele statistikast tuge saada. Seega - siinses t6os leitud huvitavaid
detaile saab eelkdige kasutada edasises uurimistdds, et kultuurilisel erinevusel pdhinevate

eriparade paikapidavust suuremas valimis kontrollida.
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Kokkuvote

Kéesolevas uurimistoos kasitletakse inimese Y-kromosoomi hg N3 alamklaadide N3a3 ja
N3a4 sagedust ja jaotust eestlaste ja naaberpopulatsioonide hulgas. Hg N3 muudab teiste
Euroopas levinud isaliinide seas huvipakkuvaks asjaolu, et see on périt Ida-Euraasiast, on
levinud peaaegu iile kogu PShja-Euraasia parasvootme ja seob meid tédna Siberis elavate
rahvastega. Euroopas on hg N3 alamklaadid N3a3 ja N3a4 levinud eelkdige soome-ugri ja

balti keeli radkivate rahvaste seas.

T60 praktiline osa késitleb hg N3 levikut mdnedes soomeugri, balti ja slaavi keeli radkivates
Euroopa populatsioonides, keda genotiipiseeriti kahe uue (L550 ja VL39) ja kolme teadaoleva
(TAT; VL29 ja Z1936) hg N3 SNP-markeri osas ja 23 STR-markeri abil. Uuriti hg N3
alamklaadi N3a3 sisestruktuuri ning N3a3 ja N3a4 geograafilist jaotust ja sagedust, saadud

tulemuste alusel vorreldi uuritud populatsioonide keelelist ja ruumilist seotust.

Leiti, et hg N3 kuulus koigist genotiipiseeritud eestlastest umbes kolmandik. See on kooskolas

varem avaldatud andmetega.

Valdav osa eestlastest kuulus hg N3 alamklaadi N3a3, eelkdige selle alamharusse N3a3a. Alla
poole eestlastest jaotus teiste hg N3a klaadide vahel. Alamklaadil N3a3 oli eestlaste seas ligi

neli korda suurem osakaal kui alamklaadil N3a4.

Teiste rahvaste esindajatest kuulusid uuritud slaavi (ukrainlased, slovakid, valgevenelased ja
venelased) ja balti (latlased) keelte rddkijad pohiliselt alamklaadi N3a3a, seevastu soome-ugri
keelte radkijad (karjalased, vepslased ja permikomid, aga ka saamid) peamiselt
alamklaadidesse N3a3b ja N3a4. Seega tostatasid uurimist6o tulemused huvitavaid kiisimusi

seoses populatsioonide keelelise taustaga, mida edaspidi suurema valimi abil testida.
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The distribution and internal structure of human Y chromosomal haplogroup N3a sub-

clades N3a3 and N3a4 among Estonians and their neighbouring populations
Silja Aruhein
Summary

This study revealed the distribution of human Y chromosomal hagplogroups (hg) N3a3 and
N3a4, the sub-clades of hg N3, among Estonians and their neighbouring populations. Hg N3
stands out among other European paternal lineages for it originates from eastern Europe, is
distributed almost across the entire northern Eurasian temperate zone and connects us with
contemporary Siberian people. In Europe the sub-clades of N3, N3a3 and N3a4, are

distributed mostly between Finno-Ugric and Baltic speaking populations.

In the practical part of this study the distribution of hg N3 sub-lineages among some Finno-
Ugric, Baltic and Slavic speaking European populations was studied by genotyping two new
(L550 and VL39) and three previously known (TAT, VL29 and Z1936) hg N3 specific
markers together with 23 STR-markers. The internal structure of the sub-lineage N3a3, the
geographic distribution and frequency of the clades N3a3 and N3a4 were studied. The results

were compared to the spatial-linguistic background of the populations in the study.

It was found that in accord with previous results, hg N3 comprised a third of all the genotyped
Estonians. Majority of Estonians belonged to the hg N3 sub-clade N3a3, mostly to the sub-
branch N3a3a. Less than a half of Estonians was distributed between other clades of N3a. The

sub-clade N3a3 was almost four times more frequent among Estonians than N3a4.

The other populations studied here — the Slavic-speaking (Ukrainians, Slovaks, Belarusians
and Russians) and Baltic-speaking (Latvians), belonged mostly to the sub-clade N3a3a,
whereas Finno-Ugric speakers (Karels, Vepsas and Permic Komis, but also Saamis) belonged
mostly to the sub-clades of N3a3b and N3a4. Thus, the results from this study have raised
interesting questions about the linguistic background of the populations carrying these

lineages to be tested further in the larger sample sets.
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Tanuavaldus

Soovin tinada oma juhendajaid Kristiina Tambetsit ja Siiri Rootsit ning EBK ja TU

evolutsioonilise bioloogia dppetooli meeskonda igakiilgse toetuse ja abivalmiduse eest.
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Lisad

Lisa 1. Toos kasutatud praimerid

DNA amplifitseerimiseks kasutatud praimerid, nende SNP-i positsioonid, defineeritavad klaadid, nukleotiidijarjestused, seondumistemperatuurid,

saadud produkti pikkused, SNP-i positsioonid produktil ning algsed (ancestral) ja omandatud (derived) alleelivariandid.

SNP Klaad/ Forward (F) praimer 5' — 3' Produkti SNP positsioon
positsioon Marker haplogrupp Reverse (R) praimer 5' — 3' pikkus (bp) produktil Algne | Omandatud
14570424 | VL29(CTS2929) N3a3 TGGACATATACACCCACACT 228 106 T C
GATTGGGGAAAAGTTGGTCA
21285948 L550 N3a3-L550 CATCTCATACACCCTTTGAGCTC 235 131 C T
TTAATGACACCAATACTTCAGTGC
21333667 V39 _eq N3a4-V39 CCAATAGCTGTCTGGATATTACAAA 241 146 G T
TATAGGGTCTGGCAGTTGGTTAC
21463326 71936 N3a4 CTAAACTCGTCCCTCAGTCA 232 150 c T
GCTTAACTCTGCCTGACTTC




Lisa 2. STR-markerid ja tandemkorduste arv uuritud indiviididel.

Fiilogeneetilise vorgustiku (Joonis 10) koostamisel kasutati ainult STR-ide taisprofiiliga indiviide (Est — eestlased; Lat — ldtlased; Prus — Pihkva venelased; nd — STR méadramata).

—_ <

s % 8 2 2 8 g $ 2 B 8 83 2 8§ 8 ¥ 8 2 2 g & 9 ,%

Proovi » 8 B & B 3 B B 8 P v P H P S B v B BF & B <
D S S < T T T T T T T T T < S S T T S S < N U)
(SN N = N~ W = N = N = W = N = N = N = WA = N = N~ W= N = S = S = S ~ S = S = S = N

Est308 14 11 13 nd 29 23 11 14 13 14 10 10 19 14 17 20 10 12 18 20 21 11 12
Est361 14 11 13 15 32 24 11 14 14 14 10 10 19 14 17 20 11 11 17 17 21 11 12
Est425 14 11 13 14 30 23 10 14 14 15 10 10 19 14 17 21 11 11 19 17 23 11 12
Est602 14 11 13 14 30 24 10 14 14 14 9 11 19 14 16 18 11 11 20 18 21 11 12
Est604 14 11 13 14 30 24 11 14 14 14 11 10 19 14 17 20 11 11 17 18 21 11 12
Est605 14 11 12 14 31 23 11 14 14 14 10 10 19 14 17 20 11 11 20 21 22 12 12
Est606 14 11 13 14 30 23 10 15 13 14 10 10 19 14 17 20 11 11 19 15 23 11 12
Est607 15 11 14 13 29 23 11 14 13 14 10 10 19 14 16 20 11 11 21 21 22 11 11
Est609 14 11 14 14 30 26 11 14 14 14 10 10 19 14 17 20 11 11 19 21 22 11 12
Est610 14 12 14 14 30 24 11 14 14 14 10 10 19 13 17 20 11 11 19 21 21 11 12
Est613 15 11 14 14 30 23 11 14 14 14 10 10 19 14 17 20 11 12 19 16 24 12 12
Est614 14 11 13 14 30 23 10 14 14 15 10 nd 19 14 18 20 11 11 19 20 22 11 12
Est619 14 11 13 13 29 nd 11 14 14 14 10 nd 19 14 17 20 10 nd 19 21 17 11 12
Est621 14 11 13 14 30 24 11 14 14 14 10 10 19 14 17 22 11 11 18 21 21 11 12
Est626 15 12 14 13 29 23 11 14 14 14 10 11 19 14 18 20 11 11 20 21 22 10 12
Est628 15 11 14 13 29 23 11 15 13 14 10 10 19 14 16 20 11 11 20 21 21 11 12
Est631 14 11 11 13 29 23 10 14 14 14 10 nd 19 14 17 20 11 13 20 20 21 11 12
Est635 15 11 13 13 29 23 10 14 13 14 10 10 19 15 18 20 11 12 19 15 22 12 12
Est638 16 11 13 14 30 23 11 14 14 14 10 10 19 14 18 20 11 11 16 15 22 11 11
Est640 14 11 13 13 28 23 11 11 14 14 10 10 19 14 17 20 12 11 17 21 22 11 12
Est74 14 11 14 14 30 22 11 11 13 14 10 9 19 14 17 20 11 11 19 16 23 11 11
Est90 14 11 13 14 30 23 11 14 13 14 10 10 19 14 18 21 11 11 21 16 21 11 12
Lat138 15 11 13 13 29 23 11 14 13 14 10 10 19 14 17 20 11 11 18 15 22 11 12
PRUs129 | 15 11 14 13 29 23 11 14 14 14 10 10 19 14 17 20 11 11 20 21 21 11 12
PRus23 14 11 13 14 30 23 12 14 14 14 10 10 19 14 17 21 11 11 nd 22 21 11 12
PRus31 16 11 14 13 29 23 10 14 14 14 10 10 19 14 18 20 11 11 19 20 22 11 12
PRus32 15 11 14 13 29 23 11 14 14 14 10 10 19 14 17 20 12 11 20 21 21 12 12
PRus4 15 11 14 13 29 23 10 15 14 14 10 11 19 14 17 20 11 11 20 20 23 11 12
PRus9 15 11 14 13 30 24 11 14 13 14 10 10 19 12 16 20 11 11 17 21 22 11 12
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